Aus dem Institut fur

Umweltmedizinische Forschung an der Heinrich-Heine Universitat

Direktor: Prof. Dr. med. J. Krutmann

Der Einfluss der UV-Filtersubstanzen Uvinul und Parsol auf die
UVB-induzierte Inhibition der IFN-y induzierten ICAM-1 Expression

in menschlicher Haut

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der

Medizin

Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf

vorgelegt von

LUCIE RAUCH

2006



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf.

gez.:
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Bernd Nurnberg
Referent: Univ.-Prof. Dr. med. Jean Krutmann

Korreferent: Priv.-Doz. Dr. med. Helger Stege



meinen Eltern & meinem Ehemann



INhaltSVeIrZEICHNIS. ...t iie e ree e arssarrrennnnnnas Seite

I VERWENDETE ABKURZUNGEN.........couiiiiiiiiiee e 7
1 EINLEITUNG. ... s s s s s s n s s s s s s s s e m s n e nas 8
1.1 Elektromagnetische Strahlung............ccoiiiiiiiii 9
1.1.1 Optische Strahlung....... ..o 10
1.1.2 SichtbareStrahlung....... ..o 10
1.1.3 Ultraviolette Strahlung......... ... e 11
1.2 Photobiologische und photochemische rundlagen..............c..ccceenn.e... 12
1.2.1 Physikalische Grundlagen. ....... ..o 12
1.2.2 Biologische Effekte.........coiiiii 14
1.2.3 Photobiologische Eigenschaften der Haut......................on, 14
1.2.4 Bioaktivitat der UV-Strahlung.............cooiiiii e, 16
1.2.5 UV-Erythem. ... e 16
1.2.6 DNS-SChAdiQUNG......oiiii e e 18
1.2.7 PhOtOGING. ... e 18
1.2.8 PhoOtOKarZiNOgENESE. ... ..ui i 19
1.2.9 UV-induzierbare Erlramlungen.......... ..o 20
1.2.10 Immunmodulation/ImmuNSUPPreSSION. ........c.viuiiiiii e, 21
1.3 Schutzmechanismen gegen bionegative Wirkung von Sonnenlicht....... 23
1.3.1 Natirliche Photoprotektion.............ooiii e, 23
1.3.2 Topische Lichtschutzmittel...............ooiii e, 27
1.3.3 Systemische Lichtschutzstoffe. ..., 31
1.3.4  TeXtliEN. ..o 31
1.3 KaAIONZ. ..o 32
1.4 UVB-Lichtschutzfaktor.............cooiiiiiii e 32
1.5 UVB-strahleninduzierte Expression von ICAM-1 in menschlichen
4= | (=Y o TP 35
1.5.1. UVB-Effekte auf die humane ICAM-1-Expression...............cccooiiiiiiiinnnn.n. 37
1.5.2  IN-VItrO-TeStUNGEN. ... e 38
1.5.3  IN-VIVO-TESIUNGEN. ... 39
1.6 TestsysStem.....ccceiiiii 40
1.6.1 Bestimmung der MED...........ooiiii e 40
1.6.2 Ubertragung des TeStSyStemS in VIVO...............ceuiieeeiiieiiieee e, 41
1.6.3 Ausbau des Testsystems zum Nachweis einer Immunmodulation............ 42
2 MATERIAL UND METHODEN........coiiiiieeireeeee e e r e e e 45
21 Material.....c.ciiii e 45
210 Probanden. ... ..o 45
2.1.2 UV-Filtersubstanzen........ ... 45
2.0 3 IENAY 46
2.1.4 Strahlenquelle........ ..o 46



215

2.2
2.2.1
222

223
224
2.2.5
2.2.6
227

Immunhostochemische Reagenzien.............c.ooooiiiiii i, 46
Methoden..........oiiii e 47
Bestimmungder MED...... ... 47
Bestimmung des LSF. ... 48
VersuChSaNOrANUNG. ...t 48
0] 0 1< T= o 49
Immunhistochemie. ... ... 49
Bestimmung der optimalen Verdinnung von ICAM-1..................coonnll. 50
Semiquantitative Beurteilung der Praparate................cooooiiiin, 50
ERGEBNISSE...... .o 52
DISKUSSION. ....ciiiiiiiiiiir s r s s s s s s s s s s s s s e e e nnns 55
LITERATURVERZEICHNIS....... ..o 67
ANHANG. ... e 82
CURICULUM VITAE...... ot s ra s s s s s s s s s s s s e e 91
DANKSAGUNG..... oo s s s s s s s s s s s e e e e s 92
ZUSAMMENFASSUNG (ABSTRACT)....citiiiiiirrrrrrrra s e 93



I Verwendete Abkurzungen

Abb. Abbildung

cm? Quadratzentimeter
COLIPA Comité de Liaison des Associations Européennes de L’Industrie de la
Parfumerie, des Produits Cosmetiques et de Toilette

DDC dermale dendritische Zellen

DNS Desoxyribonukleinsaure

HNK normalen humane Keratinozyten
ICAM Interzellulares Adhasionsmolekl
IL Interleukin

IL-1RI TYP 1 IL-1 Rezeptor

IFN-y Interferon y

IPF Immunprotektionsfaktor

J Joule

KB transformierte Keratinozyten

kd Kilodalton

LFA Lymphozyten Funktion assoziiertes Antigen
LC Langerhans Zellen

LSF Lichtschutzfaktor

MED minimale Erythemdosis

mg Miligramm

MISD minimale immunsuppressive Dosis
n Anzahl

NMSCnon melanotic skin cancer

PBS Protein-blocking Reagenz
uv Ultraviolette Strahlung
UVA Spektralbereich A

uvB Spektralbereich B

uvC Spektralbereich C

rh rekombinant humane
SALT skin-associated lymphoid tissues
s.C. subkutan

SIS skin immune system

SPF sun protection factor

Tab Tabelle
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die jungsten Untersuchungen zur Abnahme der Ozonschicht in der Atmosphare
(Cetre of athmosperic science 1998) und die steigende Inzidenz von bdsartigen
Hauttumoren haben wiederholt die Frage nach den potentiellen Gesundheitsrisiken
durch UV-Exposition in den Vordergrund geruckt. GrolRe Aufklarungskampagnen
sollen zu einem erhdhten Bewusstsein gegenlber den Risiken einer unkontrollierten
UV-Exposition fuhren. Dabei wird in besonderem MalRe die Applikation von

Sonnenschutzmitteln auf exponierte Haut propagiert.

Lichtschutzmittel dienen der Prophylaxe von akuten (z.B. Sonnenbrand) (Kaidbey
1990, Gasparro 1998) und chronischen UV-Schaden (z. B: Kanzerosen,
Hautalterung) (Ananthaswamy 2002).

Das Mall der Protektion wird durch den Lichtschutzfaktor (LSF) eines
Sonnenschutzpraparates ausgedrtckt. Er gibt allerdings nur Auskunft Uber seine
erythemprotektive Wirkung im Bereich der UVB-Strahlung und macht keine Aussage
uber eine eventuell vorhandene oder fehlende immunprotektive Wirkung (Domanski
1999). Es wird immer wieder gefordert, dass zur Optimierung der UV-Prophylaxe
Sonnenschutzpraparate auch vor weiteren UV-induzierten biologischen Effekten, wie
Immunsuppression oder der Induktion von DNS-Schaden schitzen sollten und diese
neuen Protektionsfaktoren neben dem LSF benannt werden muften. Es hat sich
gezeigt, dass Lichtschutzzubereitungen mit hohem UVB- und niedrigem UVA-Filter
zu einem gefahrdenden Sonnenabusus fihren kdnnen (Autier 1999). Bei Ausnutzung
der madglichen, langen erythemprotektiven Expositionszeiten bei hohem UVB-Filter
wird die Haut extrem hohen UVA-Dosen ausgesetzt, die die Hautalterung verstarken
und vermutlich auf lange Sicht die Karzinogenese verstarken konnen (Autier 2000).
Durch in vitro und in vivo Studien im Tiermodell und humanen Modell ist bekannt,
dass UVB eine Reihe von biologischen Effekten schon unterhalb eines sichtbaren
UVB-Erythems induzieren kann (Cooper 1993, Lavker 1995).

Vor diesem Hintergrund ist die Entwicklung eines verlasslichen Testsystems,
welches in der Lage ist, die lokale UVB-induzierte Immunsuppression zu messen und
dadurch immunprotektive Eigenschaften eines Sonnenschutzmittels zu ermitteln,
besonders wichtig.

Die im Folgenden dargestellten Untersuchungen dienten zur Etablierung eines

photoimmunologischen Testsystems zur Festlegung der MISD (minimale
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EINLEITUNG

immunsuppressiven Dosis) und eines daraus abgeleiteten IPF
(Immunprotektionsfaktor) im Humansystem (in vivo beim Menschen als
photoimmunologisches Read-out-System). Zwei handelsubliche
Sonnenschutzpraparate wurden dahingehend untersucht, inwieweit sie in der Lage
sind, die UVB-induzierte Hemmung der IFN-y-induzierten ICAM-1 Expression auf

Keratinozytenoberflachen zu verhindern.

1.1  Elektromagnetische Strahlung

Sichtbares Licht und benachbarte Spektren, Ultraviolett und Infrarot, sind eine
wichtige Quelle fur das Leben auf der Erde. Die gesamte optische Strahlung geht von
der Photosphare der Sonne aus.

Die Veranderungen des Sonnenspektrums beim Durchdringen der Erdatmosphare
entstehen durch Streuung an Luftmolekiulen und Schwebstoffen (Aerosolen) und
durch Absorption in atmospharischen Gasen und Dampfen. Fir den ultravioletten
Bereich sind dabei die Absorption durch Ozon im Wellenlangengebiet unterhalb von
300 nm sowie eine starke spektrale Abhangigkeit des Streuverhaltens von
Bedeutung. Letztgenannte bewirkt, dass die kurzwelligen Anteile der direkten
Sonnenstrahlung um so starker abnehmen, je langer ihnr Weg durch die Atmosphare
ist. Der gestreute Anteil dagegen, im Sichtbaren erkennbar als die blaue
Himmelsstrahlung, erhoht sich bei tiefer stehender Sonne, da sie dann groflerer
Luftmassen durchdringen muss. Dies erklart die starkere biologische Wirkung der

Sonneneinstrahlung am Mittag im Vergleich zum Abend.
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Optische Strahlung

y
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Abb. 1: Optische Strahlung

1.1.1 Optische Strahlung

Die optische Strahlung setzt sich definitionsgemal aus infraroter, sichtbarer und
ultravioletter Strahlung zusammen. Sie werden im Hinblick auf ihre chemischen und

physikalischen Wirkungen unterteilt in :

Infrarote Strahlung

langwelliges Infrarot (IR-C) 10p - 1Tmm
es handelt sich um energiearme Strahlung, die biologisch von geringer
Bedeutung ist.

mittelwelliges Infrarot (IR-B) 3-10 p
Hauptemissionsbereich erhitzter Glaser (Lampenkolben). Sie wird vom
Menschen nicht als Warmestrahlung empfunden, da sie bereits in der
obersten Hautschicht absorbiert wird. Langwierige Einstrahlung wird als
unangenehm empfunden, da keine Gegenreaktion zur Regulierung der
Korpertemperatur eintritt.

Kurzwelliges Infrarot (IR-A) 800-3000 nm
Sie stellt den Hauptemissionsbereich der Warmestrahlung der Sonne dar. Die
Strahlung dringt tief in die Haut ein und wird in weiten Grenzen als angenehm
empfunden. Den Bereich 800-1400 nm bezeichnet man auch als

therapeutische Warmeoktave.

-10 -
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1.1.2 Sichtbare Strahlung

Das Hauptunterscheidungsmerkmal der sichtbaren Strahlung ist der durch die
einzelnen  Wellenlangenbereiche im  menschlichen Auge hervorgerufene
Farbeindruck. Die Empfindlichkeit des Auges fur die verschiedenen Farben ist
unterschiedlich gro3. Fir Gruntone ist das Auge am empfindlichsten und fur violette
und rote Farben am unempfindlichsten. Da diese Sensibilitat fur die Definition von
Lichtquellen eine ganz wesentliche Bedeutung hat, wurde aufgrund von
experimentellen  Untersuchungen ein  Normalauge ermittelt und dessen
Empfindlichkeitsverlauf als spektraler Hellempfindlichkeitsgrad oder V-(A-)Kurve in
die Normung aufgenommen.

Auch im psychologischen Bereich kdnnen die Wellenlange und damit die Farbe eine
Rolle spielen. Blauliche Farben sollen die Aktivitat erhdhen, wahrend rotliche
Farbtone beruhigend und entspannend wirken sollen.

Obwohl die Farbeindriucke mit steigender Wellenlange kontinuierlich ineinander

ubergehen, lassen sich doch ungefahre Grenzen fir die einzelnen Farbbereiche

festlegen:

Violett 380-420 nm
Blau 421-495 nm
Grun 496-566 nm
Gelb 567-589 nm
Orange 590-627 nm
Rot 628-780 nm

1.1.3 Ultraviolette Strahlung

Langwelliges UV (UV-A1) 340-400 nm
Es ist ein fester Bestandteil naturlicher und kiinstlicher, ungefilterter Licht- und
UV-Quellen. Energieschwachste UV-Strahlung. Aufgrund ihrer chemischen
Wirksamkeit kann sie mit dem kurzwelligen, sichtbaren Licht (< 440 nm)
zusammengefasst werden.
Langwelliges UV (UV-A2) 320-340 nm
Hierbei handelt es sich um den Ubergangsbereich zwischen UV-A und UV-B,
Mittelwelliges UV (UV-B) 280-320 nm
-11 -
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Die Grenzen wurden nach der Erythemwirkungskurve menschlicher Haut
entsprechend den grundsatzlichen Untersuchungen von Karl Eilham HaulBer
und Wilhelm Vahle definiert (280 nm: niedrigste Empfindlichkeit zwischen 254
und 297 m. 315 nm: 1%), maximale Empfindlichkeit bei 297 nm.

Kurzwelliges UV (UV-C) 200-280 nm

Es handelt sich dabei um den kurzwelligen und somit energiereichsten Teil der
UV-Strahlung. Physikalisch erstreckt sich UV-C bis 15 nm und schlie3t damit
unmittelbar an die Roéntgenstrahlung an. Die kurzwellige Grenze der UV
Strahlung des optischen Bereichs wurde deshalb mit 100 nm festgelegt, um
Kollisionen mit dem Strahlenschutzgesetz zu vermeiden. Zwischen 100-
200nm absorbieren Sauerstoff und Stickstoff die UV-Strahlung. Daher kann
dieser auch als Vakuum-UV bezeichnete Bereich in Luft nicht auftreten.

Auf die Erde trifft UV-C nur in sehr geringen Mengen, da die kurzwellige UV-C-
Strahlung groRtenteils durch die Ozonschicht gefiltert wird.

Optische Strahlung besteht nur in Ausnahmeféllen, z.B. bei Lasern, aus einer

einzigen Wellenlange. Im Normalfall wird dagegen immer ein Gemisch von vielen

Wellenlangen mit unterschiedlichen Intensitaten emittiert. Die Darstellung dieser

wellenlangenbezogenen Zusammensetzung eines Strahlungsgemisches wird als

spektrale Strahlungsverteilung oder Spektrum bezeichnet.

1.2 Photobiologische und photochemische Grundlagen

1.2.1 Physikalische Grundlagen

Elektromagnetische Strahlung kann mit Molekulen auf folgende Weisen interagieren:

1.

Transmission, d.h. der Strahlengang wird nicht verandert und folgt den optischen
Gesetzen.

. Reflektion, Reemission, Refraktion, Dispersion, Interferenz, d.h. der Strahlengang
wird verandert. Auch hier gelten die optischen Gesetze.

Absorption, d.h. es kommt zu einer Schwachung von elektromagnetischer
Strahlung. Absorption wird durch die Gesetze der Quanten-Physik beschrieben
und bildet das wichtigste Gebiet der Photobiologie und Photochemie.

Hierbei werden die optischen Gesetze auller Kraft gesetzt. (Kochevar 1995)

-12-
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Nach dem Gesetz von Groftus und Draper, muss Licht zunachst von Molekulen
absorbiert werden, bevor es chemische Vorgange auslésen kann. Bei der Absorption
wird elektromagnetische Energie in chemische Energie umgewandelt, wobei das
absorbierende Molekul als Chromophor bezeichnet wird. Das bedeutet, dass
Strahlung einer bestimmten Wellenlange, die nicht absorbiert wird auch nicht zu einer
photochemischen Umwandlung des Molekuls fuhren kann. Andersherum gilt dieses
Gesetz jedoch nicht, da Photonen absorbiert werden kénnen ohne photochemische
Effekte auszulosen. Die Energie kann dort auch in Fluoreszenz oder in Warme
umgewandelt werden.

Bei der Absorption korreliert der Energieanstieg des angeregten Molekuls mit der
Energie des absorbierten Photons (Gesetz von Stark und Einstein).
Molekulstrukturen mit einfacher Bindung absorbieren im unteren, solche mit
konjugierten Doppelbindungen im oberen UV-Bereich oder im sichtbaren Licht. Jedes
Chromophor absorbiert nur ein einziges Photon. Die Elektronen des Moleklls die
sich vorher in einem stabilen Zustand niedrigster Energie befunden haben, werden
durch die absorbierte Energie auf ein Orbital mit hoherem Energieniveau angehoben.
Da die Energiedifferenz zwischen den Orbitalen einen bestimmten Betrag besitzt, der
durch die molekulare Struktur vorgegeben ist, kann jede chemische Substanz nur
Strahlung bestimmter Wellenlangen absorbieren. Normalerweise stimmt das
Aktionsspektrum der Strahlung und das Absorptionsspektrum des Chromophors
uberein, aber es gibt Falle, in denen der Photosensibilisator metabolisch oder
photochemisch so verandert wird, dass beide Spektren nicht identisch sein mussen.
Strahlung einer bestimmten Wellenlange, die nicht absorbiert wird, kann auch nicht
zu einer photochemischen Umwandlung des Molekuls fuhren. Besitzen die
Elektronenpaare der angeregten Molekule einen anti-parallelen Spin spricht man von
einem Singulett-Zustand, bei parallelem Spin von einem Triplett-Zustand. Die
Lebensdauer der angeregten Molekiile ist sehr kurz, Singuletts existieren etwa 10”s
und Trippletts weniger als 10 s. Diese angeregten Molekiile sind instabil und haben
das Bestreben, die absorbierte Energie wieder abzugeben, um in den stabilen
Grundzustand zurtuckkehren zu kdnnen. Im angeregten Zustand kdénnen die Molekiile
auf vielfaltige Weise reagieren und ihre Energie freisetzen. Es kommt durch
chemische Reaktion zur Bildung von sogenannten Photoaddukten, Emission von

Licht, Fluoreszenz oder Phosphoreszenz mit nachfolgender Umwandlung in Warme.

- 13-
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Dies geschieht durch Transfer in andere Molekile und durch Wechsel vom Singulett
zum Triplett (,Intersystem Crossing“) oder vom Triplett zum energiedrmeren
Singulett. Nur beim Sauerstoff ist das Singulett das energiereichere angeregte
Molekul. Diese Grundlagen sind wichtig fur das Verstandnis der Wirkungsweise von

Sonnenschutzmitteln.

1.2.2 Biologische Effekte

Inwieweit elektromagnetische Strahlung auf die Haut einwirkt ist abhangig von der
Eindringtiefe, der Dauer der Exposition und der interindividuell unterschiedlichen
Toleranz gegenuber der Noxe.

Die Eindringtiefe des Lichts ist zu einem an die Wellenlange und zum anderen an
den Einfallswinkel gebunden. So wird kurzwelliges Licht bereits in hohem Malie in
den oberen Hautschichten absorbiert. Mit steigender Wellenlange nimmt die
Penetrationstiefe zu und ermdglicht so Schaden an den teilungsfahigen Zellen der
Basalzellschicht. Damit erklart sich teilweise die groRere destruktive Kapazitat von
UVB- gegenuber den kurzwelligeren, nicht in die Epidermis eindringenden UVC-
Strahlen bei gleicher Energie.

Ein wichtiger Faktor in der Bewertung der Wirkung von ultravioletter Strahlung (UV-

Strahlung) auf die menschliche Haut ist das Ausmal} der Exposition. (Parrish 1983)

1.2.3 Photobiologische Eigenschaften der Haut

Die Haut baut sich aus der Epidermis und der Dermis auf. An die Dermis schlief3t in
der Tiefe die Subcutis an. Die Epidermis ist ein verhornendes Plattenepithel und wird
aus funf horizontalen Zellagen aufgebaut, von denen jede ihre besonderen
morphologischen und funktionellen Charakteristika besitzt.

Zuunterst, der Basallamina aufsitzend, liegt das einlagige Stratum basale. Daruber
aufsitzend befindet sich das circa 2-5 Lagen breite Stratum spinosum
(Stachelzellschicht). Zwischen dem Stratum corneum und dem Stratum granulosum
befindet sich das Stratum lucidum, eine wenige Lagen plattspindelformiger Zellen

umfassende Verschiebeschicht. Darlber liegt das ein- bis dreilagige Stratum

- 14 -
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granulosum (Kornerschicht). Das obere Stratum granulosum ist der Schauplatz
rapide ablaufender Differenzierungsprozesse. Das Stratum granulosum geht abrupt
in das Stratum corneum (Hornschicht) Uber. Dieses besteht aus 10-20 Zellagen fest
koharenter, plattchenartiger, kernloser hexagonaler Korneozyten.

Unterhalb der Basallamina befindet sich das Corium.
Stratum corneum

Stratum lucidum

—  Epidermis ——— Stratum granulosum
—— Stratum spinosum Stratum
Cutis —— Stratum basale germinativum

- Corium Stratum papillare

Stratum reticulare

Subcutis lockeres Bindegewebe mit Fibroblasten, Endothelzellen,

Kollagen, Fettzellen

Abb. 2: Aufbau der Haut. Schematische Darstellung des histologischen Aufbaus

Das Stratum corneum wirkt als schiutzender Filter, ca. 10% der UV-B- und 50% der
UV-A-Energie werden dort absorbiert bzw. reflektiert. Hierfur ist vor allen Dingen die
Urokaninsaure verantwortlich. In den tieferen Schichten limitieren weitere
Substanzen die Eindringtiefe durch Streuung und Absorption. Hierbei ist Melanin der
wesentlichste Faktor. Aber auch Nukleinsauren, Proteine, Lipide und schlie3lich Blut
und Karotinoide spielen eine wichtige Rolle.

UV-B penetriert weniger tief als UV-A: In der Haut von Kaukasiern erreichen etwa
20% der eingestrahlten UV-B-Energie das Stratum spinosum und etwa 10% des
obere Corium. Von UVA- und sichtbarem Licht dringen hingegen 30-50% in das
obere Corium ein (Anderson 1983).

Nach UV-Bestrahlung der Haut stellen sich Anderungen von Zellmetabolismus, -
funktion, -struktur ein, die sich nach einigen Stunden bzw. Tagen in Anderungen von
Blutzirkulation (Erythem), Uberwarmung, Schmerz, Melaninsynthese (Braunung) und

Zellkinetik (Abschuppung) manifestieren.

-15 -
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Histopathologisch zeigen sich die Veranderungen anhand der Schadigung der
epidermalen Keratinozyten, in z. B. den sogenannten ,Sonnenbrandzellen® bei der
Dermatitis solaris. Im weiteren werden dermale Odeme und Rundzellinfiltrate und ein
Verlust der immunologischen Mechanismen der Langerhanszellen beobachtet.

Nach repetitiver Bestrahlung kommt es zur Verdickung der Epidermis mittels

Akanthose und Hyperkeratose, der sogenannten Lichtschwiele (Kochevar 1995).

1.2.4 Bioaktivitat von UV-Strahlung

Sonnenlicht hat multiple, lebenswichtige Funktionen. Ein Leben auf der Erde ohne
Sonnenlicht ist nicht mdglich. Im Laufe der Evolution sind komplexe Mechanismen
entstanden, die Sonneneinstrahlungen nutzen, wie zum Beispiel die Photosynthese.
Chlorophylihaltige Pflanzen sind mittels Photosynthese in der Lage, durch
Umsetzung von Licht in chemische Energie, aus energiearmeren Verbindungen
energetisch hochwertigere Substanzen aufzubauen (z.B. Starke).

Beim Menschen finden sich biopositive Effekte der Sonnenstrahlung in der
Beeinflussung der zirkadianen Rhythmik und des seelischen Wohlbefindens. So
treten Depressionen im ,UV-armen® Winter haufiger und starker auf als im ,UV-
reichen“ Sommer (Neuroimmunologie).

Grol3e biologische Bedeutung hat die UV-Strahlung in der photochemischen

Konversion von 7-Dehydrocholesterin zu Vitamin D3 in der Epidermis durch UV-B.

Der Einsatz von UV-Strahlung zur Behandlung diverser Hautkrankheiten hat eine
lange Geschichte. 1903 erhielt Niels Finsen den Nobelpreis fir Medizin fur seine
Untersuchungen zur Lichttherapie von infektiosen Erkrankungen. Er konnte zeigen,
dass die UV-Exposition kutaner Lasionen zu einem beschleunigten Heilungsprozess
von Hauttuberkulose und Lupus vulgaris fuhrt (Finsen 1901b).

Die UV-Phototherapie kann in der modernen Dermatologie weiterhin zur Behandlung
verschiedenster Dermatosen genutzt werden. Sowohl die Phototherapie mit
definierten Wellenlangen (UVB 311nm, UVA1) als auch die lokale und systemische
Photochemotherapie mit Gabe von Psoralenen und nachfolgender UVA-Bestrahlung
(Psoralen + UVA = PUVA) eignen sich zur effektiven Behandlung verschiedenster

entzundlicher und proliferativer Dermatosen.

- 16 -
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Neben biopositiven Effekten besitzt das ultraviolette Licht jedoch auch zahlreiche
unerwunschte Wirkungen auf den menschlichen Organismus.

Hierzu zahlen die im folgenden naher beschriebenen Effekte:

1.2.5 UV-Erythem

Das Erythema solaris wird auch als Sonnenbrand oder Dermatitis solaris bezeichnet.
Hierbei handelt es sich um einen akut auftretenden Schaden nach Sonnenexposition.
Die Neigung zu Sonnenbranden ist genetisch determiniert (Phototypen nach
Fitzpatrick, s. Tab. 2) und beruht auf Menge und Art des Melanins der Haut. Die UV-
Empfindlichkeit ist interindividuell sehr unterschiedlich.

Ursache des UV-Erythems konnen prinzipiell alle UV-Strahlungen sein. Allerdings
sind die einzelnen UV-Bereiche unterschiedlich stark wirksam. Das Erythem-
Aktionsspektrum zeigt ein hohes Plateau fur UV-C und UV-B, bei ca. 320 nm erfolgt
ein steiler Abfall. Erytheme konnen allerdings auch durch UV-A erzeugt werden,
bendtigen aber teilweise bis zu 1000 mal hdéhere Dosen. Das UV-Erythem entsteht
wenige Stunden nach Exposition, erreicht nach 12-24 Stunden sein Maximum und
klingt nach 48-72 Stunden ab. Hohere Dosen und kurzwelligeres UV fuhren zu
schnellerer Entwicklung der Erythemreaktion, die langer persistiert.

UV-Strahlung schadigt vorwiegend epidermale Chromophore und setzt
proinfammatorischen Mediatoren frei: Histamin, Serotonin, Prostaglandine
(vorwiegend D2), Interleukin-1 (IL-1) aus Keratinozyten (Chemotaxis, Expression von
Adhasionsmolekulen an Keratinozyten und Gefalizellen, Amplifikation der Produktion
von IL-1 und IL-6). Es resultiert eine entzindliche Reaktion mit Schwerpunkt in
Epidermis und oberer (bei UVA auch mittlerer ) Dermis (Hruza 1993; Kochevar
1995).

Die Zellschadigung zeigt sich durch das massenhafte Auftreten apoptotischer
Keratinozyten (,sunburn cells“) , bei hoherer Intensitdt auch durch eine
vakuolisierende Zelldegeneration.

Im Abheilungsstadium finden sich eine epidermale Hyperplasie und Hyperkeratose,
die auch als ,Lichtschwiele“ bezeichnet wird.

Das UV-A-Erythem ist (anders als das UV-B-Erythem) sauerstoffabhangig, d.h. es
tritt bei Ischamie nicht ein und es fehlen "sunburn cells". Dies auf3ert sich klinisch
zum Beispiel an der fehlenden Pigmentierung an Auflagerungsflachen bei

Sonnenbankbenutzung (SteiRbein, Schulterblatter).
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Klinisch zeigt sich das solare Erythem durch hellrote, schmerzhafte, scharf auf den
Ort der Lichteinwirkung begrenzte Erytheme, bei starkerer UV-Einwirkung entsteht
eine Blasenbildung, im Extremfall eine Nekrose. Schwere Sonnenbrande sind von
systemischen Effekten begleitet (Fieber, Krankheitsgefuhl). Im Abheilungsstadium
kommt es zu einer Pigmentierung und Abschuppung. Als Residualzustand kdnnen
Pigmentverschiebungen (Epheliden, Lentigines, Navuszellnavi) und bei starkster

Exposition sogar Narben beobachtet werden.

1.2.6 DNS-Schadigung

Fir die Entstehung von lichtinduzierten Hauttumoren werden Veranderungen der
Desoxyribonukleinsdure (DNS) verantwortlich gemacht. Die DNS besteht aus
Purinen und Pyrimidinen, die in der Lage sind, Licht der Wellenlange 230-300 nm zu
absorbieren. Dieser Wellenlangenbereich ist somit hauptverantwortlich fur auf die
DNS einwirkenden elektromagnetischen Effekte.

Bei der UV-Bestrahlung von isolierter und zellularer DNS konnte gezeigt werden,
dass eine grolde Anzahl von Photoprodukten entsteht. Den grof3ten Anteil bilden die
Pyrimidin-Dimere. Im UV-B- und UV-C-Bereich fungiert die DNS selber als
Chromophor. Durch die Absorption von UV-Strahlung kommt es zu einem Splicing,
d.h. zu einer Entfernung eines Abschnitts aus dem RNS-Strang der DNS-Kette, die
einem Intron entspricht. Eine Bestrahlung mit 254 nm fuahrt seltener zu
Kettenbrichen, aber viel haufiger zur Bildung von Pyrimidin-Dimeren. Je grol3er die
Wellenlange, um so haufiger entstehen Strangbriiche. Bei einer Wellenlange von
365nm betragt das Verhaltnis von Dimeren zu Kettenbruchen 1:1.

Im Wellenlangenbereich von 365 bis 500 nm sinkt dieses Verhaltnis jedoch wieder.
Im UVA-Bereich ist die DNS nicht mehr sleber Chromophor. In diesen hdheren
Wellenlangenbereichen sind intrazellulare Chromophore, wie Porphyrine,
Riboflavine, NADH und andere in der Lage, die Strahlungsenergie zu absorbieren.
Durch Energietransfer in die DNS kdnnen Kettenbriche verursacht werden. (Jung
1995)

1.2.7 Photoaging
Das Photoaging ist ein deutlich vom naturlichen Alterungsvorgang der Haut
unterscheidbarer, wenn auch Uberlagerter Prozess. Verschiedenste Untersuchungen

haben gezeigt, dass extrinsische Faktoren einen grof3en Anteil an degenerativen
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Hautveranderungen haben. Extrinsisches Altern wird hauptsachlich durch UV-
Strahlung  verursacht und wird deshalb als Photoaging bezeichnet.
Histopathologische, immunohistochemische und ultrastrukturelle Untersuchungen
haben gezeigt, dass die dermale Akkumulation von elastotischem Material ein
wichtiger Faktor des Photoagings ist. Histologisch zeigt sich eine Zunahme von
Elastin, das in dicken geknaduelten Fasern und spater grobscholligen Massen die
gesamte Dermis mit Ausnahme eines schmalen Streifens unterhalb der Basallamina
durchzieht. Als Folge ist die Haut schlaff, faltig, grob gefeldert und nimmt durch
Einlagerung weicher, hautfarbener bis leicht gelblicher, flacher Vorwolbungen eine
pflastersteinartige Struktur an. Gemeinsam mit der rauhen und trockenen
Beschaffenheit der Hornschicht entsteht als charakteristisches Merkmal von
Hautalterung ein lederartiger Eindruck.

Biochemische und molekulare Studien konnten die Bedeutung der vermehrten
Expression von extrazellularen Matrixproteinen nach UVA-Bestrahlung fur das
Photoaging zeigen (Berneburg 2004). Repetitive Bestrahlungen sind verantwortlich
fur die Entstehung der ,common deletion®. Als common deletion bezeichnet man die

Induktion einer bekannten ,Marker“-Mutation in der mitochondrialen DNA.

1.2.8 Photokarzinogenese

Bereits seit 1920 ist bekannt, dass UV-Strahlung, insbesondere UVB-Strahlung in der
Lage ist, Hautmalignome zu induzieren. M. Kripke konnte 1976 in Tierversuchen mit
Nacktmausen sehr elegant zeigen, dass kumulative UV-Strahlendosen fur die
Entstehung von Malignomen verantwortlich sind. UV-induzierte Tumoren beim
Menschen sind vor allem spinozellulare Karzinome und Basalzellkarzinome (NMSC-
non melanotic skin cancer). Mit steigender UV-Dosis steigt die Anzahl der
undifferenzierten malignen Tumoren gegenuber den gut-differenzierten. Haufig
verlieren diese Tumoren ihre histotypischen Marker (Keratin), werden
spindelzellfdrmig und exprimieren Vimentin.

Die Fahigkeit von UV-Strahlung immunmodulatorisch zu wirken, ist fur die
Entstehung von Hautmalignomen relevant. Es konnte gezeigt werden, dass durch
UV-Strahlung zahlreiche immunologische Veranderungen im bestrahlten Individuum
verursacht werden. Diese unterstiitzen das Uberleben und Wachstum von UV-
induzierten Malignomen und fuhren wahrscheinlich auch zu einer Selektion von

wenig antigenen hochmalignen Tumorformen (Blum 1959, Daynes 1985).
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Anders jedoch als bei epidermalen Karzinomen, die hauptsachlich mit einer
chronischen, kumulativen UV-Dosis vergesellschaftet sind , ist die Rolle der UV-
Strahlung bei der Entstehung des malignen Melanoms noch nicht hinreichend
geklart. Hier waren es Tiermodelle, die UV-induzierte immunmodulatorische
Veranderungen fur die Entstehung von malignen Melanomen, verantwortlich
machten (Ley 1989; Setlow 1989). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass UV-
bestrahlte Mause, denen syngene Melanomzellen in die Haut des aul3eren Ohres
injiziert wurden, signifikant haufiger maligne Melanome entwickelten als Mause, die
keine Bestrahlung erhielten (Romerdahl 1988).

Desweiteren konnten epidemiologischen Studien zeigen, dass mit der
intermittierenden Exposition von ungebraunter Haut mit mittleren Dosen von UV-
Strahlung, insbesondere bei Kindern, Melanome induziert werden kénnen (Swerdlow
1978, Teppo 1979, Koh 1990). Das steht im direkten Kontrast zu den
Beobachtungen bei Basalzellkarzinomen und spinozellularen Karzinomen (NMSC),
die mit einer kumulativen Dosis assoziiert sind (DeFabo 1979; DeFabo 1980).
Neuerliche Untersuchungen haben belegt, dass UV-Bestrahlung durch lokale Effekte
in der Haut zu einer Entstehung von Melanomzellnestern fuhren kann. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass durch chronische UV-Exposition die metastatische
Aussaat in innere Organe unterstitzt wird und den Tod durch eine rasche

Disseminierung beschleunigen kann (Donawho 1994).

1.2.9 UV-induzierbare Erkrankungen

Beim Menschen ist die Exazerbation von Viruserkrankungen (z.B. Herpes-
Infektionen) durch UV-Strahlung hinlanglich bekannt (Spruance 1985, Mills 1987).
Dieser Prozess wird nicht allein durch die immunsuppressive Wirkung von UVB-
Strahlung erklart, sondern auch durch die Fahigkeit von UV-Licht, latente Viren zu
aktivieren. Diese Mechanismen zeigen sich nicht nur beim Herpes simplex. Niedrige
Dosen von UV-Strahlung sind in der Lage, die lokale Auspragung von Herpes zoster-
Infektionen zu verstarken. Durch Sonnenlichtexposition kommt es zu einer
verstarkten Narbenbildung bei der Infektion durch Windpocken-Viren (Varizella
zoster) (Finsen 1901-a) als Hinweis auf eine verstarkte Erkrankung. Bei der
Beobachtung von immunsupprimierten Patienten konnte gezeigt werden, dass an
sonnenlichtexponierten Stellen vulgare Warzen, wie sie durch Papillomaviren

hervorgerufen werden, gehauft auftreten (Boyle 1984).
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Es konnten weiterhin auch systemische Effekte demonstriert werden: UV- Strahlung,
insbesondere UV-B-Licht ist in der Lage, Schube eines systemischen Lupus
erythematodes oder der erythropoetischen Protoporphyrie auszulésen.
Lichtdermatosen beruhen auf einer qualitativ abnormen Reaktion gegenlber (meist
UV-optischer) Strahlung. Sie entstehen haufig idiopathisch oder durch die
Vermittlung von photosensibilisierenden Substanzen. Man unterscheidet zwei
grundlegende Mechanismen, die photoallergischen und die phototoxischen.

Die idiopathischen Lichtdermatosen bilden den gréf3ten Anteil der Lichtdermatosen.
In diesen Formenkreis gehoren Erkrankungen, wie z.B. die polymorphe
Lichtdermatose, eine haufige, chronisch rezidivierende erworbene
Lichtunvertraglichkeit. Sie tritt gehauft saisonal, im Frahjahr oder im Hochsommer an
sonnenentwdhnter Haut auf. Im Verlauf kommt es typischerweise durch wiederholte
UV-Einwirkung zu einem sog. ,Hardening-Effekt®. Ausloser ist meist UVA (80%),
UVB ist nur in ca. 8% Ausloser, in ca. 12% ist es eine Kombination aus UVA und
UVB. Eine weitere zu diesem Formenkreis zahlende Dermatose ist die Lichturtikaria,
eine seltene wahrscheinlich IgE-vermittelte Soforttyp-Reaktion.

Phototoxische Reaktionen sind auf bestrahlte Areale limitiert und manifestieren sich
bei systemischer Zufuhr haufig als akut toxische Dermatitis. Viele der
Photosensibilisatoren stammen aus der Stoffgruppe der Psoralene (Furocumarine)
und sind  pflanzlicher Herkunft. Bei lokaler Applikation von Pflanzen oder
Pflanzenteilen in Kombination mit UV-Licht kann es z.B. zur Auslosung einer
Wiesengraserdermatitis kommen.

Die photoallergische Reaktion ist eine klassische T-zellular vermittelte Reaktion und
kann mittels Photopatchtest nachgewiesen werden. Es handelt sich um eine
Sonderform der Ekzemreaktion. Etwa 1-2% der allergischen Spattypreaktionen
gehoren zu dieser Form. Dabei wird die Hapten-Tragerproteinbindung nur unter
Energieaufnahme, in diesem Fall UV-A-Licht, eingegangen. Auch bei dieser Form
unterscheidet man die systemische Form (hamatogene Photoallergie) von einer

Lokalreaktion (Photokontaktallergie).

1.2.10 Immunmodulation/Immunsuppression
Jeder hoherentwickelte Organismus benétigt ein intaktes Immunsystem um
einwirkende Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Viren oder Parasiten zu

erkennen, abzuwehren und um Zellen, die eine maligne Transformation erfahren
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haben, zu eliminieren. Die Haut ist die erste Barriere zur Abwehr von mikrobiellen
Organismen. Lange Zeit wurde angenommen, dass es sich dabei nur um eine
passive Barriere handelt. In den letzten Jahrzehnten konnte jedoch gezeigt werden,
dass im Knochenmark gereifte, in der Haut vorkommende dendritische Leukozyten in
der Lage sind, aktiv Immunantworten in der Haut zu induzieren und zu regulieren
(Stingl 1993). Die Kombination aus immunmodulatorisch wirksamen residenten
(Keratinozyten, Mastzellen und Endothelzellen) und passageren Zellen (T-
Lymphozyten, die zwischen Haut und regionalen Lymphknoten zirkulieren, mit diesen
Leukozyten wird als SALT (skin-associated lymphoid tissues) und SIS (skin immune
system) bezeichnet (Streilein 1983; Bos 1987 ).

Eine grole Bedeutung haben in diesem Zusammenhang antigenprasentierende
Zellen. Dazu gehoéren Langerhans Zellen, dendritische und residente Zellen. Sie sind
fur die sehr komplexe Immunantwort der Haut verantwortlich.

Die Haut besitzt samtliche zelluldaren und molekularen Elemente, die fur die
Induktion, Regulierung und Expression von Immunantworten verantwortlich sind. Es
scheint, dass intrakutane Applikation von Antigenen zu einer Veranderung in
verschiedenen Zellsystemen der Haut fuhrt. Antigenprasentierende Zellen (LC, DDC)
binden das Antigen, verarbeiten es und exprimieren es in Form eines Peptid/MHC-
Komplexes. Andere Zelllinien, wie Keratinozyten, Mastzellen und Endothelzellen und
Fibroblasten reagieren auf diese Antigenprasentation mit Veranderungen in ihrer
Synthese von I6slichen Mediatoren, die wiederum in der Lage sind, den Phanotyp
und die Funktion von antigenprasentierenden Zellen zu andern. Nachfolgend
verlassen die antigenbeladenen Zellen ihre epidermalen und/oder dermalen
Standorte und migrieren Uber das dermale lymphatische System in die parakortikalen
Regionen der drainierenden Lymphknoten. Dort prasentieren sie als lymphoide
dendritische Zellen das Antigen an die T-Zellen der Umgebung. Um ihre Funktion zu
erfullen (z.B. Einleitung und Durchfihrung eines Effektormachanismus gegen
pathogene Noxen), missen die T-Zellklone zurtick in die Haut migrieren. Im |dealfall
reichern sie sich dann in Arealen mit Antigenvorkommen an. Nach Erreichen der
Haut und Erhalt eines erneuten Stimulus durch antigenprasentierende Zellen und
aufgrund des costimulierenden Signalen von weiteren Zellen von (z.B.: Keratinozyten
exprimiertes IL-7) unterlaufen die T-Zellen eine klonale Expansion, die in einer
Ausbildung von protektiv wirksamen Effektormechanismen gegen das Pathogen

resultiert. Alternativ kdnnen die sensibilisierten T-Zellen auch das Antigen auf der
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Oberflache von nicht-professionellen antigenprasentierenden Zellen (z.B. MHC

Klasse lI-tragende Keratinozyten) abladen (Stingl 1995).

Dieses komplexe System kann durch UV-Strahlung moduliert oder gestort werden. In
vitro- als auch in vivo-Untersuchungen an Tieren und Menschen haben gezeigt |,
dass durch ultraviolette Strahlung, vor allem durch UVB-Strahlung, das
Immunsystem (der Haut) supprimiert werden kann. Die UV-Strahlung greift hierbei
an mehreren Ebenen der Immunantwort an (DeFabo 1980;Kripke 1976).

Zunachst werden die Langerhans-Zellen morphologisch und funktionell
beeintrachtigt. lhre Fahigkeit zur Antigenprasentation wird vorribergehend
ausgeschaltet. Ferner wird die Stimulierbarkeit von Lymphozyten gegen Antigene
herabgesetzt. Hinweisgebend waren Versuche, die zeigten, dass nach UV-
Bestrahlung keine Sensibilisierungen mit einem Kontaktallergen ausgelost werden
konnen. Statt dessen wird eine Toleranzreaktion induziert, die durch
antigenspezifische T-Suppressorzellen mediiert wird (Elmets 1983; Applegate 1989) .
Die Auswirkungen von UV sind nicht auf den Ort der Einstrahlung beschrankt,
sondern treffen den Gesamtorganismus. Aus den Keratinozyten werden zahlreiche
Zytokine freigesetzt, von denen zumindest manche in die Blutbahn gelangen (IL-6,
IL-1) und Allgemeinsymptome auslésen koénnen (z.B. Fieber). Nach UV-
Bestrahlungen kommt es auch zum Abfall der Zahl zirkulierender T-Zellen, wobei die
Anzahl von B-Zellen unverandert bleibt. Solche Veranderungen sind bei einmaliger
UV-Exposition voriibergehend. Uber die Auswirkung chronischer Exposition kann
noch nicht endgliltig geurteilt werden. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die bisher

bekannten akuten und chronischen Folgen von UVB-Bestrahlung.

Akute Folgen Chronische Folgen
Sonnenbrand Immunsupression
Uberlastung der Repairmechanismen Chronischer Lichtschaden:

- Trockenheit
DNS-Schaden (Mutationen) - Juckreiz

- Faltchen
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- Pigmentflecken
- Karzinome der Haut
Elastose durch UVA

Tab. 1: Akute und chronische Folgen der UVB-Wirkung auf die menschliche Haut
aus: Raab, W.: Kinder und Sonnenschutz, S.43-48, Pharmazie Nr. 5, 1994

1.3 Schutzmechanismen gegen bionegative Wirkung von

Sonnenlicht

1.3.1 Natirliche Photoprotektion

e Reparaturmechanismen

DNS-Sequenzen werden Uber die Generationen unverandert weitergegeben. Unter
normalen Umstanden sind Spontanmutationen aullerst selten und treten mit einer
Frequenz von eins zu 10° Basenpaar-Replikationen auf. Um diese niedrige
Mutationsrate zu erreichen, missen Reparaturmechanismen vorhanden sein, die es
einer Zelle ermdglichen, DNS-Schaden zu eliminieren.

Die Exzisionsreparatur bildet hierbei den wichtigsten Mechanismus zur Reparatur
UV-bedingter Dimer-Photoprodukte der DNS. Da diese Reparaturmechanismen ohne
weitere UV-Strahlung von statten geht, wird sie auch als Dunkel-Reparatur
bezeichnet. Hierbei werden UV-induzierte Pyrimidin-Dimere in einem komplexen
Vorgang durch neu synthetisierte intakte Nukleotide ersetzt. Als Vorlage dient hierbei
der unbeschadete komplementare DNS-Strang. Es konnte gezeigt werden, dass
Domanen, die fur vitale Funktionen kodieren, bevorzugt repariert werden (Bohr,
1986, Keyse 1987).

e Postreplikationsreparatur

In bakteriellen Zellen konnte nachgewiesen werden, dass wahrend der DNS-
Replikation die DNS-Nucleotidyltransferase Lucken gegenuber Dimeren hinterlasst.
Die beschadigte Region wird repliziert und anschlieBend bringt ein DNS-
Rekombinationsmechanismus eine neue Konfiguration von Strangen hervor. Diese
fuhrt zu einer Gegenuberstellung des Dimer-beinhaltenden Stranges mit einer DNA-
Region, die die richtige Information zum Austausch beinhaltet. Diese Konfiguration
kann nun mittels eines exzisionsahnlichen Mechanismusses repariert werden. Die

lickenhafte DNA kann so einer kompletten, fehlerfreien DNA gegenubergestellt
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werden, die anschliellend durch Polymerisation und Schluss der Stranglucke mittels
Ligase, eingebaut wird (Hincks 1989). Die Exzisionsreparatur reprasentiert einen
hochst komplexen Prozess, der auch als ,Dunkel-Reparatur bezeichnet wird.

Beim Menschen scheint dieser Mechanismus fir die  Reparatur von nicht-
ionisierender Strahlung die wichtigste Rolle zu spielen.

e Pigmentierung

Die Pigmentierung der Haut ist genetisch determiniert und weist grof3e individuelle,
familidre und ethnische Unterschiede auf. Die unterschiedliche Hautfarbe ist durch
quantitative und qualitative Unterschiede der Melanogenese bedingt. Das in der
Epidermis vorhandene Melanin schutzt vor UV-Strahlung durch Absorption, Reflexion
und Streuung. Melanin wirkt aber auch als Radikalfanger photoprotektiv. Nach
Fitzpatrick unterscheidet man abhangig von der Sonnenlichtempfindlichkeit und

Hautbraunung 6 Hauttypen (I-VI). s Tab. 2.

Hauttyp | Hautfarbe® |Haare Augen Reaktion auf Sonnenbestrahlung”

Sonnenbrand | Braunung

I sehr hell rétlich bis | blau, grun |immer nie
rotlichblond

Il hell blond bis | blau, grau, |immer wenig
hellbraun braun

1 hellbraun dunkelblond  bis|braun Selten mafig
braun

v hellbraun bis|Dunkelbraun bis |braun nie gut

mittelbraun |schwarz

\% dunkelbraun |schwarz braun nie sehr gut

Vi schwarz Schwarz braun nie sehr gut

Tab 2:. Klassifikation der Hauttypen. (Nach Fitzpatrick)

2 Farbe der nicht vorgebraunten Haut (z.B.: GesaR)

® Reaktion auf 45-60 min Sonnenexposition der nicht vorgebraunten Haut nach dem
Winter

Hauttyp I-1V: Kaukasier, Hauttyp V: Orientalen, Hauttyp VI: Schwarze.
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Sonnenempfindliche Individuen (Hauttyp I, IlI) sind sehr gefahrdet in Hinblick auf die
Entwicklung chronischer Lichtschaden, wahrend weniger sonnenempfindliche
Individuen (Hauttyp Ill, 1V) ein geringeres Risiko aufweisen. Individuen mit dunkler
Hautfarbe (Hauttyp V,VI) sind nahezu nicht lichtgefahrdet bzw. haben ein sehr
geringes Hautkrebsrisiko (Fitzpatrick 1988).

Die Pigmentierung stellt weiterhin eine Adaptationsreaktion nach UV-Exposition dar.
Das Aktionsspektrum entspricht weitgehend dem der Erythemreaktion. Die
Pigmentierung ist nicht an ein vorhergehendes Erythem, jedoch an die genetisch
determinierte Pigmentierfahigkeit gebunden.

Die sogenannte ,Sofortbraunung® (“immediate pigment darkening®) entsteht wahrend
der Exposition oder kurz danach und verschwindet innerhalb von Stunden. Sie ist
nicht sehr intensiv, beruht auf einer chemischen Konformationsanderung des
Melanins oder Umverteilung von Melanosomen. Sie ist durch Lichtqualitaten aller Art
auslosbar und besitzt kaum photoprotektive Wirkung.

Die ,verzdgerte® UV-Braunung reprasentiert die eigentliche (kosmetisch begehrte)
Sonnenbraunung. Sie setzt erst ca. 72 Stunden nach der UV-Exposition ein und
beruht auf einer Steigerung der Pigmentproduktion. Es kommt zu einer Stimulation
der Tyrosinaseaktivitat und der Reifung von Melanosomen. Bei wiederholter UV-B,
weniger bei UV-A-Exposition kommt es zusatzlich zur Proliferation der Melanozyten,
verstarkter Dendritenbildung und vermehrtem Melanintransfer in die Keratinozyten
(Routaboul 1999).

Allerdings gibt es bei der persistierenden Braunung gro3e Unterschiede, die auf die
verschiedenen Melanintypen zurlckzuflhren sind. Das braunschwarze Eumelanin
der Haut ist ein sehr potenter Lichtfilter (Absorption Uber alle Regionen des UV- und
sichtbaren Lichts), das rotliche Phaomelanin hingegen ein schlechter.
Dementsprechend kommt das Eumelanin bevorzugt bei dunklen Hauttypen vor,
wahrend sehr helle Hauttypen hauptsachlich Phaomelanin produzieren (Zanetti
2001).

e Keratinbildung/Lichtschwiele

Die Keratinbildung der Epidermis fuhrt zur Bildung einer kompakten Hornschicht
unterschiedlicher Dicke (15-50 ym), die von der einfallenden UV-Strahlung schutzt.
Die Proteine Histidin, Tyrosin und Tryptophan schwachen die UV-Strahlung durch

Absorption, Reflexion und Streuung ab. Nach ubermafiger UV-Bestrahlung kommt es
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zur Hyperkeratose der Epidermis, die nach Miescher als sogenannte Lichtschwiele
der Haut bezeichnet wird (Miescher 1930). Diese schutzt die Haut vor der

schadigenden Wirkung nachfolgender UV-Exposition (Gange 1985, Nonaka 1984).

e Selektive Akkumulation

Die selektive Akkumulation radikalfangender lipophiler Vitamine, insbesondere der
sogenannten Karotinoide, im subkutanen Fettgewebe und die Diffusion dieser
Pigmente in die Dermis und Epidermis fihren zur Stabilisierung von Zellmembranen.
Antioxidantien wie Vitamin E (a-Tocopherol) und verwandte Verbindungen, Vitamin C
(L-Ascorbinsaure) und das Tripeptid Glutathion tragen wesentlich zum

Oxidationsschutz ungesattigter Lipide bei.

e Superoxiddismutase und Glutathionperoxidase

Die Enzyme Superoxiddismutase (SOD) und Glutathionperoxidase dienen der
selektiven Inaktivierung der durch UV-Strahlung produzierten freien Radikalen und
schutzen vor UV-Schaden an Lipoproteinen der Zellmembran, die durch
Lipidperoxidation entstehen.

Superoxiddismutase schutzt auch Keratin, Elastin und Kollagen vor freien Radikalen.

1.3.2 Topische (Exogene) Lichtschutzmittel

e Chemische UV-Filter

Die Wirksamkeit von chemischen UV-Filtern beruht auf der Absorption von UV-
Strahlung im Bereich konjugierter Doppelbindungen. Die strahlungsbedingte
Anregung fuhrt den UV-Filter aus dem energetischen Grundzustand in den
angeregten Zustand. Bei der Ruckumwandlung in den Grundzustand wird die
aufgenommene Energie in Form von Warme und Fluoreszenzstrahlung abgegeben.
Photochemische Reaktionen nach der UV-Exposition kdnnen zu molekularen
Veranderungen und Verlust der UV-absorbierenden Fahigkeit des UV-Filters fihren
(Photoinstabilitat) (Pathak 1982). Besonders UVA-Filter konnen eine Photoinstabilitat
aufweisen. Neu entwickelte UV-Filter wie z.B. Mexoryl SX zeichnen sich durch hohe
Photostabilitat aus, d.h. ihre Wirksamkeit bleibt auch nach stundenlanger UV-

Bestrahlung erhalten.

e Physikalische Lichtfilter
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Physikalische UV-Filter sind mineralische Pigmente, die Licht durch Reflexion und
Streuung abschwachen. Bei Wellenlangen uber 400 nm Uberwiegen reflektierende
und streuende Effekte, bei Wellenlangen unter 400 nm weisen Pigmente auch UV-
absorbierende Eigenschaften auf. Man unterscheidet die sog. Mikropigmente

(PartikelgroRe < 100 nm) von den Makropigmenten (Partikelgrof3e > 100nm).

e Makropigmente

Die Makropigmente Titandioxid, Zinkoxid, Eisenoxide, Kalziumkarbonat, Mika, Kaolin
und Talkum werden seit jeher in medizinisch wirksamen Praparaten und Kosmetika
verwendet. Das Deckvermoégen eines Pigmentpulvers in Suspension ist abhangig von
dem Verhaltnis der Brechungsindex des Pigments, des umgebenden Mediums, der
Teilchengrofie, dem Ausmald der Lichtabsorption und den Wellenlangen des
einfallenden Lichtes. Bei hohen Konzentrationen von Pigmenten (z.B. 20% Zinkoxid
oder 20% Titandioxid mit je 1% Eisenoxid) (Lichtschutzpasten, Sunblocker) ist ein
Totalschutz erzielbar. UV-Strahlung, sichtbares und infrarotes Licht werden relativ
gleichmallig abgedeckt. Sunblocker sind bei groRflachiger Anwendung schwer

verteilbar und aufgrund ihrer Eigenfarbe (,Clownmaske®) kosmetisch stérend.

e  Mikropigmente (ultrafeine Pigmente)

Durch spezielle technische Verfahren ist es moglich, Titandioxid bzw. Zinkdioxid auf
Teilchengrofien von 1-100 nm zu verkleinern. Durch Verringerung der TeilchengroRRe
in den Nanometerbereich wird das Reflexions- und Streuvermdgen im sichtbaren
Bereich aufgehoben bzw. verschiebt sich in den UV-Bereich. Durch die Verwendung
von Mikropigmenten in Lichtschutzfiltern wird der kosmetisch stérende ,Weilieffekt"
von Makropigmenten in Suspension vermieden. Ultrafeines Titandioxid schitzt vor
allem in Kombination mit chemischen UV-A und UV-B-Filtern. Im sichtbaren und
infraroten Bereich bieten beide Mikropigmente aufgrund ihrer geringen TeilchengrofRe
jedoch keinen Schutz. Vor allem in Kombinationspraparaten fanden Mikropigmente
bislang ihre Anwendung. Neuerdings kann man jedoch auch
Lichtschutzformulierungen erhalten, die ohne den Zusatz von UV-Filtern schutzen.
Eine optimal aufgearbeitete 5%ige  Titandioxidsuspension kann einen
Lichtschutzfaktor (LSF) von ungefahr 15 erreichen, ohne dabei einen stérenden

Weileffekt zu erzeugen.
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e  Biosynthetisches Melanin

Biosynthetisch hergestelltes Melanin (Biomelanin) weist wie natirliches Melanin UV-
reflektierende, -streuende und -reflektierende Qualitaten auf. Zusatzlich wirkt
Biomelanin als Radikalfanger. Als alleiniger Lichtschutzfilter erreicht Biomelanin eine
LSF im UV-A und UV-B-Bereich von etwa 1,5 bis 3. Da das Biomelanin eine

braunlich-graue Eigenfarbe besitzt, ist die kosmetische Akzeptanz gering.

o  Selbstbrdunungsmittel

Durch eine Reaktion mit Proteinen des Keratins in der Haut fUhren
Selbstbraunungsmittel (,quick tanning lotions®) zu einer anhaltenden Verfarbung der
Haut, die circa 5-7 Tage anhalt. Sie enthalten Extrakte aus Walnuf3schalen, Henna,
Glycerolaldehyd, Hydroxymethylglyoxal oder Dihydroxyaceton (DHA). DHA fuhrt
durch selektive Oxidation von Histidin und Tryptophan zu einer orange-braunen
Verfarbung der Hornschicht, die erst nach einigen Stunden abgeschlossen ist. Die
durch DHA hervorgerufene Hautverfarbung schuatzt im langwelligen UV-A- mit einem
maximalem UV-A-LSF zwischen 3 und 5. Es schitzt allerdings nicht vor UV-B-

Strahlung.

e  Brdunungsbeschleuniger

Braunungsbeschleuniger enthalten Melaninvorstufen wie Acetyltyrosin zur Steigerung
der Menaninsynthese. Aufgrund einer moglichen karzinogenen Wirkung (erhohtes
Melanomrisiko?) sind sie nicht mehr im Vertrieb. Sie bieten keinen wirksamen UV-
Schutz.

e  Antioxidantien

Sie werden neben Konservierungsmitteln als Hilfsstoffe in Lichtschutzprodukten
angewandt. Insbesondere Gallate, p-tert.-Butylphenol-, Vitamin-C- und Vitamin-E-
Derivate verhindern die Oxidation von Lichtschutzformulierungen und schutzen sie
vor mikrobieller Besiedlung. Durch die wiederholte Anwendung von Vitamin-C- und —
E-haltigen Praparaten in kurzen Abstanden (ca. 30 min) ist ein solares Erythem
mafig beeinflulbar (Wolf 2003).

e FEctoin
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Ectoin, eine Tetrahydropyrimidincarbonsaure, gehort zu den so genannten
kompatiblen Soluten. Unter diesem Begriff wird eine Gruppe chemisch
unterschiedlicher Stoffe verstanden, die naturlicherweise bei Bakterien zu finden sind.
Ectoine sind amphoterische wasserbindende Substanzen, die Bakterien bei hohen
Aulentemperaturen und niedriger Luftfeuchtigkeit vor Wasserverlust und Hitze
schitzen. Sie stabilisieren Proteine, Nukleinsauren und Membranen. Diese
Eigenschaften fuhrten in jungster Zeit zur Testung von Ectoin als Hautschutzstoff. In
ersten In-vitro-Untersuchungen konnten fir die Substanz schitzende Effekte gegen
UV-Strahlung demonstriert werden. So ist die UVB-induzierte Abnahme von
Langerhanszellen bei Applikation von Ectoin vor Bestrahlung deutlich niedriger. Des
Weiteren ist die Zahl der "sunburn cells" in vitro unter Anwendung von Ectoin deutlich
abgesenkt. Dartber hinaus flhrt Ectoin zu einer schnelleren Bildung von Hitze-
Schockproteinen. Auch konnte in vivo ein hydratisierender Effekt gezeigt werden
(Blinger 2000).

e DNS-Reparaturenzyme

Die topische Applikation von DNS-Reparaturenzymen stellt ein innovatives Konzept
der Photoprotektion dar, das man als aktiven Lichtschutz bezeichnen kann. Vertreter
dieser Substanzgruppe sind die Photolyase, die T4N5-Endonuklease oder auch die
Optitelomerase.

Die DNS-Reparaturenzyme werden von UV-resistenten Mikroben wie den
Bakeriophagen T4, Micrococcus luteus oder Anacystis nidulans produziert. In
Liposomen verkapselt, sind diese gentechnisch rekombinant hergestellten DNS-
Reparaturenzyme in der Lage, in die Haut zu penetrieren und die Reparatur von UV-
induzierten Photoprodukten (Zyklobutanpyrimidindimere) an den Schwachstellen der
korpereigenen DNS-Reparatur zu unterstitzen. Photolyase bindet an die DNA und
|6st bei Aktivierung durch elektromagnetische Strahlung im Spektralbereich zwischen
300 und 500 Nanometer die Dimere teilweise wieder auf. In einer entsprechenden
Untersuchung konnte unter Applikation von Photolyase eine Verminderung der
Thymidindimere von 40 bis 45 Prozent gezeigt werden (Stege 2000). In neueren
Arbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass bei regelmaliger Anwendung von DNS-
reparaturenzymhaltigen Sonnenschutzformulierungen, mit liposomal verpackter T4-
Endonuklease V (T4N5 Liposomen), bei Patienten mit erhdhtem Hautkrebsrisoko, wie

z.B. Xeroderma pigmentosum, das Neuauftreten von aktinischen Keratosen und
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Basalzellkarzinomen signifikant reduziert ist (Krutmann 2001; Yarosh 2001).
Inwiefern ein solches Praparat zur Verbesserung von UV-induzierten
Langzeitschaden ohne Vorhandensein der bei Xeroderma pigmentosum auftretenden
Enzymdefekte von Nutzen ist, kann derzeit noch nicht endglltig beurteilt werden.
Aber auch andere Substanzen, wie IL-12 oder Polyphenol in gruinem Tee scheinen
eine photoprotektive Wirkung zu entfalten. Insbesondere IL-12 ist in der Lage die

Apoptose UV-geschadigter Zellen zu verhindern und DNA-Schaden zu reparieren.

1.3.3 Systemische Lichtschutzstoffe

e o-Melanotropin

Nach taglicher, zehnmaliger subkutaner Gabe von a-Melanotropin konnte eine
wochenlang anhaltende Braunung der Haut hervorgerufen werden. Die Frage einer

Photoprotektivitat und die Risiko-Nutzen-Berechung stehen allerdings noch aus.

e [-Karotin

Das pB-Karotin, Provitamin A, welches in vielen Pflanzen vorkommt, schitzt als
Radikalfanger vor freien Radikalen, die durch UV-Exposition in der Haut entstehen.
Es absorbiert Licht der Wellenlange zwischen 360 und 500 nm, wobei das
Absorptionsmaximum zwischen 450 bis 475 nm liegt. Als Nebenwirkung kommt es zu
einer orange-gelblichen Verfarbung der Haut, die besonders im Bereich der
Handinnenflachen und der Fu3sohlen imponiert. Durch eine langfristige orale Gabe
von B-Karotin ist es moglich, die Lichtempfindlichkeit bei Patienten mit
erythropoetischer Protoporphyrie und erythropoetischer Porphyrie (M. Gulnther) zu
vermindern. B-Karotin schutzt nicht gegen die Sonnenbrandreaktion bei gesunden
Individuen. Seine Wirksamkeit in der Hautkrebspravention ist umstriten (Mc
Naughton 2005).

e Cystein
Die schwefelhaltige Aminosaure Cystein kann ahnlich wie B-Karotin die subjektive
und objektive Lichtempfindlichkeit von Patienten mit erythropoetischer Protoporphyrie

vermindern.

1.3.4 Textilien
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Abhangig von Material, Webart, und Farbe weisen Textilien gro3e photoprotektive
Unterschiede auf. Naturprodukte wie Wolle und Baumwolle bieten in der Regel einen
schlechteren Schutz gegen UV-B- und UV-A-Strahlung als synthetische Materialen
wie Polyester, Nylon oder Dracon. Textilien dunkler Farbe und engmaschiger Webart
sind photoprotektiv besser wirksam als Materialien weitmaschiger Webart und heller
Farbe. In den Vereinigten Staaten und in Australien sind Textilien mit Angabe des
sog. Textil-LSF erhaltlich. Dieser ist in der Regel deutlich héher als derjenige von
topischen Lichtschutzmitteln, weist jedoch eine enorme Streubreite auf (Textil-LSF
von 2-1000) (Robson 1990, Menzies 1991; Morales 1992, Stanford 1995).

1.3.5 Karenz

Der wirksamste Schutz gegen UV-bedingte Schaden ist die Meidung tUbermaRiger
UV-Bestrahlung. Dabei ist zu bedenken, dass auch die indirekte Sonneneinstrahlung,
wie sie zum Beispiel durch Streuung und Reflexion entsteht, zu einer UV-Belastung,
beispielsweise beim Aufenthalt im Schatten, fihren kann. Insbesondere die
Erkenntnis, dass UV-Schaden bereits bei einer UV-Belastung mit 60% der MED

entstehen, sollte zu einem vernunftigen Umgang mit UV-Strahlung fuhren.

1.4 UVB-Lichtschutzfaktor (UVB-LSF)

Der LSF wurde entwickelt, um die Bestimmung der Wirksamkeit von
Sonnenschutzmitteln zu vereinheitlichen. Zur Zeit wird die Gilte eines
Sonnenschutzmittels durch den UVB-LSF oder kurz LSF angegeben. In Deutschland
befinden sich nur Produkte auf dem Markt, die entweder nach der COLIPA-Methode
(Comité de Liaison des Associations Européennes de L’Industrie de la Parfumerie,
des Produits Cosmetiques et de Toilette-Methode) oder nach der DIN 76501 getestet
werden.

Dies erfolgt nach Ermittlung der individuellen MED (minimale Erythemdosis). Als MED
bezeichnet man eine unter gleichbleibenden Ablesungsverhaltnissen (gleichbleibende
Strahlungsquelle, gleicher Bestrahlungswinkel, gleiche Beurteiler) eben erkennbare,
deutlich begrenzte entziindliche Hautreaktion (Erythem mit oder ohne Odem). Sie ist
bei konstanter Bestrahlungsstarke abhangig von der Bestrahlungszeit. Die
Bestrahlungszeit fur die Erythemschwelle wird fur die ungeschutzte und geschutzte
Haut bestimmt (COLIPA 1994).
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Der LSF ist ein Mal fur die Wirksamkeit eines Sonnenschutzmittels. Der Faktor zeigt
an um wie viel langer sich der Anwender bei gleicher Bestrahlungsstarke und gleicher
Hautreaktion der Strahlung aussetzen kann als ohne das Schutzmittel.

Dieser Lichtschutzfaktor wird mittels folgender Formel ermittelt:

MED mit Lichtschutzmittel

LSF =

MED ohne Lichtschutzmittel

Der LSF gilt nur fir Sonnenschutzmittel, die auf der Haut eine Anpassung auf
absorptivem Wege an die vorhandene Sonnenstrahlung und an die individuelle
Strahlenempfindlichkeit ermdglichen.

Folgende Tabelle (Tab.3) gibt an, welche Vorraussetzungen zur Bestimmung des

LSF nach den jeweiligen Normen erflllt sein miussen.

Die HOhe des LSF stellt nur die maximale Verlangerung der moglichen
Expositionszeit unter standardisierten Bedingungen im Vergleich zur ungeschutzten
Haut dar.

Bei der Anwendung von Sonnenschutzmitteln ergibt sich zusatzlich die Problematik,
dass bei einer durchschnittlichen Korperoberflache von 1,8 m* mindestens 36 g einer
Sonnenschutzformulierung zur Erfullung der COLIPA-Norm (2 mg/cm?) erforderlich
sind. Dies ist in der praktischen taglichen Anwendung nicht durchfihrbar.

Die folgende Tabelle gibt an, in welchem prozentualem Male ein Lichtschutzmittel

das einstrahlende UV-Licht, bezogen auf die Normen der COLIPA-Norm, absorbiert.

-33-



EINLEITUNG

Parameter DIN 67501 (Entwurf 1995/96) COLIPA
Zahl der Probanden 10-20 10-20
Hauttypen [, 11, 1, IV [, I, 11l und Hauttypen
mit kolorimetrischen
ITA°-Werten > 28
Bestrahlungsflache >= 35 cm? >= 30 cm?
Bestrahlungsort Rucken Rucken

Auftragsmenge

2,0 +/- 0,1 mg/cm?

2,0 +/- 0,4 mg/cm?

Einwirkzeit vor Bestrahlung

15 +/- 5 min

15 +/- 5 min

Spektrum des

Sonnensimulators

Sonnenstrahlendahnliches

Kontinuum von 290-400 nm

Sonnenstrahlenahnliches

Kontinuum von 290-400 nm

Filter WG 320/1 mm + UG11/1 mm
MED-Schwellen- >=15s 20-180 s
bestrahlungsdauer

Dosisprogression 25% geometrisch
MED-Ablesung nach 20 +/- 4h 20 +/- 4h

Bestrahlung

Bestimmung des UVB-LSF

MED mit UV-Filter/
MED ohne UV-Filter

MED mit UV-Filter/
MED ohne UV-Filter
(arithm. Mittel)

Tab. 3: Normen zur Bestimmung des UVB-Lichtschutzfaktors

Aus: COLIPA (1994) Sun protection factor test method
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LSF Absorption %
4 75
6 83,3
8 87,5

10 90
12 91,7
15 93,3
20 95
25 96
30 96,7
40 97,5
60 98,3

Tab. 4.: Lichtschutzfaktor und UV-Absorption
Aus: COLIPA (1994) Sun protection factor test method

Aus Tab. 4 ergibt sich, dass ab einem LSF von 15-20 eine prozentuale Steigerung der

Effektivitat eins Lichtschutzmittels nur noch in geringem Malde mdglich ist.

1.5 UVB-strahleninduzierte Expression von ICAM-1 in

menschlichen Zellen

In den letzten Jahren konnten groRe Fortschritte in der Aufklarung der
Zusammenhange zwischen UVB-Strahlung und Immunmodulation erbracht werden.
Demnach sind epidermale Keratinozyten und Langerhans Zellen die wichtigsten Ziele
der UVB-strahleninduzierten Immunmodulation. Man postuliert, dass UVB-Exposition
die Fahigkeit von epidermalen Zellen direkt mit Leukozyten zu interagieren durch eine
Veranderung der Expression von Oberflachenrezeptoren, insbesondere
Adhasionsmolekulen, beeinflusst. Die detailliertesten Untersuchungen liegen zur
Bindung des interzellularen Adhesionsmolekuls-1 (ICAM-1, CD54) an das Integrin
Lymphozyten Funktion assoziiertes Antigen (LFA-1, CD11a/CD18) vor. Diese konnte
als ein wichtiger Pfad in der Interaktion zwischen epidermalen humanen
Keratinozyten und Langerhanszellen mit Leukozyten identifiziert werden (Dustin
1988; Krutmann 1992) .

Erste  zielfihrende Untersuchungen zur Expression von [ICAM-1 auf

Keratinozytenoberflachen konnten von Dustin et al in vitro durchgefuhrt werden .
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Dustin et al konnten zeigen, dass durch Stimulation von Langzeit-kultivierten
Keratinozyten mit rekombinanten humanen (rh) Interferon (IFN) vy, diese in der Lage
waren, an aktivierte T-Lymphozyten zu binden. |IFN-y-induzierte Keratinozyten-/T-Zell
Adhasion war mit einem signifikanten Anstieg der Expression von ICAM-1 auf
Keratinozytenoberflachen vergesellschaftet. Durch Zugabe von anti-ICAM-1-
Antikorpern zu den Keratinozyten oder anti-LFA-1Antikorpern zu den T-Zellen konnte
die Interaktion zwischen den beiden Zelltypen effektiv blockiert werden. Diese
Beobachtungen wiesen auf eine wichtige Rolle von ICAM-1/LFA-1 in intraepidermalen
Adhasions-Prozessen hin und fuhrte zu ausfuhrlichen Studien zur Aufdeckung der
Regulationsmechanismen, die die Expression von ICAM-1 auf Keratinozyten
determinieren.

Es stellte sich heraus, dass es sich bei ICAM-1 um ein 85-110 kd transmembranes
Glykoprotein handelt, welches eine weite Verbreitung im Gewebe aufweist. ICAM-1
konnte mittels Gen-Mapping auf Chromosom 19 lokalisiert werden und wird durch
eine 3.3kb groRe mMRNA kodiert. Das Molekul besteht aus funf tandemartig
gekoppelten Domanen von denen jede Einzelne die Kriterien fur die Immunglobulin-
Superfamilie erflllt (Staunton 1988, Hogg 1991). Eine Funktion von ICAM-1 ist es,
eine Antigen-unabhangige Adhasion zwischen Lymphozyten und deren Zielobjekten
zu erlauben. Mithilfe des Integrins LFA-1 auf der Oberflache von Leukozyten
interagiert ICAM-1 auf der korrespondierenden Zelle noch vor einer Antigen-
abhangigen Aktivierung der interzellularen Signalwege. Mehrere in vitro Experimente
konnten nachweisen, dass die Interaktion zwischen LFA-1 und ICAM-1 nicht nur fur
die Zell-Adhasion und Migration benotigt wird, sondern auch eine Rolle bei weiteren
Leukozytenfunktionen wie Antigen-Prasentation, Lymphozyten-Aktivierung, Killer-T-
Zell-vermittelte  Zielobjekt-Lyse und Immunglobulin-Produktion durch T-Zell-
unabhangige humorale Immunantwort  spielt. Die Bindung von auf
Keratinozytenoberflachen exprimierten ICAM-1 Molekulen mit LFA-1 Molekulen auf
der Oberflache von T-Zellen fuhrt zu einer co-stimulierenden Wirkung, die sich in
einer superantigen-induzierten T-Zellaktivierung auldert (Springer 1990). Zusatzlich
muss davon ausgegangen werden, dass die ICAM-1-Expression eine wichtige Rolle
bei der Bildung und Aufrechterhaltung eines intraepidermalen Infiltrates spielt, indem
es die molekulare Matrix bildet, in der LFA-1 exprimierende Leukozyten in
inflammatorischen Prozessen binden. Immunhistochemische Studien konnten zeigen,

dass bei entzundlichen Hauterkrankungen wie atopischem Ekzem, Psoriasis oder
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allergischem Kontaktekzem, Keratinozyten sehr stark ICAM-1 auf ihrer Oberflache
exprimieren und eine Co-Kolonisierung mit intraepidermalen Leukozyten und ICAM-1-
positiven Keratinozyten besteht. Im Gegensatz dazu findet sich in normaler humaner
Haut keine signifikante ICAM-1-Expression auf Keratinozyten Lisby 1989; Singer
1989).

Weitere Untersuchungen konnten nachweisen, dass ICAM-1 durch eine Anzahl
verschiedener inflammatorischer Zytokine beeinflusst werden kann (Dustin 1986;
Krutmann 1994; Luger 1990). Dies unterscheidet ICAM-1 von seinem Liganden LFA-
1, der in den meisten Zelltypen konstitutionell exprimiert wird. Daraus konnte
geschlossen werden, dass eine ICAM-1/LFA-1-mediierte Adhasion hauptsachlich
durch die Expression von ICAM-1 kontrolliert wird. Langzeit-kultivierte, normale
humane Keratinozyten (HNK) exprimieren konstitutionell kein ICAM-1. Die Expression
von ICAM-1 kann jedoch sehr schnell in vitro durch die Zugabe von rh IFN-y, in
deutlich geringerem MaRe durch die Zugabe von rh TNFa oder rh TNF stimuliert
werden (Dustin 1988; Krutmann 1990). Diese in vitro Ergebnisse konnten durch
Untersuchungen in vivo gestutzt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
intradermale Injektion von rh IFN-y in humane Haut sowohl mit einer Induktion von
ICAM-1-Expression auf Keratinozyten einherging als auch zu einer Annaherung von
LFA-1-positiven mononuklearen Zellen an ICAM-1positive Zellen fihrt. Eine
gesteigerte ICAM-1-Expression auf Keratinozytenoberflachen kann bereits 12 h nach
Stimulation mit Zytokinen beobachtet werden und hat ihren Hohepunkt nach ca. 16-
24 h. Die Veranderungen in der ICAM-1 Oberflachenexprimierung gingen hierbei
immer mit einer assoziierten und korrespondierenden Veranderung der
Ausgangsspiegel der ICAM-1-spezifischen mRNA einher. Dies gibt Hinweis darauf,
dass die Aufregulation von ICAM-1 mRNA fur die ICAM-1 Expression erforderlich ist
und auf der Ebene der Gen-Transkription kontrolliert wird (Yohn 1990). Obwohl es
eine Vielzahl von Informationen zu den verschiedenen Moglichkeiten der
Aufregulierung von ICAM-1- Expression auf Keratinozytenoberflachen gibt, war lange
Zeit wenig bekannt Uber die Regulationsmechanismen mit denen ICAM-1-Expression

unterdrickt werden kann.

1.5.1. UVB-Effekte auf die humane ICAM-1-Expression
In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass UVB-Strahlung einen Effekt

auf die ICAM-1-Expression auf humanen Keratinozytenoberflachen hat. Es stellte
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sich heraus, dass diese modulatorischen Effekte biphasisch wirken und dass kurz
nach UVB-Strahlung die ICAM-1-Expression zunachst supprimiert wird, wohingegen

es nach einiger Zeit zu einer Aufregulation der ICAM-1 Expression kommt.

1.5.2 in-vitro-Testungen

In-vitro-Studien konnten belegen, dass steigende Dosen von UV-B-Strahlung (0-100
J/m?) in transformierten (KB Zellen) oder normalen humanen Keratinozyten (HNK)
dosisabhangig, die Zytokin-(IFN-y, TNFa)-induzierte ICAM-1-Expression inhibiert.
Hierzu wurden die in der Photoimmunologie weit verbreiteten FS20 sun lamps
eingesetzt. Sie emittieren innerhalb des UVB-Bereiches, geben jedoch auch geringe
Mengen an UVA-Strahlung ab. Durch den Einsatz geeigneter Filter konnte
nachgewiesen werden, dass die Effekte auf die Zytokin-gesteuerte ICAM-1-
Expression selektiv durch UVB-Strahlung induziert werden konnte (<315 nm) (H.
Christoph, J. Krutmann, unpublizierte Beobachtung). Die UVB-induzierte Inhibition der
Zytokin-mediierten ICAM1-Expression konnte nur dann beobachtet werden, wenn die
Zellen vor der Zytokin-Stimulation mit UVB bestrahlt wurden. Die eingesetzten UVB-
Dosen zeigten keinen Einfluss auf die Uberlebensdauer der Keratinozyten, fiihrten
jedoch in vorausgehenden Untersuchungen zu einer Produktion von Zytokinen,
Prostaglandinen und Neuropeptiden (Grewe 1993; Trefzer 1993). In gleichzeitig
publizierten Studien konnten Khan et al. zeigen, dass UVB-Bestrahlung nicht die
konstitutive Expression von MHC Klasse Il Molekulen in IFN-y stimulierten
transformierten Keratinozyten beeinflusst, diese jedoch dann komplett supprimiert
werden, wenn die Zellen vor der Zytokin-Behandlung bestrahlt werden (Khan 1993).
Ferner kann als gesichert angesehen werden, dass die UVB-induzierte Inhibition der
Zytokin-gesteuerten ICAM-1 Aufregulierung in humanen Keratinozyten durch
Veranderungen auf Pratranslations-Ebene wirkt. Hinweisgebend daflir sind Studien
zur Wirkung von UVB auf ICAM-1 mRNA-Spiegel. Es konnte nachgewiesen werden,
dass die UVB-Exposition humaner transformierter Keratinozyten dosisabhangig die
IFN-y- oder TNF-a-induzierte Aufregulation von ICAM-1 mRNA inhibiert. Hierbei
reichte eine Dosis von 100J/m?, um die IFN-y -induzierte Expression von ICAM-1
wieder auf den Ausgangswert zurtckzufihren (Krutmann 1992).

Zudem gibt es Studien, die auf einen posttranskriptionellen Weg der UVB-induzierten

Herunterregulierung von monozytarem ICAM-1 und Keratinozyten-ICAM-1 deuten.
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Sie geben Hinweise darauf, dass die Expression von ICAM-1 in verschiedenen Zellen
auf verschiedenen Mechanismen beruhen kann (Krutmann 1991).

In vitro konnte an Zellen von Xeroderma pigmentosum-Patienten nachgewiesen
werden, dass die UV-B-induzierte Inhibition der IFN-y-bedingten ICAM-1-Expression
von der Bildung von Photoaddukten abhangig ist, die nicht von Xeroderma
pigmentosum—Patienten repariert werden konnen. Daraus wurde gefolgert, dass die
Wiederherstellung der IFN-y-Empfindlichkeit in normalen humanen Zellen durch die
Entfernung von  DNS-Photoprodukten  mittels des  Nucleotid-Exzisions-
Reparaturmechanismus erfolgt (Lambert 1990). Ferner konnte demonstriert werden,
dass UV-B-Strahlung nicht nur die Zytokin-abhangige ICAM-1 Expression in humanen
Keratinozyten supprimiert, sondern eine ICAM-1 Expression auch induzieren kann
(Norris 1990). 48 Stunden nach Bestrahlung zeigt sich eine signifikante Aufregulation
der konstitutiven ICAM-1 Protein- und mRNA-Expression in Keratinozyten. Die UVB-
Dosen der Induktion von konstitutiver im Vergleich zur Hemmung der IFN-y-
induzierten ICAM-1- Expression sind indentisch. Dies heildt, dass eine einmalige
UVB-Dosis in der Lage ist sowohl antiinflammatorische als auch proinflammatorische
Effekte auf Keratinozyten ICAM-1 Expression zu haben .

Es wurde ein Zwei-Phasen-Modell der UVB-induzierten Aufregulation von ICAM-1in
humanen Keratinozyten postuliert :

Im ersten Schritt induziert UVB-Strahlung die Produktion von IL-1a, welches auf
einem autokrinen Weg zu einer gesteigerten Expression von IL-1RI (TYP 1 IL-1
Rezeptor) Expression auf der Oberflache von bestrahlten Keratinozyten fuhrt. Die
Zellen, die eine erhohte Sensitivitat gegenuber IL-1a zeigen, reagieren dann in einem
zweiten Schritt auf endogen produziertes IL-1a durch Aufregulation von ICAM-1-
MRNA und —Oberflachenexpression (Trefzer 1995). Man muss davon ausgehen,
dass die autokrin induzierte ICAM-1 Expression, abhangig von der UV-Wellenlange,

unterschiedlichen Zytokinen unterliegt (Christoph 1993).

1.5.2 in-vivo-Testungen
Mittels immunhistochemischer Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass
die durch UV-B-Strahlen induzierte Hemmung einer Zytokin-induzierten ICAM-1

Aufregulation auch in vivo reproduzierbar ist (Barker 1989).
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Injektion von rh IFN-y intrakutan in menschliche Haut flhrt zu einer Aufregulierung der
ICAM-1 Expression auf Keratinozytenoberflachen. Bei Vorbestrahlung mit 1 MED
UV-B konnte die IFN-y-induzierte ICAM-1 Expression in Keratinozyten fast
vollstandig gehemmt werden (Stege 1995, Stege 2000).

1.6 Testsystem

Als in vivo Testsystem schien die Hemmung einer zuvor induzierten Aufregulation
geeigneter zu sein. Die oben erwahnten immunhistochemischen Testungen zeichnen
sich durch eine hohe inter- und intraindividuelle Reproduzierbarkeit der UVB-
induzierten Hemmung der IFN-y-induzierten ICAM-1 Expression aus. Im Gegensatz
dazu ist die UVB-induzierte Aufregulation der konstitutiven ICAM-1 Expression durch
grol3e interindividuelle Variabilitdt charakterisiert. = Durch Untersuchungen war
bekannt, dass die ICAM-1 Expression durch intrakutane Injektion von rh IFN-y
(30.000 IE) stimuliert wird. Diese IFN-y induzierte Aufregulation der ICAM-1
Expression kann durch vorherige Bestrahlung des zu stimulierenden Hautareals mit
einer MED UVB vollig gehemmt werden.

Somit kdnnen genaue biologische Endpunkte definiert werden und Aussagen zu
UVB-induzierter Immunsuppression anhand der ICAM-1 Expression getroffen

werden.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Fragestellung dieser Arbeit
1) LaRkt sich die UVB-induzierte Hemmung der zytokinabhangigen ICAM-1
Expression als Testsystem in vivo etablieren ?
2) Kann dieses Testsystem zur Uberpriifung der immunprotektiven Wirkung eines
Sonnenschutzmittels in vivo herangezogen werden?
3) Entspricht die MED (Minimale Erythemdosis) eines Sonnenschutzmittels

seinem IPF (Immunprotektivitatsfaktor)?

1.6.1 Bestimmung der MED
Die individuell unterschiedliche MED (minimale Erythemdosis) wurde mittels
etablierter photodermatologischer Testverfahren (Lichttreppe nach Wucherpfennig)

ermittelt.
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1.6.2. Ubertragung des Testsystems in vivo

Initial wurde Uberprift, ob sich die MED unter den gewahlten Versuchsbedingungen
(intrakutane IFN-y-Injektion) von der MED ohne IFN-y-Behandlung unterscheidet.
Nach Abschluld der erwahnten Voruntersuchun und dem Ausschlul eines
Unterschieds zwischen IFN-y-behandelter und IFN-y-unbehandelter Haut wurde zur
tatsachlichen Untersuchung der UVB-abhangigen Hemmung einer Zytokin-
induzierten Aufregulation der ICAM-1 Expression der nachfolgend tabellarisch (Tab.
5) und graphisch (Abb.3) dargestellte Versuchsaufbau gewanhlt.

Hierbei wurden 4 Versuchsanordnungen unterschieden (A-D) und unter festgelegten
Bedingungen die ICAM-1-Expression mit und ohne nachfolgender s.c. IFN-y-
Applikation untersucht. Der Nachweis erfolgt mittels immunhistochemischen
Nachweises von ICAM-1.

Nach Durchfuhrung der Testungen konnten die in der Literatur vorhandenen in vitro
Ergebnisse auch in vivo in immunhistochemischen Farbungen bestatigt werden. Die

ICAM-1 Expression in vivo entsprach der Expression in vitro (s. Tab. 6).

Versuchsanordnung | Versuchsanordnung| Versuchsanordnung| Versuchsanordnung
A B C D

normale Haut normale Haut normale Haut normale Haut

- uvB - uvB

- IFN-y IFN-y

Tab. 5: Versuchsaufbau

A: normale Haut

B: normale Haut nach UVB-Bestrahlung

C: normale Haut nach s.c. IFN-y-Injektion

D: normale Haut nach UVB-Bestrahlung und anschlieBender s.c. IFN-y-Injektion
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Abb. 3: Gesél3, schematisch — Versuchsanordnung

C

IFN-y

B

UVB

D

UVB
IFN--y

Versuchsanordnung Zellart ICAM-Darstellung
A Endothelzellen positiv
Keratinozyten negativ
B Endothelzellen positiv
Keratinozyten negativ
C Endothelzellen positiv
Keratinozyten positiv
D Endothelzellen positiv
Keratinozyten negativ

Tab 6: Immunhistochemische Darstellung der Zellen unter Versuchsbedingungen

A: normale Haut

B: normale Haut nach UVB-Bestrahlung
C: normale Haut nach s.c. IFN-y-Injektion
D: normale Haut nach UVB-Bestrahlung und anschlieBender s.c. IFN-y-Injektion
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1.6.3. Ausbau des Testsystems zum Nachweis einer Inmunmodulation

Diese Vorversuche legten nahe, dass die UVB-induzierte Inhibition der IFN-y-
induzierten ICAM-1 Aufregulation als biologischer Endpunkt fur den Nachweis einer
Immunsuppression dienen kann. Eine Aufhebung dieses Effekts durch Applikation
eines Sonnenschutzmittels, weist hiernach auf deren immunprotektiven Effekt hin.
Wird bei steigender MED die Hemmung wieder sichtbar, kann man von einem

Erléschen der immunprotektiven Wirkung ausgehen.

Vor diesem Hintergrund sollte ein in vivo Testsystem etabliert werden, das
immunhistochemisch eine Veranderung der UVB-induzierten Immunmodulation
nachweisen kann. Es wurde folgende schematisch dargestellte Versuchsanordnung
gewahlt (Tab.7 und Abb.4), um eventuell vorhandene schitzende Effekte von
applizierten UV-Filtern nachzuweisen. Das Read-out-System bestand dn dem

Nachweis einer ICAM-1 Expression auf Keratinozyten.

Kontrollareal Kontrollareal Testareal Testareal
A B C D
IFN-y IFN-y IFN-y IFN-y
1 MED UVB n MED UVB n+x MED UVB
UV-Filter UV-Filter

Tab. 7: Etablierung des Testsystems. Bestimmung der Immunprotektion

A: IFN-y (s.c.)
B: Bestrahlung mit 1 MED anschlieRend s.c. Injektion von IFN-y
C: Applikation eines UV-Filters, nachfolgende Bestrahlung mit n MED, anschlie3end

S. ¢. Injektion von IFN-y
D: Applikation eines UV-Filters, nachfolgende Bestrahlung mit n+x MED,

anschlie3end s. c. Injektion von IFN-y
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A B
IFN-y IFN-y
1 MED UVB
C D
IFN-y IFN-y
n MED UVB n+x MED UVB
UV-Filter UV-Filter

Abb 4.: Gesal3, schematisch — Versuchsanordnung —Bestimmung Immunprotektion
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Probanden

20 hautgesunde Probanden wurden in die Untersuchung eingeschlossen. Ein- und
Ausschluss wurden anhand von klinischen und anamnestischen Kriterien getroffen. In
der Anamnese wurde neben der allgemeinen Krankheitsgeschichte gezielt nach
Hauterkrankungen und pathologischen Reaktionen auf UV-Bestrahlungen gefragt. Bei
der anschliellienden koérperlichen Untersuchung wurde die Farbe der Augen und der
Haare, sowie das Hautkolorit bestimmt und danach der Hauttyp nach Fitzpatrick
bestimmt. Das gesamte Integument wurde auf Hautveranderungen hin untersucht.
Als Ausschlusskriterien wurden Angaben zu pathologischen Reaktionen auf UV-
Exposition, krankhafte Hautveranderungen, sowie ein Hauttyp nach Fitzpatrick >3
festgelegt. Nach diesem Auswahlverfahren wurden 13 Probanden mit dem Hauttyp 1-
2 und sieben Personen mit dem Hauttyp 3 als Versuchspersonen ausgewanhlt.

Die Probanden willigten nach einem ausfuhrlichen Aufklarungsgesprach schriftlich
ein, im Rahmen einer experimentellen Studie an in-vivo Experimenten teilzunehmen.
Die Versuchspersonen wurden auf mogliche Risiken und Nebenwirkungen und
Komplikationen, die im Rahmen der UV-Exposition, der UV-Schutzmittel- und IFN-y-
Applikation sowie der Biopsieentnahmen auftreten konnten, hingewiesen.

Die Untersuchungen erfolgten nach Genehmigung durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat und dem Abschluss einer

Probandenversicherung.

2.1.2 UV-Filtersubstanzen

Die untersuchten UV-Filtersubstanzen wurden von der Firma Beiersdorf zur
Verfugung gestellt. Bei den getesteten Sonnenschutzmitteln handelte es sich um eine
5%ige Ocymethoxycinnamate-Praparation (Parsol MCX) und um eine 2-%ige Octyl-
Triamzone-Praparation (Uvinul T150). Da sich die Versuchsbedingungen des in-vivo
Experimentes sowohl von der COLIPA-Norm, als auch von den in-vitro
Lichtschutzfaktor(LSF)-Bestimmungen der Firma Beiersdorf unterscheiden, wurde

eine erneute Bestimmung des Lichtschutzfaktors erforderlich.

2.1.3 IFN«y
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Zur Stimulation der Keratinozyten wurde Interferon-y 1b (Imukin® Injektionslésung, 2
Mio. IE, Fa. Boehringer Ingelheim Pharma KG, Binger Str. 173, 55216 Ingelheim)
eingesetzt. Die intrakutanen Injektionen erfolgten in einer Dosis von 30.000IE rh IFN-
y. Als Nebenwirkungen werden neben lokalen Reaktionen, selten systemische
Beschwerden in Form von grippedhnlichen Symptomen beobachtet. Uber die
Maoglichkeit des Auftretens dieser Nebenwirkungen waren die Patienten aufgeklart
und hatten die Moglichkeit, diese durch Einnahme von Paracetamol 1000mg per os

zu behandeln.

2.1.4 Strahlenquelle
Als UVB-Strahlenquelle dienten FS20 Sunlamps der Firma Westinghouse, Pittsburgh,
Pennsylvania, USA in einem Bestrahlungsgerat der Firma Waldmann( Villingen

Schwenningen, Germany).

2.1.5. Immunhistochemische Reagenzien
Far die immunhistochemischen Untersuchungen wurden folgende Reagentien

verwendet:

DAB-Substratkit Fa. Coulter-lmmunotech Diagnostics (Europapark Fichtenhain
B13, 47807 Krefeld ) incl.:

e Protein Blocking Reagenz (PBS)

e Chromogen DAB (braune Farbung) (5 ml Aqua dest. + 5 Tropfen Tris-
Pufferkonzentrat + 5 Tropfen DAS + 2 Tropfen 3%iges H»0;) dieses wurde
aufgrund seiner Toxizitat gegen AEC Chromogen ausgetauscht

e AEC Chromogen DAB

e Tris-Pufferkonzentrat

(Tris-Puffer: Tris-Pufferkonzentrat pH 7,6 100ml ad 1000ml NaCl 0,9%ig)

e 3% H,O5

e Bovines Serum Albumin (BSA) zur Antikoérper-Verdinnung

(0,25 ug BSA ad 25 ml 0,01 mol PBS (25ml PBS x 10 + 25 ml H,0)

- monoklonler Antikbrper CD54 (ICAM-1), Fa. Immunotech GmbH (130, Av. Jean
de Lattre de Tassigny, B.P. 177-13276 Marceille Cedex 9)

- ICAM-1-Isotyp Kontrolle, Fa. Immunotech GmbH (130, Av. Jean de Lattre de
Tassigny, B.P. 177-13276 Marceille Cedex 9)
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- Universelles Streptavidin-Peroxidase Nachweissystem (rote Farbung) Fa.
Immunotech GmbH (130, Av. Jean de Lattre de Tassigny, B.P. 177-13276
Marceille Cedex 9)

- Destilliertes Wasser

- Deckglaser

- Objekttrager

- Hamatoxylin der Firma Immunotech GmbH (130, Av. Jean de Lattre de Tassigny,
B.P. 177-13276 Marceille Cedex 9)

- Eindeckmaterial auf Harzbasis der Firma Immunotech GmbH (130, Av. Jean de
Lattre de Tassigny, B.P. 177-13276 Marceille Cedex 9)

- Feuchte Kammer

- Schnittapparat

2.2 Methoden
2.2.1 Bestimmung der MED

In Anlehnung an die in vitro Experimente von Budnik et al (1992) wurden als UV-
Strahlenquelle FS-20 Sunlamps genutzt. Als minimale Erythemdosis (MED)
bezeichnet man eine unter gleichbleibenden Testverhaltnissen (gleichbleibende
Strahlungsquelle, gleicher Bestrahlungswinkel, gleiche Beurteiler) eben erkennbare,
deutlich begrenzte entziindliche Hautreaktion (Erythem mit oder ohne Odem). Sie ist
bei konstanter Bestrahlungsstarke abhangig von der Bestrahlungszeit. Die
Bestrahlungszeit fir die Erythemschwelle wird flr die ungeschitzte Haut bestimmt.
Die Bestimmung der minimalen Erythemdosis (MED) der einzelnen Probanden wurde
mit der auch in der Routinediagnostik gebrauchlichen Lichttreppe nach
Wucherpfennig durchgeflhrt. Hierzu wurde das Gesall und der Ricken mit den FS20
Sunlamps bestrahlt.

Die Strahlenquelle wurde in einem Abstand von 30 cm aufgebaut. Ausgehend von
der in der Routinediagnostik praktizierten Verfahren wurde eine Lichttreppe mit sechs
unterschiedlichen Strahlendosen durchgeflhrt. Das zu bestrahlende, quadratische
Areal war jeweils 36 cm? grol3. Die Strahlendosen lagen in einem Bereich von 25-
150 mJ/cm?. Die Strahlendosis wurde pro Hautareal um 25 mJ/cm? gesteigert. Die
Ablesung erfolgte 24 Stunden nach der Bestrahlung. Als MED wurde die kleinste
Dosis festgesetzt, bei welcher es im bestrahlten Hautareal zur Ausbildung eines

Erythems kam.

-47 -



MATERIAL UND METHODEN

2.2.2 Bestimmung des LSF

Nach Testung der individuellen MED erfolgte die Bestimmung der erythemprotektiven
Wirkung der UV-Filtersubstanzen: Hierzu wurde die jeweilige Testsubstanz auf je
sechs 36 cm? grol3e Testareale im Bereich des Rlckens appliziert.

Pro Feld wurden 72 mg (entspr. 2 mg/cm?) des Sonnenschutzmittels gleichmaRig
aufgetragen. Nach einer Einwirkzeit von 15 min gemaly der COLIPA-Norm wurden
die Areale aus einer Entfernung von 30 cm (FS 20 sunlamps, Fa. Westinghouse)
bestrahlt.

2.2.3 Versuchsanordnung

Nach Bestimmung der individuellen MED und der fir die Sonnenschutzmittel
spezifischen Sonnenschutzfaktoren, erfolgte die Bestimmung der immunprotektiven
Wirkung der einzelnen UV-Filter unter Verwendung der identischen
Strahlungsquelle.

Im folgenden werden die Begriffe Testareal, d.h. Hautfelder mit Testsubstanz und
Kontrollareal, d.h. Hautfelder ohne Testsubstanz, unterschieden.

12 cm?
entsprechend den Bedingungen der COLIPA-Norm appliziert. Das erste Kontrollareal
induzierte ICAM-1 Aufregulation. Das
Hemmung der IFN-y
induzierten ICAM-1 Aufregulation durch vorhergehende UVB-Bestrahlung mit 1 MED
UVB.

Das Kontrollareal A wird nicht bestrahlt. Das Kontrollareal B wird mit 1 MED

Auf den markierten Testarealen von ca. wurde die Testsubstanz

diente dem Positiv-Nachweis fur die IFN-y

zweite Kontrollareal diente dem Positiv-Nachweis der

bestrahlt. Die Testareale werden einer n-fachen Dosis der MED (n x MED)

ausgesetzt (s. Tab.8).

Kontrollareal | Kontrollareal Testareal Testareal Testareal
A B Cc D E usw.
IFN-y 30.000IE | IFN-y 30.000IE | IFN-y 30.000IE | IFN-y 30.000IE | IFN-y 30.0001E
1 MED UVB n MED n+x MED N+x MED
Parsol/Uvinul Parsol/Uvinul Parsol/Uvinul

Tab. 8: Versuchsanordnung

A: Kontrollareal: IFN-y (s.c.)
B: Bestrahlung mit 1 MED anschliel3end s.c. Injektion von IFN-y
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C: Applikation eines UV-Filters, nachfolgende Bestrahlung mit n MED,
anschlieBend
S. ¢. Injektion von IFN-y
D-E: Applikation eines UV-Filters, nachfolgende Bestrahlung mit n+x MED,
anschlielSend s. c. Injektion von IFN-y

2.2.4 Biopsien

Aus Kontroll- und Testarealen wurden 24 Stunden nach UVB-Bestrahlung unter
Lokalanasthesie mit einer Maximalmenge von 2ml Xylonest® 1% 8mm Durchmesser
grol3e Stanzbiopsien entnommen. Die Exzisionen wurden mittels Einzelknopfnahten
mit Hautfaden (Nylon 4/0) vernaht. Die Biopsien wurden sofort nach Entnahme in

flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.5 Immunhistochemie

Es wurden Kryostatschnitte mit einer Dicke von 6-8um angefertigt und diese
immunhistochemisch bzgl. der ICAM-1 Expression auf der Keratinozytenoberflache
analysiert. Zum Nachweis des Zytokins ICAM-1 wurde das DAB-Substratkit der
Firma Coulter-Immunotech Diagnostics genutzt. Das DAB-Substratkit ist fur den
Nachweis von zellularen Antigenen geeignet, wenn Meerettich-Peroxidase konjugiert
an (Stept-)Avidin oder Antikdrper als Nachweisenzym verwendet wird. In Verbindung
mit H,O, wird das Substrat DAB (3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) durch
Peroxidase zu einem Nitrofarbstoff oxidiert, der unldslich ist und am Ort der
Enzymaktivitat ein Prazipitat bildet. Dieses Prazipitat ist im Lichtmikroskop als mit
AEC-Chromogen als rote Farbung sichtbar und markiert spezifisch die Lokalisation
des Antigens. Die Reaktion bendtigt einen bestimmten pH-Wert, der durch den
Trispuffer (Pufferkonzentrat im DAB-Substratkit) gewahrleitstet wird.

Jeweils ca. 4 Kryostatschnitte auf einem Objekttrager wurden zwei Minuten lang in
Tris-Puffer gewaschen. Ab diesem Arbeitsschritt erfolgt die Aufbewahrung der
Schnitte in einer feuchten Kammer, um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern.
Die uberschussige Feuchtigkeit wird abgetupft und das Protein-blocking Reagenz
(PBS) aufgetragen nach zehn Minuten wird das PBA abgeschuttelt und der Primar-
Antikorper (anti-ICAM-1) aufgetragen. Das anti-ICAM-1 verbleibt nun flir 60 Minuten
bei 20°C auf den Schnitten. Die Antikorper werden abgeschittelt und die
Objekttrager jeweils dreimal fur zwei Minuten in frischem Tris-Puffer gewaschen. Die
uberschussige Feuchtigkeit wird abgetupft und der Sekundarantikdrper aufgetragen.

Dieser verbleibt fur dreif3ig Minuten auf den Praparaten. Die Objekttrager werden
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erneut dreimal fur zwei Minuten in Tris-Puffer gewaschen. Nun wird die Streptavidin-
Peroxidase fur 45 Minuten auf die Praparate verteilt. Nach Ablauf der Einwirkzeit
werden die Praparate erneut fur dreimal zwei Minuten in Tris-Puffer gewaschen.

Das Chromogen AEC wird flr 20 Minuten aufgetragen und danach fir 2 Minuten in
Wasser gewaschen. Danach erfolgt die Gegenfarbung in einem Hamalaun-Bad fur 2
Minuten. AnschlieRend werden die Praparate fur 10 Minuten in einem Wasserbad mit
Frischwasserzuleitung gespult. Anschlie®end werden die Schnitte in Eindeckmaterial
eingebettet. Bei jeder immunhistochemischen Farbung wurde eine Istoypkontrolle
durchgefuhrt.

2.2.6 Bestimmung der optimalen Verdiinnung von ICAM-1-Antikorpern

Zur Bestimmung der optimalen Konzentration des monoklonalen ICAM-1-
Antikorpers zur Durchfihrung der immunhistochemischen Farbung wurden
Verdunnungsreihen mit ansteigende Konzentrationen von 1:50, 1:100, 1:200 und
1:400 durchgefuhrt. Die Verdinnung 1:200 war hierbei die geringste Konzentration,

mit der ICAM-1-positive Zellen angefarbt werden konnte.

2.2.7 Semiquantitative Beurteilung der Praparate

Die semiquantitative Auswertung der Ergebnisse erfolgte in mindestens vier
aufeinanderfolgenden, das heilt seriellen Schnitten durch zwei unterschiedliche
Beurteiler in randomisierter Reihenfolge. Hierbei bedeutete +++ eine sehr starke
ICAM-1 Expression, ++ starke ICAM-1 Expression, + schwache ICAM-1 Expression,

- keine ICAM-1 Expression und +/- nur fokale ICAM-1 Expression.
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Abb.5: Immunhistochemie: ICAM-1-Nachweis in humaner Haut in vivo, nach s.c.
Injektion von IFN-y. Die Hautareale wurden mit Hdmalaun gegengeférbt
Konstitutionelle Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen

IFN-y-induzierte ICAM-1 Expression auf basalen Keratinozyten
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3 ERGEBNISSE

Eine tabellarische Auflistung der Ergebnisse befindet sich im Anhang.

Es wurden Untersuchungen an 20 Probanden durchgefuhrt. Bei allen Probanden
konnte durch Gabe des Zytokins rh IFN-y die Expression von ICAM-1 auf der
Keratinozytenoberflache in vivo stimuliert werden. Die Zytokin-induzierte
Aufregulation des Adhasionsmolekils ICAM-1 konnte bei allen Probanden durch
vorhergehende UVB-Bestrahlung mit einer MED gehemmt werden. Bei samtlichen
Probanden konnte nach Bestrahlung mit einer MED ein Erythem ausgelOost werden.
Bei 20/20 der Probanden liel3 sich sowohl durch Uvinul- als auch durch Parsol-
Auftragung ein Erythem  wirksam verhindern, sofern die Dosis unter dem
veranschlagten LSF lag. Der IPF wurde dabei nach trial-and-error Methode
festgelegt. So bezeichnet man eine Problemlésemethode, bei der so lange zulassige

Moglichkeiten getestet werden, bis man eine erwunschte Losung gefunden hat.

LSF/IPF-Testung in vivo mit Parsol 5%

LSF-Testung: Die Untersuchung zur erythemprotektiven Wirkung der Testsubstanz
Parsol an 5 Probanden (1-5) ergab, dass sich sowohl bei Testung mit 3 MED als

auch bei Testung mit 9 MED ein Erythem vollstandig verhindern lief3.

IPE-Testung: Die  Untersuchungen der Immunprotektion der  5%igen
Parsolformulierung bei einer UVB-Dosis von 3 MED ergab bei 5/5 Probanden eine
vollstandige Protektion gegenitber der UVB-induzierten Suppression der IFN-y
induzierten ICAM-1 Expression.

Hieraus folgt, dass die 5%ige Parsolformulierung nach Applikation auf die
menschliche Haut bei einer in-vivo UVB-Bestrahlung (FS 20 sunlamps) mit 3 MED

sowohl immunprotektiv als auch erythemprotektiv wirkt.

Die Suppression der IFN-y induzierten ICAM-1 Expression durch die in vivo UVB-

Bestrahlung konnte bei dieser Dosis jedoch nicht mehr beobachtet werden.
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Hieraus folgt, dass die 5%ige Parsol Formulierung nach Applikation auf die
menschliche Haut bei einer in-vivo UVB-Bestrahlung (FS 20 sunlamps) mit 9 MED

zwar erythemprotektiv, nicht aber immunprotektiv wirkt (IPF<9).

Dosis-Findungs-Untersuchungen: Zur genaueren Festlegung des IPF wurden weitere

Dosis-Findungs-Untersuchungen durchgefuhrt. Hierbei wurden die
Umschlagspunkte der biologischen Endpunkte immer weiter eingegrenzt. Somit
wurden zunachst Versuche mit 4 und 7 MED, anschlieRend Versuche mit 5 und 6
MED durchgeflnhrt.

LSFE-Testung: Nach Applikation von 5%iger Parsol Formulierung und anschlieRender

Bestrahlung mit 4-7 MED, zeigte sich bei allen Probanden (11-15) ein
erythemprotektiver Effekt.

Bei 2/2 Probanden (11, 12) war bei 7 MED kein immunprotektiver Effekt mehr
nachweisbar. Bei 3/3 Probanden zeigte sich eine gute immunprotektive Wirksamkeit
auch noch bei 5 MED (13-15). Bei 6 MED zeigte sich bei 1/3 eine schwache ICAM-
Expression (15), bei 1/3 eine nur fokal angedeutete ICAM-Expression (14) und bei
einem Probanden eine schwache ICAM-Expression (15).

Daraus kann gefolgert werden, dass die 5%ige Parsolformulierung mindestens einen
LSF von 9 besitzt und dass der IPF etwa bei 5-6 MED liegt.

LSF/IPF-Testung in vivo mit Uvinul 2%

Mit dem Wirkstoff Uvinul wurden parallel Dosis-Findungs-Untersuchungen
durchgefuhrt. Die Untersuchung an 5 Probanden (6-10) der erythemprotektiven
Wirkung der Testsubstanz Uvinul ergab, dass sich sowohl bei Testung mit 3 MED als
auch bei Testung mit 6 MED ein Erythem vollstandig verhindern lief3.

Die Untersuchungen der Immunprotektion einer 2%igen Uvinulformulierung bei einer
UVB-Dosis von 3 MED ergab bei 5/5 Probanden eine vollstandige Protektion
gegenuber der UVB-induzierten Suppression der IFN-y induzierten [ICAM-1
Expression.

Hieraus folgt, dass die 2%ige Uvinulformulierung nach Applikation auf die
menschliche Haut bei einer in-vivo UVB-Bestrahlung (FS 20 sunlamps) mit 3 MED

sowohl immunprotektiv als auch erythemprotektiv wirkt.
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Die Untersuchungen der 2%igen Uvinulformulierung bei einer UVB Dosis von 6 MED
ergaben bei diesen 5 Probanden (6-9) eine vollstandige Suppression der IFN-y
induzierten ICAM-1 Expression durch die in vivo UVB-Bestrahlung.

Hieraus folgt, dass die 2%ige Uvinulformulierung nach Applikation auf die
menschliche Haut bei einer in-vivo UVB-Bestrahlung (FS 20 sunlamps) mit 6 MED

zwar erythemprotektiv, nicht aber immunprotektiv wirkt.

Zur genaueren Festlegung des IPF wurden weitere Dosis-Findungs-Untersuchungen
durchgefihrt.

Die Applikation von 2%iger Uvinulformulierung und anschlieRender Bestrahlung mit
FS 20 sunlamps, zeigte bei allen Probanden (16-20) einen erythemprotektiven Effekt
bei 4 MED und bei 3/3 auch noch bei 6 MED (16,17,20).

Bei 5/5 Probanden (16-20) war bei 4 MED eine starke bis sehr starke ICAM-
Expression nachweisbar. Bei 1/3 Probanden zeigte sich eine schwache ICAM-
Expression auch bei 5 MED (20) und bei 1/3 eine fokale ICAM-Expression, sowie bei
1/3 keine ICAM-Expression (19).

Bei 6 MED zeigte sich bei 3/3 keine ICAM-Expression (16,17,20)

Daraus kann fur die 2%ige Uvinulformulierung aif eomemLSF von wenigstens 6
geschlossen werden.mindestens einen LSF von 6 besitzt.

Die minimale immunsuppressive Dosis (MID) konnte bei ca. 4-5 festgelegt werden,

das heifdt, dass der IPF bei 4 anzunehmen ist.
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4 DISKUSSION

Wird die Haut UV-Strahlung ausgesetzt, so fuhrt dies zu verschiedenen biologischen
Veranderungen, u.a. der Melanozytensynthese, DNS-Schaden oder Veranderungen
im Immunsystem (Morison 1989; Granstein 1990). UV-Licht ist in der Lage, Zell-
vermittelte Immunantworten zu unterdricken und kann zu einer langanhaltenden
antigen-spezifischen Immunsuppression fuhren. In Mausmodellen konnte gezeigt
werden, dass UV-induzierte  Immunsuppression durch  eingeschrankte
Tumoruberwachung zur Manifestation von Hautkrebs fuhren kann. Es gibt Anhalt
daflr, dass UV-induzierte Immunsuppression auch beim Menschen eine wichtige
Rolle in der Karzinogenese von Hauttumoren spielt. Insbesondere Beobachtungen
an Organtransplantierten, die unter permanenter Immunsuppression stehen,
bevorzugt Prakanzerosen (aktinischen Keratosen) und Kanzerosen (spinozellulare
Karzinome, Basalzellkarzinome) in UV-exponierten Arealen auszubilden, geben
Hinweis auf die Rolle eines intakten Immunnsystems in der Tumoruberwachung
(Kinlen 1979). Die genetisch bedingte Erkrankung Xeroderma pigmentosum hat
weitere Hinweise auf die mdgliche Rolle des Immunsystems bei der Ausbildung von
Hautkrebs gegeben (Dupuy 1974; Wysenbeek 1986; Norris 1990; Lehman 1990).
Patienten mit Xeroderma pigmentosum sind extrem empfindlich gegenlber
Sonnenlicht, neigen dazu, verschiedene Hautkrebsarten zu entwickeln und sind
aufgrund unterschiedlicher Defekte im DNS-Reparatursystem nicht in der Lage UV-
induzierte DNA-Schaden zu reparieren.

Weiterhin konnte im Tiermodell dargestellt werden, dass UV-induzierte
Immunsuppression die Schwere einiger infektioser Erkrankungen verstarkt (Morison
1989; Garssen 1996) und wahrscheinlich zur Pathogenese verschiedener infektidser
Erkrankungen auch beim Menschen beitragt. Seit langem ist bekannt, dass
Sonnenlicht Herpes-labialis-Blaschen in Personen mit einer latenten Infektion mit
Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1) triggern kann. Es konnte nachgewiesen werden,
dass diese Induktion dosisabhangig ist (Spruance 1985). Diese Untersuchungen
stutzen die Annahme, dass UV-Einwirkungen auf die Haut zu immunsuppressiven
Effekten fuhren kdnnen.

Der Mechanismus der UV-induzierten Immunsuppression wurde hinreichend in
verschiedenen Tiermodellen geklart. Insbesondere die Untersuchungen von ML

Kripke im Mausmodell konnten zeigen, dass Mause, die chronischer UV-Bestrahlung
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ausgesetzt sind, nicht in der Lage sind hoch antigene UV-induzierte Tumoren
abzustoRRen (Kripke 1976). In Transfer-Untersuchungen wurde demonstriert, dass
dieser systemische Effekt der UV-Strahlung durch Suppressor T-Lymphozyten
bedingt ist, die eine Immunantwort gegen UV-induzierten Hautkrebs verhindern
(Fisher 1982). Zusatzliche Aufklarung Uber den Pathomechanismus gaben
ausfuhrliche Untersuchungen im Tiermodell, die die UV-induzierte Suppression von
Kontaktsensibilisierungen nutzen (Granstein 1990).

Auch die Funktionsanderung von epidermalen Langerhanszellen bei der lokalen
Immunsuppression konnte beschrieben werden (Stingl 1981). Hierbei scheinen vor
allen Dingen Veranderungen im Wirkspiegel lokaler Mediatoren ursachlich zu sein.
Die Produktion von I6slichen Zytokinen in der Haut spielt sowohl in der lokalen als
auch in der systemischen UV-induzierten Immunsuppression eine wichtige Rolle
(Rivas 1987; Robertson 1987; Schwarz 1987; Ullrich 1995). Eine Reihe von I0slichen
Mediatoren, wie verschiedene Prostaglandine (Robertson 1987), TNF-a
(Tumornekrosefaktor alpha), Kurimoto 1992), IL-1 (Interleukin-1) (Robertson 1987)
und IL-10 (Ullrich 1995) konnten als mogliche Mediatoren UV-induzierter
Immunsuppression indentifiziert werden. In Untersuchungen am Menschen konnte
demonstriert werden, dass die IL-1-Aktivitat im Serum nach UVB-Exposition erhoht
ist (Rivas 1992).

Auf den Suche nach einem geeigneten Testsystem zur Untersuchung der lokalen
UVB-induzierten Immunsuppression in-vivo wurde von Stege et al. (Stege 1995) ein
reproduzierbares Testsystem etabliert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die UVB-
induzierte  Hemmung  der  IFN-y-induzierten  ICAM-1 Expression  auf
Keratinozytenoberflachen sich durch eine hohe inter- und intraindividuelle

Reproduzierbarkeit auszeichnet und somit ein verlassliches Testsystem darstellt.

Lichtschutzfilter

Die Hauptaufgabe, der zur Zeit auf dem Markt befindlichen Lichtschutzfilter liegt im
Schutz vor akuten Veranderungen nach UV-Exposition, wie der Ausbildung eines
Sonnenerythems (Gasparro 1996). Die Glte eines Sonnenschutzpraparates wird
mit dem LSF (Lichtschutzfaktor) angegeben. Dieser gibt Auskunft dartber, um
welchen Faktor langer man sich mit Lichtschutzfilter-behandelter Haut gegenuber -
unbehandelter Haut in der Sonne aufhalten kann, bis sich ein Sonnenerythem

ausbildet. Bestimmt man vor und nach Auftragen eines Lichtschutzfilters die
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minimales Erythemdosis (MED), d. h. die Menge an UVB-Strahlung, die ein gerade

erkennbares Erythem induziert, ergibt sich der LSF nach folgender Formel:

MED mit Lichtschutzfilter

LSF=
MED ohne Lichtschutzfilter

Der LSF fur UVB-Strahlung wurde in der Vergangenheit nach verschiedenen
Verfahren ermittelt. Je nach angewandter Testmethode ergaben sich abweichende
UVB-Schutzwerte flr das gleiche Sonnenschutzprodukt. Um diese Uneinheitlichkeit
zu beenden und eine Vergleichbarkeit der Praparate zu gewahrleisten, entwickelte
eine Arbeitsgruppe des Dachverbandes der europaischen Kosmetikindustrie,
COLIPA, 1994 eine standardisierte Prufvorschrift zur Bestimmung des UVB-
Lichtschutzfaktors, die die bis dahin in Deutschland geltende DIN-Norm abldste
(COLIPA 1994).

Damit ergab sich jedoch eine Reihe von neuen Problemen:

Zum einen ist die in der COLIPA-Vorschrift angewandte Menge von 2 mg
Lichtschutzfilter pro cm? Korperoberflache sehr viel groRer als die in der Praxis
tatsachlich applizierte Menge. Breitangelegte Anwenderstudien haben gezeigt, dass
der Verbraucher im Durchschnitt nur etwa 0,5-1,5 mg/cm? Lichtschutzfilter auftragt
und sich damit in der Praxis die tatsachliche Schutzwirkung um den Faktor 2-4
reduziert. Zum anderen erfolgt die Applikation durch den Anwender nicht besonders
gewissenhaft, insbesondere die sogenannten ,Sonnenterassen®, wie Stirn, Ohren,
Kopfhaut, Nasenrucken, Lippen, Schultern und Fuliricken, erhalten oft keinen
ausreichenden Schutz (Autier 1999;Autier 2000). Misst man die Reduktion der UVB-
Strahlung durch Lichtschutzfilter, so werden bei einem Faktor von 20 etwa 95% der
Strahlung absorbiert und bei einem LSF von 50 rund 98% (Gloor 2000). Da der
tatsachliche Lichtschutzfaktor in der Praxis durch falsche Anwendung de facto nie
erreicht wird, sollte gerade der Einsatz von Praparaten mit extrem hohem
Lichtschutzfaktor propagiert werden. Dies gilt insbesondere vor dem Hintergrund,
dass eine UV-induzierte Immunsuppression, bereits bei UV-Dosen eintritt, die
deutlich unterhalb der Erythemschwelle liegen (Bielfeldt 2001).
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Durch die Entwicklung immer neuer UV-Filter und galenischer Formulierungen
werden immer haufiger Praparate mit sehr hohen Lichtschutzfaktoren (bis zu LSF
100) angeboten. Diese sind extrem effektiv in der Verhinderung von akuten Effekten
von UV-Strahlung, wie z.B.: Sonnenbrandreaktionen. Im Tiermodell konnten diese
Lichtschutzfilter auch vor chronisch induzierten UV-Schaden wie Photoaging
(Kligman 1982), aktinischen Keratosen (Naylor 1996), Tumorinitialisierung und
Tumor Promotion schitzen (Kligman 1980; Wulf 1982). Der standardisierte Nachweis
eines immunprotektiven Effektes solcher Sonnenschutzformulierungen in-vivo beim

Menschen konnte allerdings bisher nicht erbracht werden.

Die hier gezeigten Untersuchungen versuchen das o.g. Testsystem nun zur
Festlegung der MISD (minimale immunsuppressiven Dosis) sowie des IPF
(Immunprotektivitatsfaktor)  zweier Sonnenschutzformulierungen in vivo beim
Menschen als photoimmunologisches Read-out-System zu etablieren und mit Hilfe
verschiedener Versuchsanordnungen festzustellen und abzuleiten inwieweit
Lichtschutzfilter in der Lage sind vor UVB-induzierter Immunsuppression zu

schuitzen.

Problematik der Untersuchungsmethode

Eine Schwache der COLIPA-Testmethoden ist die Auswahl der UV-Strahlenquelle.
Die zur Bestimmung des LSF angewandten UV-Lampen, emittieren nur einen Anteil
des in der Natur tatsachlich vorkommenden UV-Spektrums. Selbst
Sonnensimulatoren, koénnen nur ein ahnliches, jedoch nicht mit nattrlicher
Mittagssonne vergleichbares UV-Emissionsspektrum aufweisen (Beasley 1996). Wie
die Abbildung (Emissionsspektren) zeigt, sind hier deutliche Unterschiede erkennbar.
Da die nach der COLIPA-Norm gepriuften Sonnenschutzformulierungen
hauptsachlich mit der Intention entwickelt worden sind, vor effektiver
erythematogener Sonnenlicht-Spektrum-UV-Strahlung zu schutzen, kann der mit
artifiziellen UV-Lampen gemessene LSF, vom tatsachlichen LSF unter natirlicher
Sonneneinstrahlung abweichen. Es hat sich gezeigt, dass das erythemauslésende
UV-Spektrum zu kirzeren Wellenlangen hin verschoben wird, wenn UV-Lampen, die
zur Lichtschutzfaktor-Bestimmung eingesetzt werden eine bestimmte Dosis von
nichtsolarer UV-Energie emittieren (Learn 1993; Learn 1995). Die meisten

Lichtschutzfilter sind in der Filterung hocherythematogener, aber in natirlicher
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Umgebung irrelevanter, nichtsolarer UV-Strahlung (unter 295 nm) wenig effizient.
Dies erklart z.B. warum LSF-Werte, die mit einem nicht dem Solarspektrum
entsprechenden Wellenlangenbereich ermittelt werden niedriger sein kdnnen als

LSF, die mit einem Solarsimulator ermittelt werden.
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Abb.6: relative Emssionsspektren verschiedener Lampen gemessen mit einem
Spektoradiometer in 10 nm Intervallen [ Applegate et al: Expression of DNA damage

and Stress proteins by UVA irradation of human skin in vivo]

Die in dieser Arbeit verwendeten FS20 sunlamps emittieren UV-Licht vornehmlich im
UVB-Bereich ab 270 nm mit einem Peak bei 313 nm. Zusatzlich emittieren sie jedoch
geringflgig unterhalb von 260 nm und im UVA-Bereich.

Die Wellenlangen, die fur UV-induzierte Immunsuppression verantwortlich sind,
liegen vornehmlich im UVB-Spektrum (280-320 nm). UVA-Effekte konnten somit

vernachlassigt werden (Morison 1989; Granstein 1990). Allerdings kann ein additiver
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UVA-Effekt nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden (Schwarz 1987), da
exakte Aktionsspektren noch nicht fur samtliche immunsuppressiven Effekte
beschrieben worden sind.

Bei Wellenlangen, die ausschlieBlich im UVA-Bereich (320-400 nm) liegen, konnte in
in-vivo Mausmodellen bisher keine Immunsuppression nachgewiesen werden.
Allerdings kann es nach UVA-Exposition zu einer Veranderung von kutanen
immunkompetenten Zellen und einer Isomerisation von Urokaninsaure (Aubin 1992)
kommen. Obwohl wie bereits erwahnt der Nachweis einer immunsuppressiven
Wirkung von UVA-Strahlung im Tiermodell bisher nicht erbracht werden konnte, so
ist doch ein Effekt mit letzter Sicherheit nicht auszuschlielen und stellt
madglicherweise eine Fehlerquelle in der Versuchsanordnung dieser Arbeit dar. Geht
man allerdings von der Richtigkeit der Studienergebnisse aus, so bleiben bei der
Frage nach der immunprotektiven Wirkung von Sonnenschutzmitteln, zunachst allein
die UVB-induzierten Effekte zu berucksichtigen. Trotzdem sollte bei weiteren
Untersuchungen der Einsatz von Sonnensimulatoren der Vorzug gegeben werden,
da diese dem tatsachlich in der Natur vorkommenden Sonnenlichtspektrum am
nachsten kommen und somit eine hohere Aussagekraft bezuglich der

Gesamtwirkung auf den Menschen erzielt werden sollte.

In verschiedenen Untersuchungen in vitro, in Tiermodellen und vereinzelt in-vivo
beim Menschen konnte bisher gezeigt werden, dass Sonnenschutzpraparate in der
Lage sind, UV-induzierten Sonnenbrand (Pathak 1982, Elmets 1992) , chronisch-
rezidivierenden Herpes labialis (Rooney 1991), chronisch aktinische Dermatitis und
Erythropoetische Protoporphyrie (Diffey 1991) Hautalterung (Photoaging) (Kligman
1983, Kligman 1985), DNS-Schaden (B8-10), Ausbildung von prakanzerdsen
Aktinischen Keratosen (Freeman 1988, De Rijcke 1989; van Praag 1993) sowie
Hautkrebs (van Praag 1991) wirksam zu verhindern (Synder 1995) Dies gibt einen
deutlichen Hinweis auf die immunprotektive Wirkung dieser Praparate.

Obwohl es Studien gibt, die die immunprotektive Wirksamkeit von
Sonnenschutzmitteln anzweifeln, gibt es doch zahlreiche objektive Untersuchungen
die zeigen, dass Sonnenschutzformulierungen durchaus in der Lage sind
immunprotektiv wirksam zu sein (Morison 1984; Morison 1985a; Morison 1985b;
Edwards 1986). Die Ursache fur diese konkurrierenden Meinungen scheinen in der

Auswahl der teilweise ungenormten Versuchsanordnungen zu liegen.
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Die in dieser Arbeit beim Menschen in-vivo durchgefuhrten Untersuchungen konnten,
wie bereits in verschiedenen in-vitro und Untersuchungen bei Mausen beschrieben
(Wolf 1993) zeigen, dass der IPF nicht mit dem LSF einer Sonnenschutzformulierung

identisch ist, sondern deutlich darunter anzusiedeln ist.

Diskussion der Ergebnisse

Die hier vorgestellten Untersuchungsergebnisse demonstrieren, dass die beiden
Sonnenschutzformulierungen Parsol und Uvinul bei niedrigen Dosen von UVB (bis
zur 4x MED) gleichsam immunprotektiv wie auch erythemprotektiv wirken. Bei
hdéheren Dosen (bei Parsol ab 6x MED und Uvinul ab 5x MED) Ubersteigt die
erythemprotektive Wirkung die immunprotektive Wirkung.

Die unterschiedlichen Messergebnisse der Sonnenschutzformulierungen sind auf die
unterschiedliche physikalischen und chemischen Eigenschaften der jeweiligen UV-
absorbierenden Substanzen zurtuckzufuhren. Angelehnt an die COLIPA-Norm konnte
ein individueller LSF fir jede Substanz festgelegt werden. So wurde der LSF fur
Parsol bei LSF 10 festgesetzt. Der LSF von Uvinul wurde im gleichen Verfahren als
LSF 7 bestimmt.

Wie bereits erwahnt zeigt sich bei der Versuchsanordnung zur Ermittlung des LSF
sowie IPF eine Problematik bei der Auswahl der UVB-Strahlenquelle. Bei den in den
Versuchsreihen verwendeten FS20-sunlamps handelt es sich um Lampen die neben
einem UVB-Spektrum zusatzlich im UVC und UVA-Bereich emittieren. Nach dem
heutigen Wissensstand sind die durch diese Emissionsspektren hervorgerufenen
Effekte allerdings zu vernachlassigen.

Um eine bessere Ubertragbarkeit auf die tatsachlich vorhandenen UV-Verhaltnisse in
der Natur zu gewahrleisten empfehlen sich jedoch weitere Testungen mit einem

Solarsimulator, dessen Emissionsspektrum dem der Sonne gleicht.

Es stellt sich nun die Frage inwieweit die in dieser Arbeit prasentierten Resultate,
eine tatsachliche Gesamtbeurteilung Uber die immunprotektive Fahigkeit der hier
getesteten Substanzen geben kann.

Laut Definition trifft der Begriff LSF nur Aussage Uber die Verhinderung eines UV-
Erythems nach Einwirkung von Sonnenlicht. (s. COLIPA-Norm) Obwohl
Lichtsschutzfilter in der Lage sind auch vor anderen UV-Schaden zu schutzen

(Photoaging, Herpes labialis, Hautkrebs, etc.), muss der Grad dieses Schutzes fur
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jeden photobiologischen Endpunkt einzeln und neu ermittelt werden. Dies folgt aus
der Tatsache, dass zwar der Grad der Wirksamkeit eines Sonnenschutzmittels
abhangig vom ermittelten Lichtschutzfaktor ist, jedoch keinesfalls flr jeden
photobiologischen Endpunkt identisch sein muss. Um eine moglichst hohe
Vergleichbarkeit von LSF und nicht erythematogenen Protektionsfaktoren zu
gewahrleisten, sollten sich die Versuchsbedingungen fur weitere biologische
Endpunkte moglichst nahe an den Versuchsbedingungen fur die Ermittlung des LSF
anlehnen. Das heil3t, dass z.B. bei der Wahl der UV-Quellen, Solarsimulatoren
eingesetzt werden sollten und dass die UV-Dosen und Expositionszeiten, den

tatsachlich in der Natur vorkommenden Bedingungen entsprechen sollten.

Verschiedene wissenschaftliche Arbeiten haben dargelegt, dass Lichtschutzfilter in
der Lage sind immunprotektiv zu wirken. Tatsachlich zeigen sich jedoch
unterschiedliche Resultate abhangig vom gewahlten Versuchsprotokoll und Auswahl
des zu untersuchenden photobiologischen Endpunktes. Bei den veréffentlichten
Arbeiten zeigt sich, dass Sonnenschutzmittel besser vor lokalen immunsuppressiven
UV-Effekten (Ho 1992, Wolf 1993; Roberts 1996; Miyagi 1994, Hayag) als vor
systemischen Effekten von UV-Licht schitzen (Hersey 1987; Gurish 1981,Reeve
1991). Bei einer bestimmten UV-Dosis schitzen demnach Lichtschutzfilter besser vor
Sonnenerythem als vor immunologischen Veranderungen (Wolf 1993, Walker 1997).
Es konnte demonstriert werden, dass UV-induzierte Immunsuppression auch dann
erfolgen kann, wenn ein Sonnenerythem infolge eines suffizienten UV-
Lichtschutzfilters ausbleibt (Wolf 1993a, Walker 1997, Wolf 1993b). Zusatzlich wurde
der Nachweis erbracht, dass unter bestimmten, definierten Bedingungen die
photobiologischen Endpunkte fur den IPF einer Sonnenschutzformulierung unter dem
des konventionellen LSF liegen (Bestak 1995, Wolf 1994a). Diese
Untersuchungsergebnisse spiegeln auch die Resultate dieser Arbeit wieder. Obwohl
die Ursache fur diese Diskrepanzen bisher noch nicht hinreichend untersucht sind, so
bieten sich doch verschiedene Erklarungsmaoglichkeiten fur diesen Effekt an:

Zum einem besteht die Moglichkeit, dass chemische Lichtschutzfilter nicht nur als
einfache UV-Barriere fungieren, sondern auch in die Epidermis penetrieren und dort
mit verschiedenen Strukturen und zellularen Elementen interagieren. Bei der
Applikation des Lichtschutzfilters auf der Haut kann es zu einer inhomogenen
Verteilung kommen. Dies kann dazu flhren, dass verschiedene Zielstrukturen, die fir

Immunsuppression und Entzindungsreaktion unterschiedlich sein konnen,
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unterschiedlich stark geschutzt werden. Bei der topischen Applikation von Liposomen
mit dem Reparaturenzym T4Endonuklease V, welches spezifisch fur die Reparatur
von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren ist, zeigen sich ahnliche Effekte. Die Liposomen
sind zwar in der Lage, komplett vor einer UV-induzierten Suppression einer Spattyp-
Reaktion auf C. albicans zu schutzen, sie sind allerdings nur teilweise in der Lage
eine Sonnenbrandreaktion zu unterdricken (Wolf 1995-2). Hinzu kommen
Untersuchungen, die zeigen, dass Lichtschutzfilter sich bevorzugt unterhalb des
Stratum corneum anlagern und demzufolge, obwohl sie dadurch Schaden in tieferen
Hautstrukturen verhindern, nicht effektiv genug vor Schaden an oberflachlicheren
Chromophoren, wie z.B. Urokaninsaure, die als Immunmodulator der oberflachlichen
Epidermis wirken kann, schitzen kénnen (De Fabo 1983). Eine andere Arbeit
demonstriert, dass Lichtschutzfilter durchaus in der Lage sind vor trans- zu cis-
Photoisomerisation von Urokaninsaure im menschlichen Stratum corneum nach
Lichtexposition zu schitzen (Lay 1985). Einige Studien, in denen Lichtschutzfilter
keine immunprotektive Wirkung aufwiesen, exponierten chronische und nicht Einzel-
UV-Dosen. Insbesondere nach repetitiver UV-Exposition kommt es zu verschiedenen
epidermalen und dermalen Veranderungen, z.B. der Ausbildung einer Lichtschwiele
und dermaler Infiltration mit verschiedenen Zellen. Diese Veranderungen konnen
trotz Lichtschutzfilterapplikation entstehen und spielen eine Rolle bei der UV-
induzierten Immunsuppression (Wolf 1994). Weitere Arbeiten konnten darstellen,
dass es trotz eines kompletten Erythemschutzes zu kleineren DNA-Schaden
kommen kann. Dies stellt sich in der Ausbildung von Sonnenbrandzellen (sunburn
cells) dar (Wolf 1995a; Roberts 1996, Wolf 1993). Demgegenuber stehen wiederum
Untersuchungen die zeigen, dass Sonnenschutzfilter in der Lage sind effektiv vor
DNA-Schaden, insbesondere in Form von Pyrimidin-Dimer-Formation zu schitzen
(De Rijcke 1989; van Praag 1993; Freeman 1988). Diese Publikationen postulieren,
dass die Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere die Haupttrigger zumindest einiger Formen
von Immunsuppression sind, z.B. bei der lokalen und systemischen Suppression der
Spattypreaktion auf C. albicans (Applegate 1989; Hodges 1977). Weitere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass ein Anteil an der immunprotektiven
Wirkung von Sonnenschutzmitteln, der Schutz vor der Ausbildung von Cyclobutan-
Pyrimidin-Dimeren in bestimmten Regionen der DNA sein kann, z.B. in aktiven
Transkriptions-Regionen. Dieser Effekt beinhaltet jedoch nicht notwendigerweise

einen allumfassenden Schutz vor weiteren DNA-Schaden. Diese Ergebnisse
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spiegeln sich in einer Arbeit wieder, in der zwei chemische UVB-Sonnenschutzfilter
nur einen partiellen Schutz vor systemischer Immunsuppression gaben, obwohl sie
effektiv die Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren unterdriicken konnten (Wolf
1995a). Eine Erklarungsmaoglichkeit flr die diskrepanten Untersuchungsergebnisse
konnte auch sein, dass Sonnenschutzmittel chemisch mit Molekilen interagieren
konnen, u.a. mit DNA, und dadurch zu einer Immunsuppression fuhren. Hierbei
konnen sie immunsuppressive Effekte verstarken. Passend zu dieser Theorie konnte
nachgewiesen werden, dass in UV-exponierten Bakterien in der Anwesenheit von
PABA (Paraaminobenzoesaure) Hodges 1977, Knowland 1993) und Zimtsaure-
Derivaten (Shimoi 1985) Mutationen beobachtet werden konnten. Die Autoren dieser
Arbeit schlossen daraus, dass Sonnenschutzfilter die Reparatur von DNA-Schaden
inhibieren konnen. Zusatzlich konnte in-vitro gezeigt werden, dass PABA die Bildung
von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren nach UV-Einwirkung verstarkt (Sutherland 1984;
Sutherland 1982). PABA Ester allein waren in der Lage DNA-Schaden zu induzieren
und diese Effekte konnten durch eine nachfolgende UV-Strahlung noch verstarkt
werden (Long 1984). Ein weiterer Punkt, der zu bedenken gilt ist, dass andere oder
zusatzliche Mechanismen, die nicht mit DNA-Schadigung vergesellschaftet sind, eine
Rolle in UV-induzierten Entzindungsreaktionen spielen kénnen. Zum Beispiel
kénnten Zellmembran-Schaden (Hruza 1993), ebenso wie DNA-Schaden wichtig flr
die Ausbildung von UV-induzierter Entzindungsreaktion sein. Sonnenschutzmittel
konnen solche Mechanismen besser verhindern als die Formation von DNA-Schaden

und somit besser vor Entzindungsreaktionen als vor Immunsuppression schitzen.

Schluf¥folgerung

Ziel der durchgefuhrten Untersuchungen war es, zu Uberprufen, inwieweit die
topische Applikation von zwei verschieden Sonnenschutzformulierungen auf die
menschliche Haut in der Lage ist, gegen UV-B induzierte, lokale immunsuppressive
Effekte zu schutzen. Als photoimmunologisches Read-out-System wurde das Modell
der UVB-induzierte Suppression der IFN-y induzierten ICAM1-Aufregulation.

Die untersuchten UV-Filter Uvinul und Parsol sind partiell in der Lage vor
immunsuppressiven Effekten von UVB-Strahlung zu schitzen. Durch das gewahlte
Read-out System konnte gezeigt werden, dass bei beiden Praparaten der IPF
unterhalb des LSF der jeweiligen Formulierung liegt. Bei Anwendung dieser

Praparate kann es also ab einer bestimmten Dosis trotz Ausbleibens einer

- 64 -



Diskussion

Erythemreaktion zur Ausbildung von immunsuppressiven Effekten der UV-Strahlung
kommen.

Zur Vermeidung solcher immunsuppressiven Effekte und der damit
vergesellschafteten akuten und chronischen Schaden sollte nach Einzelpraparaten
oder Kombinationsformulierungen gesucht werden, die einen kompletten Schutz vor
negativen Effekten der UV-Strahlung gewahrleisten. Dies gilt insbesondere vor dem
Hintergrund einer durch den Anwender falsch eingeschatzten vermeindlichen
Sicherheit. Erste Schritte in diese Richtung zeigen neue
Sonnenschutzformulierungen aus der Kombination von UV-Filter und DNA-
Reparaturenzymen. Der Gebrauch von reinen UVB-Filtern sollte, selbst bei
nachgewiesenem hohen LSF und IPF, abgelehnt werden, da sie es dem Anwender
ermdglichen sich grolen Dosen von UVA-Strahlung auszusetzen, ohne eine
schmerzhafte Sonnenerythemreaktion auszubilden. Von einem
photoimmunologischen Standpunkt heraus, ist es sinnvoll, Breitband-Lichtschutzfilter
mit sowohl extrem hohem UVB-Filter und hohem IPF, sowie ausreichenden UVA-
absorbierenden Eigenschaften zu entwickeln. Dies gelingt durch eine Kombination
verschiedener UV-filternder Substanzen.

Obwonhl fur UVA-Strahlung in vivo keine immunsuppressiven Effekte nachgewiesen
werden konnten, sollten diese Resultate kritisch Uberdacht werden, da bisher vor
allen Dingen Tiermodelle als Versuchsanordnung gewahlt wurden und
humanspezifische Immun-Mechanismen und Verhaltensweisen nicht hinreichend
berlcksichtigt wurden. Insbesondere vor dem Hintergrund des Einflusses von UVA-
Strahlung auf das Photoaging sowie ihrer vermutlich wesentlichen Rolle bei der
Ausbildung von Melanomen, sollte lhr Stellenwert noch einmal kritisch Uberdacht
werden. Die bisher vorliegenden Daten aus Tiermodellen bekraftigen die
Notwendigkeit der weiteren Forschung auf diesem Gebiet, insbesondere in humanen
in vivo Untersuchungen. Demgegenuber stehen ethische Bedenken, da bekannte
UV-bedingte negative biologische Effekte wie Photoaging, Karzinogenese, oder
Immunsuppression berlcksichtigt werden muissen und humane in-vivo Studien
deshalb nur eingeschrankt druchefuhrt werden. Die Entwicklung und
Standardisierung von verlaldlichen in-vitro-Testmethoden zur Erfassung relevanter
photobiologischer Parameter konnte einen Ausweg bieten.

Die hier vorgestellte Testmethode ist zum einen limitiert durch die bekannten

negativen Kurzzeit-/ und Langzeiteffekte bei hohen UV-Dosen, die es verbieten die
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Probanden mit extrem hohen UV-Dosen zu bestrahlen. Zum anderen zeigt sich bei
den Probanden eine sinkende Compliance bei Versuchen mit hohen LSF und damit
einhergehenden langen Bestrahlungszeiten. Hinzu kommen die unter subkutaner
IFN-gamma-Gabe mdglichen grippeahnlichen systemischen Nebenwirkungen, die
von den Probanden zu tolerieren sind und sich je nach gewahlter
Versuchsanordnung addieren.

Bezogen auf das in dieser Arbeit gewahlte Testsystem bedeutet das, dass die
angewandte Versuchsanordnungen zwar als Read-out-System gut geeignet ist,
jedoch auf Testungen mit einer groReren Anzahl Probanden oder als
Routinemethode aus oben genannten Grinden verzichtet werden muss.

Die aus dem Read-out-System gewonnenen Erkenntnisse koénnen allerdings zu
einem besseren Verstandnis von UV-induzierten immunsuppressiven Effekten flihren
und dann langfristig in der Entwicklung von optimierten Breitband-Lichtschutzfiltern

gipfeln.
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6 ANHANG
Ergebnisse Bestimmung der minimalen Erythemdosis mit FS20 sunlamps:
Proband |Hauttyp 25 50 75 100 125 150
mJ/cm? | mJ/cm? | mJ/cm? | md/icm? | md/cm? | md/cm?
1 -1l + + + + + +
2 -1l - + + + + +
3 1] - - + + + +
4 -1l + + + + + +
5 -1l + + + + + +
6 1] - - - + + +
7 -1l - + + + + +
8 1] - - + + + +
9 -1l + + + + + +
10 -1l + + + + + +
11 Il - - - - + +
12 -1l - + + + + +
13 -1l + + + + + +
14 -1l - + + + + +
15 1] - - - + + +
16 -1l - - + + + +
17 1] - - - + + +
18 1] - - + + + +
19 -1l - + + + +
20 -1l + + + + + +

Tab. .9: Bestimmung der minimalen Erythemdosis mit FS20 sunlamps

Ergebnisse Erytheminduktion:
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Proband

MED

mdJ/cm

IFN-y

UvB
IFN-y

Parsol
UVB (3x MED)
IFN-y

Parsol
UVB (9x MED)
IFN-y

50

75

25

25

+

1
2
3
4
5

100

+

Tab.10 : Erytheminduktion (Parsol- SMED und 9MED)

Legende: + Erythem
- kein Erythem
Proband |MED |[IFN-y uvB Uvinul Uvinul
mdJ/cm IFN-y UVB (3x MED) |UVB (6x MED)
2 IFN-y IFN-y
6 100 - + - -
7 50 - + - -
8 75 - + - -
9 25 - + - -
10 25 - + - -

Tab11.:_Erytheminduktion (Uvinul- SMED und 6MED)

Legende: + Erythem
- kein Erythem
Proband |MED |IFN-y |UVB |Parsol |Parsol |Parsol |Parsol
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mdJ/cm? IFN-y |UVB UVB UVvB UVvB
4x MED |5x MED |6x MED |7x MED
IFN-y IFN-y IFN-y IFN-y
11 125 - + - -
12 50 - + - -
13 25 - + - - -
14 50 - + - - -
15 100 - + - - - -
Tab.12: Erytheminduktion (Parsol- 4MED bis 7TMED)
Legende: + Erythem
- kein Erythem
Proband |[MED  [IFN-y |UVB [Uvinul |Uvinul |Uvinul
mJ/cm? IFN-y |UVB UVB UVvB
4x MED |5x MED |6x MED
IFN-y IFN-y IFN-y
16 75 - + - - -
17 100 - + - - -
18 75 - + - - -
19 50 - + - - -
20 25 - + - - -

Tab.13:_Erytheminduktion (Uvinul- 4MED bis 6MED)

Legende:

+ Erythem

- kein Erythem
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150+
1254
100+
75-
50+
25+
O —
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Tab.14: Ermittlung der MED mittels FS20 sunlamps
Zusammenfassung:
y-Achse (Ordinate): MED in mJ/cm?
x-Achse (Abszisse: ) Teilnehmer Nummer

Durchschnittliche MED: 57,5 mJ/cm?
Abweichung: 30.72
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Immunhistochemische Befunde

Proband (MED |[IFN-y |UVB Parsol Parsol
mJ/cm? IFN-y UVB (3x MED) |UVB (9x MED)
IFN-y IFN-y

1 50 +++ - +++ -
2 75 ++ - ++ -
3 25 + - -/+ -
4 25 +++ -+ ++ -
5 100 +++ - +++ -

Tab. 15: Immnhistochemische Befunde (Parsol- SMED und 9MED)

Legende: +++ sehr starke ICAM-1 Expression
++  starke ICAM-1 Expression
+ schwache ICAM-1 Expression
- keine ICAM-1 Expression
-/+ nur fokale ICAM-1 Expression

Zusammenfassung:
Erythemprotektion: 100% bei 3 MED und 100 % bei 9 MED
Immunprotektion: 100% bei 3 MED und 0% bei 9 MED
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Proband |MED IFN-y [UVB Uvinul Uvinul
mJ/cm? IFN-y UVB (3x MED) |UVB (6x MED)

IFN-y IFN-y

6 100 +++ - ++ -

7 50 ++ - +++ -

8 75 + - ++ -

9 25 +++ - ++ -

10 25 +++ - +++ -

Tab.16: Immunhistochemische Befunde (Uvinul- SMED und 6MED)

Legende:  +++
++
+
_/+
Zusammenfassung:

sehr starke ICAM-1 Expression
starke ICAM-1 Expression
schwache ICAM-1 Expression
keine ICAM-1 Expression

nur fokale ICAM-1 Expression

Erythemprotektion: 100% bei 3 MED und 100 % bei 6 MED

Immunprotektion:

100% bei 3 MED und

-87-
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Proband |MED |IFN-y |UVB |Parsol |Parsol |Parsol |Parsol
mJ/cm? IFN-y |UVB uvB uvB uvB
4x MED |5x MED |6x MED |7x MED
IFN-y IFN-y IFN-y IFN-y
11 125 | +++ - ++ -
12 50 ++ - +++ -
13 25 ++ - ++ -
14 50 +++ - + -1+
15 100 ++ - + + -

Tab.17: Immunhistochemisch Befunde (Parsol- 4 MED bis 7TMED)

Legende: +++
++
+
-+
Zusammenfassung:

sehr starke ICAM-1 Expression

starke ICAM-1 Expression

schwache ICAM-1 Expression

keine ICAM-1 Expression

nur fokale ICAM-1 Expression

Erythemprotektion: 100% bis 7 MED
100% bei 5 MED

Immunprotektion:

partiell bei 6 MED
0% bei 7 MED

- 88 -



Anhang

Proband | MED IFN-y uvB Uvinul  [Uvinul | Uvinul
mJ/cm? IFN-y |UVB uvB UVvB

4x MED |5x MED |6x MED
IFN-y IFN-y IFN-y

16 75 - + ++ -

17 100 - + +++ -

18 75 - + ++ -+

19 50 - + ++ -

20 25 - + +++ + _

Tab.18: Immunhistochemische Befunde (Uvinul- 4MED bis 6MED)

Legende:  +++
++
+
_/+
Zusammenfassung:

Erythemprotektion: 100% bis 7 MED
100% bei 4 MED

Immunprotektion:

sehr starke ICAM-1 Expression
starke ICAM-1 Expression
schwache ICAM-1 Expression
keine ICAM-1 Expression
nur fokale ICAM-1 Expression

partiell bei 5 MED

0% bei 6 MED
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Abb7.: IFNy-induzierte ICAM1-Aufregulation auf basalen Keratinozyten
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Abb.8:UVB-induzierte Suppression der IFNy-induzierten ICAM1-Aufregulation
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Abb.9: IFNy-induzierte ICAM1-Aufregulation auf basalen Keratinozyten nach
Applikation eines UV-Filters und Bestrahlung mittels UVB
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9 ZUSAMMENFASSUNG (Abstract)

SonnenschutZzfilter dienen der Prophylaxe von akuten und chronischen UV-Schaden.
Der LSF trifft eine Aussage uber die erythemprotektive Wirkung im Bereich der UV-
B-Strahlung, gibt jedoch keine Auskunft Gber den UV-A-Schutz oder eine eventuell
vorhandene oder fehlende immunprotektive Wirkung.

Verschiedene Untersuchungen in vitro und in vivo im Tiermodell haben sich mit der
Frage der immunprotektiven Eigenschaften von Sonnenschutzfiltern
auseinandergesetzt, allerdings gibt es nur wenige Arbeiten, die sich mit den in vivo
Bedingungen im humanen Modell auseinandersetzen.

Es konnte belegt werden, dass steigende Dosen von UV-B-Strahlung (0-100 J/m?) in
transformierten (KB Zellen) oder normalen humanen Keratinozyten (HNK),
dosisabhangig die Zytokin-(IFN-y, TNFa)-induzierte ICAM-1-Expression inhibieren.
Diese Eigenschaft wurde in dieser Arbeit zu nutze gemacht, um im humanen in vivo
Testsystem, den Nachweis zu erbringen, dass LichtschutZfilter in der Lage sind vor
UV-B bedingter Immunsuppression zu schutzen. Als biologischer Marker wurde
hierfur die UV-B-induzierte Hemmung der zytokinabhangigen ICAM-1 Expression als
Read-out-System genutzt.

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine 2%-ige Uvinul-Formulierung und eine
5%-ige Parsol-Formulierung in der Lage sind, nicht nur vor UV-B-Strahlung im
Bereich des ausgewiesenen LSF zu schitzen, sondern auch in erheblichem Male
vor UV-B bedingter Suppression der IFN-y-induzierter ICAM-1 Aufregulierung.
Hiernach sind diese LichtschutZfilter also in der Lage nicht nur vor UV-B bedingtem

Erythem sondern auch vor UV-B bedingter Immunsuppression zu schitzen.
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