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Zusammenfassung

Bei der Erythropoetischen Protoporphyrie handelt es sich um eine sehr seltene, genetisch
bedingte Stoffwechselstorung im blutbildenden System, bei der vermehrt Protoporphyrine in
Blut, Erythrozyten und Gewebe abgelagert werden. Dies fiihrt zum ersten klinischen Symptom,
der vermehrten Photosensibilitdt. Ursdchlich ist die gestorte Funktion bzw. der Funktionsausfall
der Ferrochelatase. Die Prognose hdngt in erster Linie vom Grad der Leberbeteiligung ab.
Aufgrund der schwerwiegenden Einschrdnkungen — insbesondere durch die Vermeidung von
Lichtexposition — werden Alltag und Lebensqualitidt der Patienten und ihrer Familien stark

beeinflusst.

Ein Therapieansatz besteht in der topischen bzw. systemischen Gabe der Antioxidantien
Ascorbinsdure, B-Carotin und Vitamin E. Zusétzlich steht das a-MSH-Analogon Afamelanotid,
das unter anderem die korpereigene Melaninbildung erhdhen/anregen soll, im Fokus aktueller

Studien.

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe des PHET zunédchst die phototoxische Wirkung von
UV-B-Strahlung sowie von Protoporphyrin IX in Kombination mit UV-A-Strahlung evaluiert. Im
zweiten Schritt wurden durch die zusdtzliche Gabe der oben genannten Antioxidantien und
Melanin photoprotektive Potentiale ermittelt. Die Ergebnisse wurden mithilfe der Parameter

Letalitdt, Membraneintriibungen und Hamorrhagien am Dottersack-GefaB3system protokolliert.

Die vorliegenden Testergebnisse zeigen fiir die Substanzen Ascorbinsdure, B-Carotin und
Vitamin E eine signifikante Minderung von UV-B-induzierten Schidden am Dottersack-
Gefallsystem. Gegeniiber Protoporphyrin-IX-induzierter Phototoxizitdt konnte jedoch nur ein

miBiger photoprotektiver Effekt registriert werden.

Melanin zeigte gegeniiber UV-B- sowie Protoporphyrin-IX-induzierten Schidden einen
signifikanten Schutzeffekt. Dies deutet darauf hin, dass ein durch Afamelanotid erhdhter

Melanin-Gehalt in der Haut ebenfalls einen vielversprechenden Effekt aufweisen konnte.

Nach unseren Ergebnissen konnte Afamelanotid fiir lichtempfindliche Patienten eine neue
Therapieoption darstellen. Aullerdem liegt die Annahme nahe, dass Ascorbinsédure, -Carotin und
Vitamin E unter Heranziehung aktueller Patientenstudien zur Therapie der EPP bestenfalls

supportiv geeignet sind.
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Problemstellung

Die zum Formenkreis der kutanen Porphyrien gehdrende Erythropoetische Protoporphyrie (EPP)
zeichnet sich durch einen Defekt im Ham-Stoffwechsel aus, der zu einer Akkumulation des
Metaboliten Protoporphyrin IX (PPIX) in den Zellen fiihrt (1,2). Krankheitsursache ist ein
seltener Gendefekt, der zum Ausfall eines Enzyms fiihrt. Es wird eine autosomal-semidominante

und eine autosomal-rezessive Form unterschieden (3).

Da PPIX als Photosensibilisator UV-Licht absorbiert (4,5), entsteht eine extreme
Lichtempfindlichkeit und konsekutiv eine phototoxische Schidigung der Haut (6). Der Zeitraum,
in dem sich EPP-Patienten auBlerhalb von Sonnenlicht-undurchldssigen Bereichen aufhalten
konnen, betrdgt selbst unter Anwendung von geeignetem Lichtschutz (z.B. Sunscreens) nur
Minuten (1,6,7). Die EPP stellt eine sehr schmerzhafte und sozial stigmatisierende
Photodermatose dar. Dariiber hinaus konnen sich in 5-20% der Félle lebensbedrohliche
Lebermanifestationen akut oder als Spéatfolge einstellen, da sich PPIX auch in der Leber ablagern

kann (8).

Ein Therapieansatz fiir die EPP beruht auf der oralen Gabe von Carotinoiden sowie von
Vitamin E, Vitamin C und deren Kombination, die als Antioxidantien und Sauerstoffquencher die
durch Radikale verursachten phototoxischen Hautschidden einschrinken sollen (9-12). Diese
Behandlungsvarianten erwiesen sich bisher jedoch als nicht besonders erfolgreich und werden
daher auch in der Literatur kontrovers diskutiert (13-15). Die Applikation von 8-
Methoxypsoralen (8-MOP) oder anderen Photosensibilisatoren in Kombination mit UV-A-Licht
(PUVA-Therapie) bzw. die Therapie mit UV-B-Licht ist ebenfalls nur maBig effektiv (16—-18).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst untersucht, ob einerseits das phototoxische Potential
des Agens PPIX in Kombination mit UV-A-Licht sowie andererseits die Schidigungen von UV-
B-Licht alleine in einem etablierten In-vivo-Modell fiir Phototoxizitdt, dem PHET (19-21),
nachweisbar sind. AnschlieBend wurden die o.g. Therapieoptionen mit B-Carotin, Vitamin C und
Vitamin E {iberpriift. Zusitzlich wurde, bezogen auf einen neuen Therapieansatz, der auf der
Anwendung von synthetischen a-MSH-Analoga beruht (9,22), das photoprotektive Potential von

Melanin gegeniiber PPIX-induzierten phototoxischen Testreaktionen erfasst.
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1 Einleitung
1.1 Porphyrine und Porphyrien

Porphyrine sind essenzielle Bausteine des Lebens; sie bilden nicht nur die Grundstruktur des
Hams, sondern auch des Chlorophylls. Sie besitzen z.B. die Fahigkeit, elektromagnetische
Strahlung zu absorbieren und die dort gespeicherte Energie fiir die Zellen zur Verfiigung zu
stellen. Aullerdem tragen die Porphyrine mafigeblich zum Transport von Sauerstoff bei, indem
sie dessen reversible Bindung an Hidmo- bzw. Myoglobin ermdglichen (6). Die Him- bzw.
Porphyrinbiosynthese lduft {iber acht enzymatische Schritte, ausgehend von Succinyl-CoA und

Glycin, partiell im Mitochondrium und partiell im Zytosol ab (23).

Die Porphyrien bilden eine Gruppe von acht metabolischen Erkrankungen, die auf einer
vorwiegend monogen vererbten Storung der Ham- bzw. Porphyrinbiosynthese beruhen. Den
sowohl klinisch als auch genetisch heterogenen Porphyrieformen liegt ein Defekt einer der acht
enzymatischen Schritte zugrunde (sieche Tabelle 1). Der jeweilige Enzymdefekt fiihrt zu einer
Akkumulation eines oder mehrerer Intermedidrmetaboliten (z.B. PPIX) vor dem jeweiligen

Syntheseschritt und konsekutiv letztlich zu einem Mangel an Ham (1,2,7,23).
Klinisch wird zwischen akuten und nicht akuten Porphyrien differenziert.

Akute Porphyrien zeichnen sich durch lebensbedrohliche akute Schiibe aus, die typischerweise
abdominelle, neurologische, psychiatrische und kardiovaskuldre Symptome hervorrufen. Die
mehr als 10-fache Erh6hung von Porphobilinogen oberhalb der Norm im Spontanurin kann fiir
die Diagnosestellung von Bedeutung sein. Dies gilt allerdings nicht fiir toxisch induzierte
Porphyriesyndrome (1,6). Patienten mit kutanen Porphyrien kénnen mit akuter, schmerzhafter
Photosensibilitidt vorstellig werden, die durch akkumulierte Porphyrine in der Haut ausgelost
wird. Die Differenzialdiagnose erfolgt biochemisch durch quantitative Bestimmungen der

Porphyrinvorldufer in Urin, Stuhl, Plasma und Erythrozyten (6).



Tabelle 1: Akute und nichtakute Porphyrien

Genlokus | Betroffenes Enzym Vererbungsform

Akute Porphyrien

Akute intermittierende 11924.1- | Porphobilinogen- autosomal-dominant

Porphyrie (AIP) gq24.2 Desaminase

Porphyria variegata (PV) 1922-g23 | Protoporphyrinogen- | autosomal-dominant

Oxidase

Hereditare Koproporphyrie 3q12 Koproporphyrinogen- | autosomal-dominant

(HKP) Oxidase

Doss-Porpyhrie (6- 9934 d-Aminolavulinsdure- | autosomal-rezessiv

Aminolavulinsaure- Dehydratase

Dehydratase-Defizienz-

Porphyrie)

Nichtakute Porphyrien

Porphyria cutanea tarda 1p34 Uroporphyrinogen- In 25% der Falle

(PCT) Decarboxylase autosomal-dominant,
ansonsten erworben

Erythropoetische 18921.3 Ferrochelatase autosomal-

Protoporphyrie (EPP) semidominant,
autosomal-rezessiv

X-chromosomal dominante Xp11.21 Aminolavulinsaure- X-chromosomal

Protoporphyrie (XLDPP) Synthase 2 dominant

Kongenitale 10925.3- | Uroporphyrinogen-lll- | autosomal-rezessiv

erythropoetische Porphyrie g26.3 Synthase

(CEP)




1.2 Erythropoetische Protoporphyrie (EPP)

1.2.1 Vererbung

Die EPP wurde erstmals 1953 von Kosenow und Treibs beschrieben (24). Sie ist die hdufigste
Porphyrieform bei Kindern (25). Bei der autosomal-semidominanten und der seltenen autosomal-
rezessiven Form ist ein genetisch bedingter Defekt des Enzyms Ferrochelatase (FECH) fiir die
Pathogenese der EPP verantwortlich (2,3). Die FECH ist das Terminalenzym der Ham-
Biosynthese, das durch den Einbau von Eisen in PPIX das Hadm bildet. Durch den Defekt der
FECH fallt vermehrt PPIX an (26).

1.2.2 Dermale Phototoxizitat von Protoporphyrin IX

Schon 1990 stellte Kennedy die phototoxische Wirkung von PPIX in der photodynamischen
Therapie (PDT) vor (27). Zunéchst erfolgt eine topische Applikation von 5-Aminoldvulinsédure,
welches spiter zum Photosensibilisator PPIX umgebaut wird. In Verbindung mit UV-A-
Strahlung kann durch die phototoxischen Eigenschaften von PPIX selektiv Gewebe eliminiert

werden (28).

Das durch exzessive Synthese und Akkumulation erhohte PPIX wird durch reifende
Erythrozyten, die aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf gelangen, ins Blut befordert (29).
Das stark lipophile PPIX (siche Abb. 1) diffundiert aus den Erythrozyten und bindet an Albumin
oder an Zellmembranen (z.B. von Endothelzellen, welche die GefdBBe der Dermis auskleiden)

(30).

Abb. 1: Strukturformel von PPIX



PPIX absorbiert extensiv UV-Licht im Bereich der sog. Soret-Bande (400-410 nm) und in
geringerem Ausmall in den Q-Banden (500—-650 nm) und wirkt so als Photosensibilisator. Es
weist aufgrund des durch konjugierte Doppelbindungen heterozyklischen planaren Aufbaus eine
Molekiilstruktur mit starker Fluoreszenz auf (31,32). Durch die Lichtabsorption wird die Energie
der Orbitalelektronen des PPIX vom Grundzustand zunéchst in den angeregten Singulett-Zustand
und anschliefend in den Triplett-Zustand transformiert. Das angeregte PPIX gibt die absorbierte
Energie entweder als Photonen einer lingeren Wellenldnge wieder ab (Fluoreszenz) oder geht
chemische Reaktionen mit den umliegenden zelluldren Strukturen ein. So werden Membranlipide
entweder direkt oxidiert (Photoreaktion Typ I) oder es wird Singulett-Sauerstoff gebildet, der
spontan oder durch enzymatische Aktivitit zu reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) konvertiert
(Photoreaktion Typ II; siche Abb. 3). Bei der Photoreaktion Typ I zerféllt PPIX zu einer weiteren
photoaktiven Substanz, die iiber eine durch Bestrahlung ausgeldste Reaktion abgebaut wird (33—
36).



Schéden durch Sauerstoffradikalbildung
Rotfluoreszenz - direkter Gewebeschaden
- Mastzelldegranulation

- Aktivierung des Komplementsystems
02 - Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen

reaktive Sauerstoffspezies

N
/\M L<>
PPIX ) S

(Singulett-Zustand) /W Toxische Effekte

V4

=

PPIX
Licht (Triplett-Zustand)

Biosythese-

weg
PPIX
(Grundzustand)

5-ALA

Abb. 2: Photodynamische Mechanismen der Porphyrin-Phototoxizitit. Modifiziert nach Yano et al.
und Tegos et al. (37,38)

Nach der Biosynthese aus 5-Aminolavulinsdure wird PPIX durch Energie in Form von UV-Strahlung
(Photonenstrahlung) vom Grundzustand in den Singulett-Zustand beférdert. Dabei steigt das
Energieniveau des Porphyrins. AuRerdem findet ein spontaner Ubergang in den Triplett-Zustand statt.
Durch die Reaktion mit Sauerstoff (O,) entstehen reaktive Sauerstoffspezies Giber Singulett-Sauerstoff, die
zu Schadigungen auf verschiedenen Ebenen fihren.

Singulett-Sauerstoff, Superoxid-Anionen, Hydroxyl-Radikale und Hydrogenperoxide schiddigen
Zellmembranen, DNA sowie Zellorganellen u.a. durch Lipid-Peroxidation und andere Prozesse
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(39-41). AuBerdem kann PPIX durch die Induktion des Komplementsystems zu einer

Mastzellaktivierung bzw. der Freisetzung ihrer Mediatoren fiithren (42).

Die Pathogenese der EPP im Rahmen der Schiden durch PPIX bzw. Singulett-Sauerstoff wurde
auch mit dem Elektronenmikroskop eingehend untersucht. Dabei zeigten sich als Hauptbefund
schwerwiegende Schiden am GefidBBsystem bestehend aus endothelialer Zelldegeneration und
einem Austritt vaskuldrer Inhalte. Die Epidermis hingegen zeigte keine pathogenetisch

bedeutsamen Auftilligkeiten (43).

Dies hingt vermutlich auch mit der Eindringtiefe der unterschiedlichen Strahlungsqualititen
zusammen. UV-A-Strahlung beispielsweise dringt vor allem in die oberen Anteile der Dermis
ein, in der unter anderem eine Vielzahl von Gefillen liegt. UV-B-Strahlung dringt bis in die

Epidermis ein (siche Abb. 3).

UV-C UV-B UV-A

b Epidermis

|> Stratum Papillare

b Dermis
Stratum Reticulare

Subkutis

Abb. 3: Modell zur Eindringtiefe von UV-C, UV-B, UV-A, Sichtbarem Licht und Infrarot-Licht.
Histologischer Querschnitt von aktinisch geschadigter Haut des Gesichts (mit freundlicher
Genehmigung von Dr. Stephan Braun, Universititsklinkum Diisseldorf). Modifiziert nach Fuchs
(44).

UV-C, UV-C-Strahlung; UV-B, UV-B-Strahlung; UV-A, UV-A-Strahlung; VIS, sichtbares Licht; IR, infrarot-
Licht



1.2.3 Kilinik und Diagnose

Klinisch zeigt sich eine extreme Lichtempfindlichkeit und konsekutiv eine phototoxische
Schiadigung der Haut, die an den exponierten Hautarealen meist schon in der Kindheit mit
Brennen, Jucken, starken Schmerzen, Erythemen und Odemen assoziiert ist. Bullose

Manifestationen oder Hauterosionen sind dagegen untypisch fiir eine EPP (25).

Das lipophile PP wird letztendlich bilidr eliminiert und ist in hohen Konzentrationen
hepatotoxisch (6). So entwickeln sich in 5-20% der Fille Lebermanifestationen (8). Allerdings
ist die XLDPP mit einem wesentlich hoheren Risiko fiir ein fulminantes Leberversagen

vergesellschaftet (45,46).

Eine Sicherung der Diagnose erfolgt iiber die Bestimmung der Protoporphyrin-Konzentration in
den Erythrozyten. Diese kann dabei 5-100-fach erhoht sein. Der Protoporphyrin-Fluoreszenz-
Emissions-Scan zeigt einen Peak bei 634 nm an. Im Gegensatz zum Stuhlnachweis wird PPIX im
Urin aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften nicht in erhdhtem MaBe gemessen.
Differenzialdiagnostisch sollte an die CEP, die homozygoten Varienten der autosomal-
dominanten vererbten kutanen Porphyrien (PCT, PV, HKP), sowie an eine Bleivergiftung

gedacht werden (1,47).

1.2.4 Therapieoptionen

Der Hauptbestandteil der aktuellen Therapie besteht zurzeit in der Vermeidung von Sonnenlicht
sowie in der Verwendung von vor Licht schiitzender Kleidung. Gelbe Glasfilter absorbieren Licht
im Bereich der Soret-Bande und reduzieren so die Lichteinstrahlung z.B. durch Autofenster (48).
Auch ein adédquater Sonnenschutz ist essenziell. Da eine Empfindlichkeit hauptsidchlich
gegeniiber sichtbarem (blauem) Licht besteht, sind herkémmliche Sonnenschutzcremes, die vor
ultravioletter Strahlung (besonders UV-B) schiitzen, weniger effektiv. Die Anwendung von
reflektierendem Sonnenschutz auf der Basis von Titaniumdioxid oder Zinkoxid schiitzt gegen
UV-A, UV-B und gegen sichtbares Licht und ist deshalb effizienter (16,49,50). Die
Lichtempfindlichkeit bzw. das vermeidende Verhalten gegeniiber Sonnenlicht impliziert ggf. die
Notwendigkeit einer Vitamin-D-Uberwachung und -Substitution (51). Die Behandlung mit
Gallensduren (Ursodesoxycholsdure) steigert die hepatische Clearance von PP, wihrend

Colestyramin den enterohepatischen Kreislauf unterbricht (52).



Ein weiterer Therapieansatz beruht auf der oralen Gabe von B-Carotin (75-200 mg/Tag). Dabei
wird angenommen, dass die Lichttoleranz erhoht wird, indem p-Carotin die durch PPIX
induzierten reaktiven Sauerstoffspezies 16scht (12,15). Durch die Administration von Vitamin E
und Vitamin C bzw. deren Kombination soll ebenfalls die zellschidigende Wirkung von PPIX-
induzierten freien Radikalen verhindert werden (53-55). Diese und weitere Therapieansédtze mit
Antioxidantien (u.a. Cystein, Dihydroxyaceton, Canthaxantin) wurden von Minder et al. in einer

Meta-Analyse untersucht und als weitestgehend ineffektiv beschrieben (9).

Auch sind Studien zur Schmalband-UV-B- (56) sowie zur PUV-A-Therapie bekannt (17). In der
Praxis kann anscheinend durch vorsichtig dosierte UV-B-Applikation am effektivsten eine
Verbesserung der Lichttoleranz erreicht werden (57). Es wird angenommen, dass der zugrunde
liegende Mechanismus auf der Induktion von Melaninpigmenten in der Epidermis und auf einer
epidermalen Verdickung (,,skin hardening*) basiert. Effektiv wird so die Penetration von Licht

durch die Haut reduziert (58).

1.3 X-chromosomal dominante Porphyrie (XLDPP)

Bei 7% der Patienten mit der klinischen und biochemischen Verdachtsdiagnose einer EPP liegt
keine Defizienz des betroffenen Enzyms FECH vor. Diese vor wenigen Jahren entdeckte, seltene
X-chromosomal-dominante Variante der Protoporphyrie (XLDPP) wird durch eine gesteigerte o-
Aminolédvulinsdure-Synthase-Aktivitdt charakterisiert, welche zu einem Exzess an o-
Aminoldvulinsdure und somit zu einer erhohten Porphyrin-Biosynthese fiihrt. Da der Anteil an
Zink-chelatiertem erythrozytirem PP bei der XLDPP wesentlich hoher als bei der klassischen
EPP ist, fallt die Unterscheidung zwischen klassischer EPP und der neuen Protoporphyrievariante

leicht (2).

1.4 Photosensibilisatoren und Phototoxizitat

Als Photosensibilisatoren wird eine Gruppe von Substanzen bezeichnet, die in Kombination mit
elektromagnetischer Strahlung zu pathologischen Verdnderungen der menschlichen Haut fiihren.
Diese werden auch im Rahmen der PDT zur Behandlung des Basalzellkarzinoms, Morbus
Bowen sowie der aktinischen Keratose eingesetzt (41,59,60). Die durch Kontakt mit einem
Photosensibilisator in Kombination mit UV-Bestrahlung entstehende nichtimmunologische

Reaktion wird als Phototoxizitidt bezeichnet (61,62).



1.4.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Ca. 1-3% des Sauerstoffs, der vom menschlichen Korper verbraucht wird, wird zu reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) konvertiert (63). Zu den ROS gehdren neben Singulett-Sauerstoff ('O5)
die bei der Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser auftretenden Zwischenprodukte
Superoxidanionen-Radikale (O;¢"), Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroxyl-Radikale (OHs).
Haufig werden auch Hypochlorid (HOCI), Peroxyl-Radikale (ROOQO¢), Alkoxyl-Radikale (RO¢)
und Stickstoffmonoxid (NO) dazugerechnet. ROS werden endogen iiber die Atmungskette sowie
iiber Enzyme und Entziindungsreaktionen zur Abwehr von Erregern gebildet. Exogen sind sie in
Raum- und AuBenluft, in Substanzen wie Stickstoffoxid und Zigarettenrauch sowie in Industrie-
und Autoabgasen vorhanden. Oxidations- und Destruktionsprozesse durch diese ROS konnen alle
biologischen Makromolekiile, wie z.B. Lipide (insbesondere in den Zellmembranen), Proteine
und die DNA, betreffen und dabei zu letalen Zellschiadigungen fiihren. Fine besondere
Bedeutung fiir zytotoxische Effekte wird den Hydroxyl-Radikalen beigemessen, da sie als einzige
ROS direkt mit biologischen Makromolekiilen reagieren koénnen (64—66). ROS zeigen daher
insgesamt kontrdre Effekte: Auf der einen Seite unterstiitzen sie das menschliche Immunsystem,
spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptose und wirken als Mediatoren bei der
Zellsignaltransduktion. Auf der anderen Seite beglinstigen sie die Karzinogenese und
beschidigen zelluldire Makromolekiile. Daran wird deutlich, wie empfindlich das System

moglicherweise auf duBBere Einfliisse reagiert (67).

1.5 Antioxidantien
1.5.1 Allgemein

Antioxidantien dienen zum Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies, die von Oxidantien gebildet
werden. Normalerweise herrscht ein Gleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien.
Liegt z.B. aufgrund von pathophysiologischen Bedingungen (exogene/endogene Einfliisse) ein
Ungleichgewicht zugunsten der Oxidantien vor, wird dies als ,,oxidativer Stress* bezeichnet

(68,69).

Oxidativer Stress spielt bei einer Reihe von Erkrankungen eine wichtige Rolle. Dazu zéhlen
bspw. die Arteriosklerose, Morbus Parkinson und die diabetische Neuropathie (70-72). Generell
bedingt oxidativer Stress eine vorzeitige Alterung sowie DNS-Schiden, die zu Karzinogenese

fiihren konnen (73). Antioxidative Abwehrmechanismen konnen die schiadlichen Wirkungen der
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ROS auf die DNS, Lipide und Proteine unterbinden (siche Abb. 4). Diese Schutzmechanismen

beruhen auf enzymatischen sowie nichtenzymatischen Antioxidantien (68).

1.5.2 Enzymatisch

Zu den enzymatischen Antioxidantien zdhlen die Katalasen, das Glutathion (GSH) sowie die
Superoxiddismutasen (SOD) (74,75). Letztere werden bzgl. ihres Metallions (Kuper/Zink,
Mangan oder Eisen) in drei Gruppen unterteilt und katalysieren die Konversion von Superoxid-

Anionen in Peroxid und molekularen Sauerstoft (76).

Katalasen katalysieren die Spaltung von Wasserstoffperoxid, welches beim Abbau von Purinen

und der Oxidation von Fettsduren entsteht, in Sauerstoff und Wasserstoff (77).

GSH wird aus den drei Aminosduren Glutaminsdure, Cystein und Glycin gebildet. Reduziertes
GSH besitzt eine freie Thiolgruppe und kann somit Elektronen auf ROS {ibertragen, um sie
unschédlich zu machen. Damit schiitzt es u.a. die Erythrozytenmembran vor oxidierenden

Substanzen (78,79).
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Exogene Einflisse Endogene Einflisse

Intrazelluldre Prozesse:
Ultraviolette Strahlung Abgase aus der Umwelt Xenobiotika ATP-Bildung
Phagozytare Abwehr

Abbau von Nukleotiden
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Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
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DNA-Mutationen Lipid-Peroxidation Protein-Oxidation
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Immunosuppression
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Abb. 4: Schaubild zur Entstehung von oxidativem Stress und der Vorbeugung durch
Antioxidantien. Modifiziert nach Chen et al. (80)

Durch exogene Einflisse (z.B. UV-Strahlung, Umweltabgase, Xenobiotika) und endogene Einflisse
entstehen reaktive Sauerstoffspezies, welche in Form von oxidativem Stress Schaden an zellularen
Strukturen hervorrufen koénnen. Dabei werden durch Veradnderungen auf zelluldrer Ebene (DNA-
Mutationen, Lipid-Peroxidation oder Protein-Oxidation) Kklinische Effekte wie Photoalterung,
Immunosuppression oder Photokarzinogenese erzeugt. Antioxidantien sind in der Lage, die durch reaktive
Sauerstoffspezies hervorgerufenen Veranderungen auf zellularer Ebene und die dadurch verursachten
klinischen Effekte zu minimieren bzw. zu unterbinden.

1.5.3 Nichtenzymatisch

Zu den nichtenzymatischen Antioxidantien gehoren Vitamin C (Ascorbinsdure), Vitamin E (a-
Tocopherol), Carotinoide (u.a. B-Carotin), Thiol-Antioxidantien (z.B. Thioredoxin, Liponséure),
Flavonoide, Melatonin und andere (81). Teilweise agieren diese in hydrophiler, teilweise in
hydrophober und teilweise auch in beiden Umgebungen. Vitamin C beispielsweise reagiert in der
wissrigen Phase, Vitamin E in der lipophilen Phase. Liponsdure ist wasser- und fettloslich und
kann somit in zelluliren Membranen sowie im Zytosol aktiv sein (82). Manche Antioxidantien

sind imstande, andere Antioxidantien zu regenerieren und somit ihre urspriingliche Funktion
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wiederherzustellen. Dieser Prozess wird als ,,antioxidatives Netzwerk (antioxidative network)

bezeichnet (83).

Vitamin C (Ascorbinsaure)

Ascorbinsdure (siehe Abb. 5) ist als multifunktionales Vitamin und Antioxidans bekannt, das zur
Aufrechterhaltung der physiologischen Bedingungen im menschlichen Organismus essenziell ist
(84,85). Es wird zur Biosynthese von Kollagen bendétigt, da es als Kofaktor der Prolyl-
Hydroxylase fungiert (86). Aulerdem vereinfacht es die Aufnahme von Eisen (87) und erhoht die
Stabilitdt von Tetrahydrobiopterin (88).

Die topische Applikation von Vitamin C mildert die unter UV-Licht-Exposition durch ROS
hervorgerufenen Schiaden (89-91). AuBlerdem liegen Untersuchungen vor, die zeigen, dass
Vitamin C im Vergleich zu Tocopherolen und Thiolen die hdéchste Wirksamkeit bzgl. des
Schutzes gegeniiber Lipid-Peroxidation aufweist (92). Es wird oral und topisch als
Therapeutikum zur Behandlung von Hautkrankheiten angewandt (84,93). Allerdings ist es
notwendig, Ascorbinsdure via Iontophorese topisch zu applizieren, da sie die menschliche Haut

relativ schlecht durchdringt (94).

In der Behandlung der EPP wird Vitamin C schon lange als Therapieoption (zusammen mit -
Carotin, N-Actely-Cystein oder a-Tocopherol) in Betracht gezogen, allerdings sind die seit den
1970er-Jahren durchgefiihrten Studien zur Anwendung von Ascorbinsdure weder standardisiert,
noch zeigen sie eine signifikante Milderung der durch PPIX hervorgerufenen Photosensitivitét

der Haut (9,53,54).

Abb. 5: Strukturformel von Ascorbinsadure
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Vitamin E (a-Tocopherol)

Der Begriff Vitamin E fasst die gesamte Familie der fettldslichen Tocopherole und Tocotrienole
zusammen. RRR-a-Tocopherol (sieche Abb. 6) und RRR-y-Tocopherol sind die am héufigsten
vorkommenden Varianten im menschlichen Blutplasma (95). Als ein Radikalfdnger und
Antioxidans schiitzt Vitamin E Lipidkompartimente, z.B. Membranen und Lipoproteine, vor
oxidativem Stress. Es konnte gezeigt werden, dass eine reichliche Aufnahme von Vitamin E die
Inzidenz des Auftretens kardiovaskuldrer Erkrankungen senkt (96,97). Dieser Effekt beruht
hauptsédchlich auf der Tatsache, dass Vitamin E der LDL-Oxidation entgegenwirkt. Allerdings

spielen auch andere, nicht antioxidative zelluldre Funktionen von Vitamin E eine Rolle (98,99).

Thiele et al. konnten zeigen, dass eine Bestrahlung der Haut mit UV-B- und UV-A-Licht
gleichzeitig in einer minimalen erythemalen Dosis (MED) von 0,75 J/cm? die a-Tocopherol-
Gehalte des Stratum corneum, direkt nach Bestrahlung gemessen, um fast 50 % senkte. Unter
alleiniger Verwendung von UV-B-Licht zeigte sich allerdings eine stirkere Reduktion des
Gehaltes von a-Tocopherol als unter alleiniger Verwendung von UV-A-Licht (100). Diverse
andere Studien weisen darauf hin, dass Vitamin E bzw. dessen Analogon Trolox ein effektives
photoprotektives Agens sein konnte. Es vermindert méglicherweise Hautreaktionen auf UV-Licht
wie zB. Odeme und Erytheme (101,102), Immunsuppression (103), Langzeitfolgen wie
Faltenbildung (104) und die Inzidenz fiir Hauttumoren (105). AuBerdem konnte eine mogliche
Verbesserung der Effekte durch die Kombination der Antioxidantien Vitamin E und Vitamin C
(101,106) sowie von Vitamin E und Carotinoiden aufgezeigt werden (107). Demgegeniiber liegen
doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studien vor, die eine photoprotektive Wirkung von

Vitamin E wiederum dementieren (108,109).

Abb. 6: Strukturformel von a-Tocopherol

13



B-Carotin

Carotinoide sind organische Pigmente, die natiirlicherweise von Pflanzen, Algen sowie einigen
Bakterien- und Pilzarten synthetisiert werden. Zu den am héiufigsten vorkommenden
Carotinoiden im menschlichen Blutplasma zdhlen B-Carotin (Provitamin A, sieche Abb. 7), a-

Carotin, Lutein, Zeaxanthin und Lykopin (110).

Generell dienen sie als photoprotektive Substanzen sowie als akzessorische Photosynthese-
Pigmente. Durch ihre Polyen-Struktur sind sie in der Lage, sowohl Licht zu absorbieren als auch
Singulett-Sauerstoff und freie Radikale zu deaktivieren bzw. zu quenchen (111). Da Carotinoide
im menschlichen Korper in Lipoproteinen transportiert werden, sollte ihre Bioverfiigbarkeit im

Zusammenhang mit dem Lipidprofil untersucht werden (112).

Es gibt diverse Studien, die eine UV-protektive Wirkung von B-Carotin unterstreichen (113,114).
Kopcke und Krutmann berichten, dass eine orale Einnahme von B-Carotin iiber mindestens zehn
Wochen einen Schutz vor Sonnenbrand bewirkt. Dabei wird hochstens ein Lichtschutzfaktor
(LSF) von ca. 4 erreicht (115). AuBBerdem fiihrten Camera et al. Untersuchungen an Fibroblasten
durch, deren Ergebnisse darauf hinweisen, dass B-Carotin der UV-A-induzierten Minderaktivitét
der Katalase und SOD entgegenwirken konnte (116). Im Gegensatz dazu liegen allerdings auch

Studien vor, die pro-oxidative Effekte von B-Carotin aufzeigen (117-119).

Auch in der Behandlung der EPP gilt die Effektivitit von B-Carotin als umstritten. So sollen
Carotinoide zwar die durch PPIX induzierte Photosensitivitidt der Haut deutlich mildern (120—

122), die Compliance der Patienten ist allerdings gering (9,123).

Abb. 7: Strukturformel von B-Carotin
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1.6 Melanin, a-MSH und a-MSH-Analoga
1.6.1 Melanine

Melanine bilden eine Gruppe von natiirlich vorkommenden Pigmenten, die von Tieren, Pflanzen
und im menschlichen Kdorper gebildet werden (124). Diese polymorphen und multifunktionellen
Biopolymere sind Endprodukte einer komplexen mehrschrittigen Transformation von L-Tyrosin
und werden in das braun-schwarze Eumelanin, das braun-rote Pheomelanin (siche Abb. 8), in
Neuromelanin und andere gemischte Melaninpigmente unterteilt (125,126). Eumelanin wird in
epidermalen Melanozyten durch oxidative Polymerisation von 5,6-Dihydroxyindol (DHI) und
5,6-Dihydroxyindol-2-Carboxylsdure (DHICA) synthetisiert (127); allerdings ist das finale
Pigment letztlich signifikant vom Substrat- und Oxidationszustand abhingig (128). Nicht zuletzt
durch die duflerst heterogene molekulare Struktur und den amorphen Partikelcharakter ist die
genaue Zusammensetzung der Eumelanine nicht hinreichend geklart (129). Es wird von einem
Polymer mit einem relativ hohen Molekulargewicht ausgegangen, das aus verschiedenen
Einheiten mit unterschiedlichen Oxidationsstufen zusammengesetzt ist, die auf zufillige Weise
miteinander verkniipft sind (130). Den Melaninen wird eine Reihe von chemisch-physikalischen
Eigenschaften zugeschrieben, die ihre Rolle als hochgradig photoprotektives Pigment in der Haut

von Sdugetieren erkldren konnte (131,132).

HoN

HOOC

HaN
COOH

Abb. 8: Strukturformeln von Eumelanin (links) und Pheomelanin (rechts)
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1.6.2 Die Regulation der Pigmentierung

Obwohl iiber 200 verschiedene Gene zur Regulation der Hautpigmentierung bekannt sind, wird
diese in der kaukasischen Population iiberwiegend durch den Rezeptor des a-Melanozyten-
stimulierenden Hormons (a-MSH) und den Melanocortin-1-Rezeptor (MC1R) beeinflusst (133—
135). a-MSH ist Bestandteil des Proopiomelanocortin-Gens (POMC), dessen Genprodukt
posttranslational in die Peptidhormone a-MSH, B-MSH, y-MSH, das adrenokortikotrope Hormon
(ACTH), B-Lipotropin und B-Endorphin gesplittet wird. ACTH und die verschiedenen MSHs

werden ebenfalls als Melanocortine bezeichnet (136).

Einer der Induktionsmechanismen fiir Melanin lduft folgendermaBen ab: Im Falle einer
Exposition der Haut durch UV-Strahlung entstehen unter anderem Schidigungen, die sich als
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) in der DNA der Keratinozyten widerspiegeln (137). Das
p53-Gen fungiert als Sensor solcher DNA-Alterationen. In schwer geschidigten Zellen leitet es
die Apoptose ein, wihrend in weniger beschddigten Zellen Reparaturmechanismen in Gang
gesetzt werden, die unter anderem auf einer erhdhten Expression des POMC-Gens beruhen
(138,139). Ein Produkt dieses Gens, a-MSH, agiert lokal als parakrines Hormon, indem es an den
MCIR benachbarter Melanozyten bindet. Uber eine Signalkaskade wird letztlich nicht nur die
De-novo-Melaninsynthese, sondern auch ein Wechsel vom braun-roten Pheomelanin zum
wesentlich photoprotektiveren schwarz-braunen Eumelanin induziert (140). MCIR wird in den
meisten dermalen Zellen exprimiert. Neben der Melanisierung sind diverse nichtpigmentire
Schutzmechanismen durch MC1R-Zellsignalisierung gegeniiber UV-induzierten Hautschiden

bekannt (141-145).

1.6.3 a-MSH-Analoga

Im Mittelpunkt aktueller Therapieoptionen in der Behandlung der EPP stehen zurzeit Studien zu
sog. a-MSH-Analoga, deren Affinitdt zum MCI1R moglicherweise hoher sein konnte als die des
natiirlichen a-MSH (143,146). Das aus 13 Aminosduren bestehende, hochpotente o-MSH-
Analogon [Nle4-D-Phe7]-a-MSH weist besonders aufgrund seiner Resistenz gegen
enzymatischen Abbau eine verldngerte Wirkdauer am MCIR auf. Dadurch wird die Proliferation
von Melanozyten stimuliert sowie die Tyrosinaseaktivitit erhoht. Folglich entsteht eine erhdhte
Melanineinlagerung in der Haut und konsekutiv eine verbesserte Toleranz gegen

Sonnenlichtexposition (147,148).
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1.7 Der Photo-Hen’s-Egg-Test

Mit dem Photo-Hen’s-Egg-Test (PHET) wurde eine Testmethode entwickelt, die es ermdglicht,
Phototoxizitét in vivo zu erfassen und Substanzen zu testen, um deren mdgliche photoprotektive

Effekte zu evaluieren.

Zur Durchfilhrung des Tests werden fertilisierte, pathogenfreie Hiihnereier am vierten
Bebriitungstag randomisierten Testgruppen zugeordnet. Zundchst werden bekannte oder
vermutete Photosensibilisatoren bzw. -protektoren appliziert. Im Anschluss daran werden die
Eier mit der dem Versuchsziel entsprechenden kiinstlichen Strahlenquelle (UV-A oder UV-B)
bestrahlt. Je nach Fragestellung wird eine nichttoxische oder toxische Strahlendosis gewihlt, die

in entsprechenden Vorversuchen bestimmt wurde.

AnschlieBend werden alle auftretenden Verdnderungen am Dottersack-GefaB3system (DGS)
registriert. Ausmal3, Morphologie und zeitlicher Ablauf der beobachteten in-vivo-Verdnderungen
lassen Riickschliisse auf die Wirkungen der Testsubstanz auf die Haut zu und kénnen Hinweise

auf pathogenetische Vorgénge bei phototoxischen Reaktionen geben.

Der PHET ist ein sensitives, valides, kostenglinstiges und wenig zeitintensives Modell zur

Uberpriifung von photoprotektiven Eigenschaften verschiedener Substanzen (19-21,149,150).

1.8 Fragestellungen

Die folgenden Fragestellungen sollten mittels PHET untersucht werden:

Kann die schiadigende Wirkung von PPIX in Kombination mit UV-A-Licht auch im PHET

nachgewiesen werden?

* Vitamin C, B-Carotin, und Vitamin E sind Substanzen, denen in der aktuellen Literatur
photoprotektive Eigenschaften zugeschrieben werden. Inwiefern weisen die o.g. Substanzen
sowohl gegen PPIX/UV-A- als auch gegen UV-B-induzierte Schiadigungen photoprotektive
Effekte auf?

* Inwiefern ldsst sich Melanin als photoprotektives Agens in diese Reihe einordnen?

* Welche moglichen Therapieoptionen ergeben sich aus diesen Ergebnissen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Bruteier

Zur Testung wurden embryonierte, pathogenfreie weille Hiithnereier der Rasse ,,White Leghorn*
(Shaver Starcross 288A, Fa. Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven) verwendet. Braune Eier
konnten nicht eingesetzt werden, da diese in ihrer Schale Porphyrine enthalten (siche Abb. 9) (6),
die zu phototoxischen Reaktionen fithren konnten. Die Eier wurden weniger als eine Woche bei

einer Temperatur von 8 °C im Kiihllager gehalten, bevor sie in den Brutschrank gelegt wurden.

Abb. 9: Rotfluoreszenz von braunen Eierschalen unter langwelligem ultraviolettem Licht (366 nm).
Stolzel et al. (6).

Die Rotfluoreszenz deutet auf das Vorhandensein von Porphyrinen in der Eierschale hin.

2.1.2 Testsubstanzen

Alle Testsubstanzen wurden in Dulbecco’s phosphatgepufferter Salzlosung (DPBS) geldst. Die
Testlosungen wurden in abgedunkelten Rdumen hergestellt und in ebenfalls verdunkelten Falcon-
Rohrchen gelagert. DPBS diente auBlerdem als Kontrollfliissigkeit in den Kontrollgruppen. Zur
besseren Verteilung der Substanzen in der Losung wurde ein Ultraschall-Desintegrator
verwendet. Folgende Substanzen wurden in DPBS gel6st und in einer Dosis von 1.000 pl pro Ei
appliziert:
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Protoporphyrin IX (PPIX) (Sigma Chemical, St. Louis, USA) in einer Konzentration von
0,1 mM

Schon in Vorversuchen (20) konnte gezeigt werden, dass PPIX in dieser Konzentration in
Kombination mit 5J/cm® UV-A-Licht (320-400nm) zu den erwarteten schweren
Schadigungen des DGS fiihrt. In Kontrollversuchen wurde auflerdem belegt, dass eine

Konzentration von 0,1 mM keine rein toxischen Schadigungen ausldst.

p-Carotin (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) in den Konzentrationen 1 mM, 0,1 mM und
0,01 mM

Bei der Auswahl der Testkonzentrationen wurde die Stoffmengenvergleichbarkeit zu PPIX
und zu den anderen Testsubstanzen sowie die Entstehung rein toxischer Schadigungen auf das

DGS berticksichtigt.

Ascorbinsiure (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) bzw. Vitamin C in den Konzentrationen

I mM, 0,1 mM und 0,01 mM

Trolox (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) bzw. Vitamin E in den Konzentrationen 1 mM,

0,1 mM und 0,01 mM
Synthetisches Melanin in den Konzentrationen 1 mM, 0,1 mM und 0,01 mM

Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlosung (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Kaniilen: Hypodermic Needle-Pro, Smiths Medical ASD Inc., Keene, USA
Spritzen: Injekt 5 ml, B. Braun, Melsungen
Dentalwachs: Modellierwachs Spezial Sommer 1,25 mm,

GEBDI Dental Products GmbH, Engen

Reaktionsgefale: Greiner Bio-One Polypropylene-Tubes 30x115mm,

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipettenspitzen: 1000 pl comfortips, Eppendorf, Netheler- Hinz GmbH, Hamburg
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2.1.4 Gerate

Schierlampe:
Brutschrank:
Fréser:
Analysenwaage:
Ultraschall-Desintegrator:
Schiittelgerit:
Schiittelapparat:
Magnetriihrer:
Makroskop:
Makro-Ringlicht:
UV-Meter:

UV-A-Bestrahlungslampe:
UV-B-Bestrahlungslampe:

2.2 Methoden

Typ ,,Blohm*, Beyer & Enders, Hamburg

Typ KMB 2, Ehret GmbH, Emmendingen

Dia H Art. Nr. 801/021, 818/042; Meisinger, Neuss

Sartorius AC 210 S, Sartorius, Gottingen

Sonifier 250, Branson Ultrasonics, Danbury, USA
Vortex-Genie 2, Scietific Industries Inc., Bohemia, USA
Duomax 2030, Heidolph, Schwabach

RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen

Objektmikrometer M 420, Leitz, Wetzlar

Macrolight Plus MAKL 150, Novoflex, Memmingen

Typ 585 100, Herbert Waldmann-GmbH, Villingen-Schwenningen
Fluoreszenzstrahler UV-A-TLK 40W/10R, Philips, Hamburg
Fluoreszenzstrahler UV-B-TL 20W/12 RS, Philips, Hamburg

2.2.1 Ubersicht des zeitlichen Verlaufes der Experimente

Tag X:

Tag 1:

Tag 4:

Tag 5:

Tag 6:

Anlieferung der befruchteten Bruteier. AnschlieBend Lagerung im
Kiihlschrank bei 8°C.

Innerhalb von fiinf Tagen nach Anlieferung Platzierung und
Bebriitung der Bruteier im Brutschrank fiir 72h.

Beurteilung der Bruteier auf Verwendbarkeit und Préaparation der
Eier. AnschlieBend weitere Bebriitung fiir 24h.

Applikation der Substanzen und Exposition mit UV-Licht.
AnschlieBend weitere Bebriitung fiir 24h.

Ablesen und Protokollieren der Ergebnisse. Sofort im Anschluss
Totung der Embryonen durch Absenkung der Korpertemperatur im
Gefrierschrank (-15°C). Entsorgung 24h spiter.
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2.2.2 Bebritung, Selektion und Praparation der Bruteier

Die Eier wurden bei einer Temperatur von 37,5 °C sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca.
75% 1in horizontaler Lage und unter regelmédfligem Wenden insgesamt sechs Tage lang im
Inkubator bebriitet. Um die Eier auf ihre Verwendbarkeit zu priifen, wurden am vierten
Bebriitungstag der Keimling, das DGS und die Lage der Luftblase beurteilt. Letztere Information
wurde vor allem bendtigt, um bei der Eroffnung des Eies das DGS nicht zu verletzen. Eier mit

beschadigten oder minder entwickelten Keimlingen wurden zu diesem Zeitpunkt aussortiert.

Um die Erdoffnung des Bruteies mithilfe des Dentalfrdsers zu erleichtern, wurde zundchst mit
einer Kaniile ein Loch in den flachen Pol des Eies gestochen. AnschlieBend wurden mit einer
Spritze und einer sterilen Einmalkaniile ca. 5 ml Eiklar abgezogen. Durch diese Maflnahme sinkt
der Dotterspiegel ab und der Luftraum zwischen Eischale und Dotter vergroBert sich, wodurch
sich das Verletzungsrisiko des Dotters beim Auffrdsen der Eischale deutlich verringert. In
horizontaler Lage wurde ein ca. 1,5 x 1,5 cm grof3es Fenster vorsichtig in die Eischale gefrist.
Dabei wurde darauf geachtet, den Dotter wihrend des Frdsens nicht zu verletzen bzw. das Ei

nicht iiberméBig zu beschmutzen.

SchlieBlich wurde ein ca. 2x 2cm grofles Stiick Dentalwachs auf das Fenster und die
Einstichstelle der Kaniile gelegt. Das Dentalwachs erweicht im Inkubator und verschlie3t so das
Ei. Der Keimling und das DGS wurden somit vor Austrocknung und &dufleren Einfliissen

geschiitzt (siche Abb. 10).

2.2.3 UV-Strahlungsquelle und Bestrahlungsdosis

Schon in fritheren Untersuchungen (20) konnte gezeigt werden, dass eine Bestrahlung des DGS
mit 5J/cm® UV-A-Licht ohne vorherige Applikation von PPIX keine pathologischen
Verdanderungen am DGS hervorruft. Nach Applikation von PPIX fiihrte das UV-A-Licht
allerdings zu den charakteristischen Schiadigungen des DGS. Nach Dosismessung mit einem UV-
Meter erfolgte eine Bestrahlung in einem abgedunkelten Raum. Die Kontrollgruppen wurden
wihrend dieses Zeitraums ebenfalls aus dem Brutkasten genommen und abgedeckt, um sie

hinsichtlich Luftfeuchtigkeit und Temperatur den gleichen Bedingungen auszusetzen.

Bei der Bestrahlung mit UV-B-Licht trat in Vorversuchen die charakteristische Schidigung des

DGS bei einer Bestrahlung von 80 mJ/cm” auch ohne vorausgegangene Substanzapplikation auf.
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Nach vorheriger Dosismessung mit einem UV-Meter und der Applikation von DPBS auf das

DGS erfolgte eine Bestrahlung mit 80 mJ/cm” in einem abgedunkelten Raum.

Abb. 10: Praparation der Bruteier.
a) Punktieren der Eierschale; b) Auffrasen; c) Entfernen des Fensters; d) Applikation von Wachs
2.2.4 Versuchs- und Kontroligruppen

In zwei getrennten Versuchsreihen wurden die Eier jeweils in 13 Versuchsgruppen eingeteilt,
denen unterschiedliche Testsubstanzen sowie Strahlungsdosen und -arten appliziert wurden
(siehe Tabelle 3 und 4). Des Weiteren wurden zum Auschluss von rein toxischen Reaktionen 15
Kontrollgruppen gebildet (siche Tabelle 2.). Eine Versuchs- bzw. Kontrollgruppe bestand aus
12 Eiern.

Tabelle 2: Kontrollgruppen

Gruppe (n) Lésung/Bestrahlung Konzentration/Dosis
1 DPBS Salzlésung

2 UV-A 5 Jlem®

3 PPIX 0,1 mM

4-6 B-Carotin 10° M, 10° M, 10° M
7-9 Ascorbinsaure 10° M, 10° M, 10° M
10-12 Trolox 10° M, 10° M, 10° M
13-15 Melanin 10° M, 10° M, 10° M
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Tabelle 3: Versuchsreihe mit der Kombination aus PPIX-Applikation und UV-A-Bestrahlung

Gruppe (n) | Lésung 1 Ldsung 2 Bestrahlung

1 PPIX - 5 Jlcm® UV-A
2-4 PPIX B-Carotin 5 J/lcm® UV-A
5-7 PPIX Ascorbinsaure 5 Jlcm® UV-A
8-10 PPIX Trolox 5 Jlcm® UV-A
11-13 PPIX Melanin 5 Jlcm® UV-A

In den Gruppen 2-13 wurden alle Substanzen aufler PPIX in den Konzentrationen 102 M,
10 M und 10° M appliziert. PPIX wurde stets in der Konzentration 10™ M auf das DGS getraufelt.

Tabelle 4: Versuchsreihe mit UV-B-Bestrahlung

Gruppe (n) Lésung 1 Bestrahlung

1 DPBS 80 mJ/cm® UV-B
2-4 B-Carotin 80 mJ/cm” UV-B
5-7 Ascorbinsaure 80 mJ/cm” UV-B
8-10 Trolox 80 mJ/cm® UV-B
11-13 Melanin 80 mJ/cm® UV-B

In den Gruppen 2—-13 wurden alle Substanzen in den Konzentrationen 10° M, 10" M und 10° M auf das
DGS appliziert.

2.2.5 Beobachtungszeitraum und Dokumentationsform

24 Stunden nach Bestrahlung erfolgte die Untersuchung der DGS auf morphologische
Verdnderungen via Makroskop unter doppelblinden Bedingungen (sieche Abb. 11). Die
Ergebnisse wurden entsprechend den Beurteilungskriterien, die unter 3.2.6 aufgelistet sind,

dokumentiert.

2.2.6 Beurteilungskriterien

Zur Untersuchung der Verdnderungen am DGS wurden die Parameter Membraneintriibungen
(ME), Hémorrhagien (HR) und Letalitit (LET) herangezogen. HR und ME wurden

semiquantitativ in die Auspriagungsgrade leicht, mittelstark und schwer eingeteilt.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden Durchschnittswerte fiir ME und HR fiir die jeweiligen
Gruppen berechnet. Dazu wurden Embryonen mit Grad null mit ,,1*, mit Grad eins mit ,,2%, mit
Grad zwei mit ,,3“ und mit Grad drei mit ,,4 multipliziert, die Ergebnisse addiert und durch 16

dividiert. Die Erkldrungen zu den Gradeinteilungen sind Tabelle 5 und 6 zu entnehmen.
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2.2.6.1 Membraneintrubungen (ME)

Die ME wurde als eine Triibung der physiologischerweise klaren Dottersackmembran, die dicht
iiber dem DGS liegt, definiert. Eine solche Triibung kann entlang der extraembryonalen Geféalle
oder auch diffus auftreten. Dabei handelt es sich um eine Proteindenaturierung, die zu einer
weiBlichen Verfarbung der Vitellinmembran und des Eiklars fiihrt (205). Als Grundlage der
Beurteilung gelten die Definitionen in Tabelle 5, in der die Auspridgungsgrade der ME

beschrieben sind.

2.2.6.2 Hamorrhagien (HR)

Die morphologischen Besonderheiten der drei Auspriagungsgrade der HR sind in Tabelle 6

beschrieben.

2.2.6.3 Letalitit (LET)

Der Parameter Letalitdit wurde anhand von makroskopischen Beurteilungskriterien (fehlender
Herzschlag, mangelnde Blutzirkulation etc.) registriert und im Versuchsprotokoll mit 0 fiir ,,nicht

letal“ und 1 fiir ,,letal* notiert

Tabelle 5: Definitionen der Auspragungsgrade von Membraneintriibungen

Grad Auspragung Morphologie
0 keine Membraneintribungen Keine Membraneintriibung ersichtlich
1 leichte Membraneintriibungen Gerade erkennbare Triibung, alle embryonalen

Strukturen sind makroskopisch gut sichtbar und klar
von der Umgebung abzugrenzen.

2 mittelstarke Membraneintribungen Eintribung, die zur partiellen oder vollstandigen
Verdeckung der darunterliegenden Strukturen fiihrt.
Einzelne Erythrozyten sind nicht mehr erkennbar. Die
Begrenzung der Gefalte erscheint unscharf. Die ME
kann zur vollstandigen Verdeckung darunterliegender
Areale fiihren. Der Gefallverlauf ist in diesen Regionen
nicht mehr zu verfolgen.

3 schwere Membraneintribungen Flachenhafte Ausdehnung der ME, die zur
vollstandigen Verdeckung von groflen Gefalten und
embryonalen Strukturen fihrt. Der GefalRverlauf ist

kaum bzw. Uberhaupt nicht sichtbar.
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Tabelle 6: Definitionen der Auspragungsgrade von Hamorrhagien

Grad

Auspragung

Morphologie

0

keine Hamorrhagien

Keine Hamorrhagien ersichtlich

1

leichte Hamorrhagien

Punktférmige oder ein kurzes Gefallsegment
betreffende Extravasation von Blutbestandteilen.
Solitér stehend oder wenige, abgrenzbare

Lokalisationen betreffend. Zirkulation ungestort.

mittelstarke Hamorrhagien

Auf wenige Gefalte oder Gefalabschnitte begrenzte
punktférmige und segmentale Blutungen, teils
perlschnurartig, teils konfluierend. Gleichzeitiges
Vorkommen in verschiedenen Arealen. Die Mehrzahl
der Gefalde ist frei. In den betroffenen Abschnitten

finden sich mitunter Zirkulationsstérungen.

schwere Hamorrhagien

Massive Extravasate in allen oder den meisten
GefaRabschnitten. Gefalwande in betroffenen
Abschnitten sind nicht mehr abgrenzbar. Freie Gefalle
nur vereinzelt oder nicht mehr vorhanden. Massive

Zirkulationsstérungen.

Abb. 11: Bruteier vor Ablesung und Beurteilung
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2.3 Statistische Auswertungen

Zur interferenzstatistischen Analyse der Ergebnisse wurden nichtparametrische Tests

durchgefiihrt (siche Anhang).

Die Vergleiche von Letalitdtsraten wurden mit Chi-Quadrat- (X?-) Tests berechnet, um die
Kontingenz auf Signifikanz zu iiberpriifen. Dieser Test dient dem Vergleich von beobachteten

und erwarteten Haufigkeiten bei nominalskalierten Variablen.

Bei kleinen Stichprobengréflen bzw. wegen erwarteter Zellhdufigkeiten unter fiinf wurden

Fisher's exact-Tests verwendet.

Féllt ein Chi-Quadrat- bzw. Fisher's exact Test signifikant aus, so bedeutet dies, dass die
Kontingenz signifikant ist, dass also z.B. ein Unterschied in der Letalitdtsrate zwischen den
Gruppen besteht. Der sogenannte Phi-Koeffizient gibt hierbei Aufschluss iiber die Stirke des
Effekts. Dieser kann zwischen -1 und 1 liegen und ist dhnlich zu interpretieren wie ein

Korrelationskoeffizient: je stirker er von 0 abweicht, desto stirker ist die Kontingenz.

Fiir die Vergleiche von Membraneintriibungen und Hédmorrhagien wurden Mann-Whitney-U-
Tests verwendet; diese ermoglichen Vergleiche von unabhidngigen Gruppen beziiglich der
Ausprigung von ordinalskalierten Variablen. Fillt ein solcher Test signifikant aus, bedeutet dies,

dass sich die Gruppen signifikant unterscheiden.

Die Signifikanzniveaus sind in den Grafiken wie folgt gelistet:
* steht fiir p < 0,05 und wird als signifikant bezeichnet.
** steht fiir p < 0,01 und wird als hoch signifikant bezeichnet.

*** steht fiir p < 0,001. Hier liegt ebenfalls ein hochst signifikanter Unterschied vor.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden nach den unter Kap. 3.2.6 beschriebenen Bedingungen dokumentiert.

3.1 Kontroligruppen

Die Ergebnisse der jeweiligen Kontrollgruppen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

In den Kontrollgruppen zeigten sich lediglich leichte morphologische Verdnderungen des DGS

(siche Abb. 12). Diese waren gehéuft bei den Gruppen mit der hoher dosierten Applikation der

jeweiligen Agenzien zu beobachten. In der Gruppe mit der am hochsten dosierten Applikation

von B-Carotin zeigte sich ein letaler Embryo. Ansonsten wurden keine letalen Embryonen

protokolliert.

Tabelle 7: Ergebnisse der Kontrollgruppen (1-15)

Gr. Agens
1 DPBS
2 UV-A
3 PPIX
4 BC

5

6

7 Vit. C
8

9

10 Vit E

Konz./Dosis

5 Jlcm®
10" M

10° M

10*M
10°M
10° M
10*M
10°M

10° M

Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)

LET
0%
0%
0%

8,3%
n=1

0%
0%
0%
0%
0%

0%

J ME

100%
n=12
100%
n=12
91,7%
n=11
75%
n=9

91,7%
n=11
83,3%
n=10
83,3%
n=10
91,7%
n=11
91,7%
n=11
91,7%
n=11

ME1
0%
0%

8,3%
n=1
16,7%
n=2

8,3%
n=1
16,7%
n=2
0%

8,3%
n=1
8,3%
n=1
8,3%
n=1
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ME
2
0%
0%
0%
8,3
%
n=1
0%
0%
0%
0%
0%

0%

ME

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

J HR

100%
n=12
100%
n=12
100%
n=12
91, 7%
n=11

100%
n=12
100%
n=12
91,7%
n=11
100%
n=12
100%
n=12
91,7%
n=11

HRA1
0%
0%
0%

8,3%
n=1

0%
0%
8,3%
n=1
0%
0%

8,3%
n=1

HR2

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

HR3

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%



Gr. Agens Konz./Dosis Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET @ ME ME1 ME ME ©HR HR1 HR2 HR3

2 3

11 10*M 0% 91,7% 8,3% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
n=11 n=1 n=12

12 10°M 0% 100% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
n=12 n=12

13 M 10° M 0% 75% 25% 0% 0% 91,7% 83% 0% 0%
n=9 n=3 n=11 n=1

14 10*M 0% 100% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
n=12 n=12

15 10°M 0% 100% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
n=12 n=12

Abb. 12: Embryonen mit intaktem Dottersack-GefaRsystem.

Es sind keine Membraneintribungen oder Hamorrhagien erkennbar.

3.2 PPIX/UV-A-Gruppe und UV-B-Gruppe

Tabelle 8: Ergebnisse: PPIX/UV-A/UV-B/Kontrolle

Gr. Ldésungen uv Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET G ME ME1 ME2 ME3 @HR HR1 HR2 HR3
1 10*MPPIX 5 J/cm? 9 0 1 2 9 0 0 3 9
UV-A
2 DPBS 80 mJicm* 9 0 0 5 7 0 0 3 9
UVv-B

3.2.1 PPIX/UV-A-Gruppe

Die Gruppe, die mit PPIX und UV-A behandelt worden war (Gruppe 1), zeigte 75% Letalitét
sowie deutliche Membraneintriibungen und Hamorrhagien, die iiberwiegend im Auspriagungsgrad

zwei und drei auftraten (siche Abb. 13).
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Die Gruppe, die mit PPIX und UV-A behandelt worden war (Gruppe 1), zeigte gegeniiber der
relevanten Kontrollgruppe (DPBS) mit 75% eine signifikant erhohte Letalitdt (Fisher’s exact test:
p <.001, Phi = .78; siche Anhang 1). Analog dazu zeigte diese Gruppe auch fiir die Parameter
Membraneintriibungen und Hadmorrhagien gegeniiber der Kontrollgruppe (DPBS) signitkante
Unterschiede (Membraneintriibungen: U-Test: U = 0,00, z = -4,58, p < 0,001; Hadmorrhagien: U-
Test: U=0,00, z=-4,59, p <0,001; siche Anhang 1).

: = ik.\'\ = - k =
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Abb. 13: Embryonen der PPIX/UV-A-Gruppe

Embryonen mit starksten Membraneintribungen oder Hamorrhagien bzw. letalen Ereignissen

3.2.2 UV-B-Gruppe

Die Gruppen, die mit UV-B bestrahlt worden waren, zeigten eine Letalitit von 75% sowie
deutliche Membraneintriibbungen und Hiamorrhagien, iiberwiegend im Auspriagungsgrad zwei und

drei (siche Abb. 14).

Die Gruppe, die mit UV-B bestrahlt worden war (Gruppe 2), zeigte gegeniiber der relevanten
Kontrollgruppe (DPBS) mit 75% eine signifikant erhohte Letalitdt (Fisher’s exact test: p < .001,
Phi = .78; sieche Anhang 1). Analog dazu zeigte diese Gruppe auch fiir die Parameter
Membraneintriibungen und Hadmorrhagien gegeniiber der Kontrollgruppe (DPBS) signifkante
Unterschiede (Membraneintriibungen: U-Test: U = 0,00, z = -4,53, p < 0,001; Hadmorrhagien: U-
Test: U =0,00, z=-4,59, p <0,001; siche Anhang 1).
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Abb. 14: Embryonen der UV-B-Gruppe

Letaler Embryo bzw. deutliche Membraneintribungen und Hamorrhagien erkennbar

3.3 B-Carotin
3.3.1 PPIX/UV-A-Gruppe

Tabelle 9: Ergebnisse: PPIX/UV-A-Licht und zusatzliche Applikation von B-Carotin (BC)

Gr. Ldésungen

1 10" M PPIX
2 10" M PPIX,

10°MBC

3 10™ PPIX,
10* M BC

4 10" M PPIX,
10°MBC

UV-A

5 J/cm:Z
5 Jlcm?

5 J/cm®

5 Jlcm*

Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET G ME ME1 ME2 ME3 JHR HR1 HR2 HR3

9 0 1 2 9 0 0 3 9
7 1 2 3 6 1 2 1 8
7 1 2 3 6 1 0 3 8
8 0 3 2 7 0 1 2 8

Membraneintriibungen und Hamorrhagien

Die PPIX/UV-A-Gruppe, der zusitzlich 10° M B-Carotin appliziert worden war, zeigte fiir
Membraneintriibungen einen Median von 2,5 und fiir Himorrhagien einen Median von 3. Die
Verteilung der Auspragungsgrade der Membraneintriibungen und Hdmorrhagien liegen in dieser
Gruppe deskriptiv unter dem der PPIX/UV-A-Gruppe ohne Applikation von B-Carotin. Dabei
kann allerdings nur der Median des Parameters Membraneintriibbungen fiir alle Gruppen mit der
zusitzlichen Applikation von 107 M bis 10° M B-Carotin unter dem der PPIX/UV-A-Gruppe
angesiedelt werden. Fir die Gruppen mit der Applikation von niedrigeren [-Carotin-

Konzentrationen (10 M und 10 M) zeigen sich beim Parameter Hamorrhagien Werte, die sich

der PPIX/UV-A-Gruppe ndhern (siche Abb. 15).

Es zeigten sich fiir die beiden Parameter keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe

(siche Anhang 2A).
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Abb. 15: Morphologische Parameter der PPIX/UV-A-Gruppen.

Die Ergebnisse sind als Boxplots dargestellt. PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; BC, B-
Carotin.

Letalitat

Die Gruppen, denen zusitzlich B-Carotin appliziert worden war, zeigten in den Konzentrationen
10°M bis 10°M letale Ereignisse, deren Haufigkeit (58,33—66,67%) mit fallender
Konzentration insgesamt anstieg. In der Konzentration 10 M und 10* M blieb die Hiufigkeit

der Letalitdt unverdndert bei 58,33% (siche Abb. 16 und 17). Ausserdem konnte kein
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signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (PPIX/UV-A) und den Testgruppen
festgestellt werden (sieche Anhang 2A).

1.0

0.87
0.67

L etalitat
0.4
0.2
1074 M PPIX, 5 Jicm?® UV-A 1074 M PPIX,10"~-3 M BC, 5 10”4 M PPIX,10™~4 MBC, 5 10”4 M PPIX,10"~5 M BC, 5
Jicm® UV-A Jiem® UV-A Jiem® UV-A
Gruppe

Abb. 16: Letalitdatsraten der PPIX/UV-A-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; BC, B-Carotin.

S

pav 'y

Abb. 17: Embryonen der PPIX/UV-A/B-Carotin-Gruppen

Es sind deutliche Membraneintribungen und Hamorrhagien bzw. letale Ereignisse zu erkennen.
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3.3.2 UV-B-Gruppe

Tabelle 10: Ergebnisse: UV-B-Licht und zusatzliche Applikation von B-Carotin (8C)

Gr. Losungen UV-B Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET @ ME ME1 ME2 ME3 JHR HR1 HR2 HR3
1 DPBS 80 mJicm* 9 0 0 5 7 0 0 3 9
2 10°MBC 80mJicm* 4 2 1 5 4 1 3 4 4
3 10*MBC 80mJicm* 4 1 1 6 4 1 3 5 3
4 10°MBC 80mdicm* 7 0 1 5 6 2 2 3 5

Membraneintribungen und Hamorrhagien

Die UV-B-Gruppe, der zusitzlich 10° M p-Carotin appliziert worden war, zeigte fiir
Membraneintriibungen und Hadmorrhagien einen Median von 2. Zudem lag die Streubreite der
Schwere der Auspriagungsgrade der beiden Gruppen klar iiber der der UV-B-Gruppe. Hohere
Werte wurden fiir die Gruppe mit Applikation von niedrigerer B-Carotin-Konzentration (10> M)
dokumentiert. Die Testgruppen, denen zusitzlich p-Carotin appliziert worden war, hatten
abhéngig von der B-Carotin-Dosis deskriptiv schwicher ausgeprigte Membraneintriibungen und
schwicher ausgeprigte Haimorrhagien als die Gruppen ohne zusdtzliche B-Carotin-Gabe (siehe

Abb. 18).

Zudem konnten fiir das Merkmal der Himorrhagien fiir die Gruppen mit zusétzlicher Applikation
von 10° M und 10™* M B-Carotin signifikante bzw. hochsignifkante Unterschiede zur PPIX/UV-
A-Gruppe gesehen werden (U-Test (10° M): U = 36.00, z = -2.30, p < 0.5; U-Test (10* M): U =
30.00, z = -2.65, p <0.5). Fiir den Parameter Membraneintriibungen zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zur Kontrollgruppe (DPBS/UV-B)(siehe Anhang 2B).
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Abb. 18: Morphologische Parameter der UV-B/B-Carotin-Gruppe. Die Ergebnisse sind als Boxplots
dargestelit

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung; BC, B-Carotin

Letalitat

Die UV-B-Testgruppen mit Zugabe von B-Carotin in den Konzentrationen 10° M bis 10° M
zeigten niedrige bis hohe Letalititsraten. In der Konzentration 10° M und 10 M blieb die

Haufigkeit der Letalitdt unverdndert bei 33,33%. Bei weiterhin fallender Konzentration des
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Agens stieg die Letalitdtsrate auf 58,33%. Die Testgruppen, denen also zusitzlich B-Carotin
appliziert worden war, hatten abhiangig von der B-Carotin-Dosis seltener letale Ereginisse als die
Gruppen ohne zusitzliche B-Carotin-Gabe (siehe Abb. 19 und 20). Es zeigten sich teilweise
signifkante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe (DPBS/UV-B) und den Testgruppen (10°
P M: X2 (1) =4.20, p < .05, Phi =-0,42; 10" M: X2 (1) = 4.20, p < .05, Phi = -0,42; siehe Anhang
2B).
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1
ES
0 8_ L) L
0.6
L etalitat
0.4
0.2
0.0-
DPBS, 80 mJ/icm® UV-B 107-3 M BC, 80 Jicm?* UV-B 10”-4 M BC, 80 Jicm* UV-B 107-5 M BC, 80 Jicm* UV-B
Gruppe

Abb. 19: Letalitatsraten der UV-B/B-Carotin-Gruppen

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung; BC, B-Carotin

Abb. 20: Embryonen der UV-B/B-Carotin-Gruppen

Teils lebende, teils verendete Embryonen und beschadigte Dottersack-Gefalsysteme. Bestandteile von
unzureichend geléstem B-Carotin rétlich-orange erkennbar

35



3.4 Ascorbinsaure

3.4.1 PPIX/UV-A-Gruppe

Tabelle 11: Ergebnisse: PPIX/UV-A-Licht und zusatzliche Applikation von Ascorbinsaure

Gr. Losungen UV-A Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET @ ME ME1 ME2 ME3 @HR HR1 HR2 HR3

1 10*MPPIX 5Jlcm* 9 0 1 2 9 0 0 3 9

5 10*MPPIX, 5Jlcm* 7 1 3 3 4 0 4 4 4
102 M Vit. C

6 10*MPPIX, 5Jlcm* 7 0 3 3 5 0 3 4 5
10™ M Vit. C

7 10*MPPIX, 5J/lcm* 8 1 2 4 5 0 2 5 5
10° M Vit. C

Membraneintribungen und Hamorrhagien

Die PPIX/UV-A-Gruppe, der zusitzlich 10° M Ascorbinsdure appliziert worden war, zeigte fiir
Membraneintriibungen und fiir Himorrhagien einen Median von 2. Zudem ist ersichtlich, dass
alle Gruppen mit zusitzlicher Ascorbinsdure-Applikation mit steigender Konzentration deskriptiv
geringere Auspragungsgrade flir die beiden Merkmale zeigen als die PPIX/UV-A-Gruppe ohne
Applikation von Ascorbinsdure (sieche Abb. 21). Bis auf den Vergleich des Merkmals der
Héamorrhagien zwischen der PPIX/UV-A-Gruppe und der Gruppe, der zusitzlich die hochste
Dosis Ascorbinsdure appliziert worden war, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Kontrollegruppe (PPIX/UV-A) und den Testgruppen (U-Test (10~ M): U = 36.00, z
=-2.31, p <0.5; siche Anhang 3A).
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Abb. 21: Morphologische Parameter der PPIX/UV-A/Ascorbinsdure-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; AA, Ascorbinsaure

Letalitat

Ascorbinsiure zeigte deskriptiv in den Konzentrationen 10° M bis 10 M letale Ereignisse in mit
der Konzentration fallender Héufigkeit (58,3—66,67%; siche Abb. 22 und 23). Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (PPIX/UV-A) und den Testgruppen
(siche Anhang 3A).
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Abb. 22: Letalitiatsraten PPIX/UV-A/Ascorbinsdure-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; AA, Ascorbinsaure

Abb. 23: Embryonen der PPIX/UV-A/Ascorbinsdure-Gruppe

Teils gering, teils stérker beschadigte Dottersack-Gefallsysteme
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3.4.2 UV-B-Gruppe

Tabelle 12: Ergebnisse: UV-B-Licht und zusatzliche Applikation von Ascorbinsaure

Gr. Losungen UV-B Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET G ME ME1 ME2 ME3 JHR HR1 HR2 HR3

1 DPBS 8% mdic 9 0 0 5 7 0 0 3 9

m
5 10° M Vit. C 8% mdic 3 2 2 4 4 3 7 1 2

m
6 10 M Vit. C 8% mdic 6 2 5 3 2 1 3 5 3

m
7 10°M Vit. C 8% mJdic 8 1 4 2 5 0 2 2 8

m

Membraneintribungen und Hamorrhagien

Die UV-B-Gruppe, der zusitzlich 10° M Ascorbinsdure appliziert worden war, zeigte fiir das
Merkmal der Membraneintriibungen deskriptiv einen Median von 2. Fiir das Merkmal der
Hamorrhagien konnte in derselben Gruppe zwar ein Median von 1 protokolliert werden,

allerdings zeigte sich hier eine grosse Streubreite.

Fir das Merkmal Membraneintriibbungen zeigte sich in der Gruppe, der zusitzlich 10* M
Ascorbinsdure appliziert worden war, ein geringerer Median als in der Gruppe mit hoherer
Ascorbinsiure-Konzentration. Bei der niedrigsten Konzentration von Ascorbinsdure (10~ M)
stieg die Auspridgung der Membraneinriibungen deskriptiv allerdings wieder auf einen Median

von 2.

Tendenziell konnten fiir das Merkmal Hamorrhagien in den iibrigen Gruppen (10* M und 10° M
Ascorbinsdure) bei sinkender Konzentration hdhere Auspriagungsgrade gesehen werden. Bei
Zwischen welchen Gruppen (Kontrollgruppe: DPBS/UV-B) signifikante Unterschiede in den
ZielgroBen bestanden, kann Abb. 24 entnommen werden (Membraneintriibungen: U-Test (10
*M): U = 24.50, z = -2.89, p < 0.1; Himorrhagien: U-Test (10> M): U = 16.50, z = -3.55, p <
.001 und U-Test (10* M): U = 30.00, z = -2.65, p < 0.1; siche Anhang 3B).
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Abb. 24: Morphologische Parameter UV-B/Ascorbinsaure-Gruppe

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung; AA, Ascorbinsaure

Letalitat

Die UV-B-Testgruppen, denen Ascorbinsiure in den Konzentrationen 10° M bis 10° M
zugesetzt wurde, zeigten niedrige bis hohe Letalititsraten, deren Haufigkeit (25-66,67%) mit

fallender Konzentration teilweise deskriptiv anstieg. Die Testgruppen, denen zusétzlich
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Ascorbinsdure appliziert worden war, hatten abhéngig von der applizierten Ascorbinsidure-Dosis
also seltener letale Ereignisse, als die Kontrollgruppe (DPBS/UV-B) ohne zusitzliche
Ascorbinsduregabe (sieche Abb. 25 und 26). Ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe lag
allerdings nur in der Testgruppe vor, der zusitzlich die hochste Konzentration an Ascorbinsiure

appliziert worden war (10~ M: X2 (1) = 6.74, p < .01, Phi = -0,52; siche Anhang 3B).
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Gruppe

Abb. 25: Letalitatsraten der UV-B/Ascorbinsdure-Gruppen

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung; AA, Ascorbinsaure

Abb. 26: Embryonen der UV-B/Ascorbinsidure-Gruppe

Teils gering, teils starker beschadigte Dottersack-GefaRsysteme
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3.5 Trolox (Vitamin E)

3.5.1 PPIX/UV-A-Gruppe

Tabelle 13: Ergebnisse: PPIX/UV-A-Licht und zusatzliche Applikation von Trolox

Gr. Losungen UV-A Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET JME ME1 ME2 ME3 @HR HR1 HR2 HR3
1 10* M PPIX 25 Jlem 9 0 1 2 9 0 0 3 9
8 10*MPPIX, 5Jlcm 8 0 2 2 8 0 1 2 9
10°MVit. E 2
9 10*MPPIX, 5Jlcm 8 0 1 3 8 0 0 3 9
10*MVit. E 2
10 10*MPPIX, 5Jicm 9 0 0 2 10 0 0 3 9

10°MVit. E ?

Membraneintribungen und Hamorrhagien

Den PPIX/UV-A-Gruppen, denen zusitzlich 10°—~10" M Trolox appliziert worden war, zeigten
flir Membraneintriibbungen und Hémorrhagien denselben Median, den auch die Gruppe ohne
zusitzliche Trolox-Applikation aufwies. Die dargestellten Boxplots zeigen kaum Unterschiede in
den Auspriagungsgraden der beiden Merkmale (siche Abb. 27). AufBlerdem konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (PPIX/UV-A) und den Testgruppen
gesehen werden (siche Anhang 4A).
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Abb. 27: Morphologische Parameter der PPIX/UV-A/Trolox-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; Vit. E, Trolox (Vitamin E)

Letalitat

Die PPIX/UV-A-Gruppen, denen zusdtzlich Trolox appliziert worden war, zeigten in den
Konzentrationen 10~ M bis 10 M 66,67% letale Ereignisse. In der Konzentration 10° M lag die
Letalitdt bei 75% und unterschied sich somit nicht von der der PPIX/UV-A-Gruppe (siche Abb.
28 und 29). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (PPIX/UV-A)
und den Testgruppen gezeigt werden (siche Anhang 4A).
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Abb. 28: Letalitdtsraten der PPIX/UV-A-Trolox-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; Vit E., Trolox (Vitamin E)

Abb. 29: Embryonen der PPIX/UV-A/Trolox-Gruppen

Teils gering, teils stérker beschadigte Dottersack-Gefalsysteme

3.5.2 UV-B-Gruppe

Tabelle 14: Ergebnisse: UV-B-Licht und zuséatzliche Applikation von Trolox

Gr.  Loésungen UV-B Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET @ ME ME1 ME2 ME3 ©@HR HR1 HR2

1 DPBS 802 mdic 9 0 0 5 7 0 0 3

m
8 10° M Vit. E 802 md/ic 4 3 5 2 2 4 4 2

m
9 10™ M Vit. E 802 mdic 4 2 4 4 2 3 4 3

m
10 10°MVit. E 802 mdlc 5 1 4 5 2 2 3 4

m
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Membraneintribungen und Hamorrhagien

Die UV-B-Gruppen, denen zusitzlich 10° M und 10* M Trolox appliziert worden war, zeigten
fiir Membraneintriibungen und Hamorrhagien einen Median von 1 bzw. 1,5. Auch die Gruppen,
bei denen niedrigere Troloxkonzentrationen appliziert worden waren, wiesen schwéchere
Auspragungsgrade fiir die beiden Merkmale auf als in der UV-B-Gruppe. Die Testgruppen,
denen also zusitzlich Trolox appliziert worden war, hatten abhdngig von der Trolox-Dosis
schwicher ausgepriagte Membraneintriibungen und Hémorrhagien als die Gruppen ohne
zusdtzliche Troloxgabe (siehe Abb. 30). Die inferenzstatistische Auswertung zeigte, dass sich alle
Gruppen 8 bis 10 in beiden Zielvariablen signifikant von der Kontrollgruppe (DPBS/UV-B)
unterschieden (Membraneintriibungen: U-Test (10°M): U = 22.00, z = -3.02, p < .0l;
Hamorrhagien: U-Test (10 M): U = 18.00, z = -3.31, p < .001; siche Anhang 4B).
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Abb. 30: Morphologische Parameter UV-B/Trolox-Gruppe.

In dieser Versuchsreihe zeigen alle Versuchsgruppen in Bezug auf die Merkmale Hamorrhagien und
Membraneintribungen signifikante Unterschiede zur Vergleichsgruppe (p-Wert mindestens <.01)

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzldsung; UV-B, UV-B-Strahlung; Vit. E, Trolox (Vitamin E)

Letalitat

In der Testgruppe, bei der zusétzlich Trolox appliziert worden war, zeigte die UV-B-Strahlung
unter dem zusitzlich Einfluss von Trolox (10° M bis 10 M) eine verminderte Letalititsrate. Die
Haufigkeit der Letalitétsrate (33,33—41,67%) stieg deskriptiv mit sinkender Trolox-Konzentration

wieder an (sieche Abb. 31 und 32). Zwei von drei Gruppen zeigten einen signifikanten
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Unterschied zur Kontrollgruppe, die lediglich mit UV-B und DPBS exponiert worden war (10
3 M: X2 (1) =4.20, p < .05, Phi=-0.42; 10™* M: X2 (1) = 4.20, p < .05, Phi = -0,42; siehe Anhang
4B).
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Abb. 31: Letalitdtsraten der UV-B/Trolox-Gruppen

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung; Vit. E, Trolox (Vitamin E)

Abb. 32: Embryonen der UV-B/Trolox-Gruppe

Teils gering, teils stérker beschadigte Dottersack-Gefallsysteme
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3.6 Melanin

3.6.1 PPIX/UV-A-Gruppe

Tabelle 15: Ergebnisse: PPIX/UV-A-Licht und Applikation von synthetischem Melanin

Gr. Losungen UV-A Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET @ ME ME1 ME2 ME3 JHR HR1 HR2 HR3

1 10" M PPIX 5Jiem 9 0 1 2 9 0 0 3 9

11 10" M PPIX, 5Jicm 2 2 6 2 2 6 3 3 0
10> M Melanin 2

12 10™* M PPIX, 5Jicm 2 3 6 2 1 8 2 1 1
10* M Melanin  ?

13 10™® M PPIX, 5Jicm 4 0 5 1 6 1 6 2 3
10° M Melanin 2

Membraneintribungen und Hamorrhagien

Die PPIX/UV-A-Gruppe, der zusitzlich 10° M Melanin appliziert worden war, zeigte fiir das
Merkmal der Membraneintriibbungen deutlich geringere Werte, welche sich auch im niedrigen
Median (1) widerspiegelte. Fiir die Gruppe mit 10 M Melanin konnte zwar ebenfalls ein Median
von 1 protokolliert werden, jedoch zeigten sich fiir das genannte Merkmal deutlich geringere
Auspragungen im Vergleich zur PPIX/UV-A-Gruppe als auch im Vergleich zu der Gruppe, der
zusitzlich die hohere Konzentration Melanin (10~ M) appliziert worden war. Auch die Gruppe
mit der niedrigsten Melanin-Konzentration (10° M) zeigte deskriptiv geringer ausgeprigte

Membraneintriibungen mit einem Median von 2,5 (siche Abb. 33).

Die PPIX/UV-A-Gruppe, der zusitzlich 10° M Melanin appliziert worden war, zeigte fiir das
Merkmal der Hidmorrhagien einen Median von 0,5 und deutlich geringere Auspragungsgrade im
Vergleich zur PPIX/UV-A Gruppe ohne Melanin-Applikation. Fiir die Gruppe mit 10*M
Melanin konnte ein Median von 0 protokolliert werden. Die Auspragungsgrade der
Héamorrhagien waren deutlich unter denen der Kontrollgruppe (PPIX/UV-A) und auch unter der
Gruppe, der zusitzlich die hohere Konzentration Melanin (10~ M) appliziert worden war. Auch
die Gruppe mit der niedrigsten Melanin-Konzentration (10° M) zeigte geringer ausgeprigte
Hamorrhagien mit einem Median von 1 (siche Abb. 33). Die interferenzstatistische Auswertung
zeigte fiir das Merkmal Hamorrhagien in allen Gruppen signifikante Werte an (U-Test (10™ M):
U =4.50,z=-4.07, p <.001). Fiir das Merkmal Membraneintriibungen zeigte sich lediglich kein

signifkantes Ergebnis fiir die Gruppe, bei der die schwichste Dosis an Melanin appliziert worden
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war. Fiir die beiden anderen Gruppen zeigte die interferenzstatistische Auswertung signifikante

Ergebnisse an (U-Test (10 M): U = 22.00, z =-3.09, p <.01; siche Anhang 5A).

X X X

Membraneintriibung

1 4
0 T T T T
104 MPPIX, 5 Jlcm®  10~4 MPPIX, 10~3 M 10%~4 MPPIX, 10~4 M 104 M PPIX 10~5 M
UV-A Melanin, 5 Jicem=® UV-A  Melanin, 5 Jiem=® UV-A Melanin, 5 Jflcm= UV-A
Gruppe
36
3 o
2
Hamorrhagien
1
8] T T
1074 M PPIX, 5 Jicm® UV-A 1074 MPPIX, 10%-3 M 1074 M PPIX, 10”4 M 107-4 M PPIX, 10°-5 M
Melanin, 5 Jicm?® UV-A Melanin, 5 Jicm?® UV-A Melanin, 5 Jicm?® UV-A
Gruppe

Abb. 33: Morphologische Parameter der PPIX/UV-A/Melanin-Gruppen.

In dieser Versuchsreihe zeigen alle Versuchsgruppen in Bezug auf das Merkmal Hamorrhagien
signifikante Unterschiede zur Vergleichsgruppe (p-Wert mindestens <.001)

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung
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Letalitat

Die Gruppen, denen zusétzlich Melanin appliziert worden war, zeigten in den Konzentrationen
10° M und 10™* M letale Ereignisse in einer Haufigkeit von 16,67%. Die Gruppe, der zusitzlich
die geringste Melanin-Konzentration appliziert worden war (10° M), zeigte eine Letalititsrate
von 33,33%. Die Testgruppen, denen zusétzlich Melanin appliziert worden war, hatten abhiangig
von der Melanin-Dosis seltener letale Ereignisse, als die Gruppe ohne zusétzliche Melaningabe
(siche Abb. 34 und 35). Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
(PPIX/UV-A) und den Testgruppen beobachtet werden (10° M: X2 (1) = 8.22, p < .01, Phi = -
0.59; 10 M: X2 (1) =8.22, p < .01, Phi=-0.59; 10° M: X2 (1) = 4.20, p < .05, Phi = -0.42; siche
Anhang 5A).

1.0

% %

L etalitat

PIX, 107-5 M Melanin,
Jicm® UV-A

1074 M PPIX, S Jilcm®* UV-A  10%-4 M Fs’PI)(, 1

07-3 M Melanin, 107-4 M PPIX, 10”-4 M Melanin, 10”-4 M P!
Jicm® UV-A 5 Jicm® UV-A 5

Gruppe

Abb. 34: Letalititsraten der PPIX/UV-A/Melanin-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung
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Abb. 35: Embryonen der PPIX/UV-A/Melanin-Gruppen

Leicht bis maRig ladierte Dottersack-Gefalisysteme, und Bestandteile von unzureichend geléstem
Melanin sind erkennbar.

3.6.2 UV-B-Gruppe

Tabelle 16: Ergebnisse: UV-B-Licht und zusatzliche Applikation von synthetischem Melanin

Gr.  LoOsungen UV-B Beobachtete Haufigkeiten (n Eier)
LET @ ME ME1 ME2 ME3 @HR HR1 HR2 HR3

1 DPBS 802 mdic 9 0 0 5 7 0 0 3 9

m
11 10° M Melanin 802 md/lc 2 6 3 0 1 4 6 2 0

m
12 10" M Melanin 802 md/lc 2 7 1 2 2 8 2 1 1

m
13 10"°M Melanin 802 mdic 4 2 0 5 5 2 3 4 3

m

Membraneintriibungen und Hamorrhagien

Die UV-B-Gruppe, der zusitzlich 107 bzw. 10 Melanin appliziert worden war, zeigte fiir das
Merkmal der Membraneintriibungen einen Median von 0 sowie deutlich geringere
Auspragungsgrade. Die Gruppe, der zusitzlich die geringste Konzentration Melanin appliziert
worden war, zeigte einen Median von 2 sowie deskriptiv beinahe unveridnderte
Auspragungsgrade im Vergleich zur Kontrollgruppe, die nur mit DPBS/UV-B exponiert worden
war (siche Abb. 36).

Die UV-B-Gruppe, der zusitzlich 10~ M Melanin appliziert worden war, zeigte fiir das Merkmal
der Himorrhagien einen Median von 1 und deutlich geringere Ausprigungsgrade im Vergleich
zur UV-B-Gruppe ohne Melanin-Applikation. Fiir die Gruppe mit 10* M Melanin konnte ein
Median von 0 protokolliert werden. Die Auspragungsgrade der Hamorrhagien entsprachen der

Gruppe, der zusitzlich die hohere Konzentration Melanin (10~ M) appliziert worden war. Auch

51



die Gruppe mit der niedrigsten Melanin-Konzentration (10° M) zeigte geringer ausgeprigte
Héamorrhagien mit einem Median von 2 (siche Abb 36). Die interferenzstatistische Auswertung
zeigte fiir das Merkmal Hamorrhagien in allen Gruppen signifikante Werte an (U-Test (10° M):
U =3.00, z=-4.15, p <. 001). Fiir das Merkmal Membraneintriibungen zeigte sich lediglich kein
signifkantes Ergebnis fiir die Gruppe, bei der die schwichste Dosis an Melanin appliziert worden
war. Fiir die beiden anderen Gruppen zeigte die interferenzstatistische Auswertung signifikante

Ergebnisse an (U-Test (10~ M): U = 8.50, z = -3.54, p < .001; siche Anhang 5B).
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Abb. 36: Morphologische Parameter der UV-B/Melanin-Gruppen.

In dieser Versuchsreihe zeigen alle Versuchsgruppen in Bezug auf das Merkmal Hamorrhagien
signifikante Unterschiede zur Vergleichsgruppe (p-Wert mindestens <.01)

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung

Letalitat

Die Gruppen, denen zusétzlich Melanin appliziert worden war, zeigten in den Konzentrationen

10° M und 10™* M letale Ereignisse in einer Haufigkeit von 16,67%. Die Gruppe, der zusitzlich

53




die geringste Melanin-Konzentration appliziert worden war (10° M), zeigte eine Letalitiitsrate
von 33,33%. Es zeigt sich auch hier, dass die Testgruppen, denen zusétzlich Melanin appliziert
worden war, dosisabhingig seltener letale Ereignisse als die Kontrollgruppe ohne zusitzliche
Melaningabe hatten (sieche Abb. 37 und 38). Alle Gruppen (Kontrollgruppe: DPBS/UV-B)
unterschieden sich beziiglich des Parameters Letalitét signifikant von der Vergleichsgruppe (10°
M: X2 (1)=8.22, p<. 01, Phi=-0,59; 10 M: X2 (1) =8.22, p <. 01, Phi =-0,59; 10° M: X2 (1)
=4.20, p <. 05, Phi =-0,42; siche Anhang 5B).

1.0
k3
r 1
X Xk
r 1
X X
0.8 r 1
0.67
L etalitat
0.4+
0.2
0.0-
DPBS, 80 mJfem* UV-B 103 M Melanin, 80 mJicm? UV-10"-4 M Melanin, 80 mJicm: UV-10"-5 M Melanin, 80 mJicm: UV-
Gruppe

Abb. 37: Letalitiatsraten der UV-B/Melanin-Gruppen

DPBS, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung; UV-B, UV-B-Strahlung

S —
3 kT -

o

s I :
Abb. 38: Embryonen der UV-B/Melanin-Gruppen.

Leicht bis maBig beschadigte Dottersack-Gefallsysteme. Bestandteile von unzureichend gelostem
Melanin erkennbar
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3.7 Vergleichsdiagramme

3.7.1 PPIX/UV-A-Gruppe
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A 5 Jicm®= UV-A C, 5 Jicm® UV-A E, 5 Jicm= UV-A Melanin, 5 Jicm= UV-A
Gruppe

Abb. 39: Morphologische Parameter der PPIX/UV-A-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; BC, B-Carotin; AA, Ascorbinsdure; Vit E., Trolox
(Vitamin E); M, Melanin
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Abb. 40: Letalititsraten der PPIX/UV-A-Gruppen

PPIX, Protoporphyrin IX; UV-A, UV-A-Strahlung; BC, B-Carotin; AA, Ascorbinsdure; Vit E., Trolox
(Vitamin E); M, Melanin

Bei den Vergleichsdiagrammen werden lediglich die Resultate der Gruppen verglichen, bei denen
jeweils die hochste Konzentration des vermeintlich protektiven Agens hinzugefligt worden war.
Wenn man die PPIX/UV-A-Gruppen in Hinblick auf die Parameter Membraneintriibungen und
Hamorrhagien vergleicht, scheint grundsétzlich bei Zusatz eines Agens der Schaden zumindest
verringert zu sein. Die Boxplots sind in diesen Gruppen tendenziell weiter im Bereich der
geringeren Membraneintriibungen und Hamorrhagien angesiedelt. Bei Zusatz von Melanin ist
dieser Trend am starksten zu erkennen. Trolox schneidet vergleichsweise am schlechtesten ab.
Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe liegen nur bei den Versuchsgruppen Melanin und

Vitamin C vor (siehe Abb. 39)

Ahnliches gilt beim Vergleich der PPIX/UV-A-Gruppen in Hinblick auf den Parameter Letalitit.
Bei Zusatz eines Agens sinkt die Letalitdt grundsétzlich ab. Bei Zusatz von Melanin ist die

stiarkste Reduktion der Letalitit zu erkennen. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe

(PPIX/UV-A) liegen nur in der Melanin-Gruppe vor (siche Abb. 40).
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3.7.2 UV-B-Gruppe
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Abb. 41: Morphologische Parameter UV-B-Gruppen.

In allen Versuchsreihen sind die Versuchsgruppen der Stoffkonzentrationen 10° M in Bezug auf das
Merkmal Hamorrhagien signifikant unterschiedlich zur Vergleichsgruppe (p-Wert mindestens <.05)

UV-B, UV-B-Strahlung; BC, B-Carotin; AA, Ascorbinsaure; Vit E., Trolox (Vitamin E); M, Melanin
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Abb. 42: Letalitiatsraten der UV-B-Gruppen

UV-B, UV-B-Strahlung; BC, B-Carotin; AA, Ascorbinsaure; Vit E., Trolox (Vitamin E); M, Melanin

Wenn man die UV-B-Gruppen in Hinblick auf die Parameter Membraneintriibungen und
Hamorrhagien vergleicht, scheint ebenfalls grundsitzlich bei Zusatz eines Agens der Schaden
zumindest verringert zu sein. Die Boxplots sowie die jeweiligen Mediane sind in diesen Gruppen
tendenziell weiter im Bereich der geringeren Membraneintriibbungen und Hémorrhagien
angesiedelt. Bei Zusatz von Melanin ist dieser Trend am stérksten zu erkennen. B-Carotin
schneidet vergleichsweise am schlechtesten ab. Signifikante Ergebnisse liegen fiir das Merkmal
Membraneintriibungen nur bei den Versuchsgruppen Melanin und Trolox vor. Fiir das Merkmal
Hamorrhagien konnte in allen Gruppen mit zusdtzlicher Applikation eines Agens ein

signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe beobachtet werden (siche Abb. 41).

Ahnliches gilt beim Vergleich der UV-B-Gruppen in Hinblick auf den Parameter Letalitit. Bei
Zusatz eines Agens sinkt die Letalitdt grundsétzlich ab. Bei Zusatz von Melanin ist die stérkste
Reduktion der Letalitdt zu erlennen. Fiir das Merkmal Letalitdt konnte in allen Gruppen mit

zusitzlicher Applikation eines Agens ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe

(DPBS/UV-B) beobachtet werden (siche Abb. 42).
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4 Diskussion

Ein Hautschutz durch topische oder systemisch wirksame Antioxidantien ist nicht nur zur
Vorbeugung von Sonnenbrand, sondern auch bei Lichtdermatosen und Photokarzinogenese

winschenswert.

Préklinische und klinische Daten zeigen zwar, dass die natiirlichen Antioxidantien
Ascorbinsdure, -Carotin und a-Tocopherol zur Photoprotektion beitragen kénnen, jedoch wird

dieser Aspekt in klinischen Studien kontrovers diskutiert (44).

Der PHET 1ist eine Modifikation des Tests am DGS und wurde entwickelt, um
Phototoxizititsversuche kostengilinstig und zeitsparend durchfilhren zu konnen. Da das
embryonale DGS mit einer Membran {iberzogen ist, kann es als Modell fiir die menschliche Haut
herangezogen werden. Neumann et al. nutzten dieses Modell, um Riickschliisse auf
phototoxische Wirkungen von Substanzen auf die menschliche Haut zu ziehen (19-21, 150a). So
wurde z.B. die Wirkung von PPIX in Kombination mit UV-A-Licht auf die Haut mittels PHET in

einer Arbeit evaluiert (19).

Des Weiteren konnten auch photoprotektive Eigenschaften von Substanzen zumindest gegeniiber
UV-B-induzierten Schiden mittels PHET untersucht werden (21). Der PHET ist demnach
sowohl fiir die Evaluation phototoxischer als auch photoprotektiver Substanzen auf die Haut

geeignet.

In der vorliegenden Arbeit sollte erneut untersucht werden, ob die Applikation von PPIX in
Kombination mit UV-A-Strahlung zu phototoxischen Reaktionen am DGS im PHET fiihrt. Im
zweiten Schritt sollte die zusitzliche Applikation von Ascorbinsdure, B-Carotin, a-Tocopherol

oder Melanin auf ihre photoprotektiven Eigenschaften hin tiberpriift werden.

4.1 Phototoxische Reaktionen von PPIX in Kombination mit UV-A-
Strahlung

Zunichst einmal konnte in Vorversuchen eine PPIX- bzw. UV-A-Dosis (10*mol/l, 5 J/em?)
evaluiert werden, die hochstens zu geringfiigigen Verdnderungen des DGS fiihrten. Die hier

verwendeten Dosen sind mit Konzentrationen in Studien aus der Literatur vergleichbar (19,151).
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Im zweiten Schritt konnten durch die kombinierte Applikation von PPIX und UV-A-Strahlung
deutliche Schiaden am DGS hervorgerufen werden (siche Abb. 13 und 16). Diese Reaktionen
(75% Letalitdt, ausgeprdagte morphologische Schidden) zeigten, dass die der EPP zugrunde
liegende Pathologie mit dem PHET reproduziert werden kann. Die schon in vivo bekannte

Phototoxizitit von PPIX konnte somit erneut nachgewiesen werden (siche Abb. 39 und 40).

4.2 Ascorbinsaure (Vitamin C)

In der vorliegenden Arbeit wurde angedeutet, dass Ascorbinsdure im Konzentrationsbereich von
10-10~ mol/l (Gruppe 5 und 6) photoprotektive Effekte gegeniiber UV-B-Strahlung sowie
gegeniiber PPIX in Kombination mit UV-A-Strahlung besitzt. Dies konnte auch durch eine
Senkung der Letalitdt um 50% bzw. 16,67% und durch eine deutlich geringere Auspragung von
Membraneintriibungen und Hamorrhagien gegeniiber der PPIX-UV-A-Gruppe (Gruppe 1)
angedeutet werden (siche Abb. 21-26).

In groflen klinischen Studien betrigt die Serumkonzentration von Ascorbinséure ca. 0,5-0,6 x 10°
* mol/l (152—154). Diese Konzentrationen kénnen mit denen, die im PHET eingesetzt wurden,
durchaus verglichen werden und finden sich auch in dhnlichen Studien (151). AuBlerdem kann
eine Erhohung des Serumwertes auf das Doppelte nach dreimonatiger oraler Gabe von Vitamin C

(zweimal tdglich ein Gramm) schon nach einem Monat beobachtet werden (90).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit diversen Studien, die mit
Versuchen an unterschiedlichen Zellrethen ebenfalls einen photoprotektiven Effekt von
Vitamin C demonstrieren konnten (155,156). Bissett und Darr wiesen diesen Effekt auch an

Maus- und Schweinehaut nach (101,104,157).

Der Wirkmechanismus von Vitamin C beruht auf seiner Funktion als Radikalfanger. Yoshikawa
et al. zeigten, dass Ascorbinsdure protektive Auswirkungen auf doppelstringige DNA-Briiche in
eukaryontischen Zellen, induziert durch oxidativen Stress, hat (158). Allerdings wird der
antioxidative Effekt von Vitamin C in der Literatur kontrovers diskutiert, manche Studien weisen

auch pro-oxidative Wirkungen von Ascorbinsdure nach (159-161).

Durch die beschriebenen Eigenschaften ldsst sich Ascorbinsdure auch in der Phototherapie
sinnvoll einsetzen. Eine orale Einnahme von Vitamin C in Kombination mit Vitamin E fiihrte zu

einer Erhohung der MED von 21% nach einer Woche auf bis zu 41% nach 3 Monaten (90,162).
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Dariiber hinaus konnte eine Verminderung der UV-B-induzierten Katarakt-Entwicklung durch

Vitamin C bei Méusen festgestellt werden (163).

In Bezug auf Porphyrine wurden ebenfalls diverse Studien durchgefiihrt. Somit ist Ascorbinsédure
zwar in der Lage, die chemische Induktion und damit die Akkumulation von Uroporphyrin zu
verhindern, jedoch gilt dies nicht fiir PPIX (164,165). B6hm et al. wiesen nach, dass Vitamin C
in Bezug auf PPIX-induzierte Phototoxizitdt nur einen geringen Schutzfaktor aufweist (151).
Neumann et al. publizierten analog zu den hier dargestellten Versuchen, dass Ascorbinsiure
sowie Acetylsalicylsdure (ASS) photoprotektiv gegeniiber UV-B-induzierten Schiden wirken
(21). Der protektive Effekt war aber deutlich schwicher ausgeprigt gegeniiber PPIX/UV-A-

induzierten Schiden im Vergleich zu Embryonen, die UV-B-Strahlung ausgesetzt wurden.

Bohm et al. postulierten dazu passend, dass hydrophilere Agenzien wie Ascorbinsdure (und
Trolox) gegeniiber dem lipophilen PPIX ein anderes Schutzprofil aufweisen als z.B. das ebenfalls
relativ lipophile B-Carotin. In der Therapie der EPP konnte keine signifikante Milderung der

Symptome nachgewiesen werden (9,53).

Zusammenfassend lassen die o.g. Studien sowie die Ergebnisse des PHET die Annahme zu, dass
Ascorbinsdure in der Therapie der EPP bestenfalls supportiv geeignet ist. Studien mit gréferen

Patientenzahlen wiren erforderlich, um eine genauere Aussage machen zu konnen.

4.3 Trolox (Vitamin E)

Trolox zeigt im Konzentrationsbereich von 10*-107 mol/l ebenfalls photoprotektive Effekte
gegeniiber UV-B-Strahlung (Senkung der Letalitit um bis zu 41,67%). Gegeniiber den durch
PPIX in Kombination mit UV-A-Strahlung hervorgerufenen Schiden konnte allerdings nur eine
minimale Wirkung beobachtet werden (Senkung der Letalitdt um bis zu 8,33%; siche Abb. 27-
32).

Insbesondere die Ergebnisse beziiglich der photoprotektiven Eigenschaften von Trolox in
Verbindung mit UV-B-induzierten Schdden im PHET bestétigen die Untersuchungen mehrerer
Autoren. Trevithick et al. beobachteten, dass Vitamin E UV-B-induzierte Erytheme abmildert
(166). Dies wurde durch Kondo et al. in einer Studie an menschlichen Fibroblasten bestétigt
(167). AuBerdem fiihrt Vitamin E zur Verminderung UV-induzierter Folgen wie Lipid-
Peroxidation (168), Hautalterung (169), Immunsuppression (170) und Photokarzinogenese (105).
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Die zugrunde liegenden Mechanismen beruhen wahrscheinlich hauptsidchlich auf der Funktion
als Radikalfdnger: Der Chromanol-Ring von Vitamin E reagiert mit Lipid-Peroxyl-Radikalen,
sodass ein oxidiertes Vitamin-E-Radikal entsteht. So wird eine Ausbreitung der schiddigenden
Radikale verhindert und es werden konsekutiv Fettsduren in Lipoproteinen und Zellmembranen

stabilisiert (171,172).

Die durchschnittliche Serumkonzentration von Vitamin E im menschlichen Korper betrdgt ca.
0,3-0,4 x 10" mol/l (152,173). Diese Konzentrationen stehen im Einklang mit denen, die in den
Versuchen mit dem PHET eingesetzt wurden. Eine dreimonatige orale Einnahme von zweimal
taglich 500 IU Vitamin E fiihrte in klinischen Studien zu einer Erh6hung des Serumwertes auf
das Doppelte (90).

In Zusammenschau mit den vorliegenden Ergebnissen (insbesondere in Bezug auf PPIX/UV-A)
sowie der kritischen Bewertung von Vitamin E in der Literatur (108,109) liegt die Annahme
nahe, dass Trolox als protektives Agens im Rahmen einer Therapie von EPP-Patienten nur
bedingt geeignet ist. Moglicherweise konnte eine kombinierte Gabe mit Vitamin C zu einem
besseren Ergebnis fiihren, da eine additive Wirkung der beiden Vitamine beschrieben wurde

(162).

4.4 B-Carotin

B-Carotin zeigt im Konzentrationsbereich von 10~107 mol/l (Gruppe 2 und 3) miBige
photoprotektive Effekte gegeniiber UV-B-Strahlung sowie gegeniiber PPIX in Kombination mit
UV-A-Strahlung. Eine Verminderung der Letalitdit um 41,67% bzw. 16,67% sowie schwécher
ausgepriagte Membraneintriibbungen und Hamorrhagien konnten erzielt werden (sieche Abb. 15-

20).

Die durchschnittliche Serumkonzentration von B-Carotin im menschlichen Korper liegt je nach
Studie im Bereich von 0,005-0,006 x 10™* mol/l (152,154,173). Dieser Wert weicht zwar von den
Konzentrationen, die in den hier beschriebenen Versuchen mit dem PHET verwendet wurden, ab,
allerdings ist auch bekannt, dass ein therapeutischer Effekt bei Photodermatosen erst ab ca.

vierfachen Serumwerten fiir B-Carotin zu beobachten ist (122).

Zusammenfassend wird das photoprotektive Potenzial von B-Carotin von Sies und Stahl auf die

folgenden Wirkungsmechanismen zuriickgefiihrt : Barrierefunktion gegen UV-Licht, Funktion
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als Antioxidans bzw. Radikalfinger, Induktion von DNA-Reparaturmechanismen und
Suppression der zelluldren Immunantwort (174). Von den genannten Mechanismen wird die

Funktion als Radikalfinger als die Wichtigste beschrieben (175).

Mathews-Roth et al. zeigten einen geringen, jedoch statistisch signifikanten Anstieg der UV-B-
MED bei 30 gesunden Probanden (176). Gleichzeitig konnte eine Studie an 23 gesunden
Probanden keine statistisch signifikante -Carotin-assoziierte Photoprotektion gegeniiber UV-A-,

UV-B- oder PUV-A-induzierten Erythemen aufzeigen (177).

In der Literatur wird B-Carotin in Bezug auf Photoprotektion im Vergleich zu anderen
Antioxidantien héufig als potenteres Agens beschrieben: Bohm et al. beispielsweise versuchten
dies damit zu begriinden, dass Ascorbinsdure und Trolox weniger lipophil sind als B-Carotin
(151). Dies miisste insbesondere in Bezug auf PPIX/UV-A-induzierte Schiden von Bedeutung
sein, konnte via PHET allerdings nicht belegt werden. Ascorbinsdure und Trolox weisen hier

dhnliche oder sogar hohere photoprotektive Effekte auf.

Des Weiteren sind Ascorbinsdure und Trolox deutlich schwéchere Sauerstoft-Quencher (0,84—

1,06 x 10’ dm® mol ™" s und 2,5 x 10® dm® mol™' s™' ) als p-Carotin (13,5 x 10° dm’ mol ™' s").

B-Carotin wird hédufig als effektives Agens beschrieben, wenn es um die Behandlung der EPP
geht. Mathews-Roth et al. empfehlen eine Dosis von 180-300 mg tdglich als Anfangsdosis zur
Behandlung der EPP (178).

Minder et al. fiihrten aus, dass in der Literatur zwar zahlreiche Studien zur oralen Einnahme von
B-Carotin bei EPP-Patienten existieren, diese jedoch meistens nicht unter randomisierten,
kontrollierten und doppelblinden Bedingungen durchgefiihrt worden seien (9). Die einzig
kontrollierte Studie zeige hingegen keinen signifikanten Therapieerfolg gegeniiber einem Placebo

(179).

Ein guter Indikator fiir eine unzureichende Wirksamkeit von B-Carotin in der Behandlung der
EPP kann auch durch die Tatsache gestiitzt werden, dass in zwei neueren Studien 66—80% der
EPP-Patienten die Therapie mit B-Carotin selbststindig beendeten, da die Therapie nicht als
hilfreich empfunden wurde (123,180).
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4.5 Melanin

Melanin zeigte im Konzentrationsbereich von 10°-10”mol/l signifikante photoprotektive
Effekte in Bezug auf UV-B- sowie PPIX/UV-A-induzierte Phototoxizitit. Eine Senkung der
Letalitit um bis zu 58,33% konnte beobachtet werden. Selbst bei Applikation von Melanin in
einer Konzentration von 10~ mol/l wurde eine Reduktion der Letalitit um 41,67% erreicht (siche

Abb. 34 und 37).

Dass Melanin, als natiirliches Pigment des Menschen, photoprotektiv wirkt, ist schon seit
Langem bekannt: In Studien konnte belegt werden, dass vermehrte Hautpigmentierung (mit
einem Melanometer erfasst) zu einer Erhohung der MED fiihrt (181). Eine Untersuchung an
Dunkelhdutigen zeigte dabei eine bis zu 33-fach erhohte MED im Vergleich zu Patienten mit
hellem Hauttyp (182).

Herrling et al. fiihrten aus, dass Melanin-Biopolymere als Halbleiter wirken und bei zahlreichen
biologischen Prozessen eine Rolle spielen. Als natiirliche Pigmente wirken sie durch die
Absorption von breiten Wellenldngenspektren photoprotektiv, allerdings fungieren sie ebenso als

Antioxidantien, freie Radikalfanger und als Mediatoren von Ladungstransporten.

Entsprechend der unterschiedlichen Reaktion der Haut auf UV-Licht, abhingig vom natiirlichen
Pigmentierungsgrad bzw. der Fahigkeit zur Pigmentierung, werden 6 Hauttypen unterschieden.
Fiir die europdische Bevolkerung spielen nur die Pigmenttypen [-IV eine Rolle. Der Pigmenttyp
V bezieht sich auf dunkelhdutige Gruppen wie z.B. Inder, der Pigmenttyp VI auf schwarze
Gruppen. Die Funktion des Melanins als Radikalfdnger wurde fiir jeden Hauttyp ermittelt und
quantifiziert. Somit wird Hauttyp I ein intrinsischer Schutzfaktor durch Melanin als
Radikalfanger (RSF) von 1,0 zugeschrieben. Fiir Hauttyp IV hingegen konnte ein RSF von 2,5
ermittelt werden. Diese Werte korrelieren also deutlich mit der Hautpigmentierung. Melanin
wirkt als Radikalfanger den durch UV-induzierten Hautschidigungen durch ROS entgegen (183).
Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass Melanin mit der DNA reagiert und als bekannter

Photosensibilisator nach UV-Bestrahlung selbst zur Produktion von ROS neigt (184).

Ein weiterer Mechanismus der Photoprotektion besteht in der Funktion des Melanins als
natilirlicher UV-Schutz. Die als physikalische Barriere wirkenden schwarzen Hautpigmente

(insbesondere Eumelanine) entfalten ihren Effekt durch eine Zerstreuung der UV-Strahlung bzw.
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fungieren als absorbierende Filter, welche die Penetration von UV-Strahlung durch die Epidermis

hindurch reduzieren.

Im Vergleich mit Ascorbinsdure, Trolox und B-Carotin konnte Melanin im PHET als deutlich
wirksameres photoprotektives Agens identifiziert werden. Insbesondere in Bezug auf PPIX/UV-

A-induzierte Schiden erwies sich Melanin als wesentlich effektiver.

Ein Erklarungsansatz dafiir konnte darin liegen, dass das Hauptabsorptionsspektrum von PPIX im
Wellenlédngenbereich von 410 nm (Soret-Bande) liegt. Kleinere Absoptionsspektren von PPIX
befinden sich zwischen 500 nm und 650 nm (Q-Banden). Diese letztgenannten Banden tragen
vermutlich zu einem Grofteil zur Exzitation von dermal akkumulierendem PPIX bei, allerdings
wird die Strahlung im Wellenldngenbereich der Q-Banden deutlich weniger abgeschwécht als die

der Soret-Bande.

Im Gegensatz dazu zeigt B-Carotin keine Absorption von Wellenldngen unter 550 nm und
absorbiert selbst die Strahlung im Bereich der Q-Banden nur teilweise. Melanin hingegen zeigt
eine Absorption in allen relevanten Wellenldngenbereichen (124). Somit fiihrt es vermutlich zu

einer deutlich effektiveren Abschwéchung der Exzitation von PPIX (sieche Abb. 43).
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Abb. 43: Absorptionsspektren von PPIX, Melanin und B-Carotin. Modifiziert nach Minder et al. (185)

Ascorbinsdure und Trolox hingegen sind hydrophile Agenzien und interagieren mit dem

lipophilen PPIX nicht so effektiv wie Melanin und -Carotin (s.0.).

Eine weitere Erkldarung flir ungleiche photoprotektive Kapazititen der o.g. Agenzien kdnnte in
der unterschiedlich ausgeprédgten Féahigkeit zur inneren Umwandlung von Energie liegen. Diese
bezeichnet die Fihigkeit eines Molekiils, schidigende UV-Strahlung in thermische Energie

umzuwandeln (186).

Melanine sind in der Lage, die absorbierte Photonenenergie in einer extrem kurzen Zeitspanne
von ungefdhr 100 fs in thermische Energie zu transformieren. Dadurch wird die durch
Lichtabsorption entstandene Photonenenergie effektiv in Wirme umgewandelt, wodurch
mogliche lichtinduzierte Schidden verhindert werden konnen. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den Studien zur Photoprotektion von Melanin gegeniiber UV-induzierten Schiden
(187). B-Carotin hingegen konvertiert Photonenenergie in thermische Energie deutlich langsamer
(188). Dies konnte ebenfalls eine Ursache fiir die unterschiedliche Effizienz der beiden Agenzien

sein.
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Da Ascorbinsdure und Trolox nicht als absorbierende Pigmente gelten, wird hier eine Diskussion

iiber deren Féahigkeit zur inneren Umwandlung von Lichtenergie hinfillig.

Die Art bzw. Intensivitit der Hautpigmentierung wird nicht nur durch die Lokalisation der
melaninproduzierenden Melanozyten determiniert, sondern auch durch den Typ und durch die
Menge der Melanine, die synthetisiert werden. Melanozyten stellen Melanin in
membrangebundenen Organellen (Melanosomen) her und geben diese auch an benachbarte
Keratinozyten ab, welche sie an die Hautoberfliche tragen. Daher ist das Interaktionsverhéltnis
zwischen Melanozyten und Keratinozyten von grofBer Relevanz und bestimmt das
Distributionsmuster sowie die photoprotektive Kapazitit der jeweiligen Hautbereiche. Tadokoro
et al. konnten zeigen, dass nicht nur die absolute Menge von Melanin in der Haut von
entscheidender Bedeutung ist, sondern auch das Distributionsmuster. In Untersuchungen, in
denen Vergleiche zwischen dunkelhdutigen und hellhdutigen Personen angestellt wurden,
konnten beispielsweise bei einem Versuchspaar 20-fache Konzentrationsunterschiede im visuell
determinierten Melaningehalt festgestellt werden. Der absolute Melaningehalt unterschied sich
jedoch nur um den Faktor sieben (189). Es wird vermutet, dass diese Diskrepanz durch das
Verteilungsmuster zustande kommt: In der Haut von Dunkelhdutigen herrscht eine weitaus
starkere Dispersion der Pigmente, bei den Hellhdutigen liegen die Melanosomen hingegen in
Clustern vor (190). Dariiber hinaus sind Melanosomen in der Haut von Dunkelhdutigen
gegeniiber der Degradation durch lysosomale Enzyme resistent (191) und setzen sich als
supranukledre Kappen auf Keratinozyten und Melanozyten, wodurch sie ebenfalls zur

Photoprotektion beitragen (192).

Das Interaktionsverhdltnis zwischen Melanozyten und Keratinozyten wird auch als
Melanozyten/Keratinozyten-Komplex bezeichnet. Dieser stellt in Sdugetieren ein interaktives
Milieu dar, das relativ schnell auf dufere Stimuli in parakriner oder autokriner Weise reagiert
(193). UV-Strahlung, a-MSH, Endotheline und diverse Wachstumsfaktoren sowie Zytokine
stellen dabei wichtige Einflussfaktoren dar (143,194).
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4.6 a-MSH-Analoga

Vor mehr als drei Jahrzehnten wurde ein a-MSH-Analogon mit der Bezeichnung [Nle*-D-Phe’]-
a-MSH erstmals synthetisch hergestellt. Dieses potente Melanocortin besteht aus
13 Aminosduren und ist durch gezielte Verdnderungen seiner chemischen Struktur wesentlich
wirksamer als die natiirliche Variante. Bedingt wird dies durch eine gegeniiber a-MSH
verlingerte Halbwertszeit und eine deutlich stirkere Bindung zu MCIR. Letzterer regt

hauptsichlich die Eumelanin-Produktion durch eine Induktion der Tyrosinase an (139).

Eine Studie aus dem Jahre 1991 zeigt auf, dass die subkutane Injektion von a-MSH-Analoga die
Hautpigmentierung erhoht (195). Eine Expression von photoprotektivem Eumelanin konnte bei
gesunden Probanden bestimmt werden. Dieser Effekt wurde trotz einer minimalen
Sonnenexposition der Probanden sowie der Applikation von Sunscreens beobachtet. Dabei waren
sowohl die typischen sonnenexponierten Hautareale als auch die mit Kleidung bedeckten
Bereiche betroffen (196). Interessanterweise war dieser Effekt besonders bei Probanden mit
einem hellen Hauttyp zu beobachten. Bei diesen traten im Vergleich zur Placebogruppe geringere

Schiaden durch UV-Strahlung auf (197).

Wie schon von Harms et al. angenommen, ldsst sich diese Wirkung vermutlich bei der EPP-
Therapie nutzen. Dabei spielt nicht nur eine verminderte Penetration von UV-Licht durch erhdhte
Melanin-Werte eine Rolle. a-MSH-Analoga besitzen zusitzlich antioxidative, anti-entziindliche
und immunmodulatorische Eigenschaften (198). Fiir das a-MSH-Analogon Afamelanotid
(Scenesse®) wurde die klinische Testphase III in mehreren europdischen Léndern bereits

abgeschlossen (9).

EPP-Patienten, besonders Kinder und junge Erwachsene, stehen unter einem erheblichen
Leidensdruck (199). Eine kausale Therapie konnte, bis auf einige Gentherapie-Versuche im
Tiermodell ~ (200,201), fir den  Menschen noch  nicht evaluiert  werden.
Knochenmarktransplantationen sind zwar von kurativem Charakter, bergen jedoch hohe Risiken
und konnen bei EPP-Patienten mit Leberversagen oder anderen Begleiterkrankungen wie

Leukédmien nicht in Betracht gezogen werden (202,203).

Im PHET wurden daher einige in der Literatur beschriebene Therapieoptionen getestet und,

soweit moglich, miteinander verglichen. Zusammenfassend kann zunéchst festgestellt werden,
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dass die Einzelapplikation der Agenzien Ascorbinsdure, Trolox und B-Carotin in der Therapie der
EPP zwar als nicht ausreichend erscheint, jedoch eine schon in der Literatur beschriebene

Dreifach-Kombination hilfreich sein konnte (151).

Beziiglich der Lichttoleranz in der EPP stellte sich eine vorsichtig angesetzte UV-B-Therapie in
der Praxis als effektiv heraus. Dieser Effekt kann einerseits durch eine Induktion von Melanin-
Pigmenten in der Haut sowie durch eine Verdickung der Epidermis (,,skin hardening*) erklirt
werden. Dadurch wird zwar die Penetration von UV-Strahlung vermindert, allerdings kdnnen

Erytheme als Nebenwirkung auftreten (57,58).

Ein dhnlicher Effekt wird auch bei der Applikation von synthetischem a-MSH (Afamelanotid)
beobachtet und sollte bei der Therapie der EPP unbedingt in Betracht gezogen werden. Nach
aktuellen Studienergebnissen hat Afamelanotid signifikante photoprotektive Wirkungen bei
zahlreichen Lichtdermatosen (204). Bei der durch das synthetische Hormon induzierten
verstarkten Hautbraunung ohne vorherige Insolation kann ein Strahlenschaden durch eine
normalerweise notwendige Bestrahlung mit UV-Licht vermieden werden. Ein EPP-Patient ist
zudem aufgrund der betrdchtlichen Beschwerden gar nicht in der Lage, einer derartigen

Bestrahlung fiir eine therapeutisch ausschlaggebende Zeitspanne ausgesetzt zu sein.

Die durch das synthetische Hormon hervorgerufene Hautbrdunung verhindert nicht ganz, dass
Krankheitssymptome auftreten, sie verldngert aber die Zeitspanne, die eine von EPP betroffene
Person relativ problemlos in der Sonne verbringen kann. Das vergroflerte Zeitfenster bedeutet fiir

die Patienten einen enormen Zuwachs an Lebensqualitit.

Unsere Ergebnisse von Melanin im PHET stiitzen den therapeutischen Effekt von Afamelanotid
in seiner Eigenschaft als Melanin-Induktor. Somit kann zusammenfassend postuliert werden, dass
Afamelanotid moglicherweise eine sinnvolle Therapieoption bei der EPP und auch bei anderen

Photodermatosen darstellen kann.
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Anhang

Statistische Auswertungen:

Anhang 1) PPIX/UV-A/UV-B/Kontrolle (Letalitdtsgruppen):

Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 (Tabelle 7) gegen G1T7 <G1T8 | X2(1)=14.40 <.001 <.001 0,78
Gruppe 1 (Tabelle 8)
Gruppe 1 (Tabelle 7) gegen G1T7 < G2T8 | X2(1)=14.40 <.001 <.001 0,78
Gruppe 2 (Tabelle 8)
Gruppe 1 (Tabelle 8) gegen | G1T8 = G2T8 | X?(1) =0.00 > .99 > .99 0,00
Gruppe 2 (Tabelle 8)
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 (Tabelle 7) gegen | G1T7 <G1T8 | U=0.00,z=-4.58 <.001 <.001
Gruppe 1 (Tabelle 8)
Gruppe 1 (Tabelle 7) gegen | G1T7 < G2T8 | U=0.00, z=-4.53 <.001 <.001
Gruppe 2 (Tabelle 8)
Gruppe 1 (Tabelle 8) gegen | G1T8 = G2T8 | U =62.50, z=-0.67 =0.51 =.59
Gruppe 2 (Tabelle 8)
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 (Tabelle 7) gegen | G1T7 < G1T8 | U=0.00, z=-4.59 <.001 <.001
Gruppe 1 (Tabelle 8)
Gruppe 1 (Tabelle 7) gegen | G1T7 < G2T8 | U=0.00, z=-4.59 <.001 <.001
Gruppe 2 (Tabelle 8)
Gruppe 1 (Tabelle 8) gegen | G1T8 = G2T8 | U=72.00, z=0.00 > .99 > .99
Gruppe 2 (Tabelle 8)
Anhang 2A) PPIX/UV-A-Licht und zusatzliche Applikation von p-Carotin:
Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 2 G1>G2 X2(1)=0.75 =.39 = .67 -0,18
Gruppe 1 gegen Gruppe 3 G1>G3 X2(1)=0.75 =.39 = .67 -0,18
Gruppe 1 gegen Gruppe 4 G1>G4 X2(1)=0.20 = .65 > .99 -0,09
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 2 G1>G2 U=52.00,z=-1.34 =.18 =.27
Gruppe 1 gegen Gruppe 3 G1>G3 U=52.00,z=-1.34 =.18 =.27
Gruppe 1 gegen Gruppe 4 G1>G4 U=58.00,z=-0.97 =.33 = .44
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 2 G1>G2 U=61.50,z=-0.76 =45 =55
Gruppe 1 gegen Gruppe 3 G1>G3 U=64.50,z=-0.55 =.59 = .67
Gruppe 1 gegen Gruppe 4 G1>G4 U=70.50,z=-0.12 =91 =.93
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Anhang 2B) UV-B-Licht und zusatzliche Applikation von p-Carotin:

Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 2 G1>G2 X2(1)=4.20 <.05 =.10 -0,42
Gruppe 1 gegen Gruppe 3 G1>G3 X2(1)=4.20 <.05 =.10 -0,42
Gruppe 1 gegen Gruppe 4 G1>G4 X2(1)=0.75 =.39 = .67 -0,18
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 2 G1>G2 U=46.50, z=-1.61 =1 =.14
Gruppe 1 gegen Gruppe 3 G1>G3 U=49.00,z=-1.48 =.14 =.20
Gruppe 1 gegen Gruppe 4 G1>G4 U =63.50, z=-0.56 = .58 =.63
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 2 G1>G2 U =36.00,z=-2.30 <.05 <.05
Gruppe 1 gegen Gruppe 3 G1>G3 U=30.00,z=-2.65 <.01 <.05
Gruppe 1 gegen Gruppe 4 G1>G4 U=42.00,z=-1.96 =.051 =.09
Anhang 3A) PPIX/UV-A-Licht und zusatzliche Applikation von Ascorbinsaure:
Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 5 G1>G5 X2(1)=0.75 =.39 = .67 -0,18
Gruppe 1 gegen Gruppe 6 G1>G6 X2(1)=0.75 =.39 = .67 -0,18
Gruppe 1 gegen Gruppe 7 G1>G7 X2(1)=0.20 =.65 > .99 -0,09
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 5 G1>G5 U=37.50,z=-1.96 =.051 =.08
Gruppe 1 gegen Gruppe 6 G1>G6 U=45.00,z=-1.48 =.14 =21
Gruppe 1 gegen Gruppe 7 G1>G7 U=46.50,z=-1.66 =.10 =.14
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 5 G1>G5 U=36.00,z=-2.31 <.05 <.05
Gruppe 1 gegen Gruppe 6 G1>G6 U=43.50,z=-1.87 =.06 =.10
Gruppe 1 gegen Gruppe 7 G1>G7 U=45.00,z=-1.78 =.08 =.13
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Anhang 3B) UV-B-Licht und zuséatzliche Applikation von Ascorbinsdure:

Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 5 G1>G5 X2(1)=6.74 <.01 <.05 -0,52
Gruppe 1 gegen Gruppe 6 G1>G6 X2(1)=1.60 =.21 =.40 -0,26
Gruppe 1 gegen Gruppe 7 G1>G7 X2(1)=0.20 = .65 > .99 -0,09
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 5 G1>G5 U=44.00,z=-1.75 =.08 =1
Gruppe 1 gegen Gruppe 6 G1>G6 U=24.50,z=-2.89 <.01 <.01
Gruppe 1 gegen Gruppe 7 G1>G7 U=47.50,z=-1.54 =12 =.16
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 5 G1>G5 U=16.50, z=-3.55 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 6 G1>G6 U=30.00,z=-2.65 <.01 <.05
Gruppe 1 gegen Gruppe 7 G1>G7 U=63.00,z=-0.65 =52 =.63
Anhang 4A) PPIX/UV-A-Licht und zusatzliche Applikation von Trolox:
Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 8 G1>G8 X2(1)=0.20 =.65 > .99 -0,09
Gruppe 1 gegen Gruppe 9 G1>G9 X2(1)=0.20 =.65 > .99 -0,09
Gruppe 1 gegen Gruppe 10 | G1=G10 X2(1)=0.00 > .99 > .99 0,00
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 8 G1>G8 U =65.00, z=-0.51 = .61 =.71
Gruppe 1 gegen Gruppe 9 G1>G9 U =66.50, z=-0.40 =.70 =.76
Gruppe 1 gegen Gruppe 10 | G1<G10 U=65,z=-0.57 =57 =.71
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 8 G1>G8 U=70.50,z=-0.12 =91 =.93
Gruppe 1 gegen Gruppe 9 G1=G9 U=72.00,z=0.00 > .99 > .99
Gruppe 1 gegen Gruppe 10 | G1=G10 U=72.00,z=0.00 > .99 > .99
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Anhang 4B) UV-B-Licht und zuséatzliche Applikation von Trolox:

Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 8 G1>G8 X2(1)=4.20 <.05 =.10 -0,42
Gruppe 1 gegen Gruppe 9 G1>G9 X2(1)=4.20 <.05 =.10 -0,42
Gruppe 1 gegen Gruppe 10 | G1>G10 X2 (1)=2.74 =.10 =21 -0,34
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 8 G1>G8 U=22.00,z=-3.02 <.01 <.01
Gruppe 1 gegen Gruppe 9 G1>G9 U=27.00,z=-2.75 <.01 <.01
Gruppe 1 gegen Gruppe 10 | G1>G10 U=29.50,z=-2.63 <.01 <.05
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 8 G1>G8 U=18.00, z=-3.31 <.001 <.01
Gruppe 1 gegen Gruppe 9 G1>G9 U=19.50,z=-3.23 <.01 <.01
Gruppe 1 gegen Gruppe 10 | G1>G10 U=28.50,z=-2.73 <.01 <.05
Anhang 5A) PPIX/UV-A-Licht und Applikation von synthetischem Melanin:
Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 11 G1>G11 X2(1)=8.22 <.01 <.05 -0,59
Gruppe 1 gegen Gruppe 12 | G1 > G12 X2(1)=8.22 <.01 <.05 -0,59
Gruppe 1 gegen Gruppe 13 | G1>G13 X2(1)=4.20 <.05 =.10 -0,42
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 11 G1>G11 U=22.00,z=-3.09 < .01 < .01
Gruppe 1 gegen Gruppe 12 | G1>G12 U=14.50,z=-3.50 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 13 | G1>G13 U=49.50,z=-1.51 =.13 =.20
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 11 G1>G11 U=4.50,z=-4.07 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 12 | G1 > G12 U=9.00,z=-3.86 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 13 | G1>G13 U=25.50,z=-2.91 <.01 <.01
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Anhang 5B) UV-B-Licht und zuséatzliche Applikation von synthetischem Melanin:

Letalitat Deskriptive Teststatistik X*-Test p X3-Test p Fisher's Phi-
Tendenz exact test Koeffizient
Gruppe 1 gegen Gruppe 11 G1>G11 X2(1)=8.22 <.01 <.05 -0,59
Gruppe 1 gegen Gruppe 12 | G1 > G12 X2(1)=8.22 <.01 <.05 -0,59
Gruppe 1 gegen Gruppe 13 | G1>G13 X2(1)=4.20 <.05 =.10 -0,42
Membraneintriibung Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 11 G1>G11 U=8.50,z=-3.54 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 12 | G1 > G12 U=22.00,z=-3.04 <.01 <.01
Gruppe 1 gegen Gruppe 13 | G1>G13 U=55.00,z=-1.10 =.27 =.35
Hamorrhagien Deskriptive Teststatistik Mann- p asympt. p exakt (2*1-
Tendenz Whitney-U-Test (2seitig) seitig)
Gruppe 1 gegen Gruppe 11 G1>G11 U=3.00,z=-4.15 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 12 | G1 > G12 U=9.00,z=-3.86 <.001 <.001
Gruppe 1 gegen Gruppe 13 | G1>G13 U=28.50,z=-2.73 <.01 <.05
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