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1 Einleitung

1.1 Nahrungserginzungsmittel und funktionelle Lebensmittel

Zahlreiche epidemiologische Studien haben gezeigt, dass eine erhohte Zufuhr ausgewahlter
Mikro- und Makrondhrstoffe mit einem verminderten Risiko fiir bestimmte Krankheiten
korreliert. Beispiele sind w-3 Fettsduren, die in Verbindung mit Prdvention von koronaren
Herzerkrankungen gebracht werden (siehe Abschnitt 1.3.2) oder Carotinoide, bei denen
gemill Studien, eine Korrelation zu einem verminderten Risiko an bestimmten
Krebserkrankungen besteht (Abschnitt 1.4.1).

Diese Nihrstoffe werden hiufig als Nahrungsergéinzungsmittel oder als Bestandteile in
funktionellen Lebensmitteln (Functional Foods) in den Verkehr gebracht. Functional Foods
sind Produkte, bei denen meist konventionelle Lebensmittel mit bestimmten Nahrstoffen
angereichert werden. Nahrstoffe mit physiologischen Wirkungen werden auch Nutraceutical
(Kurzform fiir nutritional pharmaceutical) genannt. Definiert ist dieser Begriff als eine
Substanz oder eine Kombination von Substanzen, die aus Nahrungsmitteln stammen und
deren Verzehr gesundheitliche Vorteile bringt [Colquhoun 2001]. In Anlehnung an diesem
Begriff werden manche Néhrstoffe auch als Nutricosmeticals bezeichnet. Dies sind
Nabhrstoffe, die wie Kosmetika das duBBere Erscheinungsbild der Haut verdndern sollen. Eine
offizielle Definition fiir diesen Begriff gibt es bislang nicht. Produkte, die Nutricosmeticals
enthalten, versprechen bei regelmadfligem Konsum ein ,,besseres* und ,,jiingeres* Aussehen.
Die rechtliche Einordnung von Produkten, die Nutraceuticals oder Nutricosmeticals enthalten,
ist oft schwierig, da der Ubergang zwischen Lebensmittel und Arzneimittel oft flieBend ist.
Nahrungserginzungsmittel oder Functional Foods unterliegen dem deutschen Lebensmittel-
und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) und seinen Verordnungen. Der Schutz des Verbrauchers
vor einer moglichen Irrefiihrung ist hier ein wichtiger Aspekt. Dieser wird in §11 Abs. 1
LFGB geregelt. Demnach ist es verboten, Lebensmittel unter irrefithrender Bezeichnung,
Angabe oder Aufmachung gewerbsmifig in den Verkehr zu bringen oder fiir Lebensmittel
allgemein oder im Einzelfall mit irrefithrenden Darstellungen oder sonstigen Aussagen zu
werben. Eine Irrefiihrung liegt insbesondere dann vor, wenn einem Lebensmittel Wirkungen
beigelegt werden, die ihm nach den Erkenntnissen der Wissenschaft nicht zukommen oder die
wissenschaftlich nicht hinreichend gesichert sind [LFGB in der aktuellen Fassung]. Die
Notwendigkeit fiir unabhiingig wissenschaftliche Studien mit objektiven Methoden wird hier

deutlich. Neben der Vermeidung einer moglichen Irrefiihrung geméll §11 Abs.1 LFGB darf

1
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weiterhin gemiB Abs. 4 nicht der Anschein eines Arzneimittels gegeben sein. Ein Néhrstoff
ist auf jeden Fall dann kein Lebensmittel gemif §2(2) LFGB, wenn es der Definition des §2
des Arzneimittelgesetzes (AMG) unterliegt. In diesem Falle ist der Begriff
Nahrungsergidnzungsmittel nicht mehr zuldssig.

Néhrstoffe, die zumeist in isolierter Form, als Arzneimittel in den Verkehr gebracht werden
unterliegen  dem  deutschen  Arzneimittelgesetz  und  bedilirfen  gesonderter
Zulassungsverfahren. Fiir diese sind pharmakologische Wirkungsnachweise ebenfalls von
Bedeutung. Die Prophylaxe oder Behandlung von pathologischen Zustinden stehen bei

Arzneimittel im Vordergrund.
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1.2 Die Haut

Bestimmte Nihrstoffe wirken auf Bereiche der Haut, entsprechenden Zellen und
Stoffwechselwege. In den nachfolgenden Abschnitten werden der Aufbau der Haut und die
wichtigsten Funktionen beschrieben. Viele Produkte, die diese Néhrstoffe enthalten, werden
mit anti-ageing-Wirkungen beworben. Abschnitt 1.3.1 beschreibt die intrinsische

Hautalterung. Auf die extrinsische Hautalterung wird in Abschnitt 1.4.1 eingegangen.

1.2.1 Anatomie der menschlichen Haut

Die Haut ist das grofite Organ des Menschen mit einer durchschnittlichen Oberflache von 1,8
m? und einem Gewicht von 8-12% des Korpergewichtes. Sie besteht aus 3 Hauptschichten,
der Epidermis, dem Corium oder auch Dermis und dem subkutanen Fettgewebe (Subkutis).
Ihr Aufbau ist in Abbildung 1-1 dargestellt.

Die Epidermis oder auch Oberhaut ist aus einem mehrschichtigen Plattenepithel aufgebaut.
Dominierende Zellen sind die Keratinozyten (ca. 90%). Diese werden in der untersten
Plattenepithelschicht gebildet. Von innen nach aulen durchlaufen die Keratinozyten einen
Reifungsprozess (Keratinisierungsprozess, Verhornung). Wihrend dieses Prozesses werden
die Keratinozyten flacher, der Wassergehalt nimmt ab und es kommt zu einem Verlust des
Zellkernes und der Zellorganellen. In der obersten Schicht der Epidermis, dem Stratum
corneum (Hornschicht), sind die Zellen verhornt und teilweise abgestorben Diese Zellen
werden als Korneozyten bezeichnet.

Weitere wichtige Zelltypen der Epidermis sind die Melanozyten (Pigmentzellen), die
Langerhanszellen (dendritische Zellen zur Immunabwehr) und die Merkelzellen
(Sinneszellen). Die Epidermis enthilt keine Blutgefdf3e, so dass die Versorgung dieser Zellen
nur durch Diffusion aus darunter liegenden Schichten erfolgen kann.

Die zweite Hauptschicht der Haut ist die Dermis oder auch Lederhaut bzw. Corium. Diese
besteht hauptsichlich aus Bindegewebe, durchzogen von Lymphbahnen und Nervenzellen. Es
dominieren hier Fibroblasten, welche Tropokollagene synthetisieren. Aus ihnen bilden sich
die Kollagen-, Elastin- und Retikulinfasern. Diese Fasern sind in einer extrazelluliren Matrix,
bestehend aus einem Proteoglycan- Hyaluronat- Komplex, eingebettet. In der Dermis
eingebettet sind auch die Follikel (Haarbalg), Talg-, Schweil3- und Duftdriisen.

Unterhalb der Dermis befindet sich die Subkutis. Es handelt sich hierbei um ein lockeres,

stark dehnbares Gewebe. Es besteht hauptsichlich aus Fettzellen, die je nach
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Erndhrungszustand unterschiedlich grof sind [Moller et al. 1995; Bucher, Wartenberg 1989;
Kindl et a. 1998].

\ \ Meissner- \
Kérperchen

Epldermis :
Hornschicht

Basalschicht —
Corium
Talgdriise —
glatter
Muskel — |

|Haarpapille —

rsubkutanes
Fettgewebe
Fettzellen

7 |
Nerv BlutgefiRe SchweiR- Nerv Pacini-
driise Korperchen

Abb. 1-1 Schematische Darstellung der Haut [Moller et al. 1995]

1.2.2 Funktion der Haut

Eine wichtige Aufgabe der Haut ist die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion, die der
Regulation des Wasserhaushaltes wie auch dem Schutz vor exogenen Noxen und pathogenen
Keimen dient.

Zum Aufrechterhalten der Barrierefunktion sind die proteinreichen Korneozyten des Stratum
corneums in eine lipidreiche interzellulire Matrix eingebettet. Lipide der interzelluldren
Matrix sind vor allem Ceramide, freie Fettsduren und Cholesterol [Proksch et al. 2006].
Gebildet werden Vorstufen dieser Lipide in Form von Lamellarkdrpern in den Keratinozyten
in tieferen Schichten der Epidermis. Es handelt sich hierbei um Phospholipide,
Glucosylcermide, Sphingomyeline und Cholesterol. Beim Ubergang der Zellen in das Stratum
corneum werden die Lipide in den interzelluldren Raum entleert [Moller et al. 1995]. Dieser
Vorgang wird Desquamierung genannt. Die extrazelluldiren Lipide fungieren als
Permeabilitéts- antioxidative und antimikrobielle Barriere, die Korneozyten als UV- und
mechanische  Barriere. Die einzelnen Korneozyten sind durch  Desmosome
(Adhésionsproteine) miteinander verbunden [Schiirer 2002, Wertz 2000, Lee et al. 2006].
Ceramide sind die wichtigsten Lipide des Stratum corneums. Dies sind Sphingolipide, in
denen Sphingosin amidartig mit einer Fettsdure verkniipft ist. Fiir die Lipidmatrix ist
insbesondere das Ceramid 1 von Bedeutung, welches entscheidend zur Stabilitdit und
Barrierefunktion des Stratum corneums beitrdgt. Beim Ceramid 1 ist das Ceramidgertist iiber
die o—Hydroxygruppe mit Linolsdure verestert, beim erndhrungsbedingten Mangel an

Linolsdure kann es zur Veresterung mit Olsiure kommen. Folgen sind ein erhohter
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transepidermaler Wasserverlust und Verhornungsstorungen, da diese Ceramide weniger
stabilisierend wirken. Topische Applikationen von Linolsdure oder y-Linolensdure kdnnen
den Mangel reduzieren [Feingold 2007; Hellmer Habilitationsschrift 2001].

Weitere charakteristische Lipide des Stratum corneums sind die freien Fettsduren. Es handelt
sich insbesondere um langkettige geséttigte Fettsduren, deren wichtige Funktion die
Aufrechterhaltung des pH-Wertes der Hautoberfldche ist. Optimal liegt dieser zwischen 5-5,5.
Bei der Bildung der Lipidmatrix sind sie vermutlich mitverantwortlich fiir den korrekten
Zusammenbau der Komponenten [Wertz 2000; Feingold 2007; Rawlings 2003].

Die Haut erfiillt auch Schutzfunktionen im Sinne der Immunabwehr. Eindringende exogene
Noxen oder Erreger werden durch Immunzellen erkannt und bekdmpft. Bis etwa 10% der
Zellen konnen dem Immunsystem entstammen und als unspezifisch (Makrophagen) oder
spezifisch agierende Zellen (verschiedene T- Lymphozyten) Fremdstoffe oder Keime
absorbieren, transportieren oder eliminieren [Moller et al.1995]. Daran beteiligt sind auch
Eicosanoide, die hormondhnlich den Stoffwechsel beeinflussen. Deren Vorstufen sind
langkettige ungesittigte Fettsduren (siche Abschnitt 1.3.2.1).

Weitere Aufgaben der Haut sind, die Wahrnehmungsfunktionen durch Sinnesrezeptoren, die

Warmeregulierung durch Schweidriisen und periphere Ventilsysteme.

1.2.3 Hautalterung

Die menschliche Haut unterliegt wie alle anderen Organe einem Alterungsprozess. Dabei
unterscheidet man zwischen der chronologischen oder auch intrinsischen endogenen
Alterung, die hauptsdchlich genetisch und rassespezifisch ist, und der von dulleren Faktoren
verursachten vorzeitigen exogenen Hautalterung [Krimer et al. 2006]. AuBere Faktoren sind
z.B. die Belastung durch Ultraviolette (UV)-Strahlung, aber auch Infrarotstrahlung, Ozon,
Tabakrauch und Umwelttoxine spielen eine Rolle (siche Kapitel 1.4.1) [Schroeder et al.
2006].

Der vollstindige Mechanismus der Hautalterung ist nicht bekannt, einzelne Schritte konnte
man jedoch schon aufschliisseln. Bei der Regulation der intrinsischen Hautalterung geht man
von einer hormonellen Steuerung aus [Makrantonaki Dissertation 2006].

Gealterte Haut zeichnet sich vor allem durch ein trockenes, fettarmes Erscheinungsbild aus.
Sie ist stumpf, schlecht durchblutet, blass, schlaff, schuppig und diinn. Zusétzlich sind
Anhangsgebilde zu erkennen. Die Haut ist mit mehr Falten durchzogen, ebenso treten kleine
Angiome auf [Kindl et al. 1998]. Diese Verdanderungen sind das Ergebnis einer reduzierten

Stoffwechselaktivitdt der gealterten Haut. Morphologisch sind vor allem die Epidermis und
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die Dermis betroffen. Insbesondere die trockene und rauhe Haut lassen sich auf Defizite im
Stratum corneum der Epidermis zuriickfithren, die Abnahme der Ceramide ist charakteristisch
[Tagami 2007]. Natiirliche Feuchthaltefaktoren wie Glycerin und Hyaluronsédure nehmen ab,
dadurch vermindert sich das Wasserbindevermdgen, der Feuchtigkeitsverlust innerhalb der
Epidermis erhoht sich. Weiteres Kennzeichen der Hautalterung ist die diinner werdende
Epidermis, dies erfolgt insbesondere durch Atrophie der Stachelzellschicht, einer tiefer
liegenden Schicht der Epidermis. Hauptaufgabe dieser Schicht ist die Versorgung der oberen
Epidermiszellen mit Wasser, Sauerstoff und Nahrstoffen. Diese Versorgung ist durch die
Atrophie nicht mehr gewiéhrleistet. Durch die Verringerung der Basalzellschicht, der untersten
Schicht der Epidermis, geht der der Zusammenhalt zur Dermis verloren. Diese Vorgénge
bewirken die oben genannten charakteristischen Erscheinungsformen der gealterten Haut.
Falten entstehen zusétzlich durch Verdnderungen in der Dermis. Das Bindegewebe wird dabei
durch verschiedene biochemische Vorgéinge verstirkt abgebaut, zusétzlich nimmt die Anzahl

der Fibroblasten ab, so dass wenig neues Bindegewebe gebildet wird.
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1.3 Mehrfach ungesittigte Fettsduren; »-6 und -3 Fettsiuren

Mehrfach ungesittigte Fettsduren (PUFAs) sind Nahrungsmittel, deren ausgewogene Zufuhr
u.a. das Risiko fiir koronare Herzerkrankungen moduliert. Sie beeinflussen den
Eicosanoidstoffwechsel und die Eigenschaften von Membranen. Ole, die mehrfach
ungesittigte Fettsduren enthalten, werden hdufig als Nahrungsergidnzungsmittel angeboten.
Lipide sind am Aufbau des Stratum corneums beteiligt. Linolsdure, eine essentielle Fettsaure,
ist hierbei von entscheidender Bedeutung (Abschnitt 1.2.2). Oftmals werden Lipide als
ergdnzende Therapie von entziindlichen Erkrankungen der Haut, wie Psoriasis oder Ekzemen

(Abschnitt 1.3.2.2) eingesetzt.

1.3.1 Definitionen, Vorkommen, Stoffwechsel der Fettsduren

Fettsduren sind gesdttigte oder ungesittigte Carbonsduren unterschiedlicher Kettenldnge. Im
menschlichen Korper liegen sie frei oder verestert vor. Als Ester sind sie zumeist mit
Glycerol, Sphingosin oder Cholesterol gebunden.
Im Organismus haben Fettsdauren folgende Aufgaben:

— sie dienen der Energiegewinnung, Speicherung als Triacylglyceride

— sie sind Bausteine von Phospho- und Glycolipiden und somit Bestandteile von

biologischen Membranen
— Fettsduren und ihre Derivate sind an der hormonellen Steuerung und an intrazellulidren
Signalwegen beteiligt.

In der Nomenklatur der Fettsduren werden zwei unterschiedliche Bezeichnungen benutzt. Bei
der Bezeichnung mit ,,A* wird die Position bestimmter Kohlenstoffe vom Carboxylende aus
bestimmt. Bei der Bezeichnung mit ,,0 wird die Position der Kohlenstoffe vom Methylende
bestimmt.
Den Fettsdurebedarf des Organismus wird mit der Nahrung abgedeckt. Nahrungslipide sind
zumeist Triglyceride. Der groBte Teil wird zur Energiegewinnung genutzt bzw. bei einem
Nahrungsiiberangebot zur Speicherung in Fettzellen. Bei der Energiegewinnung werden die
Fettsduren durch Lipasen vom Glycerin des Triacylglycerids gespalten und frei oder an
Albumin gebunden zum Zielorgan transportiert. Alle Gewebe, bis auf das Gehirn und
Erythrozyten, konnen Fettsduren zur Energiesynthese nutzen. In der Mitochondrienmembran
werden in einem vierstufigen Prozess, der B- Oxidation, vom Carboxylende her jeweils 2 C-

Atome als Acetyl- CoA abgespalten. Dieses wird dann zur ATP- Synthese genutzt.



Einleitung

Bei einem Uberangebot an Acetyl- CoA synthetisiert der Korper Fettsduren. Dafiir wird im
Zytosol mit einem multifunktionalen Enzymkomplex unter NADPH- Verbrauch Acetyl- CoA
zu Palmitat verldngert. Weitere Verlangerungen und der Einbau von Doppelbindungen finden
am endoplasmatischen Reticulum statt. Fiir diesen Prozess sind spezielle Elongasen zur
Kettenverldngerung und Desaturasen (mikrosomale Monooxygenasen) zum Einbau der
Doppelbindungen notwendig [Stryer et al 2002].

Beim Menschen fehlen Enzyme zum Einbau von Doppelbindungen ab der A-9 Position der
Fettsduren. Da der Korper einen Bedarf an Fettsduren mit Doppelbindungen ab der A-9
Position hat, gehdren diese Verbindungen zu den essentiellen Fettsduren. Gemdll der
unterschiedlichen Nomenklatur werden diese Fettsduren auch ®-6 oder ®-3 Fettséduren
genannt. Der kurzkettigste Vertreter der -3 Fettsduren ist die a-Linolensdure, der der -6

Fettsduren die Linolsdure (Abbildung 1-2).

(0]
= OH = OH
N
Linolséure a- Linolenséure
Abb. 1-2 Beispiel fiir eine w-6 Fettsdure (Linolsdure) und eine w-3 Fettsdure (a-

Linolensdure)

Die korpereigenen Desaturasen und Elongasen katalysieren die Synthese ldngerer homologer
Verbindungen aus der Linolsdure bzw. a-Linolensdure. Dieser Prozess lauft vorwiegend in
den Leberzellen ab. Der Einbau einer Doppelbindung an der A-6 Position der Fettsduren ist
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktionsfolge. Katalysiert wird diese Reaktion
durch die A-6 Desaturase. Bei allen Reaktionsschritten konkurrieren w-6 und -3 Fettsduren
um die gleichen Enzyme. Die Affinitidt der Enzyme zu den ®-3 Fettsduren ist jedoch grofer.
a- Linolensdure hemmt z.B. die A-6 Desaturase fiir die Linolsdure [Stryer et al. 2002;
Koolmann et al. 2002]. Die Reaktionsfolgen sind schematisch in Abbildungen 1-3 und 1-4
dargestellt.

Die Umsatzrate der Enzyme wurde in zahlreichen Studien untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Aktivitdt der A-6 Desaturase mit zunehmenden Lebensalter des Menschen abnimmt und
sich zunehmend auf die Leber beschrinkt [Burdge et al. 2005, 2006; Simopoulos 2002a]. Bei

Frauen ist die Aktivitit hoher als bei Mannern. So konnte insbesondere bei schwangeren und
8
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stillenden Frauen eine Zunahme der Docosahexaensidure (DHA) beobachtet werden. DHA ist
in der frithkindlichen Entwicklung zur Ausbildung der Gehirn- und Sehleistung essentiell

[Connor 2000].

O
12 9
— — 182006
S-CoA
6
Linoleoyl- CoA
0, +NADH+H"
A—6 Desaturase
2 H,0+NAD"
S 2 S S-CoA
18:3w-6
vLinoenoyl- CoA
(0]
Malonyl- CoA Elongase
_ o __ 8 S-CoA
\/\/\/Y 2030-6
Dihomo-y-linoenoyl-CoA e}
0, +NADH+H"
A-5 Desaturase
2 H,0 + NAD": o)
14 1 8 5 20:40-6
S-CoA
Arachidoyl-CoA
Abb. 1-3 Synthese der w-6 Fettsduren im menschlichen Kérper
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(0]
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(e}
14 11 8 5 20:50-3
S-CoA

Eicosapentaenoyl-CoA

Abb. 1-4 Synthese der w-3 Fettsduren im menschlichen Kérper

Natiirliche Quellen fiir Linolsdure sind Pflanzendle wie Sonnenblumen-, Distel- und
Sojakeimdl. a- linolensdurereiche Ole sind z.B. Leinsamen-, Raps- und Walnussél. In den
meisten Pflanzendlen, mit Ausnahme von Leinsamen-, Sonnenblumen- und Rapsdl ist das
Verhéltnis Linolsdure zu a- Linolensdure etwa 10:1, in Leinsamendl liegt es ungefahr bei
1:3,5, in Sojakeimol bei 8:1. In den USA sind ca. 89% der konsumierten PUFAs Linolsdure
und nur 9% a- Linolensdure [McLean et al. 2005].
Weitere Quellen fiir PUFAs sind z.B. Borretschol oder Nachtkerzendl, diese sind reich an -
Linolensdure. Fleisch der Sdugetiere ist reich an Arachidonsidure (AA) und Fischprodukte
enthalten hohe Anteile an Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensdure (DHA).
Die IUPAC- Nomenklatur, Trivialnamen, Abkiirzungen und Vorkommen der wichtigsten
PUFAs sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.
Da PUFAs essentiell fir den menschlichen Organismus sind, empfiehlt die Deutsche
Gesellschaft der Erndhrung (DGE) fiir Erwachsene und Kinder ab 4 Jahren eine tdgliche
10
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Zufuhr an ©-6 Fettsduren von 2,5% und fiir ®-3 Fettsduren von 0,5% bezogen auf den

Gesamtenergiebedarf. Fiir Kleinkinder liegt der Anteil der w-6 Fettsduren hoher [DGE 2000].

Aufgrund vieler Studien mit PUFAs wird in der Erndhrung ein Verhiltnis von -6 zu ®-3 von

mindestens 5:1 empfohlen. Das tatsdchliche Verhéltnis in der westlichen Erndhrung kann bis

zu 20:1 betragen, durchschnittlich liegt es meist zwischen 8:1-10:1 [Linseisen et al. 2003;

Simopoulos 2002a].

Tabelle 1.1 Nomenklatur und Charakteristik der fiir den Menschen bedeutsamen
Fettsduren [Gafsmann 2006]

Systematischer Name Trivialname Abkiirzung Vorkommen
®-6-Reihe
Octadeca-9(Z),12(Z)diensdure Sonnenblumen-, Soja-,
Linolsaure Cl18:2 -6 .
(LA) Baumwollsaatol
Octadeca- Borretschol,
-Linolensa C18:3 -6
6(2),9(Z),12(Z)triensdure (GLA) yLANOEnSatre ® Nachtkerzendl
Eicosa-
. Arachidonséure C20:4 w-6 Tierfette
5(2),8(2),11(Z),15(Z)tetraensdure
®-3-Reihe
Octadeca- Leinsamen-, Walnuss-,
L o-Linolensiure Cl18:3 o-3 .
9(Z2),12(Z2),15(Z)trienséure (ALA) Rapsol
Octadeca-

Stearidonsa C18:4 »-3 Erdnuss-, Fischol
6(Z2),9(2),12(Z2),15(Z tetraensiure cariconsatre ® renusss, TISERo
Eicosa-5(2),8(Z),11(2),14(Z),

. Timnodonsaure C20:5 -3 Fischol
17(Z)pentaensdure (EPA)
Docosa-4(Z2),7(Z2),10(2),13(Z),
Clupanodonsdure | C22:6 »-3 Fischol

16(Z),19(Z)hexaensaure (DHA)
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1.3.2 Funktionen von PUFASs

1.3.2.1 Eicosanoide

Eicosanoide sind Oxidationsprodukte der PUFAs, mit einer Kettenldnge von 20 C-Atomen
(z.B. AA, EPA). Sie regulieren zahlreiche Gewebehormone, sind aber auch an der
Muskelkontraktion, Differenzierung und Wachstum von Zellen und am Stoffaustausch
beteiligt. Zu den Eicosanoiden zéhlen Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene. Die zur
Synthese notwendigen Fettsduren werden aus den Zellmembranen durch Phospholipase A,
freigesetzt und stehen dann als  Substrate fiir Cyclooxygenasen (COX)
(Prostaglandinsynthese) und Lipoxygenasen (Leukotriensynthese) zur Verfligung.
Thromboxane (TX) werden aus Prostaglandinen (PG) mit Hilfe von Thromboxan-Synthasen
synthetisiert. Je nach Edukt entstehen verschiedene Serien an Prostaglandinen und
Leukotrienen (LT). So entstehen z.B. aus der Arachidonséure die Prostaglandine der Serie 2
und die Leukotriene der Serie 4. Hier wird vorherrschend das TXA; und LTB4 gebildet, in der
Immunabwehr spielt auch das PGE, in Kombination mit dem TXA; eine entscheidende Rolle.
Aus der Eicosapentaensdure werden die Prostaglandine der Serie 3 und Leukotriene der Serie
5 gebildet, iiberwiegend das PGI; und LTBs. Die einzelnen Synthesewege der Eicosanoide

sind in Abbildung 1-5 zusammengefasst, die Wirkungen wichtiger Eicosanoide in Tabelle 1.2.

Tabelle 1.2  Wichtige Eicosanoide und ihre Wirkungen beim Menschen [Singer et al. 2000]

Edukt Eicosanoid Wirkung
Prostaglandin E, gefilerweiternd
-6 . . ..
Arachidonsiure Thromboxan A, gefillverengend, gerinnungsfordernd
Leukotrien By stark entziindungsfordernd
Prostaglandin I3 gefdflerweiternd, gerinnungshemmend
-3 . . . .
Eicosapentaenséiure Prostaglandin E; gefaBBerweiternd, gerinnungshemmend
Leukotrien Bs schwach entziindungsfordernd

-6 und -3 Fettsduren konkurrieren bei den einzelnen Synthesereaktionen um die gleichen
Enzymsysteme. Die Affinitit der Enzyme zu den ®-3 Fettsduren ist hoher. Da PGI; im
Gegensatz zu PG, gefillerweiternd und gerinnungshemmend wirkt, kann eine erhéhte Zufuhr
von EPA bestimmte Krankheiten, wie z.B. der Entstehung von koronaren Herzerkrankungen,
vorbeugen. Aus dieser Fettsdure synthetisiert der Organismus auch das nur schwach

entziindungsfordernde LTBs. Die Bildung des stark entziindungsférdernde LTBs4 wird
12
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gehemmt. Deswegen wird eine erhohte Zufuhr bei entziindlichen Darmerkrankungen wie

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa empfohlen [Belch et al. 2000 Singer et al. 2000].

Leukotriene der Serie 4 Leukotriene der Serie 5
Nahrun, Nahrun,
g 15-OH DGLA Il *-g

Linolséure ——
—

o-Linolensdure

5- Lipoxygenase

y-Linolenséurt 1 /\
\—" Dihomo-y-Linolenséure Arachidonséure Eicosapentaensiure

A 4

A 4 A 4
Cyclooxygenase Cyclooxygenase Cyclooxygenase

| S —

A4

v v \4

Prostaglandine der Serie 1 Prostaglandine der Serie 2 Prostaglandine der Serie 3

Abb. 1-5 Metabolismus essentieller Fettsduren zu Leukotrienen und Prostaglandinen

[Belch et al. 2000 modif.]; 15-OH DGLA=15-Hydroxydihomo-y-linolensdure.

Weiterhin haben Studien gezeigt, dass aus der EPA {iber den Cyclooxygenase und
Lipoxygenasestoffwechselweg Resolvine der E-Serie gebildet werden, die neben den
bekannten Eicosanoiden ebenfalls antiinflammatorisch wirken [Calder 2006 a und b;

Simopoulos 2002 b].

1.3.2.2 Eicosanoide der Haut

Eine wichtige Aufgabe der Eicosanoide in der Haut ist die Regulierung der Wundheilung und
Immunabwehr. Dabei sind vor allem die Stoffwechselprodukte der Arachidonsdure von
Bedeutung.

Aufgrund der antiinflammatorischen Wirkung ®-3 Fettsduren wird eine erhohte Zufuhr dieser
Fettsduren als ergidnzenden Therapie von entziindlichen Erkrankungen wie Schuppenflechte
(Psoriasis) oder Ekzemen eingesetzt [Belch et al. 2000; Connor 2000; Horrobin 2000].

Doch nicht nur -3 Fettsduren, sondern auch die y-Linolensdure und Dihomo-y-Linolensiure
(DHGLA) zeigen positive Effekte bei der Therapie von entziindlichen Hauterkrankungen.
Mogliche Ursache ist, dass A-6 und A-5 Desaturasen in der Haut nicht sehr aktiv sind. Durch
die geringe Aktivitdt der A-5 Desaturase findet keine Verldngerung der y-Linolensidure bzw.

DHGLA zur Arachidonsdure statt. Zusitzlich hemmen sowohl die y-Linolensédure als auch die
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DHGLA die 5-Lipoxygenase, so dass die Bildung der Leukotriene der Serie 4 nur noch
vermindert stattfindet. Ebenfalls in der Haut vermehrt aktiv ist die 15-Lipoxygenase. Die
durch dieses Enzym gebildeten Verbindungen hemmen vermutlich ebenfalls die 5-
Lipoxygenase [Ziboh et al. 2000, Chapkin et al. 1987; Mayser et al. 2002]. Viele
Untersuchungen beziehen sich auf topische Applikationen der Fettsduren, nur wenige Studien

beschéftigen sich mit den endogenen Wirkungen.

1.3.2.3 Weitere Funktionen der PUFAs

Langkettige ungeséttigte Fettsduren ilibernehmen wichtige Funktionen in biologischen
Membranen und in der Lipidmatrix des Stratum Corneums. So erhdht sich die Fluiditédt der
biologischen Membranen durch den Einbau der PUFAs. Auch in der Barrierefunktion der
Haut spielen sie eine wichtige Rolle. So konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass eine
Erndhrung frei an essentiellen Fettsduren zu einer Zunahme des transepidermalen
Wasserverlustes fiihrte. Der transepidermale Wasserverlust [TEWL = transepidermal water
loss] wird als Marker fiir die Barrierefunktion der Haut eingesetzt [Singer 2000; Proksch et al.
2006].

Neben der Eicosanoidsynthese sind PUFAs an zahlreichen weiteren Signalwegen beteiligt. So
inhibieren z. B. o-3 Fettsduren die Synthese der Entziindungszytokine TNFa (tumor necrosis
factor alpha) und IL-1B (Interleukin) und kénnen damit zusétzlich Entziindungsreaktionen

entgegen wirken [Caughey et al. 1996].
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1.4 Hautschidigung durch UV-Licht- Pravention

Unsere Haut ist als dulleres Organ stetig UV-Licht ausgesetzt. Dies wird im Allgemeinen als
angenehm empfunden, so steigert sich an Sonnentagen das generelle Wohlbefinden, Vitamin
D wird produziert, Stoffwechselwege werden angeregt und die Haut briunt sich. Bei der
Braunung handelt sich um einen korpereigenen Prozess, bei dem UV-Strahlen die
Melaninsynthese anregen. Melanin ist ein kdrpereigener UV-Schutz.

Neben den positiven Eigenschaften der UV-Strahlen, kann eine tibermifBige Exposition zu
akuten und chronischen Schiden fiihren.

Zu den akuten Schidden zdhlt u. a. der Sonnenbrand. Chronische Schidden entstehen
hauptséchlich durch wiederholte Einwirkung hoher Dosen und spiegeln sich in vorzeitiger

Hautalterung oder in der Entstehung von Hautkarzinomen wider.

1.4.1 Hautschidigung durch UV-Licht

Von der Gesamtenergie der Sonne erreichen Strahlen der Wellenldnge 100 nm — 1000 um die
Erdoberfldche. Schdadigungen der Haut werden vor allem durch UV-B (250 — 315 nm) und
UV-A Licht (315 — 400 nm) hervorgerufen. Neuere Studien zeigen, dass auch durch Infrarot-
Strahlung (0,78 — 1000 pum) Hautschdden induziert werden [Schroeder et al. 2007]. Die
Intensitédt der Bestrahlung schwankt je nach Region und Hohenlage, so ist z.B. das Verhiltnis
der UV-A zur UV-B-Strahlung abhéngig von der Position auf der Erdoberflache. Je nach Zeit
berechnen sich unterschiedliche UV-Dosen zur Angabe moglicher UV-Expositionen. Eine
amerikanische Studie zeigt, dass die US-Bevolkerung durchschnittlich einer Dosis von 25000
J/m?> pro Jahr ausgesetzt ist. Zugrunde gelegt wurden diesen Berechnungen die
durchschnittlichen Sonnenstunden und die Zeit, in denen sich die Probanden auf3erhalb ihrer
Wohnung befanden. 1/3 der Gesamtmenge wurde allein in 3 wochigen Urlauben erreicht
[Godar et al. 2001]. Am 35. noérdlichen Breitengrad wurde an einem wolkenlosen Sommertag
zur Mittagszeit innerhalb von 70 Minuten eine UV-A Dosis von 25 J/cm? ermittelt [Frederick
et al. 1988; Trekli et al. 2003].

UV-Strahlen dringen unterschiedlich tief in die Haut ein, kurzwelliges UV-B Licht wird von
der Haut absorbiert und reflektiert und dringt daher nur in die obere Epidermis ein, UV-A
Licht dringt bis zur Dermis. UV-A Strahlen und UV-B Strahlen l6sen unterschiedliche
Schiden in der Haut aus, von denen einige im Folgenden beschrieben werden.

Der Sonnenbrand (Erythema solare) wird durch UV-B Strahlen ausgeldst. Es handelt sich um

eine Entzlindungsreaktion der Haut, deren Einsetzen und Stirke vom jeweiligen individuellen
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Hauttyp und der Eigenschutzzeit der Haut abhéngt. 10 — 100 mJ/cm? UV-B Strahlen reichen
schon aus um bei den meisten Menschen einen Sonnenbrand auszuldsen, dieser zeigt sich in
der Regel 4-6 h nach der Bestrahlung [Kindl et al. 1998]. Wie die meisten Entziindungen
duBert sich der Sonnenbrand durch Rétung, Schwellung, Schmerz und Uberwirmung.
Entziindungsmediatoren werden dabei freigesetzt, diese bewirken eine Dilatation der
Blutkapillaren, Makrophagen und Lymphozyten gelangen zum Entziindungsherd. Dies geht
meist einher mit dem Auftreten so genannter ,,sun burn cells, veranderter Keratinozyten mit
aktiviertem Zelltodprogramm (Apoptose). Geschéddigte Zellen werden durch Apoptose aus
dem Gewebe entfernt, ohne dass weitere Schidigungen des umliegenden Gewebes auftreten
[Godar 1999, Kulms et al., 1999].

Entziindungsmediatoren sind Zytokine, wie TNF-a, IL-1p und IL-6, NO und Prostaglandine
(Abschnitt 1.3.2). Die Biosynthese dieser Faktoren wird u.a. durch den Transkriptionsfaktor
NfkB (nuclear factor kB) gesteuert [Lee et al. 2003]. Die verstidrkte Aktivitit von NfkB nach
UV-Belastung der Haut, wurde in zahlreichen Studien untersucht und belegt [Tanaka et al.
2005, Larsson et al. 2006, Vile et al. 1995]. Weiterhin wirkt NfkB regulatorisch auf die
Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) (zu MMP siehe Abschnitt 1.4.1) und
Wachstumsfaktoren der Keratinozyten und Melanozyten [Tanaka et al. 2005].

Hautschidden verursacht durch UV-A Strahlen ist auf eine vermehrte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zuriickzufiihren [Sies 1991]. Dies sind u. a. Singulettsauerstoff ('O,),
Superoxidanionen (0,”), Wasserstoffperoxide (H,0,), Hydroxylradikale (HO’) und
Stickstoffmonoxide. In jeder Zelle werden diese als normale Stoffwechselprodukte gebildet
[Halliwell et al. 1989]. Eine iiberméfBige Produktion fiihrt aufgrund der hohen Reaktivitdt
dieser Verbindungen zu zahlreichen zelluldren Schiden. Antioxidantien wie Glutathion oder
Carotinoide konnen diesen Schiden entgegenwirken. Als oxidativen Stress bezeichnet eine
Storung des Gleichgewichtes von Antioxidantien und Oxidantien [Sies 1991].

Molekulare Schidden in der Haut infolge einer erhohten UV-Exposition sind z.B.
gekennzeichnet durch die Entstehung von Thymindimeren und einer vermehrten
Lipidperoxidation.

Bei den Thymindimeren handelt es sich um Cyclobutan-Pyrimidindimere oder um
Cyclobutan Pyrimidin(6-4)-Pyrimidondimere der DNA Basen Thymin oder Cytosin. Folgen
dieser Dimerbildung sind Mutationen. Die Bildung erfolgt hauptsidchlich durch die
Wechselwirkung mit UV-B Strahlen. Phosphorylasen und das Tumor- Supressor- Gen p53
sind an der Reparatur der Dimeren beteiligt. Ein weiterer DNA-Schaden infolge von UV-A
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Strahlen ist die Bildung von 8-Oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosin [Mouret et al. 2006;
Decraene et al.2001].

Auch die Lipide der Hautzellen konnen geschéddigt werden. Durch UV-Exposition werden die
in den Membranen enthaltenen ungesittigten Fettsduren oxidiert, es entstehen
Peroxylradikale, die ihrerseits mit intakten Fettsduren reagieren und somit weitere
Peroxylradikale entstehen lassen. Dadurch verdndern sich die Eigenschaften der
Zellmembranen, die Membranintegritdt geht verloren In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass der Gehalt an Malondialdehyd oder 4-Hydroxynonenal, als Biomarker der
Lipidperoxidation, durch UV-Bestrahlung ansteigen [Eichler et al. 2002; Morli¢re et al. 1991,
Yang et al. 2003; Moysan et al. 1993].

Ein weiterer sensibler Marker der UV-A Exposition ist die Expression der Himoxygenase
(HO). HO ist ein mikrosomales Enzym, von dem bisher 3 Isoformen HO-1, HO-2 und HO-3
nachgewiesen wurden, welche die Hdm- Gruppe abbaut. Die Ham-Gruppe ist als
prosthetische Gruppe im Blutfarbstoff Hamoglobin, in Cytochromen, Peroxidasen und
Katalasen vorhanden [Tyrell 2004; Ryter et al. 1999]. Untersuchungen an Fibroblasten
zeigten, dass insbesondere HO-1, ein 32 kDa grofles Protein, durch UV-A und in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid hochreguliert wird [Keyse et al. 1987].

Beim Hédmabbau wird freies Him zu Biliverdin IXa oxidiert. In diesem Prozess wird H,O,
CO und Fe II freigesetzt. Daran beteiligt sind auBBerdem als Energielieferant NADPH und
Cytochrom p-450 Reduktase [Ryter et al. 1999]. Der ziigige Abbau von Héam ist wichtig, da
es in freier Form toxisch wirkt und ihm prooxidative und proinflammatorische Eigenschaften
zugesprochen werden [Balla et al. 2003, Wagener et al. 2003; Ryter et al. 1999]. Bilirubin,
eines der Abbauprodukte von Ham, zeigt in-vitro antioxidative Eigenschaften [Stocker et al.
1987].

Die Regulation der Transkription des Enzyms wird von zwei wesentlichen Faktoren
beeinflusst. Him reagiert als ein starkes Chromophor sensibel auf UV-A Licht. Es wird nach
elektronischer Anregung aus den Proteinen freigesetzt und aktiviert die Transkription von
HO-1 (Abbildung 1-6). Repressor der Transkription ist ein heterodimeres Protein Bachl,
welches an Maf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma) gebunden ist. Die bindende Region
auf der DNA- Sequenz wird MARE (Maf recognition element) genannt. Zusétzlich ist flir die
Transkription von HO-1 noch ein Aktivator Nrf2 (NF-E2 related factor) notig. Dieser ist im
Zytosol an Keap-1 (Kelch-like ECH associated protein-1) gebunden. Nach UV-A Exposition
oder elektrophilem Stress 10st sich diese Bindung, Nrf2 wird durch Him stabilisiert und
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wandert in den Kern, wo es mit Maf ein Heterodimer bildet und die Transkription aktiviert
[Tyrell 2004].
A B

Cytoplasm Nucleus

Cytoplasm Nucleus
Transcriptional repression

MARE Sites

N2

] ‘I/ | F"™~—HO-1 l N2 MARE Sites

W HO-1 promotor Maf

Nri2| Stabilization  [_T71 [T~ Ho-1
Heme \ @ HO-1 promotor
release Stress gy Bach1

UVA Heme
UVA Transcriptional de-repression = release i

%C@)Zl;é %(;)A} o= release

Abb. 1-6 Modell fiir die transkriptionelle Aktivierung des HO-1 Genes [Tyrell
2004, modif].
A: Aktivierung der Transkription von Hdmoxygenase durch Him

B: Funktion von Nrf2 in der Transkription

Vorzeitige Hautalterung ist ein hdufiger Schaden infolge iiberméBiger UV-Exposition.
Gekennzeichnet ist diese durch diffus gelbliche Farbung, tiefe Falten, Schlaftheit und ledriges
Erscheinungsbild der Haut mit erhohter Verletzbarkeit, Blasenentwicklung und gestorter
Wundheilung. Aber auch die aktinische Elastose ist charakteristisch. Insgesamt wirkt die Haut
hdufig atroph [Grether-Beck et al. 2005, Leitlinien der Deutschen Dermatologischen
Gesellschaft 2005]. Morphologisch ist die Anzahl der Fibroblasten erhoht, was zu einer
Gewebevergroflerung fiihrt. Zusitzlich sind die Anzahl von Mastzellen, Histiozyten und
mononukledren Zellen erhoht. Diese sind am Entziindungsgeschehen beteiligt, infolgedessen
kommt es zu einer chronischen Entziindung der Haut.

Molekularbiologisch/ biochemisch werden verschiedene Ursachen fiir die vorzeitige
Hautalterung diskutiert. So beobachtet man in der photogealterten Haut eine vermehrte
Degeneration des Bindegewebes. Die Zunahme von MMPs (insbesondere MMP-1) durch
UV-Licht ist ursichlich. MMPs sind zinkabhidngige Endopeptidasen mit proteolytischer
Aktivitdt, die in der extrazelluldren Matrix der Dermis Makromolekiile wie verschiedene
Kollagentypen, Proteoglykane und Glycoproteine abbauen [Krutmann 2006, Brenneisen et al.
2002].

In der photogealterten Haut kommt es zu einer frithzeitigen Verkiirzung von Telomeren durch
UV-Licht. Diese sind an der als Bestandteile der DNA an der Replikation dieser beteiligt. Die
Zellteilung wird dadurch vorzeitig eingestellt [Krutmann et al 2006].
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Weiterhin wird die Rolle der mitochondrialen Alterung diskutiert. So wird durch UV-Licht
die Mutationsrate der mitochondrialen DNA erhdht, die ATP-Synthese-Rate wird vermindert
und reaktive Sauerstoffmetabolite werden angehauft [Grether- Beck 2005].

Auch die Bildung von oxidierten und damit funktionsunfidhigen Proteinen tragt mafigeblich
zur Alterung bei. Das degradierte, oxidierte und in seiner Funktion eingeschrinkte Protein
wird hauptsdchlich durch das proteasomale System der Zelle abgebaut [Grune 2000].
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass in epidermalen Zellen im Alterungsprozess und nach
UV-Belastung die Proteasomaktivitit abnimmt [Bulteau 2007]. Durch den verminderten
Abbau der oxidierten Proteine akkumulieren diese, ein typisches Merkmal gealterter Zellen.
Eine weitere Folge von chronischen Verdnderungen infolge iibermafBiger UV-Exposition, ist
das erhohte Risiko an Hautkrebs zu erkranken. Beim Hautkrebs kann man generell 2 Typen
unterscheiden. Zum einen der ,,Nicht-Melanom-Hautkrebs®, dessen Ursprung im Hautepithel
liegt und der Hautkrebs der Pigmentzellen (malignes Melanom) [Kindl et al. 1998]. Der
,Nicht-Melanom-Hautkrebs* leitet sich von den Keratinozyten der Epidermis ab, das maligne
Melanom von den pigmentbildenen Zellen der Epidermis, den Melanozyten oder Néavuszellen

(Leberfleck) [www.hautkrebs.de; DDG 2005].

1.4.2 Sonnenschutz

Aus den in Kapitel 1.4.1 genannten Griinden muss die Haut vor einer iibermifligen UV-
Exposition geschiitzt werden. Unsere Haut besitzt dafiir ein eigenes Verteidigungssystem: die
Melaninproduktion und eine verstirkte Verhornung der Haut. Topisch aufgetragene
Sonnenschutzmittel, die hauptsdchlich Zimtsdurederivate, Bornanderivate oder Titandioxid
enthalten, schiitzen unsere Haut ebenfalls. Neben Melanin, das UV-Licht absorbiert und
reflektiert, besitzt unsere Haut auch ein enzymatisches Verteidigungssystem, dazu gehdren
Katalasen und Superoxiddismutasen.

Aber auch die endogene, systemische Photoprotektion durch Néhrstoffe ist moglich. Zur
Erhohung der UV-Barriere der Haut sollten die Substanzen UV-Licht iiber ein breites
Spektrum absorbieren. Manche dieser Verbindungen wirken auch als Antioxidantien, andere
dagegen beeinflussen zellulédre Signalwege, Reparaturmechanismen und
Entziindungsreaktionen.

Bekanntes Beispiel sind Carotinoide (Abschnitt 1.4.3), aber auch Flavonoide, Vitamin E und
C sind Mikrondhrstoffe die zur Photoprotektion beitragen. a-Tocopherol (Vitamin E) kann
z.B. die Lipidperoxidation inhibieren. Es agiert dabei als klassisches Antioxidans, in dem es

durch UV induzierte Lipidperoxidradikale abfangt. Vitamin C liegt in hohen Konzentrationen
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in vielen Geweben vor und wird durch ROS zu Dehydroascorbat oxidiert, welches dann
enzymatisch durch die Dehydroascorbatreduktase wieder zur Ascorbinsdure oxidiert wird
[Sies et al. 1995, Stahl et al. 2007]. ROS werden dabei deaktiviert.

Eine Studie mit flavanolreichem Kakao zeigte, dass nach einem Konsum von 12 Wochen die
Erythembildung signifikant sank. Auch hier wurden in Anlehnung an in-vitro Untersuchungen
antioxidative Eigenschaften diskutiert [Heinrich et al. 2006; Neukam Dissertation 2006].
PUFAs sind ebenfalls Nahrstoffe die zum endogen Sonnenschutz beitragen. UV-Bestrahlung
erhoht die COX-2 Aktivitit, daraus resultieren chronische Entziindungen, vorzeitige
Hautalterung und ein erhohtes Risiko an ,,Nicht-Melanom-Hautkrebs® zu erkranken
[Rundhaug et al. 2007]. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass durch die
Supplementierung mit -3 Fettsduren das Krebsrisiko sinkt; eine -6 reiche Didt erhoht das
Risiko [Black et al. 2006].

Weiterhin wurde in in-vitro Untersuchungen an Hautfibroblasten gezeigt, dass die durch UV-
Licht induzierte Bildung von MMPs durch die Inkubation mit Eicosapentaensiure sinkt [Kim

et al. 2006].

1.4.3 Carotinoide: Struktur und Vorkommen

Nahrstoffe mit photoprotektiver antioxidativer Wirkung sind z.B. verschiedene Carotinoide,
wie - Carotin oder Lycopin.

Carotinoide sind eine weit verbreitete Klasse von isoprenoiden Naturstoffen, die durch ihre
zumeist rote und gelbe Farbe hervorstechen und als Pigmente (Farbstoffe) in vielen
Lebensmitteln eingesetzt werden (z.B. Gelbfiarbung von Margarine oder Kése). Bis heute sind
mehr als 600 Verbindungen bekannt. Natiirlich kommen sie als sekundire
Pflanzeninhaltsstoffe in z.B. Paprika, Tomaten, Mdhren, Zitrusfriichten vor. Tierische Quellen
sind Lachsfleisch und Krustentiere, bedingt durch die carotinoidhaltige Nahrung der Tiere
[Baltes 1995, Franzke 1990].

Bei den natiirlich vorkommenden Carotinoiden handelt es sich um Isoprenoide bestehend aus
einem C-40 Kohlenstoffgeriist. Charakteristisch ist ihr System aus konjugierten
Doppelbindungen. Die Carotinoide werden in 2 Hauptklassen unterteilt, Carotine und
Xanthophylle. Carotine sind reine Kohlenwasserstoffverbindungen, wohingegen die
Xanthophylle sauerstofthaltige funktionelle Gruppen (Hydroxyl-, Carbonyl-, Epoxygruppen)
enthalten. Zusitzlich gliedert man die Carotinoide in acyclische, mono- oder bicyclischen
Carotinoide. Fiir cyclische Carotinoide ist hiufig eine f-lononstruktur charakteristisch [Belitz

1992, Franzke 1990, Britton et al. 1995a].
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Die wichtigsten in der Nahrung vorkommenden Carotinoide sind die Carotine a-Carotin, 3-
Carotin, Lycopin und die Xanthophylle B-Cryptoxanthin, Zeaxanthin und Lutein (siche

Abbildung 1-7) [Mayne 2003]. Diese lassen sich auch im menschlichen Plasma nachweisen
[Stahl et al. 1993].

Carotine

CHs a- Carotin
CHj CHs CH, CHg
e D VO 20 20 Yl Vg e S
CHj CH3 CH, CHs
Lycopin
Xanthophylle

HO

Lutein

Abb. 1-7 Strukturen von in der Nahrung und im Plasma des Menschen vorkommenden

Carotinoiden
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1.4.4 Eigenschaften von Carotinoiden

Charakteristisch fiir Carotinoide ist ihre antioxidativen Eigenschaft. Weiterhin beeinflussen
sie auch zahlreiche zelluldre Signalwege.

Das konjugierte Doppelbindungssystem der Carotinoide bildet ein Chromophor. Dadurch sind
sie in der Lage Licht im sichtbaren Bereich und im Falle von Phytoen und Phytofluen auch im
UV-Bereich zu absorbieren [Britton 1995 a; b]. Ihre photoprotektiven Eigenschaften beruhen
insbesondere auf der Fahigkeit Singulettsauerstoff zu desaktivieren (,,quenchen®). Dabei
handelt es sich um einen physikalischen Prozess, bei dem die Energie des
Singulettsauerstoffes auf das Carotinoid iibertragen wird. Das angeregte Carotinoid geht
anschlieBend unter Wérmeabgabe in den Grundzustand iiber. Die Moglichkeit einer
chemischen Reaktion zwischen Singulettsauerstoffes und dem Carotinoid ist mit 0,05% der
gesamten Quenchrate klein [Britton 1995a; Stahl 2003]. Das acyclische Lycopin ist einer der
besten bis jetzt bekannten natiirlich vorkommenden Singulettsauerstoff- Quencher [di Mascio
1989].

Carotinoide konnen aber auch als klassische Antioxidantien bei der Lipidperoxidation
eingreifen (zur Lipidperoxidation siehe Abschnitt 1.4.1), es kommt zum Kettenabbruch der
Reaktion [El-Agamey et al. 2004, Young et al. 2004]. Der Ablauf der Mdgliche Reaktionen
von Carotinoiden sind in Abbildung 1-8 dargestellt.

1) Quenchen
102* + CAR — 302 +3CAR” Energietransfer

2) Kettenabbruchreaktion

CAR + ROO- — CAR-" + ROO Elektronentransfer
CAR + ROO- — CAR- + ROOH Wasserstoffabstraktion
CAR + ROO:- — (ROO-CAR)- Addition

Abb. 1-8 Reaktionen von Carotinoiden [El-Agamey 2004, Young et al. 2004]

Aufgrund der antioxidativen und photoprotektiven Eigenschaften werden Carotinoide auch als
endogene Photoprotektoren eingesetzt. Carotinoidkonzentrationen in der Haut liegen
zwischen 0,2-0,6 nmol/g feuchte Haut, wobei der Anteil je nach Einzelcarotinoid und
Hautgebiet variieren kann [Peng et al. 1993; Stahl et al. 1998].

Schon 1972 wurden photoprotektive Wirkung von B- Carotin nachgewiesen [Mathews-Roth
et al. 1972]. Zahlreiche weitere Studien untermauern dieses Ergebnis [Heinrich et al. 2003b;
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Stahl et al. 2003]. Es zeigte sich jedoch, dass eine Supplementierung iiber 10 Wochen
notwendig ist um einen Schutzeffekt zu erzielen. Eine Supplementierung von 3-4 Wochen
reichen nicht aus [Stahl et al. 2002].

Auch fiir Lycopin konnten photoprotektive Wirkungen festgestellt werden. Dabei zeigt sich,
dass auch Lebensmittel mit hohem Lycopingehalt (z.B. Tomatenpaste) wirkungsvoll sind. Die
Bioverfiigbarkeit des Lycopins ist hier besonders hoch [Girtner et al. 1997]. Nach einer 10
wochigen Gabe von 16 mg Lycopin/Tag wurde eine verringerte Erythembildung festgestellt
[Stahl et al. 2001].

Neben den protektiven Wirkungen in der Haut zeigen mehrere Studien aullerdem, dass Lutein
und Zeaxanthin, die Hauptpigmente der Macula lutea, der menschlichen Retina, das Auge vor
Lichtschdden schiitzen. Je hoher der Gehalt an Lutein/Zeaxanthin in der Macula, desto
geringer ist das Risiko an einer altersbedingten Makuladegeneration zu erkranken [Landrum
et al. 2004].

Epidemiologische Studien haben weiterhin gezeigt, dass ein erhohter Konsum an
carotinoidreichen Obst und Gemiise mit einem verminderten Risiko an Krebs zu erkranken
korreliert. Dies gilt insbesondere fiir neoplatische Erkrankungen der Lunge, Brust und
Prostata [Sharoni et al. 2004]. In zwei Interventionsstudien zur chemopriventiven Wirkung
von Carotinoiden (CARET (B-Carotene and Retinol Efficacy Trial; ATBC: Alpha-Tocopherol
Beta-Carotene Trial) wurde jedoch beobachtet, dass die Supplementierung mit B-Carotin und
Vitamin A bei Rauchern und Asbest exponierten Personen zu einem erhdhten Risiko an
Lungenkrebs zu erkranken fiihrt [Sharoni et al. 2004]. Die zugrunde liegenden Mechanismen
sind nicht vollstindig verstanden.

Besonders wichtig ist B-Carotin zudem fiir den menschlichen Organismus, da es von den
Carotinoiden die hochste Pro-Vitamin A Aktivitit besitzt. Vitamin A (Retinol) ist am
Sehvorgang, der Embryogenese und an der Proliferation und Differenzierung vieler Zellen
beteiligt [Biesalski et al. 1995].

Carotinoide und ihre Derivate modulieren die Transkription. Insbesondere redoxsensitive
Transkriptionssysteme, wie AP-1, NF-xB oder ARE (antioxidant response element) sind
betroffen [Sharoni et al. 2004]. Weiterhin beeinflussen sie auch die zellulire Kommunikation
tiber Gap Junctions, die im Abschnitt 1.4.5 nidher beschrieben wird.

Zwei bis her wenig untersuchte Carotinoide sind Astaxanthin und Canthaxanthin.

Astaxanthin ist ein Carotinoid mit hohem antioxidativen Potential. Im Modellsystem wurde
gezeigt, dass es zweimal effizienter als Canthaxanthin, fiinfmal effizienter als B-Carotin und

zehnmal stirker als a-Tocopherol ist. Auch als Singulettsauerstoff-Quencher ist Astaxanthin
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effektiver als Canthaxanthin [Miki 1991]. Natiirliche Quellen von Astaxanthin sind im
Wasser lebende Tiere wie Lachs, Forelle, Brasse, Hummer und Shrimps [Guerin et al. 2003],
aber auch Mikroorganismen wie z.B. Haematococcus pluvialis [Boussiba et al. 1991].

Canthaxanthin gehort ebenfalls zu den Xanthophyllen und kommt natiirlicherweise in

Fischen, Krustentieren, Pfifferlingen und Algen vor [http://www.zusatzstoffe-online.de]

24



Einleitung

1.4.5 Die zellulire Kommunikation iiber Gap Junctions

1.4.5.1 Struktur und Funktionen von Gap Junctions und Adhiisionsproteinen

Der Stoffaustausch zwischen Zellen erfolgt {iiber verschiedene Mechanismen. Eine
Moglichkeit ist der Austausch iiber Gap Junctions (GJ). GJ sind Zellkanile, die das
Zytoplasma benachbarter Zellen miteinander verbinden und den Austausch niedermolekularer
Substanzen (<lkDa), wie Zucker, Aminosduren und verschiedenen Signalmolekiilen
ermoglichen. Der Austausch wird Zell- Zell- Kommunikation bzw. Gap Junctional
Communication (GJC) genannt. Zum Aufbau eines funktionsfdhigen Kanals steuert jede der
beiden benachbarten Zellen einen Halbkanal (Connexon) bei, der aus 6 Protein-
Untereinheiten (Connexin) zusammengesetzt ist (Abbildung 1-9) [Lodish et al. 2002].

Es gibt eine Reihe verschiedener Connexine die man anhand ihres Molekulargewichtes
unterscheidet. Connexin43 (Cx43, Molekularmasse 43 kDa) ist das am haufigsten
vorkommende Connexin. Auch in der menschlichen Haut ist es vorrangig vertreten, daneben
findet man aber auch noch Cx30, 31, 26, 45 und 57. In der Epidermis bilden Keratinozyten
Gruppen von 25-50 Zellen die iiber GJ miteinander kommunizieren, Fibroblasten bilden
Verbinde von bis zu 100 kommunizierenden Zellen. Eine Verbindung zwischen den
epidermalen und dermalen Bereichen wird jedoch nicht aufgebaut [Salomon et al. 1988]. Es
besteht ein direker Zusammenhang zwischen Hautfunktionsstérungen und eingeschrénkter
GJC [Mese et al. 2007]

Topologisch unterscheiden sich die verschiedenen Connexine kaum. Sie weisen 4 hydrophobe
Transmembranbereiche (M1-M4), zwei extrazelluldre Schleifen, eine zytoplasmatische

Schleife und je einen zytoplasmatischen N- und C- Terminus auf [Lodish et al. 2002].

Gap-junction vy Connexon
-
o

channel &
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¥4 ¥ ),) NHL*
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E2 Cytosol

Cytosol 3
Connexin COO
Intercellular gap subunit

Abb. 1-9 Schematische Darstellung der transmembranen Struktur von Connexinen
El, E2 extrazelluldre Schleife 1 bzw 2, CL zytoplasmatische Schleife [Lodish et
al. 2002]
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GJ Proteine werden am endoplasmatischen Reticulum aufgebaut, dann mit Vesikeln zum
Golgi- Apparat transportiert, an der die Oligomerisierung zum Connexon erfolgt. Dieses wird
dann zur Membran transportiert. Abgebaut werden Connexone zum einen iiber den
ubiquitinabhéngigen Proteasomabbau zum anderen iiber lysosomale Proteolyse. Die
Halbwertzeit betrdgt 1,5-5h [Goodenough et al. 1996, Richard 2000].
Bei der Regulation von Expression, Einbau und Kanal6ffnung ist die Phosphorylierung von
Connexinen von entscheidender Bedeutung. Eine wichtige Rolle bei der Phosphorylierung
spielen die Protein- Kinasen A und C (PKA und PKC) und die mitogen-aktivierten Protein
Kinasen (MAPK) [Lampe et al. 2004, Moreno et al. 2005, Abdelmohsen et al. 2005].
Neben dem Einbau der Connexone in die Membran ist auch ihr Offnungsgrad, der durch pH,
Ca’", Glucosespiegel, Membranpotential und iiber die Phosphorylierung geregelt ist, von
entscheidender Bedeutung [Cascio 2005].
Zahlreiche Stimuli modulieren die GJC. Darunter fallen Onkogene, Tumorpromotoren und
Wachstumsfaktoren [Lampe et al. 2004]. Z.B. fiihrt die Behandlung von
Rattenleberepithelzellen mit dem Tumorpromotor TPA, der vornehmlich die Protein- Kinase
C stimuliert, zur vollstandigen Inhibierung der GJC [Ale Agha 2002 Dissertation].
Auch geht man davon aus, dass die Zusammensetzung der Zellmembran nahe den
Zellkanédlen einen Einfluss auf die Kanaldurchldssigkeit hat. Die Zusammensetzung der
Lipiddoppelschicht und die darin verankerten Proteine beeinflussen sich gegenseitig in
Struktur und Funktion [Cascio 2005].
Die GJC kann sich unter pathophysiologischen Bedingungen verdndern. Bei der
Tumorentstehung wurde beobachtet, dass die GJC vermindert bzw. inhibiert ist [Bertram
2004, Trosko et al. 2001]. Es wird vermutet, dass es fiir die Tumorzelle wichtig ist, sich von
den Signalen (z.B. Wachstumskontrollsignalen) der sie umgebenden Zellen zu isolieren und
sich so der Wachstumskontrolle zu entziehen [Vine et al. 2002].
Bei der Entstehung des Melanoms spielt die GJC eine besondere Rolle. Melanozyten
kommunizieren mit Keratinozyten liber Gap Junctions, wihrend Melanomazellen diesen
Kommunikationsweg nicht ausbilden. Dafiir kommunizieren Melanomazellen untereinander
oder mit Fibroblasten der Dermis. Grund dafiir ist vermutlich der im
Melanomabildungsprozess beobachtete Wechsel der Adhésionsproteine von E-Cadherin zu
N-Cadherin [Hsu et al.2000]. Der Aufbau der GJ scheint mit diesen Zelladhédsionssystemen
gekoppelt zu sein. In mehreren Zellsystemen wurde gezeigt, dass die Adhidsion {iiber
Cadherine Voraussetzung fiir die Ausbildung von GlJs ist [Ko et al. 2000]. Umgekehrt fiihrt
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eine Blockade der GJC dazu, dass adhirente Zellverbindungen entweder nicht gebildet
werden oder instabil sind [Goodenough et al 1996; Richard 2000].

Cadherine sind Kalziumionen abhédngige transmembrane Glycoproteine aus der Gruppe der
Adhésionsproteine. Sie spielen eine Rolle bei der Stabilisierung von Zell- Zellkontakten, der
embryonalen Morphogenese, der Erhaltung der Zellpolaritit und der Signaltransduktion.
Beim Menschen sind ca. 80 verschiedene Cadherine identifiziert, wichtige Vertreter sind E-
Cadherin, N-Cadherin, P-Cadherin und VE-Cadherin. E-Cadherin ist zumeist in Epithelzellen,
N-Cadherin in Endothel-, Neuronal- oder Muskelzellen und P-Cadherin in embryonalen
Geweben und in der Plazenta vorhanden, man findet sie aber auch in vielen andere
Gewebetypen. VE-Cadherine findet man ebenfalls in Endothelzellen, wo sie Aufgaben bei der
Angiogenese und vaskuldren Permeabilitit erfiillen [Li et al. 2000].

Cadherine sind homophil, d.h. sie bauen nur eine Bindung zwischen Zellen aus, die das
gleiche Cadherin exprimieren. Sie bilden in der Zelle parallele Dimere aus, die mit einem
identischen Cadherin- Dimer in der Nachbarzelle interagieren und {iberbriicken so den
extrazelluldiren Raum. Die zytoplamatische Seite der Cadherine interagiert mit Cateninen;
dieser Komplex ist mit dem Aktinzytoskelett verkniipft. Dadurch wird die Zell- Zell-
Adhision ermdglicht. Die Cateninfamile hat 3 Mitglieder, a, p und y-Catenin. a-Catenin spielt
eine entscheidende Rolle bei der Adhésion, -Catenin ist vermutlich ein Bindeglied zwischen
Cadherin und a-Catenin [Abbildung 1-10].

Auch in Hautzellen findet man Cadherine. E-Cadherin wird in den Keratinozyten und
Langerhanschen Zellen exprimiert, P-Cadherin in den Keratinozyten der Basalschicht, N-
Cadherin in den Fibroblasten und vaskuldren Endothelzellen [Haass et al. 2004].

Der Zusammenhang zwischen Adhésionsproteinen und Connexinen ist noch nicht vollstindig
geklart. Man kann aber davon ausgehen, dass ein stabiler Kontakt zwischen zwei Zellen
notwendig ist, um GJ aufzubauen [Jongen et al, 1991]. Die Inhibierung von E-Cadherin mit
spezifischen Antikdrpern in Teratocarcinomazellen flihrt zu einer Blockierung der GJC
[Kanno et al. 1984, Jongen et al. 1991]. In Mausepithelzellen wurde nachgewiesen, dass die
Abhingigkeit der GJ von Kalziumionen direkt mit der kalziumabhingigen Regulierung von
E-Cadherin zusammenhédngt [Jongen et al. 1991]. Anhand von immunozytochemischer
Untersuchungen an NIH3T3- Zellen wird belegt, dass eine Kolokalisation von Cx43 und N-
Cadherin bzw. Proteinen die mit N-Cadherin assoziiert sind vorliegt. Weiterhin wurde in der
Arbeit gezeigt, dass N-Cadherin und ihre assoziierten Proteine mit Cx43
koimmunoprézipitiert werden konnen, und dass der siRNA induzierte ,, knockdown* von N-

Cadherin auch zu einem Verlust von Cx43 fiihrt [Wei et al. 2005].
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Auch wenn die Interaktionen von Cadherinen und GJC bei der Entstehung von Hautkrebs
Gegenstand vieler Untersuchungen ist, ist wenig bekannt {iber Verdnderungen der GJC und

Cadherinen nach UV-A Exposition.

- e
** cadherin
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.
| cell membrane
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actin filaments

Abb. 1-10 Der Cadherin-Catenin- Komplex.
Das extrazellulire Segment besteht aus 5 Cadherindomdnen. Ca’ -Ionen

verbinden diese Domdnen [Haass et al. 2004].

1.4.5.2 Gap Junctions und Carotinoide

Carotinoide beeinflussen die GJC. Eine Verbindung zwischen den antioxidativen
Eigenschaften der Carotinoide und ihrer Wirkung auf die GJC konnte bisher nicht gezeigt
werden [Zhang et al. 1992, Stahl et al. 1997]. Beispiele sind B-Carotin, a-Carotin, Lutein,
Canthaxanthin und B-Cryptoxanthin, diese stimulierten die GJC im Zellkulturexperiment
[Stahl et al. 1997, Bertram et al. 1990, Daubrawa et al. 2005]. Die Stimulierung geht in der
Regel mit einer erhohten Expression der Connexin Proteine einher. Ebenfalls korreliert die
erhohte Expression des Connexins nach Carotinoidbehandlung mit einer Wachstumskontrolle
transformierter Zellen [Hossain 1993, Bertram 1995, Livny 2002]. Retinsdure stimuliert
ebenfalls die GJC, die Stimulierung der GJC durch Carotinoide ist jedoch unabhingig von der
Provitamin A Aktivitdt [Stahl et al. 2005].

Die Wirkungsweise der Carotinoide auf die Mechanismen der GJC ist noch nicht vollstidndig
aufgeklart.

In Mausfibroblasten (C3H/10T1/2) konnte folgende Reihenfolge fiir die stimulatorischen
Effekte von Carotinoiden aufgestellt werden: B-Carotin > Canthaxanthin > Lutein > Lycopin

> g-Carotin [Zhang et al. 1991].
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Teilweise ldsst sich der Wirkungsmechanismus der Carotinoide und die Struktur der
Verbindungen korrelieren. Carotinoide mit einem C-6 Ring stimulieren die Kommunikation
stirker als Carotinoide mit einem C-5 Ring, wobei die Position von Sauerstoff im
Ringssystem kaum einen Einfluss hat [Stahl et al 1997].

Teilweise sind auch die Abbau- oder Oxidationsprodukte fiir die Wirkung auf die GJC
verantwortlich. So konnte fiir Canthaxanthin gezeigt werden, dass zentrale Spaltprodukte wie
all-trans- und 13-cis-4-oxo- Retinsdure die GJC stimulieren. Produkte der exzentrischen
Spaltung von Canthaxanthin, sog. Apo-Carotinoide, zeigten keine stimulatorische Aktivitdt
auf die GJC [Hanusch 1995, Teicher 1999].

Lycopin als acyclisches Carotinoid stimulierte die GJC. Methylbixin, ebenso ein acyclisches
Carotinoid, dagegen nicht [Stahl 2005]. Im Falle von Lycopin sind vermutlich
Lycopinderivate fiir die Stimulierung verantwortlich. Eine in-vitro Studie zeigte, dass das
Oxidationsprodukt des Lycopins 2,7,11-Trimethyltetradecahexaen-1,14-dial die GJC
stimuliert [Aust et al. 2003]; ob diese Verbindung in-vivo entsteht ist ungewiss [Stahl 2005].
Im Blut konnte als Oxidationsprodukt von Lycopin das Epimer 2,6-cyclolycopene-1,5-diol
nachgewiesen werden, welches vermutlich aus dem in Tomaten natiirlich vorkommenden
Lycopin-5,6-epoxid stammt. Dieser Metabolit stimuliert die GJC [Khachik et al. 2002, Stahl
et al. 2005].

Wiéhrend die genannten Carotinoide eine Stimulierung der GJC bewirken, inhibiert
Astaxanthin die GJC konzentrations- und zeitabhingig in humanen Hautfibroblasten und
Rattenleberepithelzellen. Dieser Effekt ist erstaunlich, da das strukturell verwandte

Canthaxanthin die GJC stimuliert [Daubrawa et al 2005, Daubrawa 2006 Dissertation].

29



Ziel der Arbeit

2 Ziel der Arbeit

Im ersten Teil der Arbeit sollten am Menschen die Effekte geringer Dosen von Olen, die reich
an langkettigen ungesittigten Fettsduren sind, auf das Fettsduremuster des Blutes,
Oberflachenstruktur, Barrierefunktion (Hydration) und Sensitivitdit der Haut untersucht
werden. Dazu sollten folgende 12-Wochen Interventionsstudien durchgefiihrt bzw. verglichen
werden:

— Gabe von Fischol (reich an Eicosapentaensdure und Docosahexaensdure): Einfluss auf
das Fettsduremuster in Plasma und Erythrozyten der Probanden. Zusétzlich sollte das
Verteilungsmuster der Fettsduren im Cerumen der Probanden untersucht werden

— Applikation von Leinsamendl (reich an a-Linolenséure) und Borretschol (reich an y-
Linolensdure): Einfluss auf das Fettsduremuster in Plasma und Erythrozyten, Effekte
auf die Oberflachenstruktur, Barrierefunktion und Sensitivitdt der Haut

— Applikation von Leinsamendl (reich an a-Linolensdure) und Disteldl (reich an
Linolsédure): Einfluss auf das Fettsduremuster in Plasma und Erythrozyten, Effekte auf

Oberflachenstruktur, Barrierefunktion und Sensitivitit der Haut

Im zweiten Teil der Arbeit sollte an Hautfibroblasten gepriift werden, welchen Einfluss UV-A
Strahlen auf zelluldre Signalwege hat und inwieweit die Carotinoide B-Carotin, Lycopin,
Astaxanthin und Canthaxanthin regulierend wirken. Untersucht werden sollten dazu in-vitro
Zellviabilitit, zelluldre Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, Himoxygenaseexpression
und Lipidperoxidation. Zudem sollte der Einfluss von UV-Strahlen auf die zelluldre
Kommunikation iiber Gap Junctions und die Expression von Adhisionsproteinen untersucht

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden folgend aufgefiihrten Chemikalien, Gerédte und Materialen

verwendet. Die Herstellung sdmtlicher wiassriger Losungen erfolgte mit membranfiltriertem

Wasser, zu dessen Gewinnung eine Milli-Q® académic Reinstwasseranlage (Millipore

GmbH, Eschborn) Anlage diente.

Antikorper:

anti- Cx43 (monoklonal, Kaninchen)
anti- HO-1 (monoklonal, Maus)

anti- N- Cadherin (monoklonal, Maus)
anti- - Catenin (polyklonal, Kaninchen)
anti- GAPDH (polyklonal, Maus)

anti- Nrf2 (monoklonal, Kaninchen)
ImmunoPure® Peroxidase gekoppelter
anti-Maus IgG (H+L) (Ziege)

Immuno Pure® Peroxidase gekoppelter
anti- Kaninchen IgG (H+L) (Ziege)
Alexa 546 anti- Kaninchen IgG (Ziege)
Alexa 488 anti- Maus IgG (Ziege)

Sonstige Chemikalien:

Sigma

Biomol

BD Bioscience

BD Bioscience
Chemikon

Abcam

Pierce Biotechnolgy INC

Pierce Biotechnolgy INC

Invitrogen GmbH
Invitrogen GmbH

Deisenhofen
Hamburg
Heidelberg
Heidelberg
Eschborn
Cambridge; UK

Bonn

Bonn

Karlsruhe

Karlsruhe

Verwendete Losemittel und Sduren stammten, soweit nicht anders angegeben, von der Firma

Merck (Darmstadt), Zellkulturlosungen von PAA Laboratories (Pasching, A) oder Sigma

(Deisenhofen).

Ammoniumpersulfat (APS),p.a
B- Apo-8’-Carotinol

BHT

Bortrifluorid- Reagenz
Bradford- Reagenz

Bromphenolblau

Serva
Fluka
Merck
Supelco
Sigma

Fluka
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Chemilumineszenz-Kit SuperSignal West

Complete Proteaseinhibitor
Dichlorofluoresceindiacetat
Di-Natriumhydrogenphosphat
DMSO
Docosapentaensduremethylester
Docosatetraensduremethylester
DTT

EDTA

EGTA

Entwickler- und Fixiererkonzentrat
Fettsduremethylester- Mischung
Formaldehyd (methanolfrei 16%)
Glycin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Lithiumchlorid

Lucifer Yellow CH, Dilithiumsalz
Methanolische Bortrifluorid- Losung

Milchpulver fettfrei, blotting grade
Natrium- Glycerolphosphat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natrium-Dodecylsulfat ultra pure, fiir die

Elektrophorese

Natriumfluorid
Natriummethylat
Natriumvanadat

Ponceau S- Losung

Presicion Plus Standard Protein Marker

ProLong® gold antifade Reagenz

Rinder- Serum- Albumin

Pierce Biotechnology INC

Roche
Sigma
Merck
Fluka

Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Sigma

Adefo-Chemie GmbH

Supelco
Polyscience
Roth
Merck
Merck
Merck

Sigma

CSChromatographie -

Service

Roth
Fluka
Merck
Merck

Roth

Fluka
Fluka
Fluka
Sigma
Biorad
Invitrogen
Biorad
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Mannheim
Deisenhofen
Darmstadt
Seelze
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Darmstadt
Deisenhofen
Dietzenbach
Deisenhofen
Eppelheim
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Deisenhofen

Miinchen

Karlsruhe
Seelze

Darmstadt
Darmstadt

Karlsruhe

Seelze
Seelze
Seelze
Deisenhofen
Miinchen
Karlsruhe

Miinchen
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Rotiphorese®Gel 40 (37,5:1)
Saccharose

Sulforhodamine B

TEMED (N,N,N-
Tetramethylethylendiamin

Tetramethoxypropan
THF fiir Lumineszenz
Thiobarbitursiure
TRIS Pufferan®
TritonX 100
Tween20

Ziegen- Normalserum

Gase

Alle verwendeten Gase (Stickstoff, Wasserstoff, synthetische Luft) stammten von der Firma

Linde (Hollriegelskreuth) und hatten hochste Reinheit (5.0).

Verwendete Carotinoide

Zellkulturexperimente wurden mit Astaxanthin, Canthaxanthin, p-Carotin und Lycopin
durchgefiihrt. Diese Verbindungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Ernst (BASF -

Ludwigshafen) zur Verfiigung gestellt. Die Reinheit wurde mittels HPLC iiberpriift. Von

Roth
Merck
Sigma

Serva

Fluka
Fluka
Fluka
Roth
Sigma
Sigma

Dianova

Karlsruhe
Darmstadt
Deisenhofen
Heidelberg

Seelze
Seelze
Seelze
Karlsruhe
Deisenhofen
Deisenhofen

Hamburg

jedem Carotinoid wurde eine Stammlésung (10 mmol/l) in THF hergestellt.

Konzentration wurde nach Verdiinnung 1:10000 am Photometer eingestellt. Dabei wurden die

in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Wellenldngen und Extinktionskoeffizienten verwendet. Die

Stammlosungen wurden in Aliquots bei -80°C gelagert.

Tabelle 3.1  Extinktionskoeffizienten der Carotinoide

Extinktionskoeffizient ¢

Wellenléinge

Carotinoid [
— [nm]
mol X cm
Astaxanthin 125100 470
Canthaxanthin 130000 470
- Carotin 139000 451
Lycopin 184000 470
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CHg CHy CHa CHa
SN SN s T N N N R NN SNt
CHy CHg CHy GHy

Lycopin

Canthaxanthin

Abb. 3-1 Strukturformeln der verwendeten Carotinoide
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3.2 Geriite

3.2.1 Gaschromatographie (GC) und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC)

HPLC:

Autosampler L-2200 Merck Hitachi Darmstadt
Pumpe L-7100

UV/VIS- Detektor L-7420

Fluoreszenzdetektor L- 7480

Interface L 7100

Sdulenofen 655A-52

Gaschromatographie:

Clarus 500 mit integriertem Autosampler Perkin Elmer LAS GmbH Rodgau-
und Flammenionisationdetektor (FID) Jiigesheim
Gaschromatograph gekoppelt mit Delsi- Nermag Frankreich

Massenspektrometer (MS) (Automass
60) (Quadrupol- Technik)

Chromatographiesiulen:

50 %-Cyanopropylmethyl-50 % Perkin Elmer LAS GmbH Rodgau-
phenylmethylpolysiloxan (30 m; 320 um) Jugesheim
FFAP (Crossbond Carbowax PEG fiir Perkin Elmer LAS GmbH Rodgau-
freie Fettsduren, 30m; 250pum) Jigesheim
Suplex pKb-100 Merck Hitachi Darmstadt
LiChrospher-100 RP-18 endcapped Merck Hitachi Darmstadt
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Geriite zur Messung von Hautparametern

Corneometer CM 825
Tewameter TM 300
Visio Scan®
Chromameter CR 300"
02C- System

Weitere Gerite

Mikroinjektionsanlage:
Mikromanipulator FemtoJet Typ
S170

Mikoinjektor InjectMan Typ 5242
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 TV
Digital Camera C4742

Camera Controller C4742

Begasungsbrutschrank
Elektrophoresekammer

X Cell Sure Lock ™
Elisa Plate Reader; PowerWaveX

Fluoreszenz-Platten-Leser FluoStar

Optima

HP Scanjet 2400

Magnet Riihrer I[kamagRCT
pH Meter 526

Pipetten

Power Supply Consort E835
Schiittler Rotamax 120
Semi Dry Blotter

Sepateck Biofuge A
Trockenschrank UT

Courage & Khazaka electronics
Courage & Khazaka electronics

Courage & Khazaka electronics

Minolta

Lea Instruments

Eppendorf

Eppendorf
Zeiss

Hamamtsu

Hamamtsu

Binder GmbH

Invitrogen

BioTek Instruments

BMG LabTec

Hewlett Packard
IKA Labortechnik
WTW

Eppendorf AG
Merck Hitachi
Heidolph Instruments
Roth

Heraus Instruments

Heraeus Instruments
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Koln
Koln
Koln
Ahrensburg

Giessen

Hamburg

Hamburg
Jena
Herrsching

a.Ammersee

Herrsching

a.Ammersee

Tuttlingen

Karlsruhe

Vermont USA

Offenburg

Boblingen
Staufen i.Br
Weilheim
Hamburg
Darmstadt
Kelheim
Karlsruhe
Diisseldorf
Diisseldorf
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Ultraschallbad Sonorex Super Digital
Universal30RF- Zentrifuge

UV-Bestrahlungsapparatur Biosun®

UV-VIS Spektrophotometer DU® 530

Vortexer Relax 2000
Waagen: 1603MP und 2442
Wasserbad Typ 1083

Materialien
Kiivetten: No 67.742, 1dm, Plastik
Probengefifie GC:
1,5ml Rollrand, Glas mit
Bordelkappe, Septum

100ul Mikroeinsdtze

Probengefia3e HPLC:
2,0ml Glasgewindeflaschen mit
Septen (G8Sil/gs)
200ul Mikroeinsitzen (G30)

Chemiluminescence BioMax Light Film
Zellkulturmaterialen

Objekttriger

Glasplattchen (@ 25 mm)

Gel- Blotting Papiere (580 x 580 mm)
Nitrocellulose Membran Hybond ™-C

Extra

Femtotips®

Microloader

Gelkassetten (10 x 10 cm, Dicke 1,5 mm)
Zentrifugenglaser

Bandelin electronics

Hettich AG

Vilbert Lourmat

Beckmann Inc

Heidolph Instruments
Sartorius AG
GFLGmbH

Sarstedt AG & Co

CsChromatographie Service

Perkin Elmer LAS GmbH

CSChromatographie Service

Sigma
Greiner
Greiner
Greiner
Roth

Amersham Biosciences

Eppendorf
Eppendorf
Invitrogen

Welabo
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Fullerton
USA

Kelheim
Gottingen
Burgwedel

Niimbrecht, D

Miinchen

Rodgau-

Jidesheim

Miinchen

Deisenhofen
Frickenhausen
Frickenhausen
Frickenhausen
Karlsruhe

Freiburg

Hamburg
Hamburg
Karlsruhe
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Vacutainer®-System Becton Dickinson Plymouth UK

S-Monovetten Sarstedt Niimbrecht

Software

Total Chrom® Perkin Elmer LAS GmbH Rodgau-
Jiidesheim

Aqua Cosmos Version 1.2® Hamamatsu Herrsching a.
Ammersee

HPLC System Manager, D-7000 Multi Merck Hitachi Darmstadt

HSM

Delsi-Nermag Lucy Version 3.22 Delsi- Nermag Frankreich

Diese Arbeit wurde soweit nicht anders erwidhnt mit dem Microsoft-Office Packet 2003
(Word, Excel, Power Point) erstellt.

Molekiile wurden mit dem Freeware- Programm ACD/Chem Sketch 8.00 (www.acdlabs.com)
oder ChemDraw Version 11.0 Cambridge Soft erstellt.

Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit dem Freeware Programm Imagel] 1.36b

Wayne Rasband, National Institute of health (http://rsb.info.nih.gov/ij).
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3.3 Analytik Fettsiuren

3.3.1 Fettextraktion aus biologischem Material: Plasma, Erythrozyten und Cerumen

Die Extraktion von Rohfett aus biologischem Material wurde in Anlehnung an Folch et al.
[Folch et al. 1951, Ferraz et al. 2004, Oette et al. 1968] durchgefiihrt. Plasmaproben wurden
in ein Zentrifugenglas mit Schraubverschluss und Teflondichtung iiberfiihrt und mit der 10
fachen Menge einer Chloroform/Methanolmischung 2:1 (0,02% BHT als Antioxidant)
iiberschichtet. Eingesetzt wurde 0,5 ml der Probe. Die Mischung wurde 45 Minuten bei 37°C
im Wasserbad durchmischt. Nach Zugabe von 0,9% NaCl- Loésung (w/v) (20% der
eingesetzten Extraktionsmenge) wurde 10 Minuten bei 2000 U/min (4°C) zur Phasentrennung
zentrifugiert. Die untere lipophile Phase wurde entnommen, der Riickstand zweifach mit ca.
0,5 ml einer Mischung aus MeOH/ NaCl 0,9%/ CHCI3 49:48:3 v/v/v- Mischung gewaschen
und die lipophilen Phasen vereint.

Zur Zerstorung der Erythrozyten wurde die Probe mit der fiinffachen Menge Methanol
versetzt und ca. 1 Minute bei Raumtemperatur auf dem Vortexer konstant vermischt,
anschlieBend wurde die gleiche Menge an Chloroform (0,04% BHT) zugesetzt. Die
Probenmenge war 0,5-1 ml. Zur Extraktion des Rohfettes wurde die Mischung 45 Minuten bei
Raumtemperatur gemischt und danach bei 2000 U/min (4°C) zentrifugiert. Die untere
lipophile Phase wurde entnommen und die Extraktion mit dem Riickstand wiederholt. Zu den
vereinigten Extrakten wurde 0,9% NaCl- Losung (w/v) (20% der eingesetzten Probenmenge)
gegeben. Nach Phasentrennung wurde die wiassrige Phase mit einer Glaspipette entfernt und
die organische Phase weiter aufgearbeitet.

Zur Extraktion der Fette aus den Cerumenproben wurden 5 ml der Chloroform/
Methanolmischung 2:1 (0,02% BHT) auf die Probe gegeben. Die Aufarbeitung erfolgte

analog den Plasmaproben, die Extraktion wurde zweimal wiederholt.

3.3.2 Transmethylierung der Fettsiuren

Die Fettextrakte nach 3.3.1 wurden unter einem Stickstoffstrom unter leichter Erwadrmung
(37°C) zur Trockene eingedampft. Die alkalische Transmethylierung der gebundenen Fette in
Plasma- und Erythrozytenproben erfolgte in Anlehnung an Oette et al. [Oette et al. 1968].
Dazu  wurde das trockene  Rohfett —mit  Transmethylierungsreagenz (3%

Natriummethylatldsung  in ~ Methanol')  unter =~ Wasserausschluss in  einem

! Methanol vor dem Losen des Natriummethylates tiber Na,SO, trocknen, die Losung muss jeden Tag frisch

angesetzt werden
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Zentrifugenschraubglasgefdl mit Teflondichtung 60 Minuten bei 60°C unter regelméfigem
Schiitteln inkubiert. Fiir Plasmaproben wurden 3 ml bei den Erythrozytenproben 2 ml
Transmethylierungsreagenz zugesetzt.

Nach Abkiihlen der Mischung wurde eine dquimolare Menge an Salzsdure zur Neutralisation
und Inaktivierung der Reaktion zur Probe gegeben. Die entstanden Fettsduremethylester
(FAME) wurden zweifach mit 3 ml Hexan extrahiert und die vereinigten Extrakte auf 350 pl
eingeengt. Das Konzentrat wurde in GC-Probengefdfle {tberfiihrt und konnte nach
Versiegelung mit einer Metallkappe mit Teflondichtung bei -80°C bis zur Analyse gelagert
werden.

Das Rohfett der Cerumenproben wurde mit 2 ml einer methanolischen Bortrifluorid- Lésung
(10% w/w) versetzt und 1h bei 80°C erhitzt. Der Extrakt wurde anschlieend mit 1 ml Wasser
versetzt, die FAMEs zweifach mit 2ml Hexan extrahiert, auf 100 pl eingeengt, in GC-
Probengefifle, die mit Glasinserts versehen wurden, tiberfiihrt und ebenfalls versiegelt. Da die
Inserts bei -80°C zerspringen, wurden die Proben bei -20°C bis zur Analyse gelagert.

Das Ol der Supplemente wurde mit methanolischer Natriummethylatldsung transmethyliert.

3.3.3 Gaschromatographie- Flammenionisationdetektion

Die Analyse der FAMEs erfolgte gaschromatographisch in Kombination mit einem
Flammenionisationsdetektor (FID). Die Identifizierung der einzelnen Fettsduren erfolgte mit
einer FAME-Standardmischung (Supelco) (Abbildung 3-2), Docosatetraensdure und
Docosapentaensdaure mit Einzelstandards. War eine Identifizierung mit den externen
Standards nicht moglich, wurden die Proben zusétzlich mit jeweiligen Fettsduremethylester-
Einzelstandards dotiert.

Die Auswertung erfolgte entsprechend der géingigen Praxis tliber die 100%- Methode, in der
die Flachen aller Signale summiert und die relative Menge der einzelnen identifizierten
Signale berechnet wurde. Da es sich um eine relative Methode handelte, konnte auf die

Korrektur mit einem externen oder internen Standard verzichtet werden.
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GC-Chromatogramm des Fettsduremethylester (FAME)-Standards (Sdule
FFAP; GC-Bedingungen gemdfs Interventionstudie )

Bezeichnet sind nur die fiir die nachfolgenden Analysen relevanten Fettsduren
1:  kurzkettige  Fettsauren;, 2:  Myristinsdure;,  3:Myristoleinsdure;
4:Palmitinséiure; 5: Palmitoleinsdure; 6: Stearinsdure; 7: Olsdure; 8:
Linolsdure; 9: y- Linolensdure; 10: a- Linolensdure; 11: Arachinsdure; 12: w-
6 FEicosatriensdure (Di- homo-y- Linolensdure); 13: Arachidonsdure, 14: w-3
Eicosatriensdure; 15: w-3 Eicosapentaensdure; 16: Behensdure; 17:

Lignocerinsdure; 18: Docosahexaensdure

3.3.4 Gaschromatographie- Massenspektroskopie (GC-MS)

Die aufgearbeiteten und methylierten Cerumenproben wurden zusitzlich mit Hilfe der GC-

MS vermessen. Die Messung erfolgte in Kooperation mit PD Dr. Friedhelm Marx und Heinz

Fabricius (Institut fiir Lebensmittelwissenschaften der Universitit Bonn).

3.3.5 Probennahme Blut und Cerumen

Zur Blutentnahme wurde das Vacutainer®-System (Becton Dickinson) in Kombination mit

10 ml ETDA-beschichteten Plastikrohrchen (S-Monovetten) verwendet. Die Blutproben

wurden unmittelbar nach der Entnahme bei 5000 U/min (4°C) zentrifugiert und der

Plasmaiiberstand in ein PP- Rohrchen iiberfiihrt. Nach zweimaligem Waschen mit 0,9% NaCl

(w/v) und erneutem Zentrifugieren, wurden die Erythrozyten ebenfalls in ein PP- Réhrchen

tiberfiihrt. Die Proben wurden bis zur Analyse bei -80°C eingefroren.
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Cerumen wurde mit Hilfe handelsiiblicher Wattestdbchen (Bel Nature Hartmann), welche mit
fettfreiem Vlies (Vliwasoft Lohmann Rauscher) umwickelt waren, von den Probanden selbst
entnommen. Das Vlies wurde direkt, ohne Wattestdbchen, in ein Glaszentrifugenschraubgefal3
tiberfiihrt und bei -20°C bis zur Analyse gelagert.

Da eine Trennung des Cerumens vom Vlies vor der Fettextraktion nicht moglich war, wurde

im Vorfeld sichergestellt, dass das Vlies keinen storenden Einfluss auf die Analytik hatte.

3.4 Interventionstudien

3.4.1 Bestimmung des Fettsiuremusters in Plasma, Erythrozyten und Cerumen nach

Supplementierung mit Fischolkapseln

In dieser Studie wurden 3 Probandinnen handelsiibliche Fischolkapseln (Ameu Omega
Pharma GmbH, gemil Herstellerangaben: 70 mg EPA, 50 mg DHA/Kapsel) verabreicht.
Studiendauer war 12 Wochen, dabei wurden von den Probanden 2 Kapseln am Tag vor einer
beliebigen Mahlzeit eingenommen, dies entsprach 1 g Fischol pro Tag, Probennahme erfolgte
zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 10 und 12 Wochen. Untersucht wurde die
Fettsdurezusammensetzung in Plasma, Erythrozyten und Cerumen.

Die Probanden waren Freiwillige des Institutes fiir Biochemie und Molekularbiologie I der
Universitidt Diisseldorf, alle weiblich (27-29 Jahre). Nach Maoglichkeit sollten moglichst
wenige Fischmahlzeiten wihrend der Studie verzehrt werden. Am Tag vor der Blutentnahme
sollte auf Alkohol und fettreiche Mahlzeiten verzichtet werden. Die Blutentnahme erfolgte
niichtern.

Von einem Probanden waren keine Blutproben zu den Zeitpunkten 2 und 6 Wochen zu
entnehmen. Von einem anderen Probanden liefen sich die Erythrozyten zum Zeitpunkt 10
Wochen nicht analysieren.

Die Analyse der Blut- und Cerumenproben erfolgte gemifl Abschnitt 3.3. Folgende

gaschromatographischen Bedingungen wurden angewendet:
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Tabelle 3.2 GC- Bedingungen: Fischolstudie

Blut Cerumen
N FFAP (Crossbond Carbowax PEG fiir freie Fettsduren,
Sdule
30m 250um)
Trigergas Stickstoff, Druckkontrolliert: 70 kPa
Injektionsvolumen Plasma: 2 pl Erythrozyten: 3 ul 2 ul
Split 1:10
Injektortemperatur 240°C
. 190°C — 230°C
150°C — 190°C (20°C/min) — '
Ofenprogramm ) ] (1°C/min) (30
235°C (1°C/min) (35 Minuten) ‘
. Minuten)
Detektor 260°C 240°C
Make-Up-Gas Synthetische Luft
FID-Gas Wasserstoff
Auswertesoftware Total Chrom von PE

Cerumenproben wurden zusétzlich mittels GC-MS vermessen. Daflir wurden folgende

Bedingungen gewihlt:
GC Delsi DI der Fa. Delsi- Nermag (Frankreich)
Saule BPXS5, Lange 25m, 0,22 mm i.D., 0,25um Filmdicke
Tragergas Helium druckkontrolliert 0,5bar
Injektionsvolumen 1 ul
Split 1:20
Injektortemperatur 310°C
Ofenprogramm 130°C — 310°C (5°C/min)
Detektortemperatur 260°C
Temperatur der Transferleitung
zur MS: 240°C
Massenspektrometer Automass 60 (Quadrupol- Technik)
Ionenquelle 200°C; EI-Modus, 70eV
Multiplier-Spannung 800V
Massenbereich 41-500 m/z
Auswertesoftware Delsi-Nermag Lucy Version 3.22
Spektrenbibliothek: NIST Gaithersbury USA
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3.4.2 Interventionsstudie I: Effekte der oralen Applikation von Leinsamenol
und Borretschol auf die Haut
Interventionsstudie II: Effekte der oralen Applikation von Leinsamenol

und Distelol auf die Haut

In der ersten Studie wurde der Einfluss von Leinsamendl (Linum usitatissimum; o-
linolensdurereich) und Borretschdl (Borago officinalis; y-linolensdurereich) auf das
Fettsduremuster im Blut und auf Eigenschaften der Haut iiberpriift.

Dafiir wurden je 15 weiblichen Probanden iiber einen Zeitraum von 12 Wochen
entsprechende Nahrungssupplemente in Form von 4 Weichgelatinekapseln (2 Kapseln
morgens, 2 abends) gegeben. Die Zusammensetzung der Kapseln ist in Tabelle 3.3
wiedergegeben. Die Placebogruppe (ebenfalls 15 Probanden) erhielt Kapseln mit kurzkettigen
triglyceridisch gebundenen Fettsduren. Diese Studie wurde monozentrisch, randomisiert und
doppelblind durchgefiihrt.

Folgende Bedingungen wurden an die Probandinnen gestellt:

Alle Studienteilnehmerinnen waren zwischen 20-65 Jahre alt und hatten einen BMI von 18-
25kg/m>2. Uber die Altersverteilung in den verschiedenen Gruppen gibt Tabelle 3.4 Auskunft.
Der Gesundheitszustand war allgemein gut, alle Probandinnen waren Nichtraucher, weder
schwanger noch in der Stillphase. Bekannte Malabsorptionskrankheiten, Lebererkrankungen
und Erkrankungen des Lipidstoffwechsels wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die Einnahme
von fiir die Studie relevanten Medikamenten und von Vitaminsupplementen wurde ebenfalls
ausgeschlossen. Die  EBgewohnheiten sollten normal sein. Die Haut der
Studienteilnehmerinnen sollte sensitiv und trocken sein. Sie sollten keine photosensitiven
Erkrankungen aufweisen, intensives Sonnenbaden in den Monaten vor und wéhrend der
Studie war untersagt. Die Probanden der Studie wurden vom Dermatologischen Institut in
Witten- Herdecke rekrutiert, sie erhielten alle detaillierte Informationen iiber den Ablauf der
Studie und gaben ihr schriftliches Einversténdnis.

Abweichend zu dieser Studie wurde in der Interventionsstudie II jeweils 13 Probandinnen 4
Kapseln (2 morgens, 2 abends) ebenfalls Leinsamendl, 13 Probandinnen jedoch Distel6l
(Carthamus tinctorius, linolsdurereich) gegeben. Diese Studie wurde doppelblind
durchgefiihrt. Weitere Bedingungen entsprechen der Interventionsstudie I. Angaben iiber die
Altersverteilung ist nur flir das gesamte Probenkollektiv mdglich und in Tabelle 3.5
aufgefiihrt. Die Interventionsstudie II wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Karin Neukam

durchgefiihrt und ist ebenfalls in ihrer Dissertation aufgefiihrt [Neukam Dissertation 2006].
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Tabelle 3.3  Zusammensetzung der in den Interventionsstudien verwendeten Ole

Leinsamenol Borretschol Distelol Placebo
) 555mg 555 mg 559mg 565 mg
Olmenge pro Kapsel | (a-Linolensdure: (y-Linolensdure: (hauptséchlich
(Hauptbestandteil) 227mg) i.e. 125 mg) Capryl- und
Caprinsédure)
a- Tocopherolgehalt
pro Kapsel 2,5mg 2,5mg o o
Rosmarinextrakt
Gehalt pro Kapsel 0,83 mg T 0,83 mg B

Tabelle 3.4  Probanden in Interventionsstudie I; unterteilt in verschiedene Altersgruppen

Anzahl der Probanden in jeder Altersgruppe (n)

Leinsamenol- Borretschol- Placebo-

Gruppe Gruppe Gruppe
20-30 Jahre 2 7 3
31- 40 Jahre 1 4 4
41- 50 Jahre 7 3 4
51-60 Jahre 4 1 3
61- 65 Jahre 1 - 1

Tabelle 3.5 Probanden der Interventionsstudie 11; unterteilt in verschiedene Altersgruppen

Anzahl der
Probanden in jeder
Altersgruppe (n)
20-30 Jahre 4
31- 40 Jahre 6
41- 50 Jahre 12
51-60 Jahre 3
61- 65 Jahre 1
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3.4.3 Blutuntersuchungen Interventionsstudien

3.4.3.1 Bestimmung der Fettsiuremuster in Plasma und Erythrozyten

Die Bestimmung des Fettsduremusters erfolgte gemaf Abschnitt 3.3; Gaschromatographische

Bedingungen siehe Tabelle 3.6:

Tabelle 3.6  GC- Bedingungen Interventionsstudien

Interventionsstudie I

Interventionsstudie 11

FFAP (Crossbond Carbowax PEG

50 %-Cyanopropylmethyl-50 %-

Saule fiir freie Fettsduren, 30m 250um) phenylmethylpolysiloxan,
320 pum /30 m
Tragergas Stickstoff, druckkontrolliert: 70 kPa | Stickstoff, druckkontrolliert: 50 kPa
Plasma, Nahrungssupplemente 2 pl;
Injektionsvolumen
Erythrozytenproben 3 pl
Split 1:10
Injektortemperatur 240°C 230°C
150°C—190°C (20°C/min) — 120°C—160°C (20°C/min)
Ofenprogramm ) ] ) )
235°C (2°C/min) (35 Minuten) —220°C (1°C/min) (30 Minuten)
Detektor 260°C
Make-Up- Gas Synthetische Luft
FID- Gas Wasserstoff
Auswertesoftware Total Chrom

3.4.3.2 Triglyceride

Die Triglyceridkonzentration wurde zu den Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen nur in den

Plasmaproben der Interventionsstudie I untersucht. Die Bestimmung erfolgte durch die

Medizinischen Laboratorien Dusseldorf.
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3.4.3.3 HPLC- Analytik der Carotinoide

Die Konzentrationsbestimmung der Carotinoide und Tocopherole im Plasma wurde analog in
beiden Studien gleich durchgefiihrt. Dafiir wurden in einem PP-Reaktionsgefdl 150ul
Blutplasma mit 1 ml Kaliumphosphatpuffer® gemischt. Zur Proteinfillung wurde 1 ml
Ethanol, als interner Standard [-apo-8’-carotenol zugefiigt. Nach Zufiigen von 6 ml
Extraktionsmittel (Hexan/Dichlormethan 5:1 + 0,01% BHT) wurden die Proben 1 Minute
geschiittelt und 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt, wiederum geschiittelt und zur
Phasentrennung bei 5000 U/min 10 Minuten zentrifugiert. 5 ml der organischen Phase wurde
in ein neues PP-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und unter Stickstoffstrom zur Trockene
eingedampft. Mit Diethylether wurde die Wand der Rohrchen gespiilt und erneut getrocknet.
Der Riickstand wurde in 20 pl Dichlormethan und 200 pl FlieBmittel (Mobile Phase)
aufgenommen, in HPLC-Mikroinserts iiberfiihrt und mit Hilfe der HPLC vermessen. Die
HPLC- Bedingungen sind in Tabelle 3.7 aufgefiihrt.

Tabelle 3.7 HPLC- Bedingungen: Carotinoidanalytik

Saule: pKb-100, 25 cm x 4,6 mm, 5 pm
Mobile Phase Methanol: ACN:Propanol (54:44:2)
Gradient Isokratisch

Fluss: 1 ml/min
Temperatur: 20°C

UV-VIS Detektion 450 nm
Injektionsvolumen: 50 pul

% KH,PO, 2 mM, K,HPO, 2 mM, EDTA 0,3 mM; pH 7,2
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3.4.4 Untersuchung der Oberflichenstruktur, der Hydration, des transepidermalen

Wasserverlustes und der Sensitivitat der Haut

Folgende Untersuchungen wurden in Kooperation in dem Institut fiir Dermatologie der

Universitdt Witten Herdecke durchgefiihrt; analog in beiden Interventionsstudien:

3.4.4.1 Bestimmung der Oberflichenstruktur der Haut mittles SELS-Verfahren
(SELS= Surface Evaluation of Living Skin) [Tronnier et al. 1999]

Bei dem SELS-Verfahren handelt es sich um eine Messung der Oberflachenstruktur der Haut.
Dabei wird unter Speziallicht die Oberfliche photographisch mit einer CCD Kamera
dargestellt. Das aufgenommene Bild wird anschlieBend mittels Skinviviometer-Software
elektronisch verarbeitet und analysiert. Die Software wertet dabei 4 verschiedene
Hautparameter aus: Schuppigkeit, Rauhigkeit, Glatte und Faltigkeit. Die Ergebnisse werden in
relativen Einheiten [A.U.] angegeben.

Abb. 3-3 Messung der Oberflichenstruktur der Haut mit dem SELS-Verfahren

3.4.4.2 Messung der Hauthydration und des transepidermalen Wasserverlustes

(TEWL) [Heinrich et al. 2003a; Rodrigues et al. 2004]

Die Hauthydration wurde mit Hilfe des Corneometers CM 825® bestimmt. Es handelt sich
hierbei um eine kapazitative Messmethode, die ausnutzt, dass sich je nach Wassergehalt im
Stratum corneum die dielektrischen Eigenschaften éndern.

Der TEWL wurde mit dem Tewameter TM 300® bestimmt. Bestimmt wird der
kontinuierliche Wasserverlust {iber die Haut an die Umgebung, nicht der Verlust durch
aktives Schwitzen. Der TEWL kann als Mal} fiir die Barrierefunktion der Haut angesehen

werden.
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3.4.4.3 Nicotinat- Test [Primavera et al. 2005]

Beim Nicotinattest wird durch topische Applikation von 0,25% Nicotinatlosung (Spl/cm?)
eine Entziindung hervorgerufen. Nach einem festgelegten Zeitraum wird die R6tung mit Hilfe
eines Chromameters vermessen (siche Abbildung 3-4). Die Hautfarbe vor und nach der
Entziindung wird in Relation gesetzt und als A-a Einheiten angeben. Zusdtzlich wurde der
kapillare Blutfluss mit Hilfe des O2C® Systems (oxygen to see) bestimmt. Das Messprinzip
beruht auf dem Laser-Doppler-Effekt. Neben der Rotung ist ein gesteigerter Blutfluss ein
Charakteristikum einer Entziindung. Der Messwert wurde in relativen Einheiten [A.U.]

angegeben.

A B

Abb. 3-4 Nicotinattest
A: Applikation der Nicotinatlosung

B: Bestimmung des Aa-Wertes mit dem Chromameter CR 300
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3.5 Methoden Zellkultur

3.5.1 Allgemeine Zellkultur

3.5.1.1 Zelltyp

Die hier vorliegende Arbeit wurde mit gesunden humanen Hautfibroblasten (HdF) von
Praeputien eines ménnlichen Spenders durchgefiihrt. Die Zellen wurden freundlicherweise
von Prof. Dr. Peter Brenneisen und Dr. Dominik Stuhlmann (Institut fiir Biochemie und
Molekularbiologie I, Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) zur Verfiigung gestellt. Zellen

wurden bis Passage 20 kultiviert und genutzt.

3.5.1.2 Stammbhaltung und Anzucht der Zellen
Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) in einer

wasserdampfgesittigten, 37°C warmen Atmosphédre mit 5% Kohlendioxid kultiviert. Das
Medium wurde mit 10% hitzeinaktiviertem fotalen Rinderserum (FBS), 2mM Glutamax und
Penicillin/Streptomycin (20mg/ml) (Komplettmedium) supplementiert. Nach Erreichen einer
80-90% igen Konfluenz wurden die Zellen mit Phosphat-Puffer (phosphat buffered saline —
PBS®) gewaschen und anschlieBend mit Trypsin-EDTA (50% in PBS) abgelost. Nach 2-3
Minuten wurde die Reaktion mit Anzuchtmedium gestoppt und die resuspensierten Zellen in
entsprechende Kulturschalen bzw. Kulturflaschen {iiberfiihrt. Das Teilungsverhiltnis fiir
Kulturflaschen betrug 1:5, fiir Kulturschalen wurden die Zellen zusitzlich 1:5 bis 1:10
verdiinnt. Bis zum Erreichen der gewiinschten Zelldichte wurde das Kulturmedium alle 3-4

Tage gewechselt.

3.5.1.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zellen wurden in moglichst frithen Passagen kryokonserviert. Dafiir wurde nach dem Abldsen
der Zelle mit Trypsin/EDTA die entstandene Zellsuspension zentrifugiert (ca. 2000 U/min, 5
Minuten). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet im Einfriermedium (DMEM,
20% FBS und 10% DMSO; Konzentration 10° Zellen/ml) aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde in spezielle Kryordhrchen {iberfiihrt und bei -80°C eingefroren.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese bei Raumtemperatur ziigig angetaut und in 75cm?
Kulturflaschen {iberfithrt. Zur Vermeidung von Membranschdden durch das enthaltene

DMSO, wurde das Medium spétestens nach 24h gewechselt.

3 Selbst hergestellt: NaCl 140mmol/l, KCl 2,68mol/l, Na,HPO,H,0,KH,PO, 1,47mmol/l; pH 7,2-7,4
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3.5.1.4 Inkubationsbedingungen und Bestrahlung der Zellen

Die Zellen wurden, soweit nicht anders beschrieben, in Kulturschalen bis zur 90% igen
Konfluenz kultiviert. Vor der Inkubation wurden die Zellen 24h in einem Medium, welches
3% FBS enthielt, kultiviert.

Aus den Carotinoidstammldsungen (siehe Abschnitt 3.1.1) wurden durch Verdiinnen in 3%
FBS- haltigen Kulturmedium Carotinoidlosungen der Konzentration 10 pmol/l hergestellt.
Die THF- Endkonzentration betrug dabei 0,1%. Ein Medium fiir die Kontrollzellen nur mit
Losemittel wurde ebenfalls hergestellt. Die Carotinoidlésungen wurden fiir jede
Versuchsreihe frisch angesetzt. Die Inkubationzeit mit den Substanzen betrug 24h.

Nach der Inkubation wurden die Zellen zweifach mit PBS und einmal mit Hank’s Buffered
Saline (HBSS) gewaschen. AnschlieBend wurden die Kulturschalen mit HBSS iiberschichtet
und die gedffneten Kulturschalen mit UV-A (Biosun) bestrahlt. Die Intensitit der Bestrahlung
wird widhrend der Bestrahlung regelmédBig und automatisch bestimmt, sie betrug
durchschnittlich 4,8 mW/cm?. Daraus berechnete sich je nach gewliinschter Bestrahlungsdosis

die Bestrahlungszeit. Sie betrug z.B. fiir eine Dosis von 10 J/cm? UV-A zwischen 32 und 40

Minuten.
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Abb. 3-5 Spektren der Bestrahlungssapparatur Biosun (Fa. Vilbert Lourmat)

3.5.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der Zellproben erfolgte nach Bradford [Bradford 1976] mit einer
handelsiiblichen Fertiglosung der Firma Sigma. Die Reaktion basiert auf einer
Komplexbildung von Brilliant Blau G mit den Proteinen. Die Menge des gebildeten
Komplexes ist direkt proportional zur Proteinkonzentration. Die Fertiglosung ist geeignet fiir
Proteinldsungen mit einer Konzentration zwischen 0,1-1,4 mg/ml. Die Probenlysate aus den

einzelnen Versuchen wurden entsprechend verdiinnt (Tabelle 3.8).
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Nach Zusammenfiigen des Zelllysates und der Bradfordldsung in einer Kunststoffkiivette
wurden die Proben nach mindestens 5 Minuten Reaktionszeit im Photometer bei 590 nm
vermessen. Zur Konzentrationsberechnung wurde jeweils eine Regressionsgerade mit
Rinderserumalbumin erstellt.

Die hier verwendeten HdF- Zellen hatten eine durchschnittliche Proteinmenge von 2,6

ng/Zelle. Die Zellzahl wurde mit der Neubauer Zahlkammer bestimmt.

Tabelle 3.8  Verdiinnung der Probenlysate zur Proteinbestimmung nach Bradford
(Zelllysat: Bradford:H>0)

Menge
Versuch Bradford [pl] H,O [ul]
Zelllysat [ul]
Western Blot (Abschnitt 3.5.8) 6 500 500
MDA (Abschnitt 3.5.6) 5 85 20

3.5.3 Bestimmung der Zellviabilitit SRB-Assay [Skehan et al. 1990]

Bei dem SRB-Assay handelt es sich um einen in-vitro Toxizitétstest bei dem die negativ
geladenen Sulfoniumgruppen von Sulforhodamin B mit den positiven Gegenionen der
Aminosduren von zelluldren Proteinen elektrostatisch gebunden werden. Die Proteinmenge

korreliert mit der Zellzahl. Sulforhodamin B lédsst sich photometrisch vermessen.

CHs CHs

Abb. 3-6 Struktur von Sulforhodamin B
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Die Zellen wurden fiir den Test geméfl Abschnitt 3.5.1.4 in ,,24-Well-Platten kultiviert. Nach
Absaugen des Kulturmediums wurde 4°C kalte Trichloressigsdure (10% w/v) zur Fixierung
auf die Zellen gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit bei 4°C wurden die Platten
mehrfach mit bidestillierten Wasser gewaschen. Nach Trocknung der Zellen bei
Raumtemperatur wurden, zur Bildung des Sulforhodamin-Protein-Komplexes, die fixierten
Zellen in 400 ul SRB-Losung (0,4% w/v) 10 Minuten inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff
wurde anschlieBend mit 1% iger Essigsdure (v/v) entfernt.

Nach erneuter Trocknung wurde der Farbstoff mit 130 pL TRIS-Losung (10 mmol/l)
resuspendiert. Die photometrische Messung erfolgte nach Uberfiihrung der TRIS-SRB-
Losung auf eine ,,96-Well*“ Platte bei 492 nm in einem Elisa Plate- Reader. Die Absorption
von Schwebeteilchen wurde bei 620 nm gemessen und vom urspriinglichen Messwert
abgezogen.

Zusitzlich wurde die Morphologie der Zellen mit Hilfe einer Digitalkamera (C4742)

dokumentiert.

3.5.4 Messung von DCF als Marker fiir die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

ROS- Spiegel in der Zelle lassen sich mit DCF-DA (Dichlorofluorescein-diacetat)
untersuchen. Der Farbstoff ist zellmembranpermeabel und wird nach Spaltung der
Estergruppen durch zelleigene Esterasen impermeabel. Durch reaktive Sauerstoffspezies wird
der Farbstoff zu DCF (Dichlorofluorescein) oxidiert. Diese Verbindung ldsst sich bei einer
Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 520 nm nachweisen.
Fiir die Messung wurden die Zellen in einer ,,24-Well-Platte* bis zur Konfluenz kultiviert.
Abweichend vom allgemeinen Inkubationsprotokoll (Abschnitt 3.7.1.4) wurden die Zellen
jedoch in FBS-freien Medium 24h konditioniert. Unmittelbar nach der Bestrahlung gemal
Protokoll wurde das HBSS-Medium entfernt und mit 0,5 ml einer DCF-DA-L&sung (100 uM
in HBSS?) iiberschichtet. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz 85 Minuten im 5 Minuten
Intervall gemessen. Dabei wurde jede Probe 30 mal vermessen und {iber alle gemessenen

Werte gemittelt.

4 hergestellt aus einer 100 mM DCF-DA-Lésung in DMSO durch eine 1:1000 Verdiinnung in HBSS,

Stammldsungen wurden wochentlich (Lagerung bei -20°C), Arbeitslosungen téglich hergestellt
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3.5.5 Bestimmung der Lipidperoxidation: Malondialdehyd (MDA)-Analytik
MDA ist ein Marker der Lipidperoxidation. Die Methode wurde in Anlehnung an publizierte
Methoden entwickelt [Eichler et al. 2002; Morliére et al. 1990)

MDA regiert mit Thiobarbitursdure (TBA) zu einem Thiobarbitursdure- Dialdehydkomplex
(Abbildung 3-7), der mittels HPLC analysiert wird.

HS. _N._ _OH Ss. _N._ _OH N. _SH
| N Y N HO ~
2 N~ + oHc” “cHo —= NY:CH—CH:CH S N+ 2H0
OH OH OH
TBA MDA

Abb. 3-7 Reaktion von Malondialdehyd mit Thiobarbitursdure

3.5.5.1 Probenvorbereitung

Zur Bestimmung wurden mit konfluenten Zellen Inkubationsschalen (d=9 cm) 24h mit FBS
freiem Medium inkubiert und anschlieBend nach Protokoll behandelt (abweichend wurden die
Carotinoide in FBS-freiem Medium geldst). Nach Bestrahlen wurden die Zellen 1,5h auf
HBSS-Puffer inkubiert (Inkubator, 37°C). MDA geht dabei in den Puffer iiber. Anschlieend
wurden die Zellen mit einem Zellschaber geldst und eine homogene Mischung von Zellen und
Medium in ein Reaktionsgefd3 tiberfiihrt. Die Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -80°C
gelagert.

3.5.5.2 Probenaufarbeitung

Zu 150 pL Zelllysat wurden 200 pL 0,4% (w/v) TBA Loésung und 50 pL 0,05% (w/v) BHT-
Losung gegeben. Zur Bildung des Komplexes wurde die Mischung 30 Minuten auf 95°C
erhitzt und anschlieBend direkt auf Eis gekiihlt. Stérende Zellbestandteile wurden durch
10miniitiges zentrifugieren bei 20000 U/min (4°C) beseitigt. Eine Regressionsgerade wurde

mit Tetramethoxypropan erstellt.

3.5.5.3 HPLC-Bedingungen

Die Auftrennung erfolgte mittels HPLC, die Identifizierung und die Quantifizierung mit Hilfe

eines Fluoreszenzdetektors. Folgende HPLC-Bedingungen wurden angewendet:
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Tabelle 3.9 HPLC- Bedingungen: MDA-Bestimmung

Séule: LiChrospher-100 RP-18 endcapped

50mM Natriumphosphatpuffer (pH
Mobile Phase 5,5; eingestellt mit Na,HPO,)/
Methanol (6:4) pH 6,5

Gradient Isokratisch

Fluss: 1 ml/min

Temperatur: 20°C

Fluoreszenz- Anregungswellenldnge: 513 nm,
Detektion Emissionswellenlédnge: 553 nm
Injektionsvolumen: 50 ul

Das Ergebnis wird auf die Proteinkonzentration normiert und als nmol MDA/mg Protein

angegeben.

3.5.6 Bestimmung der Zell- Zell- Kommunikation iiber Gap Junctions (GJC)

Zur Bestimmung der GJC wird der Farbstoff- Transfer- Assay angewendet. Das Prinzip des
Kommunikationsassay beruht auf der Diffusionsféhigkeit des Farbstoffes Lucifer Yellow CH
durch die Gap Junctions (Zellkanéle) der Zellmembranen. Unspezifische Diffusion durch
intakte Zellmembranen kann dabei ausgeschlossen werden, da die Sulfonatgruppen dieses
Farbstoffes bei physiologischem pH- Wert (7,4) aufgrund des niedrigen pKa- Wertes, als

Anion vorliegen. Intakte Membranen sind flir diesen wasserloslichen Farbstoff impermeabel.

NH
®
035 S05°
9 N o
.
HNYN—NHZ

O

Abb. 3-8 Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow
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Verwendet wurde flir diesen Assay eine fiir Zellen nicht toxische Konzentration von 10%
(w/v) Lucifer Yellow CH in 0,33M LiCls-Losung. Zur Messung wurde eine
Geriatekombination aus einem inversem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 100), einem
Mikromanipulator (FemtoJet) und einem semiautomatischen Mikroinjektor (Injekt Man)
verwendet. 50- 200 Femtoliter der Lucifer Yellow Losung wurden dabei mittels Femtotip bei
einem Injektionsdruck von 150 hPa, einem Kompensationsdruck von 50 hPa und einer
Injektionsdauer von 0,5 sec in das Zytoplasma einer Zielzelle injiziert. Nach einer Minute
wurden die durch Diffusion abgefarbten benachbarten Zielzellen ausgezéhlt (Abbildung 3-9).
Die Anzahl der benachbarten, fluoreszierenden Zellen stellt ein direktes Mal3 fiir die
interzellulare Kommunikation dar [Bertram et al. 1994]

Die Anregungswellenlédnge betrug 428 nm, die Emissionswellenldnge 536 nm.

Die Zellen wurden fiir den Assay in Kulturschalen (d=35mm) kultiviert und nach
allgemeinem Versuchsprotokoll inkubiert und bestrahlt. Inkubiert wurden die Zellen mit
Astaxanthin und Canthaxanthin, bestrahlt wurde mit 10 J/cm? UV-A Messungen wurden 3,6
und 24h nach der Bestrahlung durchgefiihrt.

Fiir die Messung der ZZK wurden bei jeder Testreihe pro Kulturschale jeweils in 10 zufillig
ausgewdhlte Zellen der Farbstoff Lucifer Yellow injiziert. Die Ergebnisse der 10

Einzelmessungen wurden gemittelt.
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Absorption
Fluorescence emission

,/k i
300 30 400 450 500 550 600 650 70O
Wavelength (nm)

Abb. 3-9 Fluoreszenz-Farbstoff-Assay
A: Schematische Darstellung [Ale Agha 2003 Dissertation]
(1: Kontrolle, 2: erhéhte GJC nach Stimulation der ZZK, 3: Injektionsnadel
und fluoreszierende Zellen im Mikroskop)

B: Absorptions- und Emissionsspektrum des Fluoreszenzfarbstoffs Lucifer

Yellow CH.
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3.5.7 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und

immunologischer Nachweis von Proteinen (Western Blot)

3.5.7.1 Probenvorbereitung

Die Expression folgender Proteine wurden mit diesem Assay nachgewiesen: Connexin 43
(Cx43), N-Cadherin, B-Catenin, Himoxygenase-1 (HO-1).

Dafiir wurden Zellen gemill Protokoll (Abschnitt 3.7.1.4) in kultiviert, inkubiert und
bestrahlt. Inkubiert wurde mit Astaxanthin und Canthaxanthin. AnschlieBend wurde das
Gesamtprotein extrahiert. Daflir wurden die Zellen zweimal mit kalten PBS gewaschen und
mit Lysispuffer (Tabelle 3.10) lysiert. Die Menge des Gesamtproteins betrug ungefdhr 1
mg/ml Lysispuffer. Die Proben wurden bis zur Bestimmung bei -80°C in Eppendorf
ProbengefdBlen gelagert. Unmittelbar vor der Elektrophorese wurden die Proben mit
Ultraschall behandelt und die Proteinmenge mittels Bradford (Abschnitt 3.5.2) bestimmt. Zum
Zelllysat wurde Dithiothreitol- Blaupuffer (Tabelle 3.10) hinzugefiigt. AnschlieBend wurden
die Proben 5 Minuten bei 95°C erhitzt und direkt auf Eis gegeben.

Tabelle 3.10 Zusammensetzung  Puffer  zur  Probenaufarbeitung  fiir — die  SDS

Gelelektrophorese
Blaupuffer (5x, pH 6,8) Lysispuffer RL+ (pH 7,4)

SDS 10% TRIS 20 mM

TRIS 0,25 M NaCl 139 mM

Saccharose 30% NaF 10 mM

Bromphenolblau 0,1% (w/v) Na-Pyrophosphat-10 H,O 9,9 mM

DTT eine Spatelspitze frisch
TritonX-100 1%

zugesetzt

EDTA pHS8 4 mM
EGTA pHS 4 mM
Na-Vanadat 1,6 mM
B-Glycerolphosphat
Zusétzlich wurde eine Tablette Complete
Proteaseinhibitor je 50ml Puffer hinzugefiigt
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3.5.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Page (SDS: Sodiumdodecylsulfat) werden Proteine in einem SDS-haltigen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Wandergeschwindigkeit der Proteine im elektrischen Feld
ist abhingig von ihrem Molekulargewicht und der Porengrofe des Gels. Um eine optimale
Trennung der gewliinschten Molekiile zu erhalten, sollte die Porengrofe des Geles auf die
MolekiilgroBe abgestimmt sein. Fiir die hier untersuchten Proteine eigneten sich Gele mit
einer 10% Acrylamid- Bisacrylamidkonzentration.

Gele wurden in Plastikgelkassetten (Invitrogen; 10x10 cm) gegossen und feucht verpackt bei
4°C gelagert (Zusammensetzung siche Tabelle 3.11)

Nach der Aufarbeitung der Proben gemi3 Abschnitt 3.5.7.1 wurden fiir Cx43 25 pg und fiir
die restlichen Proteine 50 ng Gesamtprotein aufgetragen. Die Trennung erfolgte in einem
SDS- Laufpuffer (50 mmol/l TRIS, 384 mmol/l Glycin, 3,47 mmol/l SDS) bei 25 mA/Gel im
Sammelgel und bei 40 mA/Gel im Trenngel. Als Protein Marker wurden 8 pl ,,Prestained
Protein Marker* (19-119 kDa) verwendet.

Tabelle 3.11 Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel

Trenngel pH= 8,8 Sammelgel pH 6,8
10% Polyacrylamidgel 5% Polyacrylamidgel
Bidestilliertes Wasser 48% 70,6%
TRIS 25% (1,5 mol/l, pH 8,8) 13% (1 mol/l, pH 6,8)
SDS 1% 1%
Acrylingls(lil-ntlchr;/olamld- 550, 14.8%
TEMED 0,1% 0,1%
APS 10% in H,O (v/v) 1% 1%

3.5.7.3 Western Blot (Semi-Dry-Blot)

Beim Semi- Dry- Blot werden die Proteine im elektrischen Feld vom SDS- Gel auf eine
Nitrocellulose- Membran iibertragen und anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen. Der Proteintransfer erfolgte in einem diskontinuierlichen Puffersystem
bestehend aus 2 verschiedenen Anodenpuffern und einem Kathodenpuffer (Tabelle 3.12).

Je Puffer und Membran wurden 2 ,Blottingpapiere in Gelgrofle in verschiedene Puffer
getrinkt. Die Nitrocellulosemembran wurde durch bidestilliertes Wasser aktiviert und

ebenfalls kurz im Anoden 2- Puffer getrdnkt. Das Gel der Elektrophorese wurde kurz mit
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Kathodenpuffer befeuchtet. AnschlieBend wurden die ,,Blottingpapiere®, die Membran und
das Gel im Blotter Iluftblasenfrei zusammengesetzt (2 Blottingpapiere Anode 1, 2
Blottingpapiere Anode 2, Membran, Gel, 2 Blottingpapiere Kathode 1)

Die Ubertragung der Proteine erfolgte bei 60 mA/Gel, je nach ProteingroBe zwischen 60 und
80 Minuten. AnschlieBend wurde eine Transferkontrolle mit Ponceaus S—Losung (0,1% (w/v)
in 5% Essigsédure) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Membran mit TBS-T entfarbt und
unspezifische Bindungsstellen mit 5% (w/v) fettfreien Milchpulver in TBS-T bei 4°C iiber
Nacht blockiert.

Tabelle 3.12 Puffer fiir den Western Blot, pH-Werte wurden mit HCl bzw. NaOH eingestellt

Anode 1 Anode 2 Kathode TBS-T
TRIS 300 mmol/l 25 mmol/l 25 mmol/l 50 mmol/l
Methanol (p.a.) 10% 10% 10% -—-
Glycin - - 40 mmol/l -
NaCl --- --- --- 150 mmol/l
Tween --- - --- 0,1%
pH 10,4 10,4 9,4 7,5

3.5.7.4 Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach dem Entfernen des Milchpulvers wurden die Membranen 1h mit spezifischen
Antikdrpern inkubiert. Verwendet wurden Maus oder Kaninchen Antikorper. Alle Antikdrper
wurden in 1% Milchpulverlosung (w/v TBS-T) gelost. Nach 3-4 maligen Waschen mit TBS-
T, erfolgte die Inkubation mit den sekundiren, Meerrettichperoxidase (HRP)- gekoppelten
anti- Kaninchen bzw. anti- Maus Antikorper. Detektiert wurden die sekundéren Antikorper
und somit die Proteine mit Hilfe eines Chemilumineszenz- Kits. Dafiir wurden die Luminol-
und die Verstarker- Losung 1:1 vermischt und je 1 ml auf die Membran gegeben. Nach 5
Minuten Reaktionszeit und Entfernen der iiberschiissigen Losung wurde je nach Signalstirke
0,5 — 15 Minuten in einer lichtundurchldssigen Kassette das Signal auf einem BioMax
Rontgenfilm exponiert. AnschlieBend wurde der Film in einer Entwickler- und Fixiererlosung
entwickelt. Das Prinzip dieser HRP-Antikorper beruht darauf, dass die Meerrettich-
Peroxidase das Luminol umsetzt und die dadurch entstehende Chemilumineszenz abgebildet

werden kann.
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Die Signalstirke wurde semiquantitativ durch einscannen der Blots (hp scanjet 2400) und

Auswertung mit der Freewaresoftware ImageJ ausgewertet.

Tabelle 3.13 Verdiinnung der verwendeten Antikorper
(Antikorper : 1% Milchpulverlosung in TBS-T)

Protein Molekulargewicht Verdiinnung Verdiinnung
[kDa] primirer Antikorper sekundirer Antikorper
Cx-43 43 1:1000 1:10000
N- Cadherin 130 1:1000 1:5000
B- Catenin 92 1:750 1:5000
HO-1 32 1:750 1:5000
GAPDH 36 1:1000 1:10000

3.5.8 Immunozytochemischer Nachweis von Cx43, N-Cadherin und Nrf2

Bei dem immunozytochemischen Nachweis von Proteinen lassen sich mit Hilfe von
fluoreszierenden Farbstoffen die Lokalisation und die Menge bestimmter Proteine
visualisieren. Hierbei werden fixierte Zellen mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und

anschlieBend mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundérantikorpern behandelt.

3.5.8.1 Probenvorbereitung Cx43 und N-Cadherin

Die Zellen wurden auf Glasplittchen (d=25mm) kultiviert und geméf allgemeinem Protokoll
behandelt. Das Medium wurde nach der Behandlung entfernt, die Zellen zweimal mit kaltem
PBS gewaschen und 10 Minuten mit -20°C kaltem Methanol bei -20°C fixiert.

Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 1 ml Blockierldsung
(3% Ziegennormalserum (ZNS), 0,3% Triton X-100, PBS) 1h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Entfernen der Blockierlosung wurden die Zellen mit Primdrantikorper (Tabelle 3.14)
iber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 45 Minuten bei 37°C mit dem

Sekundirantikorper inkubiert.
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3.5.8.2 Probenvorbereitung Nrf2

Zellen werden nur bis zur 60% igen Zelldichte herangezogen und ohne 24h Behandlung mit
3% FBS- haltigen Medium direkt mit den Testsubstanzen in 3% FBS-haltigen Medium
inkubiert. Die weitere Behandlung erfolgte gemil allgemeiner Versuchsvorschrift.

Nach Behandlung wurden die Zellen mit 4% Formaldehydlosung fixiert. Dazu wurde
Formaldehyd- Fertiglosung (16%) 1:4 mit PBS verdiinnt und 500 pL 10-15 Minuten auf die
mit PBS gewaschenen Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen, wobei im letzten Waschschritt eine 10 mM Glycinldsung in PBS verwendet
wurde. Anschlieend wurden die Zellen 10 Minuten mit einer 0,1% TritonX-100 Lésung in
PBS behandelt und erneut dreifach mit PBS gewaschen. Dann wurde 1h mit einer 3% ZNS-
Losung in PBS blockiert. Die Behandlung mit den Antikorpern entspricht Abschnitt 3.7.8.1.

Tabelle 3.14 Konzentrationen der Antikorper fiir den immunozytochemischen Nachweis,

jeweils in PBS mit 1% ZNS (Primdrantikorper) bzw. PBS (Sekunddrantikorper)

Protein Konzentration: Konzentration:
Primérantikorper Sekundirantikorper
Cx43 Cx43 1:1500 Alexa 546 (anti- 1:1500
Kaninchen)
N- Cadherin N-Cadherin 1:100 Alexa 488 (anti- Maus) 1:500
Nrf2 Nrf2 1:200 Alexa 546 (anti- 1:300
Kaninchen)

3.5.8.3 Zellkernfarbung, Fixierung und Auswertung der Proben

Zur Zellkernfarbung eignet sich 4’,6’-Diamidino-2-phenylindolhydrochlorid (DAPI), welches
an die DNA bindet. Dieses ist im ProLong ® Gold antifade Reagenz (Invitrogen) enthalten.
Dieses Reagenz fixiert die Zellprobe auf Objekttriger, farbt die Zellkerne und verhindert ein
Ausbleichen des Farbstoffes unter dem Fluoreszenzlicht.

Dazu wurden die Zellen nach Behandlung mit den sekundédren Antikérpern dreimal mit PBS
gewaschen. Auf ein Objekttriager ein Tropfen der Losung gegeben, vorsichtig verteilt und das
Deckglaschen darauf fixiert. Nach Trocknung iiber Nacht konnten die Proben am
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Dafiir wurden die in Tabelle 3.15 verwendeten

Absorptions- und Emissionswellenldngen verwendet.
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Tabelle 3.1 Optimale Absorptions-/Emissionswellenldingen von DAPI und Alexa Fluor 546

bzw. 488
Sekundirer Antikorper bzw. i Cam Mo nm
DAPI ‘Absorption Emmission
DAPI 358 461
Alexa Fluor®546 556 573
Alexa Fluor®488 495 519

3.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung erfolgte die Berechnung der Mittelwerte, der relativen
Standardabweichungen und der Signifikanzniveaus. Die Standardabweichungen werden
entsprechend der Kennzeichnung mit + SD (standard deviation; Standardabweichung)
angegeben. Die statistische Bewertung der Interventionsstudien I und II erfolgte mittels
Vorzeichenrangtests nach Wilcoxon, die Berechnungen der Triglyceridbestimmungen der
Interventionstudie I, die Carotinoidanalytik und der in-vitro Studien erfolgte durch
Bestimmung der Signifikanzniveaus p mit Hilfe des Student’s t-Test (Excel).

Signifikanzniveaus p<0,05 wurden als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse Interventionsstudien

4.1 Analyse von mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFAs) in
Humanproben

Die Bioverfiigbarkeit einzelner Fettsduren ldsst sich durch Analyse von Verdnderungen im
Fettsduremusters mit der Gaschromatographie in Plasma und Erythrozyten untersuchen. Erst
durch die Bestimmung der Bioverfligbarkeit bestimmter Nahrungsmittelinhaltststoffen kann
man einen Zusammenhang zwischen Exposition und physiologischen Effekten herstellen. Ziel
der nachfolgenden Studie war es, die gaschromatographische Bestimmung von
Fettsduremustern in Humanproben zu etablieren und Verdnderungen im Fettsduremuster nach
oraler Applikation von Fischdlkapseln zu bestimmen.

Zur Probenvorbereitung wurden Plasma und Erythrozyten gemadfl Abschnitt 3.3.1 extrahiert
und mit methanolischer Natriummethylatlosung gemiB Abschnitt 3.3.2 transmethyliert. Die
entstandenen Fettsduremethylester (FAME) wurden anschliefend mittels Gaschromatographie
getrennt und mit einem Flammenionisationsdetektor detektiert. Identifiziert wurden die
einzelnen FAMEs anhand von Standardverbindungen. Die Auswertung erfolgte iiber die
100%- Methode, d.h. die Summe der Flachen aller identifizierten Fettsduren wurden 100%
gesetzt und der prozentuale Anteil der einzelnen Fettsduren berechnet. Vorteil dieser Methode
ist es, dass nur die Relation der Fettsduren zueinander berechnet wird, wodurch eine
Kalibrierung und die Verwendung von internen Standards entfallen. Auch individuelle
Schwankungen in der Gesamtfettmenge bei einzelnen Probanden spielen keine Rolle. Es gilt
jedoch zu beachten, dass die Flachenprozente nicht identisch mit den absoluten
Stoffprozenten sind. Anderungen in den Flichenprozenten, sind jedoch auf Anderungen des
Fettsduremusters in der untersuchten Matrix zuriickzufiihren [Kolb 2003]. Im Rahmen der

Studie sollte ebenfalls das Fettsduremuster von Cerumen (Ohrwachs) bestimmt werden.
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4.1.1 Fettsiuremuster in Plasma, Erythrozyten und Cerumen nach Supplementierung

mit Fischolkapseln

In der vorliegenden Studie wurde an drei Probanden untersucht, ob sich nach Gabe eines
handelsiiblichen Fischolprdparats (in Weichgelatinekapseln) das Fettsduremuster in Plasma,
Erythrozyten und Cerumen verédndert.

Die Einnahme betrug 1g Fischdl tdglich (2 Kapseln). Jede Kapsel enthielt 70 mg
Eicosapentaensdure (EPA) und 50 mg Docosahexaensdure (DHA). Die Applikationsdauer
betrug 12 Wochen. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 10 und 12 Wochen wurden Blut- und
Cerumenproben entnommen. Das Fettsduremuster in Plasma und Erythrozyten wurde fiir jede
Probe doppelt analysiert und der Mittelwert berechnet. Cerumenproben konnten aufgrund der
geringen Probenmenge nur einfach vermessen werden.

In Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2 sind die Ergebnisse der PUFAs der Fettsdureanalysen in
Plasma und Erythrozyten dargestellt. Abbildung 4-1 stellt die prozentualen Verdnderungen
der EPA und der DHA bezogen auf die Gesamtfettsduren graphisch dar.

Zu Beginn der Studie (Woche 0) betrug der Anteil von EPA im Plasma an den
Gesamtfettsduren 0,73%. Unter Supplementierung mit Fischdlkapseln nahm der Anteil in der
Woche 2 auf 1,01% zu. Dieser Wert verdanderte sich im weiteren Verlauf der Studie nur noch
geringfiigig.

Der Anteil der DHA betrug zu Beginn der Studie 1,37% (Woche 0) und stieg in Woche 2 auf
1,48%. DHA nahm weiter kontinuierlich im Verlauf der Studie zu. In Woche 10 betrug der
Wert 1,64% und fiel wieder leicht in Woche 12 auf 1,60%. Auch der Anteil von
Docosapentaensdure (DPA) an den Gesamtfettsduren stieg von Woche 0 (0,32%) nach Woche
2 (0,44%), verdnderte sich dann nur noch geringfiigig. Der Anteil der Linolsdure nahm um
2,89% von Woche 0 zu Woche 12 ab. Entsprechend nahm der Gesamtanteil an ® -3
Fettsduren zu, der an ® -6 Fettsduren ab. Das Verhiltnis ®-6/®-3 verringerte sich von 15,6
(Woche 0) auf 12,1 (Woche 12).

Das Fettsduremuster der Erythrozyten verdnderte sich im Verlauf der Studie kaum. Nur der
Anteil der DPA an den Gesamtfettsduren nahm von 2,27% in Woche 0 auf 2,68% in Woche
12 zu. Der Anstieg des Linolsdureanteils in Woche 2 im Vergleich zur Woche 0 (Woche 0:
14,62%; Woche 2: 22,40%) ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass nur 2 von 3 Proben
auswertbar waren. Die Ergebnisse der Woche 2 bleiben bei der Interpretation

unberiicksichtigt.
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Die Summe der Anteile der EPA und DHA in den Erythrozyten beschreiben den Omega-3-

Index [Cao et al. 2006]. Der Index verdnderte sich im Verlauf der Studie nur geringfiigig.

Eine Zunahme war nicht zu verzeichnen.

Eine statistische Analyse wurde aufgrund der kleinen Probandenzahl nicht durchgefiihrt.

Tabelle 4.1

Fischolstudie:

Fettsauremuster

Supplementierung mit Fischolkapseln

im  Plasma

wdhrend

12 wdochiger

Woche
0 2% 4 6* 10 12

®-6- FS
18:2m-6 38,95+1,71 | 38,00+1,26 | 36,73+£3,17 | 39,31+1,01 | 35,90+3,61 | 36,16+2,69
18:3w-6 0,36+0,07 | 0,36+0,06 | 0,49+0,28 | 0,44+0,05 | 0,33+0,02 | 0,37+0,05
20:3w-6 1,52+0,29 | 1,55+0,01 1,60+0,16 | 1,70+0,22 | 1,40+0,52 | 1,59+0,32
20:4m-6 6,22+1,02 | 6,90+0,62 | 5,67+1,12 | 6,55+0,29 | 5,84+0,37 | 6,02+0,94
22:4m-6 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
®-3- FS

18:3w-3 0,59+0,09 | 0,69+0,09 | 0,62+0,12 | 0,50+0,06 | 0,63+£0,03 | 0,58+0,12
20:5m-3

(EPA) 0,73+0,41 1,01+0,44 | 1,09+0,19 | 1,18+0,12 | 0,95+0,13 | 1,06+0,38
22:50w-3

(DPA) 0,32+0,05 | 0,44+0,10 | 0,42+0,14 | 0,49+0,08 | 0,45+0,14 | 0,41+0,15
22:6m-3

(DHA) 1,37+0,09 | 1,48+0,00 | 1,56+0,51 1,52+0,08 | 1,64+0,11 1,60+0,30

2 -6 47,0 46,8 44,5 48,0 43,5 44,1

2 -3 3,0 3,6 3,7 3,7 3,7 3,7
®-6/®-3 15,6 12,9 12,0 13,0 11,9 12,1

Mittelwert + SD (n=3); n.n.: nicht nachweisbar; (Angabe der Fettsduren in % bezogen auf

Gesamtfettsduren)

* nur 2 von 3 Proben auswertbar
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Tabelle 4.2  Fischolstudie: Fettsduremuster der Erythrozyten wdhrend 12 wochiger

Supplementierung mit Fischolkapseln

Woche
0 2% 4 6* 10* 12
®-6- FS
18:2m-6 | 14,6241,36 | 22,40+8,73 | 16,8842,30 | 16,23+0,65 | 15,84+0,78 | 14,88+0,95
18:3-6 0,21£0,24 | 0,16£0,17 | 0,20+0,13 | 0,17+0,16 | 0,09+0,07 | 0,24:0,32
20:30-6 3,2242.25 | 1,91£0,47 | 2,0840,62 | 2,05£0,22 | 1,78+0,63 | 1,78+0,90
20:40-6 | 17,2842,48 | 15,45+7,11 | 15,47+0,35 | 17,35+2,14 | 18,16£0,62 | 16,87+1,18
22:40-6 3,2241,09 | 2,47+1,49 | 2,7940,16 | 3,21£0,32 | 2,85+0,53 | 2,93+0,45
o-3-FS
18:30-3 0,91£1,29 | 0,33£0,22 | 0,46+0,61 | 0,21£0,03 | 0,55+0,66 | 0,16+0,07
2(01;(’;')3 1,2540,82 | 0,97+0,33 | 1,20£0,45 | 1,07+0,02 | 1,17+0,17 | 1,15%0,17
2(%?)‘2')3 2,27£0,54 | 1,91£0,66 | 2,3140,40 | 2,41£0,02 | 2,71+0,16 | 2,68+0,25
2(%16&; 5,0240,27 | 3,06:2,82 | 4,06£1,30 | 4,84+0,65 | 5,72+0,34 | 4,83+1,21
Y EPA+DHA 6,3 4,0 5,3 5,9 6,9 6,0
> -6 38,6 42,4 37,4 39,0 38,7 36,7
T ©-3 9,5 6,3 8,0 8,5 10,1 8,8
©-6/0-3 4,1 6,7 4,7 46 3,8 42

Mittelwert = SD (n=3); (Angabe der Fettsduren in % bezogen auf Gesamtfettsduren)

* nur 2 von 3 Proben auswertbar
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Abb. 4-1 Fischélstudie: Verdnderung des Anteils von EPA und DHA bezogen auf die
Gesamtfettsdure in Plasma (A) und Erythrozyten (B) wdhrend 12 wéchiger

Supplemtierung mit Fischélkapseln
Mittelwert £ SD

Als moglicher biologischer Marker fiir die Zufuhr bestimmter Fettsduren mit der Nahrung
wurde das Fettsduremuster von Cerumen gaschromatographisch untersucht. Bei der
Derivatisierung der Fettsdureester mit methanolischer Natriummethylatlosung werden freie
Fettsduren nicht in Methylester iiberfiihrt. Cerumen enthidlt einen hohen Anteil an freien
Fettsduren [Bortz et al. 1990]. Daher wurde fiir diese Proben zur Derivatisierung die
Hydrolyse und Veresterung mit methanolischer Bortrifluoridlosung gewihlt, unter der sowohl
freie als auch veresterte Fettsduren in Methylester iiberfiihrt werden.

Ein typisches GC-Chromatogramm von Cerumen detektiert mit einem FID ist in Abbildung
4-2 A dargestellt. Viele der Signale lieBen sich mit den verfiigbaren Standards eindeutig
zuordnen. Eindeutig identifziert wurden Myristinsdure, Palmitinsdure, Stearinsdure und
Olsdure. Wie aus der Abbildung 4-2 A ersichtlich, wurde die Olsiure (Signal 4) von
mindestens einem weiteren Signal {berlagert. Zur weiteren Zuordnung wurde an

ausgewdhlten Proben eine GC-Analyse gekoppelt mit einem MS Detektor durchgefiihrt. Ein
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Beispiel ist in der Abbildung 4-2 B und in Tabelle 4.3 aufgefiihrt. Die Auswertung der GC-
Massenspektren erfolgte durch Vergleich mit der Datenbank des National Institute of
Standards and Technologie (Gaithersbury).

Die massenspektrometrische Analyse zeigte, dass das gewonnene Cerumen aus einem
komplexen Gemisch verschiedener Fettsduren besteht. In Tabelle 4.3 ist exemplarisch das
Analysenergebnis fiir eine Probe aufgefiihrt (Probennahme nach 12 Wochen). Den groften
Anteil an Fettsduren im Cerumen hatte die Palmitinséure mit 61%, gefolgt von Stearinsdure
mit 12%. Auch die Olsiure wurde in der Probe identifiziert (Signal 7). In der GC-Analyse mit
FID-Detektor war das Signal der Olsdure durch ein unbekanntes Signal iiberlagert. Die GC-
MS- Analyse erbrachte eine hohere Spezifitit das Signal konnte aber keiner in der Datenbank
vorhandener Verbindung zugeordnet werden (Signal 6). Langkettige ungesittigte Fettsduren
wie z.B. EPA oder DPA waren in der Cerumenprobe nicht nachweisbar, dagegen konnten
gesittigte langkettige Fettsduren mit 24 und mehr Kohlenstoffatomen identifiziert werden.
Auffallig waren auch die Anteile an verzweigten Fettsduren. Neben den genannten Fettsduren
wurden noch verschiedene Phthalate (nicht in der Tabelle dargestellt) identifiziert.

Die Analysenergebnisse lieBen den Schluss zu, dass das Fettsduremuster in Cerumen nicht zur
Bestimmung von Fettsdureverdnderungen nach Nahrungsaufnahme geeignet ist, mehrfach

ungesittigte Fettsduren sind nicht vorhanden.

Tabelle 4.3  Fettsduren in Cerumen: identifiziert durch massenspektrometrische

Untersuchung (Beispiel einer Probe)

Fettsiure % Fettsiure % Fettsiure %
14:0 5.6 17:0 1.4 24:0 verzweigt 0.4

15:0 verzweigt 0,3 18:2 1,4 24:0 4.5
15:0 verzweigt 0,6 18:1 1,6 C25 verzweigt 0,4
16:1 1,7 18:0 12,1 C25 verzweigt 0,7

16:1 1,5 20:0 0,6 25:0 0,8

16:0 61,4 22:0 verzweigt 0,3 26:0 2,0

17:0 verzweigt 0,7 22:0 0,4 27:0 0,3
17:0 verzweigt 0,3 23:0 0,5 28:0 0.4

Angaben in % bezogen auf die Gesamtfettsduren
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Abb. 4-2
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GC- Chromatogramme der Fettsduremethylester einer Cerumenprobe
schwarze Pfeile: nicht identifizierte Fettsduren

A: GC- FID Chromatogramm: 1: Myristinsdure;, 2: Palmitinsdure; 3:
Stearinsdure,; 4: Olsdure)

B: GC- MS Chromatogramm: 1: BHT; 2: Phthalat; 3: Myristinsdure; 4:
Pentadecansdure; 5: Palmitinsiure; 6: nicht identifiziert; 7: Olsdure 8:

Stearinsdure; 9: nicht identifiziert;, 10: Tetracosansdure; 11: Hexacosansdure
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4.2 Interventionsstudie I: Effekte von Leinsamen- und Borretschol auf
Struktur und Funktion der Haut nach oraler Applikation

In dieser Interventionsstudie wurde untersucht, ob die Applikation eines a-linolensdurereichen
Ols (Leinsamendl) bzw. eines y-linolensiurereichen Ols (Borretschol) das Fettsduremuster im
Blut moduliert und ob unter Supplementierung Funktion und Struktur der Haut beeinflusst
wird. Die Studie wurde an insgesamt 45 Probanden durchgefiihrt. 15 Probanden erhielten {iber
einen Zeitraum von 12 Wochen 2220 mg Leinsamendl pro Tag (ALA-Gruppe), 15 Probanden
erhielten die gleiche Menge an Borretschdl (GLA-Gruppe), jeweils in Weichgelatinekapseln
(2x2 Kapseln). Die Kontrollgruppe (15 Probanden) erhielt ein Placebo, 2260 mg kurzkettige
Fettsduren in 4 Weichgelatinekapseln.

Das Fettsduremuster in den Praparaten wurde mittels GC-FID geméf Abschnitt 3.3 analysiert.
In Abbildung 4-3 sind GC-Chromatogramme des verwendeten Leinsamen-, Borretschols und
des Placebos abgebildet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.

Die dominierende Fettsdure im Leinsamendl war o-Linolensdure mit 52,8%, gefolgt von
Olssure (19,6%) und Linolsiure (16,0%). Der Anteil an y-Linolensiure betrug 0,04%.
Hauptbestandteile des Borretschdls waren Linolsdure (38,7%) und y-Linolensdure (21,6%),
gefolgt von Olsdure mit 15,0%. Der Anteil der a-Linolensiure betrug 0,38%. Das Placebo
enthielt vornehmlich Caprylsédure (36,9%) und Caprinséure (21,8%), wobei einige unbekannte
Signale hinzukamen. Alle Angaben wurden auf die Gesamtfettsduren bezogen. Sonstige
Bestandteile des Leinsamendls waren a-Tocopherol (2,5mg/Kapsel) und Rosmarinextrakt
(0,83mg/ Kapsel). Die Borretscholkapseln enthielten a-Tocopherol (2,5mg/Kapsel). Die

Placebokapseln enthielten keine weiteren Zusitze.
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Abb. 4-3
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GC-Chromatogramme der Fettsduremethylester des Leinsamen- (A),
Borretschéls (B) und Placebo (C)

1: Stearinsiure; 2: Olsdure; 3: Linolsdure; 4: y-Linolensdiure; 5: o-
Linolensdure;, 6: FEicosensdure;, 7: FErucasdure; §8: Lignocerinsdure,

9:Caprylsdure; 10: Caprinsdure; 11: unbekanntes Signal
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Tabelle 4.4  Interventionsstudie I: Fettsduremuster der verwendeten Supplemente

Fettsaure Leinsamenol Borretschol Placebo

8:0 Caprylsdure n.n n.n 36,91

10:0 Caprinsdure n.n n.n 21,75
12:0 Laurinsdure n.n n.n n.n
13:0 Tridecanséure n.n n.n 0,48
14:0 Myristinséure n.n 0,06 n.n
15:0 Pentadecansiure n.n n.n 1,21
16:0 Palmitinsdure 4,73 1,87 0,24
16:1 Palmitoleinsdure 0,04 0,05 n.n
17:0 Heptadecansiure 0,06 0,06 n.n
17:1 Heptadecensdure 0,04 0,03 n.n
18:0 Stearinsdure 4,12 2,82 0,09
18:1m-9 Olsdure 19,58 15,02 0,60
18:2m-6 Linolsdure 15,99 38,67 n.n
18:3m-6 v-Linolenséure 0,04 21,59 0,18
18:3m-3 o-Linolensaure 52,79 0,38 n.n
20:0 Arachinsiure 0,16 0,21 n.n
20:1 Eicosensdure 0,20 3,95 n.n
20:2 Eicosadiensdure 0,05 0,23 n.n
20:3w-6 Eicosatriensiure 0,10 n.n 0,29
22:1 Erucasédure n.n 2,23 n.n
24:0 Lignocerinsédure 0,05 n.n n.n
24:1 Nervonsiure n.n 1,30 n.n

unidentifiziert 2,05 11,53 38,26

(Angabe der FS in % bezogen auf Gesamtfettsduren) n.n. = nicht nachweisbar
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4.2.1 Blutuntersuchungen

4.2.1.1 Fettsauremuster im Plasma nach Gabe von Leinsamen- und Borretschol

Die Fettsduremuster im Plasma wurden zu den Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen mittels GC

untersucht (Abschnitt 3.3). Abbildung 4-4 zeigt ein typisches GC- Chromatogramm der

Fettsduremethylester einer Plasmaprobe. Die Daten wurden auf zwei Arten ausgewertet. In

die erste Auswertung wurden die Fliachen aller identifizierten Fettsduren im Chromatogramm

des Plasmas einbezogen (Tabelle 4.5 und Tabelle 4.6). und auf 100% gesetzt. Im zweiten

Auswertungsmodus wurden ausschlieBlich die Flichen der PUFAs beriicksichtigt und die

gesamten PUFAs auf 100% gesetzt.
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Typisches GC-Chromatogramm der Fettsduremethylester zur Bestimmung des
Fettsduremusters einer Plasmaprobe (Chromatogramm eines Probanden der
ALA-Gruppe in Woche 6)

1: Mpyristinsdure; 2: Palmitinsdure; 3: Palmitoleinsdure; 4: Stearinsdure; 5:
Olsdure; 6: Linolsdure; 7: y-Linolensdure; 8: a-Linolensdure; 9: Di-homo-y-
Linolensdure;,  10:  Arachidonsdure; 11:  FEicosasapentaensdure; 12:

Docosapentaensdure; 13: Docosanhexaensdure

Auswertung 1:

Zu Beginn der Studie (Woche 0) betrug der Anteil der a-Linolensdure in der ALA-Gruppe

0,58% und nahm nach Supplementierung mit Leinsamendl zu Woche 6 statistisch signifikant

zu (0,83%) (Abbildung 4-5 A, Tabelle 4.5 und Tabelle 4.6). Der Anteil war auch nach 12
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wochiger Supplementierung noch statistisch signifikant im Vergleich zu Woche 0 erhoht
(0,84%); y-Linolensdure und Linolsdure verdnderten sich nicht signifikant. Das Verhéltnis der
-6 Fettsduren zu den ®-3 Fettsduren nahm entsprechend der Verdnderungen der o-
Linolensdure von 13,1 in Woche 0 auf 12,0 in Woche 12 ab.

In der GLA-Gruppe betrug der Anteil der y-Linolenséure zu Beginn der Studie 0,47% und
nahm nach Supplementierung mit Borretschol zu Woche 6 statistisch signifikant zu (0,70%)
(Abbildung 4-5 B, Tabelle 4.5 und Tabelle 4.6). Der Anteil war nach 12 Wochen mit 0,64%,
wieder leicht erniedrigt aber immer noch statistisch signifikant unterschiedlich zu Woche 0.
a-Linolensdure nahm ebenfalls von Woche 0 nach Woche 6 statistisch signifikant zu (0,50%
auf 0,58%), fiel dann wieder auf 0,52% in Woche 12 (statistisch nicht signifikant
unterschiedlich zur Woche 0). Der prozentuale Anteil an Linolsdure verdnderte sich statistisch
nicht signifikant. Dagegen nahm der Anteil der Dihomo-y-linolensdure (DHGLA) von Woche
0 (2,1%) auf Woche 6 (2,4%) statistisch signifikant zu, fiel dann wieder in Woche 12 auf
2,3%. Ferner nahm der Anteil der Docosatetraensdure von Woche 0 (0,2%) auf Woche 12
(0,1%) statistisch signifikant ab. In der GLA-Gruppe erhohte sich das Verhiltnis der -6
Fettsduren zu den ®-3- Fettsduren nur gering, von 14,3 in Woche 0 auf 14,7 in Woche 12.

In der Placebo- Gruppe verdnderte sich nach Gabe des Placebos nur der Anteil der DHGLA
von Woche 0 (2,0%) auf Woche 12 (1,8%) statistisch signifikant. Weiter waren keine
Verianderungen der Fettsdureanteile zu beobachten. Das Verhéltnis von ®-6 zu ®-3 nahm von

14,5 in Woche 0 auf 13,8 in Woche 12 ab.

Auswertung 2:

Die Auswertung der Ergebnisse nur iiber die Flichen der PUFAs ergab entsprechend
prozentual hohere Anteile der einzelnen Fettsdure. In der statistischen Analyse ergaben sich
bis auf wenige Ausnahmen die gleichen Signifikanzen. In der ALA-Gruppe nahm abweichend
zur 1. Auswertung der Anteil der Arachidonsdure von Woche 0 (16,0%) auf Woche 6 (15,3%)
statistisch signifikant ab. In der GLA-Gruppe war der Abfall der Linolsédure von Woche 0 auf
Woche 6 signifikant.

In diesem Auswertemodus wurde zusétzlich ein Intergruppenvergleich durchgefiihrt. Dabei
ergaben sich folgende statistisch signifikante Unterschiede: In der ALA-Gruppe war der
prozentuale Anstieg der a-Linolensdureanteils von Woche 0 nach Woche 6 unterschiedlich
zur Placebogruppe. Von Woche 0 nach Woche 12 war dieser Anstieg unterschiedlich zu den
Verdnderungen der Placebo- und GLA-Gruppe. Die Verdnderung des Anteils an

Arachidonsdure von Woche 0 auf Woche 6 war unterschiedlich zur GLA-Gruppe.
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In der GLA-Gruppe war der prozentuale Anstieg der y-Linolensdure von Woche 0 auf Woche
6 und 12 unterschiedlich zur ALA-Gruppe, nicht jedoch zur Placebogruppe. Die Verdnderung
des Anteils der DHGLA von Woche 0 auf Woche 6 war unterschiedlich zu den
Verianderungen der DHGLA der ALA-Gruppe.
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Abb. 4-5 Interventionsstudie I: Anderung des prozentuale Anteiles an a-Linolensdure

(A) und y-Linolensdure (B) im Plasma nach 0, 6, 12 Wochen Supplementierung
mit Leinsamendl (ALA-Gruppe), Borretschol (GLA-Gruppe) und Placebo
(Placebo-Gruppe), Mittelwerte £ SD (n=15)

*statistisch signifikant unterschiedlich zu Woche 0 der ALA-Gruppe (p<0,05)
“statistisch signifikant unterschiedlich zu Woche 0 der GLA-Gruppe (p<0,05)
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Tabelle 4.5  Interventionsstudie I: Fettsduremusters im Plasma (Auswertung 1; Zusammenfassung)
ALA-Gruppe GLA-Gruppe Placebo-Gruppe
Woche Woche Woche
FS 0 6 12 0 6 12 0 6 12

SFA 31,25+1,83  31,25+2,62  31,30+2,80 | 31,64+2,14 32,57+4,60 31,82+2,65 | 31,54+2,42  32,08+3,24  32,0243,04
MUFA 23,33£2,40 23,31£3,20  23,5444,15 | 23,75£3,58  24,51+4,01  23,284+3,14 | 23,08+3,40 23,53+3,44  23,5213,12
PUFA 45,4243,54  45,4515,27  45,17+6,51 | 44,62+4,56  42,9217,92  44,9015,08 | 45,38+4,52 44,39+395  44,4715,6

davon

18:2m-6 32,401£3,35  32,76+4,88  32,31£5,97 | 31,33+4,68  28,5919,06  31,13+5,56 | 32,34+4,35 31,59%£5,32  31,38%4,67
18:3m-6 0,59+0,27 0,53+0,19 0,55+0,19 0,47+0,14  0,70+£0,21*  0,64%+0,25* | 0,4910,16 0,51+0,23 0,47+0,16
18:3m-3 0,58+0,21  0,83+0,25*  0,84+0,24* | 0,50+0,13  0,58+0,11*  0,5240,12 0,6410,2 0,62+0,17 0,54+0,12

2m-6 42,1943,17  42,13+498  41,69+6,35 | 41,69+4,54  39,98%8,17  42,0315,14 | 4244445  41,29+6,04 41,46%5,32

2m-3 3,23+1,00 3,3240,56 3,48%0,75 2,93£1,18 2,94+0,93 2,87+1,55 2,9310,57 3,10+0,71 3,00t1,14

20-6/Zw-3 13,08 12,69 11,99 14,25 13,59 14,66 14,46 13,32 13,83

Mittelwerte in % bezogen auf Gesamtfettsduren+ SD (n=15); *statistisch signifikanter Unterschied zur Woche 0 (p<0,05)

SFA: Gesittigte Fettsduren; MUFA: Einfach ungesittigte Fettsauren; PUFA: Mehrfach ungesittigte Fettsduren; FS Fettsdure
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Tabelle 4.6  Interventionsstudie I: Fettsduremusters im Plasma (Auswertung 1)
ALA-Gruppe GLA-Gruppe Placebo-Gruppe
Woche Woche Woche

FS 0 6 12 0 6 12 0 6 12

14:0 0,8310,27 0,90%0,38 0,95+0,39 0,94+0,28 0,88+0,40 0,88+041 0,94+0,29 1,08+0,58 0,92+0,42

14:1 0,08%0,08 0,10£0,07 0,12+0,13 0,07£0,04 0,06%0,05 0,07£0,06 0,06+0,04 0,10£0,07 0,07£0,05

16:0 22,98+2,00  22,75+2,71  23,1242,71 | 23,45+2,00 24,23+4,06  23,71+2,32 | 23,08+2,40 23,28%42,83  23,7242.47

16:1 2,4710,80 2,4410,95 2,73%£1,32 2,6310,68 2,78+1,17 2,611+0,96 2,2510,85 2,4310,98 2,3210,82

18:0 7,4410,82 7,60%0,93 7,2310,74 7,2610,81 7,47£1,14 7,2310,84 7,53%£1,20 7,72+1,02 7,38%+1,20

18:1 20,78+2,01  20,77+2,65  20,69+3,16 | 21,0543,18 21,67£3,62  20,60+2,56 | 20,77+2,61  21,0+2,87  21,13+2,49
18:2m-6 32,40+3,35  32,76+4,88  32,31+5,97 | 31,33+4,68  28,5919,06  31,131+5,56 | 32,34+4,35 31,5945,32  31,38%4,67
18:3m-6 0,5910,27 0,53+0,19 0,55+0,19 0,47+0,14  0,70+0,21*  0,6410,25* | 0,4910,16 0,51%0,23 0,4710,16
18:3m-3 0,5840,21 0,83+0,25*  0,84+0,24* | 0,50%0,13  0,58%0,11*  0,52%0,12 0,6410,2 0,6210,17 0,5410,12
20:30-6 1,8810,41 1,82+0,43 1,83%+0,36 2,09+0,4 2,44+0,57*  2,33%+0,59 2,031+0,3 1,92+0,32 1,81+0,37*
20:40-6 7,23+1,15 6,90£1,13 6,91£1,06 7,62+1,42 8,11£1,78 7,82+1,36 7,49+1,65 7,16+1,59 7,71+£2,01
20:5m-3 0,851+0,38 0,88+0,31 0,97+0,37 0,7310,7 0,70£0,46 0,7240,85 0,6810,29 0,791+0,32 0,69+0,47
22:40-6 0,10£0,07 0,1240,08 0,08%0,08 0,17£0,08 0,1410,1 0,1240,1* 0,0910,09 0,1140,07 0,10+0,08
22:5m-3 0,4410,12 0,4240,08 0,4210,16 0,37£0,12 0,35+0,19 0,3540,13 0,3810,11 0,3910,1 0,3610,12
22:60-3 1,3610,6 1,204+0,31 1,244+0,4 1,3310,65 1,3140,50 1,294+0,62 1,23+0,41 1,30+0,48 1,4010,65

Mittelwerte in % bezogen auf Gesamtfettsduren+ SD (n=15); *statistisch signifikanter Unterschied zu Woche 0 (p<0,05); FS: Fettsdure
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Tabelle 4.7  Interventionsstudie 1. Fettsduremusters im Plasma (Auswertung 2)

ALA-Gruppe GLA-Gruppe Placebo-Gruppe
Woche Woche Woche
FS 0 6 12 0 6 12 0 6 12

18:2m-6 71,31+4,07 71,86%3,84"  71,16£3,99 | 70,03%5,11 64,49+14,21*  68,93+6,26 | 71,13+4,39  70,92+4,51 70,54+5,18
18:3m-6 1,31£+0,65 1,18+0,47" 1,27+40,55" 1,08+0,38 1,76+0,87* 1,47+0,68* | 1,09£0,37 1,17£0,57 1,07+0,39
18:3m-3 1,2810,47 1,8340,59*"  1,95+0,82+" | 1,1240,3 1,421+0,54 1,171£0,32 1,42+0,45 1,42+0,39 1,25+0,4
20:3m-6 | 4,18%1,02 4,12+1,41" 4,16x1,14 4,6910,81 6,03+2,81*" 525%1,50° | 4,55+1,07 4,43+1,08 4,15+1,10
20:4m-6 | 159542,63  15,2542,39*%"  15,39+1,99 | 17,2443,58 20,11£8,89 17,65£3,72 | 16,50+£3,05  16,12+2,65 17,2613,64
20:5m-3 1,8740,82 1,924+0,68 2,162+0,79 1,63%+1,47 1,76£1,27 1,59+1,73 1,524+0,62 1,87+0,93 1,531+0,91
22:40-6 | 0,2240,17 0,27£0,18 0,21£0,21 0,38+0,19 0,37+0,33 0,27£0,25 0,22+0,22 0,25%0,18 0,2310,17
22:5m-3 0,95+0,23 0,9210,15 0,951+0,34 0,84+0,29 0,83+0,51 0,78+0,32 0,8610,26 0,89+0,23 0,8240,28
22:6m-3 2,97£1,20 2,6410,62 2,75%+0,79 2,99+1,51 3,2311,6 2,88%1,29 2,7310,91 2,94+1,08 3,16+1,29

-6 92,94+1,96  92,68+1,07  92,19%+1,78 | 93,42+2.59 92,77£3,04 93,57£3,19 | 93,48+1,32  92,88+1,89  93,244+2.25

2m-3 7,06x1,96 7,32+1,06 7,81£1,78 6,58+2,59 7,2313,04 6,4313,19 6,52+1,32 7,12+1,89 6,7812,25

Mittelwerte in % bezogen auf alle PUFAs + SD (n=15); FS: Fettsdure

*statistisch signifikanter Unterschied zur Woche 0 (p<0,05)

"statistisch signifikanter Unterschied zwischen ALA-Gruppe und GLA-Gruppe (p<0,05)

“statistisch signifikanter Unterschied zwischen ALA-Gruppe und Placebo-Gruppe (p<0,05)
“statistisch signifikanter Unterschied zwischen GLA-Gruppe und Placebo-Gruppe (p<0,05)
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4.2.1.2 Fettsiuremuster in Erythrozyten nach Gabe von Leinsamen- und Borretschol

Die Fettsduremuster in den Erythrozyten wurden zu den Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen
mittels der GC untersucht (Abschnitt 3.3). Die Ergebnisse wurden, wie bereits fiir Plasma
beschrieben, auf zwei Arten ausgewertet (Tabelle 4.8, 4.9 und Tabelle 4.10). Abbildung 4-6

zeigt ein typisches GC- Chromatogramm der Fettsduremethylester einer Erythrozytenprobe.
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Abb. 4-1 Typisches GC-Chromatogramm der Fettsduremethylester zur Bestimmung des
Fettsciuremusters einer Erythrozytenprobe (Chromatogramm eines Probanden
der GLA-Gruppe in Woche 6)
1: Palmitinsiiure; 2: Palmitoleinsiure; 3: Stearinsiure; 4: Olsdure; 5:
Linolsdure; 6: y-Linolensdure; 7: a-Linolensdure; 8: Dihomo-y-Linolensdure;
9: Arachidonsdure; 10: Eicosapentaensdure; 11: Docosatetraensdure; 12:

Docosapentaensdure; 13: Docosahexaensdure

1. Auswertung:

In der ALA-Gruppe betrug der Anteil an a-Linolenséure zu Beginn der Studie 0,17%, nach
Supplementierung mit Leinsamendl stieg der Anteil bis zur Woche 6 bzw. Woche 12 (0,24%
bzw. 0,29%) (Tabelle 4.8 und Tabelle 4.9). Der Anstieg war von Woche 0 nach Woche 12
statistisch signifikant. Daneben konnte auch eine statistisch signifikante Zunahme des
Anteiles der y-Linolensdure von Woche 0 zu Woche 6 und Woche 12 beobachtet werden
(0,88%; 1,4%; 1,7%). Der Anteil der Palmitinsdure nahm von 22,5% in Woche 0 auf 21,5%
in Woche 6, sowie auf 21,4% in Woche 12 statistisch signifikant ab.
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Unter Einnahme von Borretschol (GLA-Gruppe) iiber einen Zeitraum von 12 Wochen
verdnderte sich der Anteil an y-Linolenséure statistisch nicht signifikant. Er betrug zu Beginn
der Studie (Woche 0) 1,4%, in Woche 6 0,95% und in Woche 12 1,6%. Der Anteil an
DHGLA stieg von Woche 0 (2,1%) auf Woche 6 (2,2%) statistisch signifikant an und lag in
Woche 12 bei 2,3%. Der Arachidonsiureanteil stieg von Woche 0 auf Woche 12 von 15,8%
auf 16,1% statistisch signifikant an, der Anteil der Eicosapentaensiure fiel von Woche 0 auf
Woche 12 von 0,73% auf 0,41% signifikant ab.

In der Placebogruppe fiel der Anteil der Olsiure von 16,5% in Woche 0 auf 15,0% in Woche
12 statistisch signifikant ab. Ansonsten waren in der Placebogruppe keine Verdnderungen

beziiglich des Fettsduremusters zu beobachten.

Auswertung 2:

Die statistische Auswertung nur iiber die PUFAs ergab einen entsprechend hoheren Anteil fiir
die einzelnen Fettsduren (Tabelle 4.10). Bis auf wenige Ausnahmen wurden die gleichen
Signifikanzen wie im Auswertemodus 1 berechnet. In der GLA-Gruppe, war die prozentuale
Zunahme der Arachidonsdure in Woche 12 im Vergleich zur Woche 0 statistisch nicht mehr
signifikant. Der Anteil an Docosapentaensdure von Woche 0 auf Woche 12 nahm statistisch
signifikant ab (4,21% bzw. 3,54%). Entsprechend nahm auch der Gesamtanteil der ®-3
Fettsdure von 12,9% auf 11,9% statistisch signifikant ab.

Wie fiir die Plasmawerte wurde auch hier ein Intergruppenvergleich durchgefiihrt. Fiir die
ALA-Gruppe ergab sich, dass die Zunahme von a-Linolensdure von Woche 0 auf Woche 6
statistisch signifikant im Vergleich zur Placebo-Gruppe nicht jedoch zur GLA-Gruppe war.
Die Zunahme auf Woche 12 war statistisch signifikant unterschiedlich zu beiden Gruppen.
Fir die GLA-Gruppe zeigte sich, dass die prozentuale Zunahme der DHGLA und die
Abnahme der Docosapentaensdure von Woche 0 auf Woche 12 statistisch signifikant
unterschiedlich zur ALA-Gruppe waren. Vergleicht man die GLA- Gruppe mit der Placebo-
Gruppe, so war die Zunahme der DHGLA in der GLA-Gruppe, sowohl auf Woche 6, wie

auch auf Woche 12 statistisch signifikant unterschiedlich zur Placebo-Gruppe.

Die Ergebnisse der Fettsdureanalyse des Plasmas zeigte, dass durch Supplementierung des a-
linolensdurereichen Leinsamendls der Anteil der a-Linolensdure im Blut ansteigt und durch
die Supplementierung des y-linolensdurereichen Borretschols der Anteil der y-Linolensdure,

die Analyse der Erythrozyten bestétigen dieses Ergebnis nur teilweise.
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Tabelle 4.1 Interventionsstudie I: Fettsduremusters der Erythrozyten (Auswertung 1, Zusammenfassung)
ALA-Gruppe GLA-Gruppe Placebo-Gruppe
Woche Woche Woche
FS 0 6 12 0 6 12 0 6 12
SFA 37,94+3,17 37,88+1,91  37,85+2,50 | 37,83+3,33  37,76+3,08  38,05+2,56 | 38,29+3,03  38,19+2.41  38,68%3,58
MUFA 18,04+1,42 17,87+1,23  17,64%+1,42 | 17,47£2,34  17,58%2,01 17,33+2,21 | 17,18%1,46  16,244+3,99  15,62+3,85
PUFA 44,01£2,66 44224243  44,5143,05 | 44,6914,33  443043,99  44,624+4,00 | 44,52+3,40 45,06+3,77  45,7114,57
davon
18:2m-6 19,141£5,45 17,31£2,62  18,28+4,08 | 16,89+298  16,86+3,96 16,82+3,36 | 17,1842,48 17,25+2,31 17,51£2,98
18:3m-6 0,88+0,87  1,39+1,44*  1,72+1,62%* 1,4312,41 0,9510,78 1,6242,65 1,17£1,24 2,3943,75 2,5545,67
18:3w-3 0,1710,17 0,24+0,18  0,29+0,13* | 0,14%0,11 0,2140,20 0,17+0,10 0,2240,19 0,1510,13 0,1910,12
2o -6 38,84+2,68  38,90+1,99  39,174£3,22 | 39,144,774  39,06+4,16  39,95+4,26 | 39,06+2,89  39,71+4,00  40,5015,36
Yo -3 5,18+1,26 5,32+1,00 5,35%1,43 5,55£1,58 5,24£1,65  4,67£1,26* | 5,45%1,51 5,35+1,35 5,21+1,54
Yo -6/Zo -3 7,50 7,30 7,32 7,03 7,45 8,55 7,12 7,42 7,77

Mittelwerte in % bezogen auf Gesamtfettsduren+ SD (n=15); *statistisch signifikanter Unterschied zu Woche 0 (p<0,05)

SFA: Gesittigte Fettsduren; MUFA: Einfach ungesittigte Fettsduren; PUFA: Mehrfach ungesittigte Fettsduren; FS: Fettsdure

82




Ergebnisse Interventionsstudien

Tabelle 4.9  Interventionsstudie I: Fettsduremusters der Erythrozyten (Auswertung 1)

ALA-Gruppe GLA-Gruppe Placebo-Gruppe
Woche Woche Woche

FS 0 6 12 0 6 12 0 6 12

16:0 22,53+1,86  21,45+1,08* 21,38+1,38* | 22,12+1,92  22,46+1,59  22,13+1,54 | 21,38%1,16  22,02+2,17  21,6242,99

16:1 0,9240,46 0,74+0,31 0,79£0,42 0,85+0,4 0,92+0,51 0,81+0,49 0,64+0,31 0,71£0,42 0,59+0,44

18:0 15,41£3,14  16,50£2,24  16,46x2,16 | 15,71+£3,09 15,50£3,09 15,92+2.36 | 16,91£2.98 16,56x1,85 17,05+2,06

18:1 17,12+1,21  17,08%1,15  16,85+£1,04 | 16,62+2,11  16,82+1,77 16,52+1,92 | 16,54+1,33  15,65+1,85 15,0313,84*
18:2m-6 19,14+5,45 17,31£2,62  18,28%14,08 | 16,89+2,98  16,86+3,96 16,82+3,36 | 17,1812,48 17,25+2,31  17,51+2,98
18:3m-6 0,8840,87 1,39+1,44*  1,7241,62* 1,4312,41 0,9510,78 1,6242,65 1,17£1,24 2,3943,75 2,5545,67
18:3m-3 0,1710,17 0,24+0,18  0,29+0,13* | 0,14%0,11 0,2140,20 0,17+0,10 0,2240,19 0,1510,13 0,1910,12
20:30-6 1,8210,31 2,50+2,56 1,81+0,31 2,0610,41 2,2310,49*  2,26+0,62 2,1010,65 1,8110,62 1,8610,45
20:40-6 14,58+2,33  15,25+1,32 14,9+1,31 15,79£2,31  16,05£1,86 16,09£2,24* | 15,92+3,07  15,71+2,21  15,9442,46
20:5m-3 0,69+0,23 0,7210,20 0,7510,29 0,7310,67 0,57+0,45 0,4110,23 0,6810,40 0,6510,27 0,70x0,40
22:40-6 2,41+0,82 2,4610,48 2,4510,48 2,97+0,52 2,9810,74 3,15%0,62 2,68+0,63 2,56+0,58 2,64+0,50
22:5m-3 1,9410,48 1,914+0,33 2,00+0,43 1,8510,54 1,6510,48 1,584+0,33 1,9010,50 1,93+0,43 1,90+0,49
22:6m0-3 2,3710,93 2,4510,82 2,3010,96 2,82+1,16 2,81+1,13 2,52+1,01 2,6610,83 2,611£0,99 2,41+1,00

Mittelwerte in % bezogen auf Gesamtfettsduren+ SD (n=15);*statistisch signifikanter Unterschied zu Woche 0 (p<0,05); FS: Fettsdure
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Tabelle 4.10 Interventionsstudie I: Fettsdauremusters der Evythrozyten (Auswertung 2)

ALA-Gruppe GLA-Gruppe Placebo-Gruppe
Woche Woche Woche
FS 0 6 12 0 6 12 0 6 12
18:2w-6 | 43,19+11,02  39,03+4,86  40,67+6,79 | 37,51%3,8 37,61%6,45 37,04+5,78 | 38,6144,97 38,4144,93  38,21%5,83
18:30-6 | 2,06+2,14  32243.44%  3,8943,79*% | 2,99+4.77 2,14+1,74 335+5,07 | 2,65%2,93  5,01+7,45 4,85+9,42
18:30-3 | 0,37+0,38 0,530,417 0,66+0,31*"" | 0,3240,24 0,45+0,42 0,38+0,24 | 0,49£0,41  0,35+0,31 0,4240,28
20:30-6 | 4,15+0,74 556+530  4,07£0,75 | 4,63%1,07 5,05£1,19%  506+1,57" | 4,76%1,51  4,07+1,46 4,13£1,17
20:40-6 | 3323%5,74  34,58%3,70  33,49+3.45 | 3531+4.46 36,1843,77 35,70+4,74 | 3565549  34,99+4,55  35,00%5,81
20:50-3 | 1,5840,55 1,63+0,45 1,70£0,65 | 1,69%1,60 1,32+1,12 0,92+0,53" | 1,51+0,88 1,490,68 1,57+0,89
22:40-6 | 5,49+1,87 555+1,02  5,50%1,12 | 6,67%1,20 6,73+1,71 7,01%1,47 | 6,03£1,42  432+1,12 4,20+1,20
22:50-3 | 4,43%1,15 4,32+0,75 4,52+1,04 | 4,21%1,50 3,79+1,34 3,5440,99% | 427+1,14  432+1,12 4,20+1,20
22:60-3 | 5,49+1,87 555+1,02  5,50%1,12 | 6,67%1,26 6,73+1,71 7,01%1,47 | 6,03£1,42  5,68+1,09 5,.81+1,21
Yo-6 | 88,1242,64  87,95+1,06  87,6242,09 | 87,11+2,47 87,7142,53 88,1542,12 | 87,70+1,83  88,1742,04  88,00+2,23
-3 11,88+2,64  12,04+1,06  12,3842,09 | 12,89+2,47 12,2942,53  11,85+2,12*% | 12,30+1,83  11,84+2,04  12,00+2,23

(Mittelwerte in % bezogen auf alle PUFAs = SD) (n=15); FS: Fettsdure

*statistisch signifikanter Unterschied zur Woche 0 (p<0,05)

"statistisch signifikanter Unterschied zwischen der ALA-Gruppe und der GLA-Gruppe (p<0,05)

“statistisch signifikanter Unterschied zwischen ALA-Gruppe und Placebo-Gruppe (p<0,05)
“statistisch signifikanter Unterschied zwischen GLA-Gruppe und Placebo-Gruppe (p<0,05)
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4.2.1.3 Bestimmung der Triglyceridkonzentration im Plasma

In den Plasmaproben wurden die Konzentration an Triglyceriden zu den Zeitpunkten 0, 6 und
12 Wochen bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 4.11 wiedergegeben.
Die Konzentration der Triglyceride war zu keinem Zeitpunkt und in keiner Gruppe im

Vergleich zum Ausgangswert statistisch signifikant verdndert.

Tabelle 4.11 Interventionsstudie 1: Konzentration der Triglyceride [mg/dl] in der ALA-,
GLA- und Placebo-Gruppe

Woche
0 6 12
ALA-Gruppe 94+40 92+41 108491
GLA-Gruppe 101£34 117+£50 116+67
Placebo-Gruppe 102+37 104+52 99+43

Mittelwerte + SD (n=15)

4.2.1.4 Tocopherol-, Carotinoid- und Retinolkonzentrationen im Plasma

In den Plasmaproben wurden des Weiteren die Carotinoid- und Tocopherolkonzentrationen
bestimmt. Die Werte sind angegeben in nmol/ml Plasma und in Tabelle 4.12
zusammengefasst. Bis auf einen statistisch signifikanten Abfall der Lycopinkonzentration in
der Placebogruppe in Woche 12 im Vergleich zur Woche 0 (von 0,49+0,24 nmol/ml auf
0,44+0,34 nmol/ml) konnten keine Verdnderungen in der Carotinoid- oder

Tocopherolkonzentrationen festgestellt werden.
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Tabelle 4.12  Interventionsstudie I: Tocopherol-, Carotinoid- und Retinolkonzentrationen im Plasma [nmol/ml]

'Y_

Woche | Lutein Zeaxanthin Cryptoxanthin Lycopin  a-Carotin B-Carotin Toco?)-herol Tocopherol Retinol
0 0,34+0,13  0,07+0,03 0,36+0,28 0,56+0,20  0,19+0,19 0,82+0,55  27,11+4,2 0,82+0,35  1,18+0,28
Gﬁfl‘g[;e 6 0,32+0,13  0,09+0,05 0,35+0,29 0,56+0,21  0,24+0,28 0,98+0,73  26,25+3,9 0,84+0,43  1,20+0,37
12 0,33+0,11  0,09+0,07 0,27+0,18 0,58+0,16  0,23+0,24 0,99+0,94  27,72+5,1 0,85+0,46  1,20+0,34
0 0,26+0,13  0,06+0,03 0,29+0,28 0,49+0,26  0,12+0,10 0,54+0,43  22,94+6,6 0,78+0,50  1,26+0,21
Gcl;ﬂllﬁ;e 6 0,27+0,13  0,07+0,04 0,31+0,33 0,48+0,25 0,12+0,08 0,53+0,44  24,5545.,5 0,65+0,31  1,34+0,35
12 0,28+0,10  0,07+0,03 0,25+0,20 0,59+0,31 0,18+0,21 0,70+0,47  24,43+7,7 0,66+0,37  1,30+0,23
0 0,30+0,14  0,07+0,03 0,43+0,22 0,49+0,24  0,15+0,10 0,56+0,26  24,33+4,5 0,98+0,65  1,28+0,23
Ig:ﬁ;‘;g 6 | 029:0,11 008004  030:0,19  044x036 0,13£0,09 0,50£0,26 2591+48  0,80:038  1,32+0,25
12 0,27+0,11  0,07+0,06 0,21+0,11 0,44+0,34* 0,16+0,11 0,49+0,23  23,22+5,9 0,70+0,36  1,19+0,32

Mittelwerte + SD (n=15)

*statistisch signifikanter Unterschied zur Woche 0 (p<0,05)
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4.2.2 Effekte der Supplementierung mit Leinsamen- und Borretschol auf Struktur und

Funktion der Haut

Im Folgenden werden Effekte auf die Haut nach Supplementierung mit Leinsamen-,
Borretschdl bzw. einem Placebo iiber einen Zeitraum von 12 Wochen dargestellt. Untersucht
wurden Oberflachenstruktur, Hydration und Sensitivitit der Haut. Die Parameter wurden in

Kooperation mit dem Institut diir Dermatologie der Universitidt Witten Herdecke untersucht.

4.2.2.1 Analyse der Oberflichenstruktur der Haut mit dem SELS-Verfahren (Surface

Evaluation of Living Skin)

Bei der Analyse der Oberflichenstruktur der Haut mit dem SELS-Verfahren wird aus einem
Foto ein Hautprofil erstellt (Beispiel Abbildung 4-7). Die Aufnahmen wurden unter
standardisierten Bedingungen erstellt. Mit dem Verfahren lassen sich Aussagen zur
Rauhigkeit, Schuppigkeit, Faltigkeit und Gldtte der Haut machen. Die Ergebnisse der
Untersuchungen sind in den Tabellen 4.13 bis 4.15 dargestellt.

Hautbild - SELS- Bild

F

Abb. 4-7 Beispiel der Verdnderung des Hautoberflichenprofils analysiert mit dem
SELS-Verfahren
A: Hautprofil eines Probanden zu Beginn der Studie
B: Hautprofil nach 12 Wochen Supplementierung mit Leinsamend!l
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In der ALA-Gruppe lieen sich folgende statistisch signifikanten Unterschiede feststellen:
Der Parameter Rauhigkeit fiel um 15% in Woche 6 und um 34% in Woche 12 im Vergleich
zu Woche 0. Die Schuppigkeit nahm um 29% in Woche 6 und um 35% in Woche 12 ab. Beim
Parameter Glitte lie sich eine Zunahme um 4% von Woche 12 im Vergleich zur Woche 0.
Die Faltigkeit der Haut verinderte sich nicht.

In der GLA- Gruppe war die Rauhigkeit der Haut in Woche 12 um 15% verringert verglichen
mit Woche 0. Auch die Schuppigkeit verringerte sich um 27% in Woche 12 verglichen mit
Woche 0. Die Parameter Faltigkeit und Glétte verdanderten sich nicht.

In der Placebogruppe wurde durch die Supplementierung keiner der genannten Parameter
moduliert.

So ldsst sich festhalten, dass durch die Supplementierung mit Leinsamendl Rauhigkeit,
Schuppigkeit und Glétte der Haut sich verbessern. Unter Supplementierung mit Borretschol
verbessert sich die Rauhigkeit und Schuppigkeit, wobei die Effekte in der GLA- Gruppe
geringer ausgepragt sind als in der ALA- Gruppe.

4.2.2.2 Messung der Hauthydration

Zur Messung der Hauthydration wurden Hautfeuchtigkeit und der transepidermale
Wasserverlust (TEWL) gemessen (Abschnitt 3.4.4). Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4.13
bis 4.15 dargestellt.

In der ALA- Gruppe nahm die Feuchtigkeit der Haut von der Woche 0 nach Woche 6 und
Woche 12 zu (Woche 6: +12%, Woche 12 +19%). Der TEWL nahm zu Woche 6 um 8% und
zu Woche 12 um 26% ab.

In der GLA- Gruppe nahm die Feuchtigkeit der Haut von Woche 0 auf Woche 12 um 17%
zu, der TEWL nahm von Woche 0 zu Woche 6 um 9% und zu Woche 12 um 11% ab. Alle
Verdnderungen waren statistisch signifikant.

In der Placebo- Gruppe lieB3 sich keine statistisch signifikante Verdnderung feststellen.
Folglich verbesserte sich durch die Supplementierung mit Leinsamen- und Borretschol die

Hauthydration. Der Effekt war bei Supplementierung mit Leinsamendl starker ausgepragt.

4.2.2.3 Messung der Hautsensitivitit

Um Verdnderungen in der Hautsensitivitit nach Applikation von Leinsamendl bzw.
Borretschdl zu untersuchen wurde der Nicotinattest gemal3 Abschnitt 3.4.4.3 durchgefiihrt.
Messparameter waren die Differenz der Hautrétung vor und nach topischer Anwendung einer
Nicotinatlosung, ausgedriickt durch den Aa- Wert und der kapillare Blutfluss. Die Ergebnisse

sind in den Tabellen 4.13 bis 4.15 dargestellt.
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In der ALA- Gruppe fiel der Aa- Wert um 32% in Woche 6 und um 45 % in Woche 12 im
Vergleich zur Woche 0. Der Blutfluss verringerte sich in der Gruppe um 34% in Woche 6 und
um 81% in Woche 12. Alle Verdnderungen waren statistisch signifikant verglichen mit
Woche 0. In der GLA- Gruppe war der Aa- Wert in Woche 6 statistisch signifikant geringer
als in Woche 0 (-29%), in der Woche 12 betrug die Abnahme 35%. Der Blutfluss verminderte
sich statistisch signifikant um 28% in der Woche 6 und um 34% in der Woche 12.

In der Placebogruppe war im Verlauf der Studie keiner der Parameter statistisch signifikant
verandert.

Durch die Supplementierung mit Leinsamendl verringerte sich die Sensitivitdt der Haut.
Ebenfalls konnte durch die Supplementierung mit Borretschdl eine Verbesserung erreicht

werden.

Tabelle 4.13 Interventionsstudie 1: Anderung der Oberflichenstruktur, Hydration und

Sensitivitdt der Haut in der ALA-Gruppe (Leinsamenol)

Woche
0 6 12
Oberflachenstruktur
Rauhigkeit (AU) 1,27+0,40 1,07+£0,43*  (-15%) | 0,84+0,40*  (-34%)
Schuppigkeit (AU) 0,69+0,33 0,49+0,28*  (-29%) | 0,45+0,29*  (-35%)
Faltigkeit (AU) 34,95+2,07 34,59+£2,25 (-1%) | 34,95+£2,19  (+0%)
Glatte (AU) 37,23+6,11 39,08+£5,54  (+5%) | 38,87£5,73*%  (+4%)
Hydration
Feuchtigkeit (AU) 3248 35+10* (+12%) 38+£7* (+19%)
TEWL (g/h*m?) 9,70£1,06 8,95+1,09* (-8%) | 7,15£1,80*  (-26%)
Sensitivitiit
A-a- Wert (AU) 4,32+1,25 2,93+0,94*  (-32%) | 2,38%1,03*  (-45%)
Blutfluss (AU) 75,0+£22,2 49,5+£23.4*%  (-34%) | 14,4+12.2*  (-81%)

Mittelwerte aller Probanden = SD (n=15)

* statistisch signifikant unterschiedlich zur Woche 0 (p<0,05)
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Tabelle 4.14 Interventionsstudie 1: Anderung der Oberflichenstruktur, Hydration und

Sensitivitdt der Haut in der GLA-Gruppe (Borretschol)

Woche
0 6 12
Oberflachenstruktur
Rauhigkeit (AU) 1,43+0,61 1,32+0,56  (-7,6%) | 1,22+0,42*  (-15%)
Schuppigkeit (AU) 0,59+0,33 0,44+0,11  (-25%) | 0,43+0,11*  (-27%)
Faltigkeit (AU) 35,23+2,90 35,52+£2,67 (+0,8%) | 35,61£2,81 (+1,1%)
Glatte (AU) 38,15+7,68 38,09+6,38  (-0,2%) | 39,14+6,74 (+2,6%)
Hydration
Feuchtigkeit (AU) 30+7 3246 (+8%) 35+£7* (+17%)
TEWL (g/h*m?) 9,89+0,80 9,00£1,11*  (-9%) | 8,78%1,15* (-11%)
Sensitivitiit
A-a- Wert (AU) 4,20+1,50 2,99+1,64*  (-29%) | 2,73+1,24*  (-35%)
Blutfluss (AU) 70,9+20,3 51,1+£30,1*  (-28%) | 46,9+20,3*  (-34%)

Mittelwerte aller Probanden = SD (n=15)

* statistisch signifikant unterschiedlich zur Woche 0 (p<0,05)

Tabelle 4.15 Interventionsstudie I: Anderung der Oberflichenstruktur, Hydration und

Sensitivitdt der Haut in der Placebo-Gruppe

Woche
0 6 12
Oberflichenstruktur
Rauhigkeit (AU) 1,19+0,25 1,20+0,21  (+0,61%) | 1,20+0,35 (+1%)
Schuppigkeit (AU) 0,59+0,37 0,57+0,33 (-4,3%) | 0,52+0,24 (-12,6%)
Faltigkeit (AU) 35,22+3,57 35,76£2,57  (+1,5%) | 35,83+2,68 (+1,7%)
Glitte (AU) 35,81+6,43 34,25+6,17  (-4,3%) | 34,97+£5,84  (-2,3%)
Hydration
Feuchtigkeit (AU) 29+5 3045 (+3%) 3245 (+9%)
TEWL (g/h*m?) 9,73+1,19 9,67+1,51 (-0,6%) | 9,61£1,63  (-1,2%)
Sensitivitiit
A-a- Wert (AU) 3,40+1,00 3,40+1,33 (+0%) 3,33+1,17 (-2%)
Blutfluss (AU) 70,1+22.0 62,6+£26,0 (-10%) 64,1+28,7  (-8,5%)

Mittelwerte aller Probanden + SD (n=15)

* statistisch signifikant unterschiedlich zur Woche 0 (p<0,05)
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4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Interventionsstudie I

Durch die tigliche Zufuhr kleiner Dosen an Leinsamendl bzw. Borretschdl (ca. 2,2g)
veranderte sich das Fettsduremuster des Plasmas in den jeweiligen Gruppen. Von Woche 0
nach Woche 6 nahm in der ALA-Gruppe hauptsidchlich der Anteil der a-Linolensdure im
Gesamtfettsauremuster zu, in der GLA-Gruppe nahm der Anteil der y-Linolensdure zu. Eine
weitere Zunahme der beiden Fettsduren von Woche 6 nach Woche 12 konnte nicht festgestellt
werden.

Der Anteil der a-Linolensdure im Gesamtfettsduremuster der Erythrozyten in der ALA-
Gruppe erhohte sich in der Woche 12 im Vergleich zur Woche 0 statistisch signifikant. In der
GLA-Gruppe konnten keine wesentlichen Verdnderungen festgestellt werden.

Rauhigkeit und Schuppigkeit als Parameter der Hautoberflichenstruktur, nahmen in der ALA-
und GLA-Gruppe ab. In der ALA-Gruppe verbesserte sich die Glétte geringfiigig.

Die Hauthydration verbesserte sich sowohl in der ALA- als auch in der GLA-Gruppe nach
Supplementierung (Zunahme der Feuchtigkeit und Abnahme des transepidermalen
Wasserverlustes). Die Verbesserungen waren ausgepragter in der ALA-Gruppe.

Die Entziindungsreaktion, infolge topischer Applikation einer Nicotinatlosung, verringerte
sich in der ALA- und GLA-Gruppe. In der ALA-Gruppe war die Verringerung der
Entziindungsreaktion ausgeprégter als in der GLA-Gruppe.

In der Kontrollgruppe verdnderte sich das Fettsduremuster in Plasma und Erythrozyten nicht.
Verdanderungen in der Hautoberflichenstruktur, Hauthydration und Hautsensitivitdt wurden

nicht festgestellt.
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4.3 Interventionsstudie II: Effekte von Leinsamen- und Distelol auf
Struktur und Funktion der Haut nach oraler Applikation

Interventionsstudie II ist in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Karin Neukam im Rahmen ihrer
Dissertation entstanden und ebenfalls dort aufgefiihrt. Weitere Details sind aus ihrer Arbeit zu
entnehmen [Neukam Dissertation 2006].

In dieser Studie wurde untersucht, ob die orale Applikation eines a-linolensiurereichen Ols
(Leinsamendl) und eines linolsiurereichen Ols (Disteldl) Einfluss auf Funktion und Struktur
der Haut haben. Die Studie wurde an 26 Probanden durchgefiihrt. 13 Probanden erhielten
iiber einen Zeitraum von 12 Wochen 2220 mg Leinsamendl pro Tag (ALA-Gruppe), weitere
13 Probanden erhielten 2236 mg Distelol pro Tag (LA-Gruppe), jeweils in
Weichgelatinekapseln (2x2 Kapseln).

Das Fettsduremuster der beiden Ole wurde mit der GC gemiB Abschnitt 3.3 analysiert. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 4.16 zusammengefasst. Die dominierende Fettsdure
im Leinsamendl war die o-Linolensdure mit ca. 49% Anteil. Daneben fanden sich noch
groBere Mengen an Olsdure (21%) und Linolsiure (16%). Hauptbestanteil des Disteldls war
die Linolsiure (72%) gefolgt von Olsidure (13%) und der Palmitinsiure (7%). Weitere
Bestandteile des Leinsamendls waren o- Tocopherol (3,85 mg/Kapsel) und 0,83mg
Rosmarinextrakt je Kapsel. Die Distelolkapsel enthielt zusétzlich 0,83 mg Rosmarinextrakt je

Kapsel.
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Tabelle 4.16 Interventionsstudie I1: Fettsduremuster der verwendeten Supplemente

FS Leinsamenol Distelol
8:0 Caprylsdure n.n n.n
10:0 Caprinsédure n.n n.n
12:0 Laurinsdure n.n n.n
13:0 Tridecansdure n.n n.n
14:0 Myristinsiure n.n. 0,21
15:0 Pentadecansdure n.n. n.n
16:0 Palmitinsdure 4,98 7,39
16:1 Palmitoleinsdure 0,08 0,10
17:0 Heptadecansaure 0,13 n.n.
18:0 Stearinsiure 3,70 2,63
18:1 ©-9 Olsaure 21,24 12,68
18:2m-6 Linolsdure 15,61 71,98
18:3w-6 v-Linolenséure 0,14 0,08
18:3®-3 o-Linolensdure 48,76 0,64
20:0 Arachinséure 0,16 0,46
20:1 Eicosensdure 0,49 0,21
20:2 Eicosadiensiure 0,18 0,16
20:3w-6 Eicosatriensédure n.n. n.n.
22:0 Behensédure 0,20 0,29
22:1 Erucasaure n.n. 0,56
24:0 Lignocerinsdure 0,36 0,19
24:1 Nervonsiaure n.n. 0,20
unidentifiziert 4,22 1,51

Angabe der FS in % bezogen auf Gesamtfettsduren

n.n.: nicht nachweisbar
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4.3.1 Blutuntersuchungen

4.3.1.1 Fettsiuremuster in Plasma und Erythrozyten nach Gabe von Leinsamen- und

Distelol

Die Fettsduremuster im Plasma und Erythrozyten wurde zu den Zeitpunkten 0, 6 und 12
Wochen mit Hilfe der GC und FID untersucht. In die Auswertung einbezogen wurden hier
ausschlieflich die PUFAs. Die Summe der Flichen der Signale aller PUFAs im
Chromatogramm wurde auf 100% gesetzt. Die Ergebnisse der Plasmaanalyse sind in Tabelle
4.17 dargestellt.

Nach Supplementierung mit Leinsamendl nahm in der ALA-Gruppe der Anteil der o-
Linolensdure von Woche 0 nach Woche 6 statistisch signifikant zu. Der Anteil war auch noch
nach 12 wochiger Supplementierung statistisch signifikant erhoht (Woche 0 1,31%; Woche 6
2,19%; Woche 12: 1,93%). Der Anstieg schlug sich im Anteil der Gesamt ®-3 Fettsduren
nieder, der ebenfalls in Woche 6 und Woche 12 im Vergleich zur Woche 0 erhdht war.
Entsprechend fand sich eine Verringerung in der Summe der ®-6 Fettsduren und im
Verhéltnis ®-6 zu ®-3. Der Anteil der a- Linolensdure in der ALA-Gruppe war in Woche 6
und Woche 12 statistisch signifikant unterschiedlich zu Woche 6 und 12 der LA-Gruppe.
Entsprechend war auch der Anteil der -3 Fettsduren in Woche 6 und 12 statistisch
signifikant unterschiedlich zwischen den Wochen.

Nach Supplementierung mit Distel6l nahm in der LA-Gruppe der Anteil der Linolsdure von
Woche 0 nach Woche 6 statistisch signifikant zu. Auch hier blieb zu Woche 12 der Anteil
statistisch signifikant erh6ht (Woche 0: 68,9%; Woche 6: 72,6%; Woche 12 71,3%).

In den Erythrozyten (Daten nicht dargestellt) nahm in der ALA-Gruppe der Anteil der a-
Linolensaure von Woche 0 nach Woche 6 und 12 zu (Woche 0: 0,9%; Woche 6 1,0%; Woche
12 1,2%). Diese Verdnderung war jedoch nicht signifikant. In der LA-Gruppe nahm die
Linolsaure, ebenfalls statistisch nicht signifikant zu (Woche 0: 42,1%; Woche 6: 46,4%;
Woche 12 44,4%).

Die Daten zeigen, wie in der Interventionsstudie I, dass unter Supplementierung einer
geringen Dosis an Leinsamendl der Anteil der a-Linolensidure am Fettsduremuster im Blut

zunimmt. Durch die Supplementierung mit Distel6l nimmt der Anteil an Linolsdure zu.
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Tabelle 4.17 Interventionsstudie I1: Fettsduremusters im Plasma

ALA-Gruppe LA-Gruppe
Woche Woche
FS 0 6 12 0 6 12
18:2m0-6 | 67,7+4,10 67,3+3,95 68,8+5,89 | 68,9£4,16 72,6+4,13* 71,3+4,18
18:3w-6 | 3,97+9,38 1,51+ 0,87 1,90+ 1,87 | 1,37+ 0,64 1,15+0,86 1,16+ 0,65
18:3w-3 1,31£ 0,76 2,19+ 0,70* 1,93+ 1,03* | 1,36+ 0,95 1,58+ 0,96* 1,53+ 0,53
20:3w-6 | 497+193 4,80+ 0,94 5,11+ 1,01 | 494+ 1,11 491+1,08 5,08+ 1,08
20:4m0-6 15,7+5,02 16,8+2,44 15,8+4,86 16,1£2,92  14,1+4,96 15,1+4,74
20:5w-3 1,61+1,08 2,17+0,95 1,86+1,15 | 2,14+ 1,06 1,43+0,72* 1,53+0,84
22:5w-3 1,25+ 0,78 1,70+ 0,54 1,26+ 0,90 | 1,87+0,60 1,68+1,13  1,61£0,87
22:60-3 | 3,48+1,76 3,56+ 1,93 3,40+ 1,74 | 3,27+£0,97 248+1,32 2,72+ 1,13
Ym-6 923+4,0 90,4+2,6* 91,5+4,1 91,4+29 928+28*% 926+2,5
2o-3 7,7+4,0 9,6 £2,60* 85+4,10* | 8,6+29 72+2.8 74+25
®-6/m0-3 12,0 9,4 10,7 10,6 13,0 12,5

Mittelwerte £ SD (n=13); FS = Fettsdure

* statistisch signifikant unterschiedlich zu Woche 0 (p<0,05)

4.3.1.2 Tocopherol-, Carotinoid- und Retinolkonzentrationen im Plasma

Im Plasma der Probanden wurden zu den Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen die Tocopherol-,

die Carotinoid- und die Retinolkonzentration untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.18

dargestellt.

Keine der untersuchten Carotinoid- oder Retinolkonzentrationen der Woche 6 oder 12

verdnderten sich statistisch signifikant im Vergleich zu Woche 0.
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Tabelle 4.18 Interventionsstudie I1: Carotinoid-. Tocopherol- und Retinolkonzentrationen im Plasma [nmol/ml]

Woche Lutein Zeaxanthin Cryptoxanthin Lycopin  o-Carotin  B-Carotin  a-Tocopherol y-Tocopherol Retinol
0 0,29+0,10 0,08+0,05 0,26+0,14 0,50+0,25 0,14+0,10  0,60+0,61 28,09+4,84 1,38+0,91 1,31+0,32
GArﬁg[;e 6 0,29+0,10 0,08+0,05 0,24+0,20 0,56+£0,25 0,14+0,11  0,67+0,59 31,61+£7,08 0,95+0,56 1,27+0,27
12 0,29+0,09 0,07+0,03 0,19+0,17 0,50+£0,16  0,15+0,10  0,56+0,46 32,42+6,27 1,02+0,61 1,37+0,25
0 0,27+0,10 0,07+0,03 0,33+0,22 0,59+0,25 0,12+0,06  0,45+0,16 24,48+7,88 0,76+0,48 1,15+0,26
Gflﬁ)-pe 6 0,29+0,11 0,06+0,03 0,25+0,13 0,53+0,15 0,15+0,10  0,56+0,32 26,17+£12,53 1,16+1,05 1,16+0,21
12 0,29+0,13 0,06+0,02 0,21+0,09 0,59+0,13  0,14+0,07  0,52+0,18 23,89+5,13 0,91+0,62 1,15+0,26

Mittelwerte + SD (n=13)
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4.3.2 Effekte der Supplementierung mit Leinsamen- und Distelol auf Struktur und

Funktion der Haut

Im Folgenden werden einer Supplementierung mit Leinsamen- bzw. Disteldl auf die Haut
iiber einen Zeitraum von 12 Wochen dargestellt. Untersucht wurden Oberflachenstruktur,

Hydration und Sensitivitit der Haut (Tabelle 4.19)

4.3.2.1 Analyse der Oberflichenstruktur der Haut mit dem SELS- Verfahren

Untersuchungsparameter der Oberflichenstruktur der Haut waren Rauhigkeit, Schuppigkeit,
Faltigkeit und Glatte der Haut (SELS-Methode).

In der ALA-Gruppe nahm die Rauhigkeit von Woche 0 nach Woche 6 statistisch signifikant
um 22% ab, nach Woche 12 um 30%. Die Schuppigkeit nahm von Woche 0 auf Woche 12 um
31% statistisch signifikant ab. Die Glitte nahm von Woche 0 auf Woche 12 um 7% statistisch
signifikant zu. Der Hautparameter Faltigkeit verdnderte sich nicht.

In der LA-Gruppe verringerte sich die Rauhigkeit statistisch signifikant zu Woche 6 um 10%
und blieb dann konstant bis Woche 12. Die Schuppigkeit verringerte sich zu Woche 6 um 6%
und Woche 12 um 14%; dieser Riickgang war jedoch statistisch nicht signifikant. Auch bei
den Parametern Glitte und Faltigkeit konnten keine statistisch signifikanten Verdnderungen
festgestellt werden.

Die Rauhigkeit und Schuppigkeit der Haut verbesserten sich folglich in beiden Gruppen nach

Gabe der Ole, die Effekte waren ausgeprigter unter Supplementierung mit Leinsamendl.

4.3.2.2 Messung der Hauthydration

Nach Supplementierung mit Leinsamendl war in der Hautfeuchtigkeit eine Zunahme zu
beobachten, die in Woche 12 statistisch signifikant hoher war als in der Woche 0 (+39%). Der
TEWL nahm von Woche 0 auf Woche 6 um 21% und auf Woche 12 um 31% statistisch
signifikant ab.

In der LA-Gruppe stieg die Feuchtigkeit nach 12 Wochen Intervention um 13% statistisch
signifikant an, der TEWL fiel um 12% (statistisch nicht signifikant).

Folglich verbesserte sich in beiden Gruppen die Hauthydration, die Wirkung des

Leinsamendls war starker als die des Distel0ls.
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4.3.2.3 Messung der Sensitivitit

In dieser Studie wurde, wie in der Interventionsstudie I, durch topische Applikation einer
Nicotinatlosung ein Erythem induziert. Untersuchungsparameter waren ebenfalls der Aa-Wert
und der kapillare Blutfluss.

In der ALA-Gruppe nahm der Aa- Wert von Woche 0 auf Woche 12 um 48% statistisch
signifikant ab. Der Parameter Blutfluss nahm von Woche 0 zu Woche 6 um 34% und zu
Woche 12 um 66% statistisch signifikant ab.

Nach Supplementierung mit Disteldl war keine Verdnderung in den Parametern Aa- Wert und

Blutfluss zu beobachten.

4.3.3 Interventionsstudie II: Zusammenfassung der Ergebnisse

In der Interventionsstudie II wurde nach Supplementierung mit Leinsamendl bzw. Distelol
iber einen Zeitraum von 12 Wochen folgende Verdnderungen beobachtet:

In der ALA-Gruppe nahm im Plasma der Anteil der a- Linolensdure in der Woche 6 zur
Woche 12 zu, in der LA-Gruppe die Linolsiure. Folglich verinderten die beiden Ole das
Fettsduremuster im Plasma.

In der ALA-Gruppe verringerte sich in Woche 6 und 12 die Rauhigkeit und die Schuppigkeit
der Haut, die Glétte nahm leicht zu; in der LA-Gruppe reduzierte sich nur die Rauhigkeit
statistisch signifikant. Beide Ole verbesserten demzufolge die Oberflichenstruktur der Haut,
Leinsamendl bewirkte stirkere Effekte.

In der ALA-Gruppe erhohte sich im Verlauf der Studie die Feuchtigkeit und verringerte sich
der TEWL der Haut; in der LA-Gruppe erhohte sich nur die Feuchtigkeit statistisch
signifikant. Beide Ole bewirkten eine Verbesserung in der Hydration, die Supplementierung
mit Leinsamendl zeigte einen mehr ausgepragten Effekt.

Die Sensitivitdt der Haut verdnderte sich nur in der ALA-Gruppe, so nahm der Aa-Wert und
der Blutfluss statistisch signifikant ab. Nur mit Leinsamen6l konnte eine Verbesserung der

Sensitivitit erzielt werden.
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Tabelle 4.19 Interventionsstudie 1I: Anderung der Oberflichenstruktur, Hydration und

Sensitivitdt der Haut
ALA-Gruppe LA-Gruppe
Parameter Wochen
Oberflichenstruktur
1,87+1,01 1,56+0,67
Rauhigkeit (AU) 6 1,45+0,61*  (-22 %) 1,4+0,61*  (-10 %)
12 1,31+0,59*  (-30 %) | 1,41+0,66*  (-10 %)
0 0,97+0,68 0,95+0,56
Schuppigkeit (AU) 0,83+0,52 (-15%) | 0,89+0,49 (-6 %)
12 0,66+0,50*  (-31%) 0,82+0,31  (-14 %)
21,5£3,4 22,34+4,5
Faltigkeit (AU) 6 21,443,1 (-0,4 %) 22,9+3,6 (+2 %)
12 22,0+3,2 (+2%) 23,1+5,7 (+4 %)
25,3+£5,9 26,9+5,7
Glatte (AU) 6 26,0+6,7 (+3 %) 22,6£5,6 (-1 %)
12 27,2+7,1* (+7%) 27,4+5,7 (+2 %)
Sensitivitit
4,12+2 35 4,03+1,51
Aa Wert (AU) 6 3,23+£2,12 (-22 %) | 4,02£1,52  (-0,2 %)
12 2,13+£1,50* (48 %) | 3,76£1,77 (-7 %)
86,2+48.3 79,8+37,3
Blutfluss (AU) 6 57,9£51,2*  (-34 %) | 89,4+48,7 (+11 %)
12 29+20,9* (-66 %) | 84,9+47.9 (+7 %)
Hydration
30+7 36+4
Feuchtigkeit (AU) 6 32+6 (+7 %) 36+5 (-2 %)
12 41+8* (+39 %) 41+4* (+13 %)
8,82+4 6,95+2
TEWL (g/hm?) 6 6,953~ (-21 %) 6,54+2 (-6 %)
12 6,05+£2* (-31 %) 6,13+£2 (-12 %)

Mittelwerte £ SD (n=13)

* statistisch signifikant unterschiedlich zur Woche 0 (p<0,05)
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5 Diskussion Interventionsstudien

5.1 Bestimmung der Bioverfiigharkeit langkettiger ungesittigter
Fettsiduren

Im vorherigen Abschnitt wurden die Ergebnisse aus drei Studien vorgestellt. Wesentlicher
Bestandteil der Studien war die Bestimmung der Bioverfiigbarkeit langkettiger ungeséttigter
Fettsiuren (PUFAs) aus verschiedenen Olen. Die Anteile der fiir die Ole charakteristischen
PUFAs erhohten sich schon nach kurzer Intervention im Plasma der Probanden. Die
Studiendauer betrug in allen drei Studien 12 Wochen. Die tdgliche Dosis der verwendeten
Fette war im Verhiltnis zur tiglich mit der Erndhrung aufgenommen Fettmenge relativ
gering.

Die Einzelergebnisse zur Bioverfiigbarkeit von langkettigen ungeséttigten Fettsduren werden

im Folgenden diskutiert.

5.1.1 Fettsauremuster in Plasma, Erythrozyten und Cerumen nach Supplementierung

mit Fischolkapseln

In der ersten Studie wurden 3 Probandinnen mit tdglich 1g Fischdl supplementiert; 1g Fett
entspricht 1,6% der durchschnittlich tiglich empfohlenen Fettzufuhr fiir einen weiblichen
Erwachsenen [Wirths 2000]. Untersucht wurden die Fettsduremuster in Plasma, Erythrozyten
und Cerumen.

Die Studie hatte folgende Zielsetzungen:

1. Die gewihlte Analysenmethode mitsamt der Extraktion von Fettsduren mit einer
Mischung aus Chloroform und Methanol, anschlieBender Derivatisierung zu den
Methylester und Bestimmung mittels GC-FID zu etablieren (Abschnitt 3.3).

2. Verdnderungen im Fettsduremuster nach oraler Applikation in verschiedenen

biologischen Materialien zu bestimmen.

Lipide bzw. Fettsduren sind wesentliche Bestandteile des Blutes. In der vorgestellten Studie
wurde gezeigt, dass durch die Supplementierung mit Fischol sich die
Fettsdurezusammensetzung im Blut verdndert.

Eine Verdnderung des Fettsduremusters nach Zufuhr bestimmter Fettsduren ist in der Literatur
in zahlreichen Interventionsstudien beschrieben [Brosche et al. 2000, Mantzoris et al. 1994,

Cao et al. 2006].
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Die wichtigsten Lipide im Blut sind Triglyceride, Cholesterin und Phospholipide. Der
Transport im Blut erfolgt in den von Lipoproteinen. Zusétzlich konnen kurzkettige Fettsduren
frei im Blut vorliegen, langkettige Fettsduren sind an Albumin gebunden. Untersuchungen
haben gezeigt, dass sich das Fettsduremuster des Gesamtplasmas nach Aufnahme von
Fettsduren schon innerhalb weniger Stunden verdndert. Das Muster gilt als sensitiver
Indikator fiir Verdanderungen im Plasmagehalt langkettigen Fettsduren nach einer PUFA-
reichen Diit [Arab 2003].

Unmittelbar nach Fettzufuhr verdndert sich das Fettsduremuster der Lipide in den
Chylomikronen. Dadurch wird auch das Fettsduremuster im Gesamtplasma mafgeblich
beeinflusst. Chylomikronen sind Lipoproteinkomplexe, welche die mit der Nahrung
aufgenommenen Fette vom Darm zu Zielorganen, wie z.B. Leber, transportieren.
Niichternblut enthilt keine Chylomikronen Um in dieser und in den nachfolgenden Studien
Verdnderungen im Fettsduremuster auf ldngerfristige Effekte zuriickzufiihren, wurde auf
Niichternblutabnahmen geachtet.

Charakteristische Fettsduren in den verwendeten Fischolsupplementen waren die
Eicosapentaensidure (EPA) und die Docosahexaenséure (DHA). Zu Studienbeginn betrugen
die Anteile dieser Fettsduren im Plasma der Probanden 0,73% (EPA) und 1,37% (DHA). Im
Verhiéltnis zu Fettsduren wie der Linolsdure (39%) sind diese Fettsduren Minorbestandteile
des Fettsduremusters. Nach Supplementierung wurde ein Anstieg dieser Minorfettsduren
beobachtet. Wihrend der Anstieg des Anteil der EPA von Woche 0 auf Woche 2 am grofiten
ist und sich anschlieBend nur noch gering verdndert, stieg der Anteil der DHA- Gehaltes im
Verlaufe der gesamten Supplementierung kontinuierlich an.

Entsprechend den Verdnderungen des EPA und DHA-Gehaltes stieg der Anteil der gesamten
-3 Fettsduren, das Verhéltnis des Gehaltes von -6 zu ®-3 Fettsduren sank.

Auch der Anteil der Docosapentaensidure (DPA) in der Fettsdureverteilung nahm zu. Diese
entsteht durch Elongation aus der EPA, abhingig von der Enzymaktivitit der Elongase
[Burdge et al. 2005]. So ist der Anstieg wéahrend der DPA eine Folge der Supplementierung
mit Fischol.

Auch wenn sich durch die geringe Anzahl der Probanden sich das Ergebnis statistisch nicht
validieren lieB, so zeigen die Daten, dass auch die Gabe geringer Dosen eines
Fischolsupplementes Verdnderungen im Fettsduremuster des Plasmas bewirken.
Infolgedessen zeigte sich, dass die gewdihlte Analysenmethode geeignet ist auch

Verianderungen der Minorfettsduren im Plasma zu erfassen.
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Neben dem Fettsduremuster des Plasmas wurde auch das Fettsduremuster der Erythrozyten
bestimmt. Erythrozyten haben eine durchschnittliche Lebensdauer von 12 Wochen. Daher
werden Verdnderungen im Fettsduremuster nur durch ldngerfristigen Konsum bestimmter
Fettsduren bewirkt [Arab 2003]. Dies wird bei der Bestimmung des Omega-3 Index
ausgenutzt, dieser Index berechnet sich aus der Summe des Gehaltes an EPA und DHA in den
Erythrozyten. Da ein Zusammenhang zwischen dem regelmafigen Verzehr dieser Fettséduren
und einem verminderten Risiko fiir koronare Herzerkrankungen besteht (siche Abschnitt
1.3.2), ldsst sich der Omega-3-Index als klinischer Marker zur Risikoeinschidtzung nutzen
[Cao et al. 2006; Harris et al. 2004]. 1 g Fischol tdglich, wie sie in der hier dargestellten
Studie supplementiert wurde, reichen nicht aus um die Anteil der EPA und DHA zu erhdhen,
so dass sich der Omega-3-Indexes nicht verdndert. Weitere Studien zeigen ebenfalls, dass
hohere Supplementierungen erforderlich sind um Verdnderungen der Erythrozyten zu
bewirken. In einer von Cao et al. durchgefiihrten Studie verdnderte sich die
Fettsdurezusammensetzung in den Erythrozyten nach einer tdglichen Gabe von 3510 mg EPA
und 900 mg DHA iiber einen Zeitraum von 8 Wochen [Cao et al. 2006]. Das Fettsduremuster
der Erythrozyten in der hier durchgefiihrten Studie verdnderte sich von Woche 0 zur Woche
12 nur geringfiigig. Im Vergleich zur Studie von Cao et al. wurden in dieser Studie nur 140

mg EPA und 100 mg DHA supplementiert.

Zusétzlich wurde in der Studie gepriift, ob sich das Fettsduremuster im Cerumen verdndert
und sich dieses Fettsduremuster als Marker fiir die Bioverfiigbarkeit von PUFAs eignet. In der
Literatur wird als ,,Langzeitmarker der Fettzufuhr der Fettsduregehalt von subkutanem
Fettgewebe beschrieben. Der Gehalt der PUFAs im Fettgewebe korreliert gut mit der
taglichen Aufnahme dieser Fettsduren [Baylin et al. 2002; Arab et al. 2002]. Die Gewinnung
von Fettgewebe ist aufwendig und nur durch invasive Biopsien moglich. Die Gewinnung des
Cerumens ist weitgehend einfach. Die Trockenmasse des Cerumens besteht aus 6,4%
Squalen, 9,6% Cholesterolester, 9,3% Wachsester, 3% Triacylglycerol, 22,7% Fettsduren,
20,9% Cholesterol, 18,6% Ceramiden, 2,0% Cholesterolsulfat und 7,5% nicht identifizierten
polaren Komponenten [Bortz et al. 1990]. Folglich enthdlt Cerumen analysierbare Fettsduren.
Diese wurden zuerst mit der GC-FID untersucht. Dabei lielen sich jedoch nicht alle Signale
in den Chromatogrammen zuordnen. PUFAs, wie z.B. EPA oder DHA konnten nicht
identifiziert werden. Eine GC-MS Analyse ausgewéhlter Proben zeigte, dass die Lipide des
Cerumens hauptsdchlich gesittigte Fettsduren enthalten mit hohen Anteilen an Palmitin- und

Stearinsdure. Langkettige ungesittigte Fettsduren lieen sich nicht nachweisen. Auch in der
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GC-MS Analyse konnten nicht alle Signale zugeordnet werden. Das Fettsduremuster im
Cerumen ist folglich ein ungeeigneter Marker fiir die Bioverfiigbarkeit von langkettigen

ungesittigten Fettsduren.

5.1.2 Fettsiuremuster in Plasma und Erythrozyten nach Gabe von PUFA-reichen

Pflanzenoélen

In Kapitel 5.1.1 wurde gezeigt, dass geringe orale Dosen an Fischdl ausreichen, um das
Fettsduremuster im Plasma zu verdndern. In der folgenden Interventionsstudie I, mit grof3eren
Probandenkollektiven, wurden die Verdnderungen des Fettsduremusters in Plasma und
Erythrozyten nach Supplementierung mit Leinsamendl, und Borretschdl untersucht. Die
Ergebnisse werden mit der Interventionsstudie II verglichen, in der die Verdnderungen des
Fettsduremusters im Plasma und Erythrozyten nach Supplementierung mit Leinsamendl und
Distel6l untersucht wurde [Neukam 2006, Dissertation].

Die Probanden der Studien waren ausschlieflich Frauen mit trockener sensibler Haut. Die
Dauer beider Studien war 12 Wochen, die tigliche Dosis der jeweiligen Ole war 2,2 g. Dies
entspricht ca. 3,5% der tigliche empfohlenen Fettzufuhr fiir erwachsene Frauen [Wirths
2000], die supplementierte Dosis dementsprechend gering. Blutproben wurden zu Beginn der
Studie, nach 6 und 12 Wochen entnommen. Zu den gleichen Zeitpunkten wurden

Hautparameter zur Analyse der Funktion und Struktur gemessen.

5.1.2.1 Interventionsstudie I: Fettsiuremuster in Plasma und Erythrozyten nach Gabe

von Leinsamen- oder Borretschol

Leinsamendl (oder auch Flachsol) gehdrt zu den -3 reichen Olen und wird aus den Samen
des Flachses gewonnen. Charakteristisch fiir Leinsamendl ist der hohe Anteil an o-
Linolensdure. Borretschol, gewonnen aus den Samen der Borretschpflanze, gehort zu den o -6
reichen Olen. Im Gegensatz zu anderen w-6 reichen Pflanzendlen, wie z.B. Sonnenblumen-
oder Disteldl, enthdlt es einen hohen Anteil an y-Linolensdure. Die
Fettsiurezusammensetzung der in der durchgefiihrten Studie verwendeten Ole war typisch fiir
Leinsamen- bzw. Borretschdl und stimmt mit Angaben der Literatur iiberein [Brosche et al.
2000; Fokkema et al. 2000 Sanders et al 1981]. Das in der Studie verwendete Placebo enthielt
ein synthetisches Ol, welches hauptsichlich aus Capryl- und Caprinsiureestern bestand.

Die Probanden wurden in drei Gruppen von jeweils 15 Personen eingeteilt. Die erste Gruppe
(ALA-Gruppe) erhielt Leinsamendl, die zweite Gruppe (GLA-Gruppe) Borretschol und die
dritte Gruppe ein Placebo (Placebo-Gruppe).
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Das Fettsdureverhéltnis im Plasma zu Beginn der Studie entsprach in allen drei Gruppen den
in der Literatur angegeben Verhiltnissen fiir gesunde Erwachsene. Dominante Fettsduren
waren die Palmitinsiure (22,8%%2,7% bis 24,2%+4,1%), Olsiure (20,6%%2,6 bis
21,1%+2,5%) und Linolsdure (28,5%+9,1% bis 32,8%+4,9). Sun et al. geben in ihren Studien
mit 306 Frauen fiir Palmitinsdure einen Wert von 19,7%+2.4%, fiir Olsdure einen Wert von
18,6%+2,4% und fiir Linolsdure einen Wert von 30,6%+4,3% an [Sun et al. 2007]. Risé et al.
haben folgende Werte ermittelt: Palmitinsdure: 22,7%=1,7%, Olsdure: 19,4%+2,6%,
Linolsédure: 29,0%+2,7% [Risé et al. 2007].

In der ALA-Gruppe nahm nach Supplementierung der Anteil der a-Linolensdure, in der GLA-
Gruppe der Anteil der y-Linolensdure schon nach 6 Wochen statistisch signifikant zu. Eine
weitere Anreicherung im Plasma konnte in den darauf folgenden 6 Wochen nicht beobachtet
werden. In der Placebogruppe war keine Verdnderung des Fettsduremusters im Hinblick der
untersuchten Fettsduren feststellbar. In den beiden Verum- Gruppen reichten die Dosis der
Supplemente aus, um eine Erhohung der charakteristischen Fettsduren im Plasma zu
bewirken.

Korpereigene Desaturasen und Elongasen katalysieren Kettenverldngerungen der essentiellen
C-18 Fettsduren zu ldngeren homologen Verbindungen (siche Abschnitt 1.3.1). Die Reaktion
findet vornehmlich in der Leber statt. Die Aktivitit der Desaturase ist limitiert. Unterschiede
sind alters- und geschlechtsabhingig. Mit zunehmendem Alter nimmt die Aktivitit des
Enzyms ab, Frauen haben eine hohere Aktivitét als Ménner. Ebenfalls sind hohere Aktivititen
wiahrend der Schwangerschaft und Stillphase feststellbar [Burdge et al. 2005; 2006;
Simopoulos 2002a]. Die vorliegende Studie wurde nur mit erwachsenen Frauen durchgefiihrt,
Schwangerschaft und Stillen waren Ausschlusskriterien. Es ist folglich davon auszugehen,
dass die Probanden aktive Desaturasen haben, von erhohten Aktivititen wie sie in der
Schwangerschaft- und Laktionsphase anzufinden sind, kann abgesehen werden.

Aus a-Linolensdure wird die fiir den Korper wichtige EPA gebildet, abhingig von der
Aktivitdt der A-6 Desaturase (Abschnitt 1.3.1). In der hier dargestellten Studie konnte in der
ALA-Gruppe eine Zunahme der EPA beobachtet werden, diese war statistisch nicht
signifikant. Eine Studie von Mantzioris et al. (15 ménnliche Probanden) zeigt, dass bei einer
Aufnahme von durchschnittlich 9,2 g a- Linolensdure am Tag, der Anteil der a- Linolensdure
an den Gesamtfettsduren um das 3-4 fache und der Anteil der EPA um das ca. 2,5 fache
zunimmt. Gemessen wurde das Fettsduremuster der Plasmaphospholipide, Cholesterinester
und Triglyceriden [Mantzioris et al. 1994]. Die Menge der zugefiihrten a-Linolenséure ist hier

deutlich hoher als in der vorliegenden Interventionsstudie (908 mg téglich, siehe Tabelle 3.3).
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Der Anteil der a-Linolensdure nahm um das 1,4 fache zu. Folglich war nur eine geringe
Zunahme des Anteils der EPA zu erwarten, diese nahm um das 1,1 fache von Woche 0 zu
Woche 12 zu.

Erheblich sensitiver als die gaschromatographische Analyse des Fettsduremusters im
Gesamtplasma, ist die Messung mit Isotopen- Tracer Techniken. In einer Studie von
Pawlosky et al. wurde mit Hilfe dieser Technik gezeigt, dass von 1 g deuterierter o-
Linolensdure nur durchschnittlich 0,2% zur EPA umgewandelt wurde (supplementiert wurde
eine Einzelndosis von 1 g der deuterierten a-Linolensédure). Interventionsstudien iiber ldngere
Zeitraume gehen von einer Umsatzrate von ca. 8% aus (gemessen mit “C- Tracer-
Isotopentechnik) [Pawlosky et al. 2001; Burdge et al. 2005]. Diese Daten zeigen, dass nur
eine geringe Menge der a-Linolensdure in EPA umgewandelt wird und dass bei einer
Supplementierung von 2,2 g Leinsamendl die Umsetzung nur mit sensitiveren Methoden als
der GC- Analyse gekoppelt mit einem FID nachweisbar ist.

Im Gegensatz zur Umwandlung von a-Linolensédure in EPA ist die Umwandlung von v-
Linolensdure in  Dihomo-y-Linolensdure (DHGLA) unabhingig von der A-6
Desaturaseaktivitit. In der vorliegenden Studie konnte eine Zunahme an DHGLA beobachtet
werden (statistisch signifikant unterschiedlich von Woche 0 zu Woche 6, in Woche 12 nahm
der Anteil wieder leicht ab). Eine Zunahme des Arachidonsduregehaltes lie8 sich nicht
feststellen. Die Umwandlung der DHGLA in Arachidonsdure ist abhingig von der Aktivitit
der A-5 Desaturase (Abschnitt 1.3.1). Die verabreichte Dosis an y-Linolensdure (Borretschdl)
reicht demnach aus, um signifikante Mengen an DHGLA im Korper zu bilden.

Ebenfalls enthalten im Borretschdl ist ein hoher Anteil an Linolsdure. Diese kommt im Blut in
groferen Mengen vor (durchschnittliche 32% bezogen auf die Gesamtfettsduren). Eine
signifikante Zunahme der Linolsédure war nicht zu beobachten. Linolsdure ist im Gegensatz
zur y-Linolenséure in vielen Lebensmitteln enthalten und Hauptbestandteil der téglichen
Erndhrung. Folglich reicht die geringe zusétzliche Zufuhr an Linolsédure nicht aus, um
messbare Unterschiede im Fettsduremuster zu erzielen.

Die Analyse der Erythrozyten zeigte, dass zu allen drei Zeitpunkten in allen drei Gruppen
neben den gesittigten Fettsduren Palmitin- und Stearinsdure (21,4%=+1,2% bis 22,5+1,9%
bzw. 15,4+£3,1% bis 17,1%+2,1%), Olsiure (15,0%+3,8% bis 17,1%%1,2%), Linolsiure
(16,8%+3,4% bis 19,1%+5,5%) und Arachidonsdure (14,6%+2,3% bis 16,1% bis 2,2%)
dominieren. Die Anteile dieser Fettsduren entsprechen den in der Literatur angegebenen
Werten [Risé et al. 2007:Palmitinsiure: 24,2%=+3,1%; Stearinsiure:20,6%=+2,1%; Olsiure:
15,6%+1,9%; Linolsdure: 9,8%=1,4%; Arachidonsdure: 12,9+2,1%; Sun et al. 2007:
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Palmitinsdure: 18,7+1,9; Stearinsdure:13,1+1,0%; Olsdure: 13,3+£1,2%; Linolsaure:
14,6+1,8%; Arachidonsdure: 14,6+£1,3%]. In der hier vorliegenden Studie I konnte in der
ALA-Gruppe eine Zunahme der a-Linolensdure beobachtet werden. Gleichzeitig nahm aber
auch der Anteil der y-Linolensdure zu. Bei der Auswertung der y-Linolensdurewerte sind
folgende Punkte aufgefallen:

Der prozentuale Anteil der y-Linolenséure in dieser Studie liegt zwischen 0,95%=+0,78 bis
2,39%+3,75% im Vergleich mit Literaturdaten verhéltnisméBig hoch [Brosche et al. 2000:
0,04+0,01% bis 0,07%+0,02%)]. Ebenfalls sind die Standardabweichungen der vy-
Linolenséurewerte sind im Vergleich zu den anderen ermittelten Fettsduren in den
Erythrozyten relativ hoch. Zur Absicherung wurde in der Analyse das GC- Signal der v-
Linolensdure sowohl durch externe, wie auch durch Dotierung mit internen Standards (nicht
dargestellt) identifiziert. Daher sind vermutlich grof3e interindividuelle Unterschiede Ursache
fiir die Streuung; wodurch eine Interpretation schwierig wird.

In der GLA-Gruppe nahm der Anteil an DHGLA zu und der Anteil an DPA ab. Die v-
Linolensdure nahm von Woche 0 zu Woche 12 zu, auch wenn diese Zunahme aufgrund der
hohen Streuung statistisch nicht signifikant war. Brosche et al. verzeichneten ebenfalls eine
Zunahme an y-Linolensdure und der DHGLA nach Supplementierung mit Borretschol. Die
supplementierten Olmengen lagen zwischen 1,5 und 3 g und entsprachen folglich denen in
dieser Studie [Brosche et al. 2000].

Die Analysenergebnisse der Analyse des Fettsduremusters in Erythrozyten lassen den Schluss
zu, dass im gewdhlten Dosisbereich nur geringfiigige Verschiebungen in der
Fettsdurezusammensetzung erzielt werden. Die Supplementierung in der Studie war demnach

zu gering um Verdnderungen im Fettsduremuster zu bewirken.

5.1.2.2 Interventionsstudie II: Fettsiuremuster in Plasma und Erythrozyten nach Gabe

von Leinsamen- oder Distelol

Interventionsstudie II wurde mit 26 Probandinnen durchgefiihrt. Eine Gruppe (ALA- Gruppe)
erhielt wie in Studie I 2,2 g Leinsamendl. Die Fettsiurezusammensetzung des Ols unterschied
sich kaum von der in der ersten Interventionsstudie. Die zweite Gruppe erhielt 2,2 g Disteldl
(LA-Gruppe). Distelol wird aus den Samen der Saflorpflanze gewonnen. Hier war die
dominierende Fettsdure die Linolsdure. Im Unterschied zur ersten Interventionsstudie wurden
in dieser Studie nur die langkettigen ungeséttigten Fettsduren zur Auswertung herangezogen
[Neukam 2006]. Dieser Auswertungsmodus wurde ebenfalls fiir die erste Studie durchgefiihrt,

um die beiden Studien besser vergleichen zu koénnen.
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Im Plasma der ALA-Gruppe nahm nach Supplementierung der Anteil der a-Linolensdure im
Vergleich zu den Gesamtfettsduren statistisch signifikant zu. Die Zunahme entsprach den
Ergebnissen aus der Interventionsstudie I, wenngleich der Anteil der a-Linolensdure bezogen
auf die Gesamtfettsduren insgesamt hoher war als in Studie I. Auch eine Zunahme der EPA
lie sich beobachten, die ebenfalls wie in der Studie I statistisch nicht signifikant war. Das
Ergebnis zur Supplementierung mit Leinsamendl aus Interventionsstudie I wurde somit
bestitigt. In der LA- Gruppe konnte eine Zunahme der Linolsdure beobachtet werden. Im
Gegensatz zur Borretschol enthielt das Distelol groBere Mengen der Linolsdure bezogen auf
die Gesamtfettsduren. Hier war die supplementierte Menge demnach ausreichend da sich das

Fettsduremuster im Gesamtplasma signifikant verdandert.

5.1.2.3 Schlussfolgerung

Aus den vorgestellten Daten ldsst sich schlieBen, dass eine moderate Zufuhr von Leinsamen-,
Borretsch- oder Disteldl ausreicht, um das Fettsduremuster im Gesamtplasma zu modulieren.
In Ubereinstimmung mit der Literatur reichen die zugefiihrten Mengen jedoch nicht aus, um
eine deutliche Zunahme homolog ldngerer Verbindungen aus der endogenen Biosynthese zu
beobachten. Nur geringfiigige Verdnderungen, hauptsichlich Verbindungen die durch
Elongasen synthetisiert werden, sind feststellbar. Die Kenntnis des Fettsduremusters des
Blutes ist fiir die Interpretation der Effekte der Supplementierung mit Leinsamen- Borretsch-

und Distel6l auf Struktur und Funktion der Haut wichtig.

5.1.3 Bestimmung der Tocopherol-, Carotinoid- und Retinolkonzentrationen im

Plasma

Carotinoide und Tocopherole sind endogene Antioxidantien und zeigen photoprotektive
Wirkungen in der Haut [Stahl et al. 2000]. In einer Studie von Heinrich et al. wurde gezeigt,
dass eine 12 wochige Supplementierung mit einer Mischung aus a- Tocopherol, Carotinoiden
und Selen Hautdicke und Oberfldchenstruktur der Haut verbessert. Die verwendeten Kapseln
enthielten 10 mg a- Tocopherol [Heinrich et al. 2006b]. Die in dieser Arbeit beschriebenen
Supplemente enthielten, bis auf das Placebo der Studie I und die Disteldlkapseln der Studie II
2,5 mg a-Tocopherol als Antioxidans. Um einen Einfluss des a-Tocopherols auf die
Oberflachenstruktur der Haut interpretieren zu konnen, wurde die Konzentration nach
Supplementierung im Plasma bestimmt. Es wurde keine statistisch signifikanten
Veranderungen der Tocopherolkonzentration im Plasma festgestellt. Zusitzlich wurden
Carotinoid- und Retinolkonzentration bestimmt, da ein verdndertes Erndhrungsverhalten der

Probanden im Verlauf der Studie zu Konzentrationsverdnderungen im Plasma fiihren kann.
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Aber auch hier war keine Verdnderung feststellbar, so dass in den hier vorgestellten
Interventionsstudien, weder das supplementierte a- Tocopherol, noch Carotinoide Einfluss auf

die Ergebnisse haben.

5.2 Effekte der Supplementierung mit Leinsamen- Borretsch- oder Distelol

auf Struktur und Funktion der Haut

In den hier beschriebenen Interventionsstudien konnte nach Supplementierung mit
Leinsamendl oder Borretschol eine Verbesserung der Hautfunktion und -struktur beobachtet
werden. Die Effekte betrafen Hydration, Oberflachenstruktur und Sensitivitit. Von den
untersuchten Olen hatte Disteldl die geringste Wirkung. Die prozentualen Verénderungen der
untersuchten Parameter aus beiden Studien sind hier nochmals tabellarisch gegeniiber gestellt
(Tabelle 5.1). Da sich in der Placebo- Gruppe der Interventionsstudie I die Parameter nicht

verdnderten, wird auf die Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet.

Tabelle 5.1 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Hautanalyse aus der Interventionsstudie

Lund Il
Interventionsstudie I Interventionsstudie 11
ALA- Gruppe GLA- Gruppe ALA- Gruppe LA- Gruppe
Leinsamendl Borretschél Leinsamendl Distelol
Woche Woche Woche Woche
6 12 6 12 6 12 6 12
Hydration
Feuchtigkeit (AU) +12%*  +19%* | +8%  +17%* | +7%  +39%* -2% +13%*
TEWL (g/hm?) -8%%* 226%* | -9%*  -11%* | -21%*  -31%* -6% -12%
Oberflichenstruktur
Rauhigkeit -15%*  -34%* | -7,6%  -15%* | -22%* -30%* | -10%*  -10%*
Schuppigkeit -29%*  -35%* 25%  -27%* -15%  -31%* -6% -14%
Faltigkeit -1% +0% +0,8% +1,1% | -0,4% +2% +2% +4%
Glatte +5% +4%* | -0,2%  +2,6% +3% +7%* -1% +2%
Sensitivitit
Aa Wert (AU) -32%*  -45%* | -29%*  -35%* | -22% @ -48%* | -0,2% -7%
Blutfluss (AU) -34%*  -81%* | -28%*  -34%%* | -34%*  -66%* [ +11% +7%

* statistisch signifikant unterschiedlich zur Woche 0 (p<0,05)
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Aus der Ubersicht wird deutlich, dass in den ALA-Gruppen beider Studien tendenziell gleiche
Ergebnisse erzielt werden. Unterschiede ergeben sich aufgrund individueller Schwankungen.
Die Ergebnisse beider ALA-Gruppen lassen sich demnach gemeinsam diskutieren.
Entsprechend der Daten der Tabelle 5.1 ldsst sich schlussfolgern, das folgende Rangfolge in
der Wirksamkeit der Ole besteht: Leinsamendl>Borretschdl>Disteldl. Es wurde in allen
Gruppen die gleiche Menge an Ol supplementiert. Da die Ole sich in der
Fettsdurezusammensetzung unterschieden und nach Supplementierung die jeweils
charakteristischen Fettsiduren der Ole im Blut anstiegen, kann ein Zusammenhang zwischen
den verdnderten Fettsduremustern und den Haupteffekten postuliert werden. Die moglichen

Ursachen einer solchen Struktur- Wirkungsbeziehung werden im Folgenden diskutiert.

5.2.1 Einfluss der Supplementierung mit Leinsamenoél, Borretschol oder Distelol auf
die Hydration (Barrierefunktion) und Oberflichenstruktur des Stratum

corneums

Messungen der Feuchtigkeit der Haut und des TEWL geben Auskiinfte {iber die natiirliche
Barrierefunktion des Organs. Ist diese Barrierefunktion gestort, sinkt in der Regel die
Hydration und der TEWL steigt. Um die Haut vor liberméfigem Wasserverlust zu schiitzen,
sind die Korneozyten des Stratum corneums in einer Lipidmatrix eingebettet (Abschnitt
1.2.2). Nur bei einem hohen Wassergehalt behélt die Haut ihre Flexibilitit, wodurch eine
optimale Funktion gewdhrleistet ist [Rawling 2003].

Die dargestellten Studien zeigen, dass die Supplementierung mit Leinsamendl die
Barrierefunktion der Haut erhoht. Geringer waren die Effekte nach Supplementierung mit
Borretschdl in der GLA-Gruppe. Die Gabe von Distelol (LA-Gruppe) erhohte die
Barrierefunktion der Haut, im Vergleich zu den beiden anderen Olen nur geringfiigig. Bei der
LA-Gruppe fiel auf, dass die Ausgangswerte der Feuchtigkeitsmessung (Woche 0) mit 36+4
AU im Verhiltnis zu den anderen Gruppen héher waren, obwohl immer noch trocken ist
(Interventionsstudie I: ALA-Gruppe: 32+8 AU; GLA-Gruppe: 30+7 AU; Placebo-Gruppe:
29+5 AU; Interventionsstudie II: ALA-Gruppe: 30+7 AU). Heinrich et al. definieren die Haut
bei Messwerten <30 AU als sehr trocken, zwischen 30-40 AU als trocken und bei Messwerten
>40 AU als normal [Heinrich et al. 2003a]. Somit lagen die Ausgangsmesswerte der Verum-
Gruppen im Bereich der trockenen Haut, der Hydrationszustand in der LA- Gruppe war am
besten.

Fiir gesunde normale Haut liegt der TEWL zwischen 1-5 g/m?/h [Piche et al. 2002]. In beiden

Studien lagen alle Messwerte etwas liber dem optimalen Bereich, verringerten sich jedoch
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nach Supplementierung. Zu Beginn der Studien lagen die Werte, mit Ausnahme der LA-
Gruppe, zwischen 8,8 und 9,7 g/m?*h. Die LA-Gruppe hatte einen Ausgangswert von 7,0
g/m?/h und damit den geringsten TEWL.

Somit kann nicht abschlieBend geklart werden, ob die geringere Verbesserung der
Hauthydration der LA-Gruppe im Vergleich zur ALA- bzw. GLA-Gruppe auf die
unterschiedliche Fettsiurezusammensetzung der Ole zuriickzufiihren ist oder nur eine Folge
des besseren Ausgangszustandes ist.

Die Werte zeigten, dass alle Probanden zu Beginn der Studie eine trockene Haut hatten.
Objektiv ist das Aussehen der trockenen Haut geprdgt durch Rauhigkeit, Schuppigkeit,
Glanzlosigkeit und/oder mangelnde Elastizitit. Subjektiv konnen Spannungsgefiihle und
Juckreiz bei der trockenen Haut auftreten. Im Allgemeinen ist trockene Haut gekennzeichnet
durch eine verdnderte Lipidzusammensetzung der Lipidmatrix des Stratum corneums
[Abschnitt 1.2.2], aber auch verringerte Talgdriisenaktivitit und ein vermindertes
Wasserbindungsvermdgen konnen eine Rolle spielen [Leitlinien der Fachgruppe
Dermokosmetik 2000]. Insbesondere die Verdnderung der Lipidmatrix fiihrt zu einem Anstieg
des TEWL und einer verringerten Hydration. Studien haben gezeigt, dass mit zunehmendem
Lebensalter sich zumeist der TEWL erhoht. Aber auch bei Erkrankungen, wie der atopischen
Dermatitis, ist der erhohte TEWL charakteristisch. Hier kommt es zusétzlich zu einer
Hyperkeratose. In beiden Féllen nimmt insbesondere der Anteil der Ceramide in der
Lipidmatrix ab [Proksch et al. 2006; Rawling 2003]. Ceramide sind zu einem hohen Anteil
mit Linolsdure verestert, welche als essentielle Fettsdure mit der Nahrung zugefiihrt werden
muss. Ein Linolséuredefizit hat in Experimenten mit Ratten und Mausen zum erh6hten TEWL
und zu Verhornungsstorungen gefiihrt [Horrobin 2000]. Ebenso hat man bei Menschen
beobachtet, dass im Winter die Linolsdure in Ceramiden teilweise durch Olsdure ersetzt ist.
Insbesondere bei dlteren Menschen ist dies zu beobachten [Rogers et al. 1996, Zellmer 2001].
Diese Verdnderung im Zusammenhang mit einem verminderten Gesamtanteil der Ceramide
wird als Ursache fiir die trockene Haut im Winter und im Alter angenommen. Die Ursachen
fir den verminderten Ceramid und Linolsdureanteil im Winter sind nicht bekannt, Ein
moglicher Zusammenhang mit der verminderten Vitamin D Konzentrationen in der Haut im
Winter wird diskutiert [Rawlings et al. 2003].

Chung et al. zeigten bei Meerschweinchen dass durch die Supplementierung mit Borretschol
Linolsdure in den Ceramiden teilweise durch die DHGLA ersetzt wird. Gleichzeitig zeigte
sich eine hohere Ceramidsynthese als nach Supplementierung mit Distelol [Chung et al.

2002]. Ebenfalls an Meerschweinchen wurde gezeigt, dass unter a- linolensdurereicher Diét
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die Fettsdure vermehrt in Haut und Fell der Tiere eingebaut wird, der TEWL sich dabei aber
nicht verringert [Sinclair et al. 2002].

Brosche et al. untersuchten den Einfluss von Borretschol auf den transepidermalen
Wasserverlust dlterer Menschen. Die Abnahme des TEWL in dieser Studie entsprach den in
der Interventionsstudie I festgestellten Werten. Die Autoren schlieen in der Diskussion einen
Einbau der y-Linolensdure in die Lipidmatrix aus. Sie postulieren einen FEinfluss von
Borretschol auf Regelmechanismen der Hautbarriere. [Brosche et al. 2000]. Als Zielstrukturen
nennen sie Schliisselenzyme der Cholesterin-, Fettsdure- und Cermidsynthese, mdgliche
Einfliisse auf extrazelluldres Calcium und Kalium, sowie auf den Zytokin- oder
Eicosanoidstoffwechsel (Abschnitt 6.2.1.2).

Die in der Literatur beschriebenen Studien zeigen die Bedeutung der Linolsédure als essentielle
Fettsdure fiir die Barrierefunktion der Haut ist. Zurzeit sind keine humanen
Interventionsstudien bekannt, die Aufschluss dariiber geben, inwieweit ein Linolsduremangel
in der Haut durch endogene Gabe von a-Linolensdure oder y-Linolensdure kompensiert
werden kann. Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien konnte jedoch deutlich die
positive Wirkung von a- und y- linolensiurehaltigen Olen nachgewiesen werden.

Eng verkniipft mit dem Hydrationszustand der Haut sind die mit der SELS-Methode
ermittelten Daten zur Hautstruktur. Mit dieser objektiven Methode konnte erstmals im
direkten Vergleich gezeigt werden, dass sich sowohl nach Supplementierung mit Leinsamendl
als auch nach Supplementierung mit Borretschol die Rauhigkeit und Schuppigkeit der Haut
verringert. Eine erhdhte Rauhigkeit und Schuppigkeit ist charakteristisch fiir trockene Haut.
Analog den Ergebnissen der Hautfeuchtigkeit und des TEWL konnte durch die
Supplementierung mit Leinsamendl ein groBerer Effekt erzielt werden. Die Supplementierung
mit Distelol bewirkte nur eine statistisch signifikante Verringerung des Parameters
Rauhigkeit.

Falten entstehen hauptsichlich durch biochemische Verdnderungen der Kollagenmatrix in der
Dermis (Abschnitt 1.2.3). Mit keinem der untersuchten Pflanzendle konnte die Faltenbildung

bzw. —riickbildung beeinflusst werden.

5.2.2 Einfluss der Supplementierung mit Leinsamenoél, Borretschol oder Distelol auf

die Sensitivitiat der Haut

Die Haut reagiert besonders sensibel auf &uBere Faktoren [Primavera et al. 2005].
Verinderungen der Sensitivitit der Haut nach Supplementierung mit den Olen wurden mit

dem Nicotinattest bestimmt. Nicotinat 10st einen inflammatorischen Reiz aus, wobei
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Entziindungsmediatoren freigesetzt werden, was zur Dilation der Kapillaren und infolge zu
einem erhohten Blutfluss fiihrt. Typische Entziindungsmediatoren sind Zytokine wie TNF-a,
IL-1, IL-6 und IL-8, Eicosanoide (hauptsichlich der Arachidonsdure), NO oder MMPs
[Calder 2006]. Makrophagen, Lymphozyten sowie l6sliche Wirkstoffe gelangen ebenfalls
zum Entziindungsherd. Die Entziindung macht sich auf der Haut durch eine deutliche Rétung
bemerkbar, bestimmbar durch den Aa-Wert. Dieser Wert beschreibt die Differenz der
Hautrotung vor und nach Applikation der Nicotinatlosung. Die Verdnderungen des kapillaren
Blutflusses wurde mit Hilfe des O2C- Systems gemessen (Abschnitt 3.4.4.3) [Primavera et al.
2005].

Der Aa-Wert verringerte sich in den ALA-Gruppen beider Studien nach der
Supplementierung mit Leinsamendl. Entsprechend wurde ein verringerter Blutfluss
festgestellt. In der GLA-Gruppe verringerten sich diese beiden Parameter ebenfalls. Im
Vergleich zur ALA-Gruppe waren die Effekte jedoch geringer. Keine statistisch signifikanten
Verianderungen lieBen sich in der LA-Gruppe der aufgefiihrten Interventionsstudie II
beobachten.

Trockene Haut, wie sie im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde, kann auch zu einer
Erhohung der Sensitivitdt beitragen [Primavera et al. 2005]. Eine verbesserte Barrierefunktion
des Stratum corneums, schiitzt die Haut vor entziindungsauslosenden Noxen, wie Nicotinat.
In den ALA-Gruppen beider Studien und der GLA-Gruppe der ersten Studie sind deutliche
Verringerungen des Aa-Wertes und des Blutflusses auf die Noxe zu beobachten. Neben dem
Einfluss der Barrierefunktion kdnnen deswegen noch weitere Faktoren eine Rolle an der
verminderten Hautreaktion spielen

Fettsduren haben Einfluss auf Entziindungsmediatoren. Im Falle der Eicosanoide, sind sie
deren Vorstufen. Die Bildung von Eicosanoiden ist gekoppelt an die Anwesenheit von C-20
PUFAs. Die in diesen Studien verwendeten Ole enthalten groBe Anteile mehrfach
ungesittigter C-18 Fettsduren aus denen die entsprechenden C-20 Verbindungen (z.B. EPA,
DHGLA, Arachidonsiure) gebildet werden konnen. Die Eicosanoide der Arachidonsdure
bilden das an der Dilation beteiligte Prostaglandin E; und das an der Konstriktion der Gefal3e
beteiligte TXA,, so dass die Arachidonsdure eine entscheidende Rolle am
Entziindungsgeschehen hat. Die Umwandlung der Arachidonséure in die Eicosanoide wird
durch Cyclooxygenasen katalysiert. Leukotriene der Arachidonsdure (wie LTB4), deren
Bildung durch Lipoxygenasen katalysiert werden, erhdhen die vaskuldre Permeabilitit,
verstirken die Bildung von ROS und der Entziindungszytokine TNF-a, IL-1 und IL-6 [Calder
2006] (siche Abschnitt 1.3.2.1).
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In Abschnitt 6.1.2 ist jedoch gezeigt, dass eine Zunahme von C-20 Fettsduren infolge der
moderaten Supplementierung mit den entsprechenden Olen, im Blut nur bedingt feststellbar
war. Desaturation und Elongation findet vor allem in der Leber statt, aber auch Hautzellen
exprimieren diese Enzyme. Die Aktivitit der Desaturasen in der Haut ist geringer als in der
Leber; altersbedingt nehmen Enzymaktivititen ab [Ziboh et al. 2000; Brosche et al. 2000].
Die in den Zellmembranen der Haut enthaltenen PUFAs stammen zumeist aus der Nahrung
oder sind in der Leber. Die im Leinsamendl enthaltene a-Linolensdure ist Vorstufe der EPA.
Leukotriene die aus der EPA gebildet werden sind nur schwach entziindungsférdernd.
Gleichzeitig hemmt die EPA die Cyclooxygenase fiir die Arachidonsdure, so dass
entsprechende Prostaglandine nicht mehr gebildet werden. Nach Supplementierung mit
Leinsamendl nahm der Anteil der EPA im Blut der ALA-Gruppe nur geringfiigig zu
(Abschnitt 6.1.2). Entsprechend verdnderte sich das Verhiltnis der EPA zur Arachidonsiure
in den Phospholipiddoppelschichten der Haut vermutlich nur geringfiigig.

In einer Studie von Schubert et al. wurden 15 Probanden {iber 14 Tage mit einer Mischung
aus 240 mg a-Linolensdure, 120 mg EPA, 49 mg Stearinsdure und 73 mg y-Linolensdure
supplementiert. Das Fettsduremuster des Plasmas verinderte sich nach Supplementierung
entsprechend. Entsprechende Zellen in den Blutproben wurden ex-vivo mit
Lipopolysacchariden (LPS) stimuliert. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes
Modellsystem fiir Entziindungsreaktionen. Die LPS- Stimulierung des Gesamtblutes ex vivo
fihrte zu einer Abnahme von PGE,; und einer Zunahme von PGE;. LTB4s wurde nicht
beeinflusst. Aufgrund der Mischung der ®-3 Fettsdure und y-Linolenséure ist keine Aussage
iber die Wirkung von a-Linolensdure mdglich. Die Studie zeigt aber, dass schon kleine
Verdanderungen im Fettsduremuster des Blutes ausreichen um Verdnderungen der
Prostaglandinspiegel zu bewirken [Schubert et al. 2007]. Demzufolge ist nicht
auszuschlieBen, dass durch die Zunahme der a-Linolensdure nach Supplementation und der
sich ergebenen geringen Zunahme der EPA ausreicht, um die Konzentration an PGE; zu
senken. Dies fithrt dann zu einer verringerten Vasodilation.

Von EPA und DHA ist weiterhin bekannt, dass sie auf Genebene Einfluss auf die
Regulationen des Entziindungsgeschehens haben. Insbesondere die Expression von TNF-a
und Interleukinen werden inhibiert [Calder 2006 a und b; Simopoulos 2002b; James et al.
2000]. Die Bildung der Zytokine ist eng verkniipft mit der Bildung der Prostaglandine.
Ahnliche Effekte sind in in-vitro Studien fiir die o-Linolenséure beschrieben. Diese hemmt,

wie ihre langkettigen homologen Verbindungen, die Aktivitdten von NfkB und der MAPK in
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RAW 264.7 Makrophagen, dadurch kommt es zur verminderten Expression von iNOS
(katalysiert die NO- Entstehung), COX-2 und TNF-a [Ren et al. 2007].

Frithere Studien haben gezeigt, dass durch eine vierwochige Supplementierung mit
Leinsamendl die Bildung von TNFa und IL-1p nach LPS-Stimulierung um 30% herabgesetzt
wird [Caughey et al. 1996]. Die a-Linolensduredosis lag hier bei 13,7 g/Tag iiber einen
Zeitraum von 4 Wochen. Studien mit adiposen bzw. leicht {ibergewichtigen
Studienteilnehmern ergaben keine Verdnderungen der Entziindungsmediatoren nach
Leinsamenoélsupplementierung Die Menge wurde fiir diese Studie individuell fiir jeden
Probanden berechnet und betrug 5% der tiglichen aufgenommenen Gesamtenergie (dies
entspricht ca. 3 g Ol). In einer Studie von Wallace et al. wurden 9 g Ol iiber einen Zeitraum
von 12 Wochen supplementiert, diese Menge reichte nicht aus um Verdnderungen der
Zytokine nach LPS Behandlung festzustellen [Nelson et al. 2007; Wallace et al. 2002]. In der
oben aufgefiihrten Studie von Schubert et al. wurden ebenfalls kaum Verdnderungen von
TNF-a, IL-8 und IL-10 beobachtet [Schubert et al. 2007].

Aus dem Vergleich mit den Literaturdaten ldsst sich schlussfolgern, dass die verringerte
Dilation der GefdBe nach Stimulierung mit Nicotinat in der ALA-Gruppe auf die erhohte
Barrierefunktion der Haut und vermutlich auf eine verdnderte Prostaglandingsynthese
zurlickzufiihren ist, weniger auf eine direkte Beeinflussung der Zytokine.

Auch in der GLA-Gruppe war eine verringerte Dilation der Gefdlle feststellbar. Die
antiinflammatorische Wirkung sowohl nach topischer wie auch endogener Applikation von
Borretschdl bzw. Nachtkerzendl (ebenfalls ein Ol reich an y-Linolensdure) ist bekannt.
Insbesondere bei atopischer Dermatitis reichen schon 2-6 g Nachtkerzen6l aus um eine
Besserung der Erkrankung zu bewirken [Horrobin 2000]. Die enthaltene y-Linolensidure wird
mittels Elongation ziigig in die DHGLA umgewandelt (siche Abschnitt 6.1.2). Dies kann in
der Leber erfolgen, aber auch in der Haut, da die Elongasenreaktion im Gegensatz zur
Desaturasenreaktion im Korper nicht vermindert ist. DHGLA st direkt am
Eicosanoidstoffwechsel beteiligt und bildet Prostaglandine der Serie 1 und
antiinflammatorische Leukotriene (15-Hydroxyeicosatriensdure). Erstere inhibieren u. a.
Phospholipasen, so dass weniger Arachidonsdure aus der Zellmembran freigesetzt wird. Die
Bildung lieB3 sich beim Menschen sowohl nach endogener wie auch topischer Applikation von
Borretsch- bzw. Nachtkerzendl nachweisen [Ziboh et al. 2000; Horrobin 2000]. Gleichzeitig
wirkt es antagonistisch zu Arachidonsdure auf die Cyclooxygenase, so dass das auf die
Vasodilation wirkende Prostaglandin E, vermindert gebildet wird. y-Linolensdure kann somit

Einfluss auf die Prostaglandinsynthese unabhéngig von der Aktivitdt der Desaturasen nehmen.
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Dieser Mechanismus ist vermutlich fiir die verminderte Entziindungsreaktion in der GLA-
Gruppe von Bedeutung. Aber auch hier muss die verbesserte Barrierefunktion der Haut nach
Supplementierung berticksichtigt werden.

In-vitro Studien zeigen, dass durch y-Linolensdure und DHGLA die Expression zahlreicher
Zytokine beeinflusst wird [Dooper et al. 2003]. Thies et al. konnten in einer Humanstudie
zeigen, dass 700 mg y-Linolensdure nicht ausreichten, um die Bildung von Zytokinen (hier
IL-2 und Interferon-y) zu stimulieren [Thies et al. 2001], so dass auch in der GLA-Gruppe die
supplementierter Menge an vy-Linolensdure vermutlich nicht ausreichte, um die
Zytokinproduktion zu beeinflussen

Die Supplementierung mit dem linolsédurereichen Distelol bewirkte keine Verdnderung der

Sensitivitat der Haut.

Die durchgefiihrte Studie I zeigt, dass moderate Mengen an Leinsamendl oder Borretschol
ausreichen, um die Barrierefunktion, sowie die Sensitivitdt der Haut zu verbessern. Erstmalig
wurde dieser Vergleich mit objektiven Methoden in einer placebokontrollierten Studie
gezeigt. Die Wirkung vom Leinsamendl kann durch die angefiihrte Studie II bestétigt werden.
Damit ist ein Wirkungsnachweis der Ole gegeben. Dieser Aspekt kann zur Beurteilung und
Einsatz der Ole als Nahrungserginzungsmittel oder als Bestandteil in Functional Foods

herangezogen werden.
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6 Wirkung von UV-A Bestrahlung auf humane dermale
Hautfibroblasten

6.1 Carotinoide und UV-A Strahlung: Untersuchungen an humanen

Hautfibroblasten

Zu der Gruppe der Lipide zdhlen neben den Fettsduren auch die Carotinoide, von denen
ebenfalls aus Humanstudien bekannt ist, dass sie Hautstruktur und Funktion beeinflussen
[Heinrich et al. 2006b]. Die photoprotektiven FEigenschaften des wohl bekanntesten
Carotinoids, - Carotin, sind in mehreren Studien untersucht [Stahl et al. 2002]. Nur wenig
bekannt ist zu den photoprotektiven Effekten anderer Carotinoide wie Astaxanthin,
Canthaxanthin oder Lycopin. Im folgenden Abschnitt sind in- vitro Untersuchungen an
humanen dermalen Fibroblasten (HdF) zur Interaktion von Carotinoiden mit UV-A Licht
beschrieben.

In photochemischen Reaktionen werden unter UV-Bestrahlung biologisch wichtige Molekiile
zerstort oder verdandert. Des Weiteren bilden sich in Anwesenheit von Photosensibilisatoren
reaktive Sauerstoffverbindungen, die Makromolekiile wie DNA, Lipide und Proteine
oxidieren. Der Funktionsverlust der zelluldren Strukturen fithrt zu Zellschdden und im
Extremefall zum Zelltod. Auch zelluldre Signalwege, die Wachstum und Differenzierung
kontrollieren werden beeinflusst. Photoprotektive Substanzen und/oder Antioxidantien, zu
denen auch die Carotinoide gehoren, wirken diesen Effekten entgegen.

In den nachfolgenden Studien wurden folgende Parameter untersucht: Zellviabilitit,
Expression der Héamoxygenase-1 (HO-1), Lokalisation des Transkriptionsfaktors Nrf2,
Bildung von MDA, Zell- Zell- Kommunikation iiber Gap Junctions, Expression und

Lokalisation von N- Cadherin, Expression von - Catenin.

6.1.1 Zellviablitiat: SRB Assay

Mit Hilfe des SRB- Assays wird die Zellviabilitdt gemessen. Zellviabilitidt hangt direkt mit
der Zelltoxizitdt zusammen. Dabei kann mit diesem Assay nicht zwischen Nekrose und
Apoptose unterschieden werden. Der Assay beruht auf der Bindung von Sulforhodamine B
(SRB) an die Proteine lebender Zellen. Die Menge des gebundenen SRB lésst sich bei 492 nm

im Photometer messen. Die Extinktionswerte korrelieren direkt mit der Zellviabilitit.
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6.1.1.1 Bestrahlung von humanen Hautfibroblasten

Zu Beginn der Untersuchung wurde die Wirkung von UV-A Bestrahlung auf HdF in
verschiedenen Dosen untersucht. Dazu wurden die Zellen abweichend vom allgemeinen
Protokoll im Abschnitt 3.5.1.4 nicht mit Carotinoiden behandelt. Die Ergebnisse des SRB-
Assays sind in Abbildung 6-1 dargestellt. Jeder Wert ist liber 8 Proben einer Versuchsreihe
gemittelt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte gepaart, d.h. die Viabilitit der
unbestrahlten Zellen wurden in jeder Versuchsreihe 100% gesetzt (Kontrolle) und die
prozentualen Abweichungen der Einzelproben berechnet. Diese Auswertung ist sinnvoll, da
es bei diesem Assay keine Moglichkeit zur Normierung gibt und Versuchsbedingungen nur
innerhalb einer Versuchsreihe konstant gehalten werden konnen. Jede Versuchsreihe wurde 3

mal in verschiedenen Zellpassagen durchgefiihrt und iiber diese 3 Werte der Mittelwert mit

Standardabweichung gebildet.

140

120
100 ~— 1

60

Viabilitit
[% Kontrolle]

40

20

0
0 5 10 15 20

UV- A [J/en?]

Abb. 6-1 Viabilitit von HAF nach Bestrahlung mit UV-A unterschiedlicher Dosis (24h

Postinkubation)
Mittelwert £ SD; angegeben in Prozent der unbestrahlten HdF (n=3)
*statistisch signifikant unterschiedlich zu den unbestrahiten HdF (p<0,05)

Wie aus der Abbildung ersichtlich, veridnderte sich die Zellviabilitit bis zu einer UV-A- Dosis

von 15 J/cm? nicht. Erst bei 20 J/cm? konnte eine statistisch signifikante Abnahme der

Zellviablitiat von 25% beobachtet werden.
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6.1.1.2 Inkubation von HdF mit Carotinoiden

In diesem Versuch wurde die Zellviabilitdit der HdF 24h nach Inkubation mit den
Carotinoiden Astaxanthin, Canthaxanthin, p-Carotin und Lycopin (ohne Bestrahlung)
untersucht. Die eingesetzte Carotinoidkonzentration im Inkubationsmedium betrug 10
pmol/L, die Endlosemittelkonzentration (THF) war 0,1%. Fiir die Kontrollproben wurde das
Medium nur mit THF versetzt. Die Viabilitit ist in % der Kontrolle in Tabelle 6.1 dargestellt,
die Auswertung erfolgte ebenfalls gepaart (Abschnitt 6.1.1.1).

Es zeigte sich, dass weder Astaxanthin oder Canthaxanthin bei einer 24 stiindigen
Inkubationszeit die Viabilitdt der HdF statistisch signifikant beeinflussen. Bei Inkubation mit
B- Carotin nahm die Viabilitdt um 13% statistisch signifikant ab. - Carotin war somit in einer
Konzentration von 10umol/L zytotoxisch im verwendeten Zellsystem. Auch Lycopin war

leicht toxisch.

Tabelle 6.1 Viabilitit der HdF nach Inkubation mit Carotinoiden fiir 24h (10 umol/L)
Mittelwerte = SD,; angegeben in Prozent der Kontrolle (n=3)

Substanz Viabilitiit [% Kontrolle]
Kontrolle 100,0
Astaxanthin 100,0+5,9
Canthaxanthin 103,1+5,8
- Carotin 87,1+5,9*
Lycopin 93,6+3,1%*

*statistisch signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (p<0,05)

6.1.1.3 Viabilitit und Morphologie von HdF nach Priinkubation mit Carotinoiden und
UV-A Bestrahlung

In diesem Versuch wurden die Viabilitit und die Morphologie der HAF nach 24h
Priainkubation mit verschiedenen Carotinoiden, Bestrahlung mit UV-A verschiedener Dosis
und Postinkubation bis 24h im carotinoidfreien Medium untersucht. Die Behandlung der
Zellen erfolgte gemidl3 Abschnitt 3.5.1.4. Verdanderungen in der Zellmorphologie sind in
Abbildung 6-2 dargestellt, die Extinktionswerte des SRB- Assays, jeweils bezogen auf die
unbestrahlte Kontrolle (100%), in Tabelle 6.2.
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Viabilitét

In den Kontrollzellen nahm die Viabilitit mit zunehmender Bestrahlungsdosis ab (24h
Postinkubation; Tabelle 6.2). Fiir Zellen, die mit Astaxanthin pridinkubiert wurden, war die
Viabilitét bei keiner Bestrahlungsdosis statistisch signifikant unterschiedlich zur unbestrahlten
Kontrolle.

In den mit Canthaxanthin inkubierten Zellen nahm die Viabilitdt bei Bestrahlung mit 10 J/cm?
und 20 J/cm? statistisch signifikant im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle ab (10 J/cm?*:
89%=*1,5%; 20 J/cm? 80,4%+5,0%). Die Abnahme ist ebenfalls statistisch signifikant
unterschiedlich zu den unbestrahlten mit Canthaxanthin inkubierten Zellen.

Mit B- Carotin inkubierte Zellen hatten schon ohne Bestrahlung eine statistisch signifikante
erniedrigte Viabilitdt (53,7%+3,2%). Dies bestdtigte das Ergebnis aus Abschnitt 6.1.2.1,
wonach B- Carotin zytotoxisch auf HdF wirkt. Die Viabilitit nahm nach Bestrahlung wieder
leicht zu (10 J/em?: 62,7%+4,2%, 20 J/em?: 60,0%=*2,4%), die Zunahme war nach der
Bestrahlung mit 10 J/cm? statistisch signifikant im Vergleich zu den unbestrahlten mit 3-
Carotin behandelten Zellen.

Die mit Lycopin prédinkubierten HdF zeigten schon nach Bestrahlung mit 10 J/cm? eine im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle verringerte Viabilitit (79,1%+16,6%), bei 20 J/cm?
betrug diese 59,5%=+5,0%. Die Abnahme bei 20 J/cm? war statistisch signifikant, im Vergleich
zur unbestrahlten Kontrolle und den unbestrahlten mit Lycopin behandelten Zellen.

Von den getesteten Carotinoiden wirkte Astaxanthin der durch UV-A Bestrahlung induzierten
verringerten Viabilitdt entgegen, Canthaxanthin zeigte geringere Effekte. -Carotin senkte die
Viabilitdit schon ohne Bestrahlung. Lycopin verstirkte die durch UV-A induzierte
Verringerung der Zellviabilitét.

Zusiatzlich wurde fiir die mit Astaxanthin und Canthaxanthin inkubierten Zellen (24h) die
Viabilitdt 3h und 6h nach Bestrahlung bestimmt. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten

Unterschiede zur jeweiligen unbestrahlten Kontrolle (Tabelle 6.3)
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Viabilitdit von HdF nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit Carotinoide

Tabelle 6.2
(Postinkubation 24)
Mittelwerte £ SD; angegeben in Prozent der Kontrolle (n=3-6)
Viabilitit (% Kontrolle)
Substanz 0 J/cm? 10 J/cm? 20 J/em?
Kontrolle 100 94,8 £10,2 84,0+7,7*
Astaxanthin 104,3+7,5 94,9+15,4 88,6+£7,5
Canthaxanthin 104,049,1 89,0+1,5% 80,4+5,0%
- Carotin 53,7£3,2%* 62,7 + 4,2% 60,0 £2,4%*
Lycopin 100,1+17,0 79,1£16,6 59,5+5,0%"

*statistisch signifikant unterschiedlich zur unbestrahlten Kontrolle (p<0,05)

"statistisch signifikant unterschiedlich zu den unbestrahlten mit gleichen Carotinoid

inkubierten Zellen

Viabilitit von HAF nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit

Tabelle 6.3
Carotinoiden ( Postinkubation 3h und 6h)
Mittelwerte + SD,; angegeben in Prozent der Kontrolle (n=3)
Viablitit (% Kontrolle)
Substanz 0J/cm? 10J/cm?
Kontrolle 100 91,2+6,2
3h Astaxanthin 98,6 £ 6,6 100,1 + 3,7
Canthaxanthin 104,6 + 7,4 96,8 £2,5
Kontrolle 100 973+11,5
6h Astaxanthin 107,9 £9,1 106,4 + 15,0
Canthaxanthin 111,7+ 13,8 105,1 + 14,6
Zellmorphologie
die Resultate der

Die Ergebnisse

der Zellmorphologieuntersuchungen konnten

Zellviabilitidtsuntersuchungen bestitigen (Abbildung 6-2).
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Bei den unbestrahlten Zellen waren zwischen Kontrolle und den mit Astaxanthin,
Canthaxanthin und Lycopin behandelten Zellen keine Unterschiede in der Morphologie zu
erkennen. Die Zellen waren konfluent, besondere Auffélligkeiten waren nicht zu erkennen.
Sie waren parallel angeordnet, wie es fiir humane dermale Fibroblasten in Kultur iiblich. Bei
den mit B- Carotin behandelten Zellen war (wie aus den vorherigen Versuchen zu erwarten
war) die Zellzahl deutlich gegeniiber der Kontrolle erniedrigt. Die Strukturen der Einzelzellen
waren unauffallig. Zellfragmente (helle Stellen im Bild, zusétzlich gekennzeichnet durch rote
Pfeile) waren nur wenige zu erkennen.

Nach Bestrahlung mit 10 J/cm? UV-A waren zwischen der unbestrahlten und der bestrahlten
Kontrolle keine Unterschiede zu erkennen. Auch die mit Astaxanthin bzw. Canthaxanthin
inkubierten Zellen zeigten die fiir HAF typische Struktur. Die Zellzahl in den mit B-Carotin
inkubierten und bestrahlten Zellen, war im Vergleich zu den mit B-Carotin inkubierten
unbestrahlten Zellen nicht verdndert. Die Zellstruktur war jedoch verdndert. Deutlich zeigte
sich dies in einer Streckung der FEinzelzellen und der Ausbildung von ,faserartigen*
Strukturen (schwarze Pfeile). Die Anzahl der Zellfragmente war deutlich erhoht im Vergleich
zur unbestrahlten Kontrolle. Bei den mit Lycopin vorbehandelten Zellen war die Zellzahl im
Vergleich zur Kontrolle und zur unbestrahlten Lycopinprobe erniedrigt.

Nach Bestrahlung mit 20 J/cm? UV-A waren in der Kontrolle, sowie in den mit Astaxanthin
und mit Canthaxanthin prdinkubierten Proben deutlich weniger Zellen als im unbestrahlten
Vergleichsansatz zu erkennen. Der Effekt war am stirksten ausgeprigt in der bestrahlten
Kontrolle, gefolgt von den mit Canthaxanthin prainkubierten Zellen. Geringer war er in den
mit Astaxanthin pridinkubierten Zellen. In den mit B-Carotin und Lycopin behandelten
Kulturen war die Zellzahl deutlich erniedrigt. Die Zellen waren ungewdhnlich deformiert, die
Anzahl der Fragmente deutlich erhoht.

Zusammenfassend kann vermerkt werden: Die Beobachtungen zur Zellmorphologie konnten
die Verdnderungen aus den Zellviabilitdtsuntersuchungen bestétigen. Die Zellzahl nahm mit
zunehmender Bestrahlungsdosis ab und Astaxanthin wirkte diesem Effekt entgegen.
Zuséatzlich zeigte sich, dass die mit B-Carotin und Lycopin vorbehandelten Zellen nach

Bestrahlung deutlich geschédigt sind.
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Abb. 6-2

6.1.2 Messung von DCF als Marker fiir die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in

10 J/cm? 20 J/em?

Kontrolle
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Canthaxanthin Ny N\RF 4
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Morphologische Verdnderung in HdF nach UV-A Bestrahlung und

Prdinkubation mit Carotinoiden

Rote Pfeile: Zellfragmente; Schwarze Pfeile: ,,faserartige “ Strukturen

HdF unter UV-A- Bestrahlung

Unter Bestrahlung mit UV-A werden vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in den
Zellen gebildet (sieche Abschnitt 1.4.1). Dichlorodihydrofluorescein (H,DCF) ist eine
Substanz, die durch die entstehenden ROS zum Fluorochrom Dichlorofluorescein (DCF)
oxidiert wird. Die Fluoreszenz (Anregungswellenlinge 485 nm, Emissionswellenldnge 520
nm) korreliert direkt mit der Menge an gebildeten ROS. Da H,DCF photoinstabil ist, konnten
die Zellen erst nach der Bestrahlung mit dem Farbstoff inkubiert werden [Keller et al. 2004].

Folglich lassen sich nur relativ stabile ROS wie z.B. Peroxide erfassen.
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Die Behandlung der Zellen und die Messung der Fluoreszenz erfolgte, soweit nicht anders
beschrieben, gemall Abschnitt 3.5.1.4. Von den Messwerten der Proben wurden ermittelte

Messwerte von Zellen ohne H,DCF und von H,DCF-DA ohne Zellen abgezogen.

6.1.2.1 Bildung von DCF in HdF nach UV-A Bestrahlung

Abweichend vom allgemeinen Protokoll wurde zur Etablierung des Systems in
vorangehenden Untersuchungen jeweils 12 Zellproben in einer Versuchsserie bestrahlt und
mit unbestrahlten Zellen verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.3 dargestellt.

Die Reaktionskinetik zeigte eine Anndherung an einen Maximalwert, der umso grof3er war, je
grofler die Bestrahlung. Entsprechend waren mehr reaktive Sauerstoffspezies/Peroxide in der
Zelle entstanden. Der lineare Bereich lag zwischen der 25. und 40. Minute. Weiterhin wurde
deutlich, dass es ca. 10-15 Minuten dauert, bis der Farbstoff in die Zellen gelangt
(Schnittpunkt der Kurven mit der x-Achse).
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Abb. 6-3 Fluoreszenz von DCF in HAF nach der Bestrahlung mit UV-A
Fluoreszenz angegeben in relative Fluoreszenz- Einheiten [RFU] (Mittelwert +

SD)

6.1.2.2 Einfluss von Carotinoiden auf die Bildung von ROS in HdF nach UV-A
Bestrahlung

Konfluente HdF wurden mit Carotinoiden nach Protokoll inkubiert und bestrahlt. Die

Fluoreszenz- Messung erfolgte gemél3 Abschnitt 6.1.3.1. In jeder Versuchsreihe wurde jede

Substanz vierfach vermessen und die Werte gemittelt. Wie schon in Abschnitt 6.1.1.1 erfolgte
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auch hier die Auswertung gepaart. Jede Versuchsreihe wurde 3 mal wiederholt und ein
Mittelwert = SD gebildet (Abbildung 6-4). Fiir die Auswertungen wurden die Messwerte
zwischen der 25. Minute und 40. Minute der Messung in jeder Versuchsreihe summiert.

Nach Bestrahlung der Zellen nahm in der Kontrolle die Fluoreszenz bei 10 J/cm? um das 2
fache, nach 20 J/cm? um das 3 fache zu. Die Messung der mit Astaxanthin und Canthaxanthin
priinkubierten Zellen zeigte unter Bestrahlung einen dhnlichen Verlauf.

In den mit B-Carotin inkubierten Zellen war der Anstieg der Fluoreszenz nach der
Bestrahlung mit 10 J/cm? groBer als in den Kontrollzellen (4 fache der unbestrahlten mit -
Carotin inkubierten Zellen), ein weiterer Anstieg bei 20 J/cm? war nicht zu beobachten.
Auffillig war, dass in den mit Lycopin priinkubierten Zellen die Werte auf das 7 fache bei 10
J/cm? und auf das 6 fache bei 20 J/cm? im Vergleich zu den unbestrahlten Lycopin inkubierten
Zellen anstiegen. Die Daten zeigen, dass Astaxanthin, Canthaxanthin und -Carotin unter den
Versuchsbedingungen kaum Einfluss auf die Bildung von ROS nach einer Bestrahlung hatten.

Lycopin verstérkt die Bildung von ROS.
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Abb. 6-4 Bildung von DCF in HdF nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit
Carotinoiden
Mittelwert = SD; angegeben in Prozent der unbestrahlten Kontrolle; (n=3);
Ax=Astaxanthin, Cx=Canthaxanthin, f-Car =f-Carotin, Lyc=Lycopin
*statistisch signifikant zur unbestrahlten Kontrolle
“statistisch ~ signifikant zu den unbestrahlten mit gleichen Carotinoid

inkubierten Zellen
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Aufgrund der Ergebnisse aus Viabilitits- und ROS- Messungen wurden Astaxanthin und
Canthaxanthin fiir die weiteren Untersuchungen ausgewihlt. Als Standarddosis fiir die UV-A

Bestrahlungen wurde 10 J/cm? festgelegt.

6.1.3 Messung der Expression von Himoxygenase-1 (HO-1) und subzellulire

Lokalisation von Nrf2

Ein geeigneter Marker fiir die ROS- Bildung in der Zelle ist die ROS abhéngige Induktion der
Expression von HO-1 [Tyrell 2004]. Bei der Regulation der Expression dieses Proteins spielt
der Transkriptionsfaktor Nrf2 eine wichtige Rolle. Unter verstirkter Expression von HO-1
wird meist auch eine verhohte Translokalisation von Nrf2 vom Zytosol in den Zellkern
beobachtet [Tyrell 2004].

Die Expression von HO-1 wurde mit Hilfe einer Western Blottechnik untersucht (Abschnitt

3.5.7), Nrf2 wurde immunozytochemisch mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen

(Abschnitt 3.5.8).

6.1.3.1 Bestimmung der Expression von HO-1

Inkubiert und bestrahlt wurden die Zellen gemal3 Protokoll (Abschnitt 3.5.1.4), Probenlysate
wurden 3, 6 und 24h nach der Bestrahlung gewonnen. Die Blots wurden fiir die Zeitpunkte 6h
und 24h dreimal wiederholt, der 3h- Wert zweimal. Ladungskontrolle war GAPDH.

In Abbildung 6-5 ist je ein Blot exemplarisch dargestellt. Quantifiziert wurde iiber eine
densitometrische Auswertung mit Hilfe der Auswertesoftware ImageJ die Werte wurden auf
die unbestrahlte Kontrolle bezogen, normiert wurden die Einzelwerte auf die Signalstirke der
GAPDH- Ladekontrolle. Es zeigte sich, dass in der unbestrahlten Kontrolle Himoxygenase
zumeist nur ein schwaches Signal lieferte. Daher wurde die densitometrische Auswertung nur
von den Blots der bestrahlten Zellen durchgefiihrt; die bestrahlte Kontrolle wurde 100%
gesetzt (Abbildung 6-6). Die Auswertung erfolgte wie schon in den vorherigen Versuchen

gepaart.
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Abb. 6-5 HO-1 nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit Astaxanthin und

Canthaxanthin (Western Blot)

3h nach der Bestrahlung waren keine Unterschiede in der Expression von HO-1 zwischen den
unbestrahlten und bestrahlten Zellen zu erkennen. 6h und 24h nach der Bestrahlung nahm die
Expression im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen zu. Durch die Prédinkubation mit
Carotinoiden ergab sich auch in den unbestrahlten Zellen eine hohere Expression des Proteins.
In den bestrahlten mit Astaxanthin inkubierten Zellen war die Expression von HO-1 mit 65%
gegeniiber der bestrahlten Kontrolle (100%) erniedrigt. Unter Inkubation mit Canthaxanthin
waren keine Unterschiede zu erkennen. Die Western Blots zeigen, dass durch die Bestrahlung

mit 10 J/em? UV-A die HO-1- Expression in den HdF ansteigt. Astaxanthin konnte diesem

Effekt geringfiigig entgegenwirken, Canthaxanthin war nicht wirksam.
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Abb. 6-6 Expression von HO-1 nach UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) und Prdinkubation
mit Carotinoiden
Mittelwerte = SD, (n=2 bei den 3h- Werten, n=3 bei den anderen Zeitpunkten;
angegeben in Prozent der bestrahlten Kontrolle (100%). Werte wurden auf
GAPDH normiert

6.1.3.2 Subzellulire Lokalisation von Nrf2

Nrf2 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von HO-1 reguliert. Nrf2 ist im Zytosol
an Keapl gebunden. Unter Einwirkung exogener Stressfaktoren, wie UV-A Bestrahlung, 16st
sich dieser Komplex, Nrf2 wandert in den Zellkern und initiiert die Expression von u. a. HO-1
(siche auch Abschnitt 1.4.1).

Die Aufarbeitung und Bestrahlung der Zellen erfolgte dabei gemdll Protokoll.
Postinkubationszeiten waren 3h, 6h und 24h. Exemplarische Bilder sind in Abbildung 6-7 bis
Abbildung 6-9 dargestellt. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt.
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Abb. 6-7

\
A A B
..

Lokalisation von Nrf2 nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit
Carotinoiden (3h Postinkubationszeit)

Rot Protein: Griiner Pfeil Nrf2 im Zellkern

Blau DAPI-DNA-Fdrbung

A: Kontrolle 0 J/cm? B: Kontrolle 10 J/cm? C: Astaxanthin 0 J/cm? D:
Astaxanthin 10 J/cm?; E: Canthaxanthin 0 J/cm?; F: Canthaxanthin 10 J/cm?

128



Wirkung von UV-A Bestrahlung auf HdF

Abb. 6-8

Lokalisation von Nrf2 nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit

Carotinoiden (6h Postinkubationszeit)

Rot Protein: Griiner Pfeil Nrf2 im Zellkern

Blau DAPI-DNA-Fdrbung

A: Kontrolle 0 J/cm? B: Kontrolle 10 J/cm? C: Astaxanthin 0 J/cm? D:
Astaxanthin 10 J/cm?; E: Canthaxanthin 0 J/cm?; F: Canthaxanthin 10 J/cm?
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.

Abb. 6-9 Lokalisation von Nrf2 nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit

Carotinoiden (24h Postinkubationszeit)

Rot Protein: Griiner Pfeil Nrf2 im Zellkern

Blau DAPI- DNA-Fdrbung

A: Kontrolle 0 J/cm? B: Kontrolle 10 J/cm? C: Astaxanthin 0 J/cm? D:
Astaxanthin 10 J/em?: E: Canthaxanthin 0 J/cm?; F: Canthaxanthin 10 J/cm?

Nach UV-A Bestrahlung konnte zu allen Zeitpunkten eine zunehmende Translokalisation des
Transkriptionsfaktors in den Kern beobachtet werden. Ob Nrf2 auch verstirkt exprimiert
wird, lieB sich nicht feststellen. Die Beobachtung war in beiden Versuchsreihen gleich. Bei
den mit den Carotinoiden Astaxanthin und Canthaxanthin inkubierten Zellen ergab sich kein
eindeutiges Ergebnis. Insbesondere bei den mit Astaxanthin inkubierten Zellen storten
unspezifische Anfarbungen der Antikorper (siehe 3h 0 J/cm?). In einigen Zellen war aber auch
in den mit Carotinoiden inkubierten Zellen der Transkriptionsfaktor verstirkt im Kern
lokalisiert. Ob die verwendeten Carotinoide die durch UV-A Bestrahlung induzierte
Translokalisation von Nrf2 in den Kern vermindert oder verstirkt, konnte nicht abschlieend

geklart werden.
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6.1.4 Bestimmung von Malondialdehyd (MDA) als Marker der Lipidperoxidation

Die Bestimmung der UV- induzierten Lipidperoxidation ist ein oft verwendeter Parameter zur
Messung des Einflusses von UV-A Bestrahlung in Zellsystemen. Ein Marker fiir die
Lipidperoxidation ist die Menge an entstehendem Malondialdehyd.

Zellen wurden dafiir geméfl Protokoll behandelt und bestrahlt (Abschnitt.3.5.1). Inkubiert
wurde mit Astaxanthin und Canthaxanthin. Die MDA-Menge in jedem Zelllysat wurde auf
die Proteinmenge normiert. Fiir jeden Messwert wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.
Die Versuchsreihe wurde 3 mal wiederholt und der Mittelwert £ SD gebildet. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 6-10 dargestellt.

Die MDA-Konzentration nahm nach UV-A Bestrahlung um das 5,4fache (Absolutwert: 0,65
nmol/mg Protein) zu. In den unbestrahlten mit Astaxanthin und Canthaxanthin inkubierten
Zellen ergab eine Erhohung der MDA-Menge im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Die
Erhohungen waren jedoch statistisch nicht signifikant. Nach der Bestrahlung nahm in den mit
Astaxanthin prdinkubierten Zellen die MDA-Menge um das 11 fache, in Canthaxanthin
exponierten Zellen nahm MDA um das 7,3 fache im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle zu

Eine Verringerung der MDA-Bildung nach Bestrahlung durch Carotinoiden lieB sich nicht

feststellen. Astaxanthin wirkte prooxidativ.

O 0J/em?
*H#
1 B 10)/cn?
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j2]
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E
<
=) *
= 0,80 #
S
g
=
0,40
0,00
Kontrolle Astaxanthin Canthaxanthin

Abb. 6-10 MDA nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit Carotinoiden
Mittelwert=SD (n=3) [nmol/mg Protein]
*statistisch signifikant unterschiedlich zur unbestrahiten Kontrolle (p<0,05)

"statistisch signifikant unterschiedlich zu den unbestrahlten, mit Carotinoiden

inkubierten Zellen (p<0,05)
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6.1.5 Zell- Zell- Kommunikation iiber Gap Junctions (GJC) nach UV-A Bestrahlung
Uber den Einfluss von UV-A Strahlen auf die GJC ist bisher wenig bekannt. Die GJC ist an

Signalwegen beteiligt, die im direkten Zusammenhang mit der zelluldren Reaktion auf UV-A
Strahlen stehen (z.B. Apoptose) [Wei et al. 2005]. Im néchsten Abschnitt wird die Modulation
der GJC in HAF nach UV-A Exposition gezeigt. Untersucht wurde die GJC mit Hilfe des
Farbstoff- Transfer- Assays, Expression bzw. Phosphorylierung des Cx43- Proteins anhand
der Western Blot- Technik und immunocytochemischer Untersuchungen zur Lokalisation des

Proteins.

6.1.5.1 Farbstoff- Transfer Assay
Die Zellen wurden gemil3 Abschnitt 3.5.1 behandelt und die GJC geméll Abschnitt 3.5.6

bestimmt. In jeder Versuchsreihe wurde die Zell- Zell- Kommunikation ausgehend von zehn
zufdllig ausgewdhlten Zellen bestimmt und die erhaltenen Werte gemittelt. Jede Versuchreihe
wurde sechsmal durchgefiihrt und der Mittelwert + SD gebildet. Die Ergebnisse sind in Abb.
6-11 und Tabelle 6.4 dargestellt. Die Werte sind in Prozent angegeben bezogen auf die
unbestrahlten Zellen zu jedem Zeitpunkt (100%). In Tabelle 6.4 sind zusitzlich die
Absolutwerte angegeben.

Tabelle 6.4  Effekt von UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) auf die GJC in HdF

Mittelwerte = SD (n=6) angegeben in Prozent bezogen auf die GJC der

unbestrahlten Zellen zu jedem Zeitpunkt (100%). Zusdtzlich sind die

Absolutwerte (AW) angegeben.

GJC
Postinkubationzeitpunkt
3h 6h 24h
% AW % AW % AW

0J/em? | 100+£31,1  9,4+2.9 100+9,9 9,9+1,0 | 100+10,4  8,9+0,9
10 J/em? | 82,0384 7,743,6 | 87,5£7,6%  8,7£0,7 | 59,1£4,9*  5,2+0,4

*statistisch signifikant unterschiedlich zu der GJC der unbestrahlten Zellen (p<0,05)
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Abb. 6-11 Effekt von UV-A Bestrahlung auf GJC in HdF (graphische Darstellung)
Mittelwert =+ SD (n=6,) angegeben in Prozent bezogen auf die GJC der
unbestrahlten Zellen (100%)

*statistisch signifikant unterschiedlich zu der GJC der unbestrahlten Zellen
(p<0,05)

Wie aus den Absolutdaten der Tabelle 6.4 ersichtlich, verdnderte sich die GJC in den
unbestrahlten Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nicht. Die GJC der bestrahlten Zellen
war zu allen Zeitpunkten geringer als die der unbestrahlten Zellen (statistisch signifikant 6h
und 24h nach der Bestrahlung). 24h nach der Bestrahlung war die Differenz der GJIC

zwischen den unbestrahlten und bestrahlten Zellen mit 41% am groBten.

6.1.5.2 Expression und Phosphorylierungsmuster von Connexin 43

Um den Einfluss der UV-A Strahlen auf die Expression und die Phosphorylierung des
Proteins Cx43 zu untersuchen, wurde eine Western Blot- Analyse gemdfl Abschnitt 3.5.7
durchgefiihrt. Im Western Blot zeigt Cx43 mehrere Banden, die unterschiedlichen
Phosphorylierungsgraden des Proteins entsprechen. Ein typisches Phosphorylierungsmuster
von Cx43 im Western Blot zeigt 3 Banden (PO, P1 und P2) (Abbildung 6-12).

Die Behandlung der Zellen erfolgte geméll Kapitel 3.5.1.4. Probenlysate wurden 3h, 6h und
24h nach Bestrahlung gewonnen. Zur besseren Ubersicht sind in Abbildung 6-13 nur
Ausschnitte exemplarischer Blots dargestellt. Die vollstindige Blots sind im Anhang
aufgefiihrt. Jeder Blot wurde mindestens dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen

durchgefiihrt.  Zelllysate zu unterschiedlichen Postinkubationszeiten wurden auf
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unterschiedliche Gele aufgetragen FEin direkter Vergleich der Expressionen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten war daher nicht moglich. Es konnte nur die Expressionen des
Proteins der unbestrahlten Zellen mit denen der bestrahlten Zellen innerhalb eines Zeitpunktes

verglichen werden.

«—— P2
<— Pl

<— PO 43 kDa unphosphorylierte Form

Abb. 6-12 Beispiel: typisches Phosphorylierungsmuster von Cx43 in HdF (Western Blot)

— ,_ﬁ/
Cx43 e

UV- A - + - + - +

Abb. 6-13 Effekt von UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) auf Expression und
Phosphorylierungsmuster von Cx43 (Western Blot)
Schwarzer Pfeil: zusdtzliche Phosphorylierungsbande (P3)

Zur semiquantitativen Bestimmung der Gesamtexpression des Proteins wurden jeweils drei
Blots ausgewertet, zur Auswertung des Phosphorylierungsmusters drei (6h- Werte) bis vier
(3h und 24h Werte).

In Abbildung 6-14 ist die Gesamtconnexinmenge der bestrahlten Zellen bezogen auf die
Connexinmenge der unbestrahlten Zellen zu jedem Zeitpunkt dargestellt. Die
Gesamtconnexinmenge wurde auf die Ladekontrolle GAPDH normiert.

Zwischen den unbestrahlten Zellen und den bestrahlten Zellen war zu keinem

Postinkubationszeitpunkt ein Unterschied in der Gesamtexpression des Proteins feststellbar.
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Abb. 6-14 Expression von Connexin 43 in HdF nach UV-A Bestrahlung
Gesamtexpression von Cx43 bestrahlter HAF im Verhdltnis zur Cx43
Expression  der  unbestrahlten  HdF  (100%) zu  verschiedener
Postinkubationszeiten; Mittelwert = SD (n=3)

In Abbildung 6-15 und Tabelle 6.5 sind die Intensititen der Phosphorylierungsbanden
aufgefiihrt, normiert auf die PO Bande. Ein typisches Phosphorylierungsmuster von Cx43 ist
gekennzeichnet durch gleichméBige Intensitétsverteilung dreier Banden. (Abbildung 6-12).
UV-A Bestrahlung beeinflusste das Phosphorylierungsmuster von Cx43 im Western Blot.
Neben den drei charakteristischen Banden trat eine vierte Bande (P3) auf. Das Auftreten
dieser Bande in den unbestrahlten Zellen war nicht immer auszuschlieen, der Effekt war
jedoch geringer als in den bestrahlten Zellen. Erst bei einem Verhiltnis der P3 Bande zur PO
Bande von groBer 0,2 wurde das Vorhandensein dieser Bande als nachweisbar angesehen. So
konnte gering die Bande in zwei Western Blots der bestrahlten Zellen 3h nach der
Bestrahlung und in allen Blots der bestrahlten Zellen 24h nach der Bestrahlung detektiert
werden.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass abweichend von der typischen Verteilung der
drei Phosphorylierungsbanden im Western Blot von Cx43 nach UV-A Bestrahlung, teilweise
eine weitere Bande detektierbar war. Besonders ausgeprigt war dieser Effekt 24h nach der

Bestrahlung.
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Tabelle 6.5 Phosphorylierungsmuster von Cx43  nach

unterschiedlichen Postinkubationszeiten

Werte bezogen auf die PO Bande; Mittelwert =SD (n=3-4)

UV-A  Bestrahlung

Phosphorylierungsmuster
Postinkubationzeitpunkt
3h 6h 24h
0 J/em? 10 J/em? 0 J/em? 10 J/em? 0 J/em? 10 J/em?

P3 n.n. 0,3+0,4 n.n. n.n. n.n. 0,5+0,2
P2 1,5+1,0 1,0+0,6 1,8+0,9 1,3+0,5 1,3+0,5 0,7+0,1
P1 0,8+0,3 0,8+0,3 0,9+0,2 0,8+0,1 0,8+0,1 0,6+0,1
PO 1 1 1 1 1 1

n.n. = nicht nachweisbar (P3<0,2)

zZUu

4,00 BP0 Pl OP2 OP3
3,00 -

2,00

1,00

0,00

0 J/em? 10 J/em? 10 J/em? 0 J/em? 10 J/em?
3h 6h 24h
Abb. 6-15 Phosphorylierungsmuster von Connexin 43 (graphische Darstellung)

Verdnderungen der Intensititen der einzelnen Phosphorylierungsbanden zu

den verschiedenen

Postinkubationszeiten,

Jeweils

unphosphorylierte PO Bande; angegeben Mittelwert (n=3-4)
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6.1.5.3 Subzellulire Lokalisation von Connexin43

Mit Hilfe der Immunofluoreszenzfiarbung lésst sich die Lokalisation des Kanalproteins Cx43
untersuchen. Musil et al. (1993) postulierten, dass verdnderte Phosphorylierungen von Cx43
eine Delokalisierung des Proteins von der Zellmembran ins Zytoplasma und dadurch eine
Abnahme der GJC bewirken [Musil et al. 1993]. Der Western Blot von Cx43 zeigte, dass UV-
A Bestrahlung zur Verdnderungen der Phosphorylierung des Proteins fiihrt. Ob dies Einfluss
auf Lokalisation des Proteins hat, sollte im Folgenden untersucht werden. Die Behandlung der
HdF erfolgte geméll Abschnitt 3.5.1.4, die Immunofluoreszenzfarbung gemiBl Abschnitt
3.5.8. Zur besseren Darstellung wurde eine Falschfarbendarstellung gewaéhlt, in der Cx43
griin, die Zellkerne rot dargestellt sind. Jede Versuchsrethe wurde mindestens 3 mal
durchgefiihrt.

In Abbildung 6-16 sind die Ergebnisse unbestrahlter und bestrahlter HdF zu verschiedenen
Postinkubationszeiten exemplarisch dargestellt. In den unbestrahlten Zellen waren zu keinem
Postinkubationszeitpunkt besondere Auffilligkeiten zu erkennen. Das Protein war
tiberwiegend in der Membran lokalisiert (gelbe Pfeile).

3h nach der Bestrahlung war in den bestrahlten Zellen Cx43 teilweise delokalisiert (blaue
Pfeile), d.h. Cx43 war vorhanden, es befand sich jedoch nicht mehr in der Zellmembran. 6h
nach der Bestrahlung war kein Unterschied zwischen den unbestrahlten und den bestrahlten
Zellen zu erkennen. Das Protein war {iberwiegend in der Membran lokalisiert. 24h nach der
Bestrahlung war das Cx43 Protein der bestrahlten HAF in mehreren Zellen nicht mehr in der
Membran lokalisiert. Diese Delokalisation war deutlicher ausgeprigt als bei den bestrahlten
Zellen 3h nach der Bestrahlung. Aber auch hier war das immunozytochemische Bild nicht
homogen, d.h. nicht in allen HdF war diese Delokalisation von Cx43 zu beobachten. Daher
wurden fiir den 24h Postinkubationszeitpunkt in einer Doppelbestimmung die Zellen auch mit
20 J/em? UV-A bestrahlt. Das Ergebnis ist in Abbildung 6-17 dargestellt. Die Aufnahmen
zeigten bei 0 J/cm? das typische Bild der immunozytochemischen Férbung von Cx43. Das
Cx43- Protein ist in den meisten Zellen in der Zellmembran lokalisiert. Bei 20 J/cm? war eine
eindeutige Delokalisation des Proteins feststellbar. Auffdllig war bei dieser hohen
Bestrahlungsdosis, dass groflere Connexinmengen am Zellkern lokalisiert waren. Hierbei galt
jedoch zu beachten, dass bei dieser Dosis die Zellen aufgrund apoptotischer oder nekrotischer
Vorgénge nicht mehr konfluent waren und Gap Junctions zwischen 2 Zellen nicht mehr an
jeder Stelle ausgebildet werden konnten.

Aus den immunozytochemischen Untersuchungen lésst sich schlussfolgern, dass 3h und 24h

nach der Bestrahlung Cx43 sowohl im Zytosol wie auch in der Membran detektierbar ist. Dies
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korreliert mit den Beobachtungen im Western Blot, bei denen ebenfalls 3h und 24h nach der
Bestrahlung die P3 Bande auftrat. Vermutlich fiihrt die Hyperphosphorylierung des Proteins

zu einer Delokalisation aus der Zellmembran.

0 J/em?

10 J/cm?

Abb. 6-16 Subzelluldre Verteilung von Cx43 in unbestrahlte und bestrahlte Zellen (UV-A)
zu verschiedenen Postinkubationszeiten
Gelber Pfeil: Cx43 in der Zellmembran
Blauer Pfeil: Cx43 delokalisiert, bzw. am Kern lokalisiert

Abb. 6-17 Subzelluldre Verteilung von Cx43 in unbestrahlte und bestrahlte Zellen (UV-
A) 24h nach der Bestrahlung
A 0J/em? B 10 J/ecm? UV-A; C 20J/cm?
Gelber Pfeil: Cx43 in der Zellmembran
Blauer Pfeil: Cx43 delokalisiert, bzw. am Kern lokalisiert
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6.1.6 Einfluss von UV-A Bestrahlung auf Zell- Zell- Adhisionsmolekiile

Die Zusammenlagerung der Connexine in der Zellmembran ist an die Funktionen von
Zelladhdsionsmolekiilen wie Cadherine und Catenine gekoppelt (Abschnitt 1.4.5).

Im nichsten Versuchsschritt wurde die Expression von N-Cadherin mit der Western Blot
Technik und die Lokalisation des Proteins immunozytochemisch untersucht. Zusitzlich

wurden Western Blots zur Bestimmung der Expression von B-Catenin durchgefiihrt.

6.1.6.1 Expression von N-Cadherin und p-Catenin

Um den Einfluss von UV-A Bestrahlung auf die Expression von N-Cadherin und p-Catenin in
HdF zu untersuchen, wurde ein Western Blot geméfl Abschnitt 3.5.7 durchgefiihrt. Zuvor
wurden die Zellen gemdll Abschnitt 3.5.1.4 behandelt. Probenlysate wurden 3h, 6h und 24h
nach der Bestrahlung gewonnen. Fiir beide Proteine wurden die Western Blots dreimal
wiederholt. Zur besseren Darstellung sind in Abbildung 6-18 (N-Cadherin) und Abbildung 6-
19 (B-Catenin) Ausschnitte exemplarischer Blots dargestellt. Der vollstindige Blot ist im

Anhang aufgefiihrt.
3h 6h 24h
— —M —
N-Cadherin — — — - - —
GAPDH — — e e T a—
UV-A - + - + - +

Abb. 6-18 N-Cadherin nach UV-A Bestrahlung (Western Blot)

3h 6h 24h
B-Catenin —— m— — e mm—— ——— —
[ ——
GAPDH —-_— —
UV-A - + - + - +

Abb. 6-19 [-Catenin nach UV-A Bestrahlung (Western Blot)
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Zur semiquantitativen Bestimmung der Gesamtexpression der Proteine wurden jeweils drei
Blots ausgewertet. In Abbildung 6-20 und Abbildung 6-21 sind die Expressionen der Proteine
der bestrahlten Zellen bezogen auf die Expressionen der Proteine in den unbestrahlten Zellen
zu jeder Postinkubationszeit dargestellt. Die  Proteinmengen wurden jeweils auf die
Ladekontrolle GAPDH normiert. Auch hier war, wie bei den Western Blots zu Cx43, ein
Vergleich der Proteinexpressionen zwischen den verschiedenen Zeitpunkten nicht mdglich, da
die Zelllysate auf unterschiedliche Gele aufgetragen wurden.

Die Expression von N-Cadherin (Abbildung 6-20) in HdF war nach der Bestrahlung zu allen
drei Postinkubationszeiten im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen erniedrigt. Zum
Postinkubationszeitpunkt 6h war der Effekt am stirksten ausgepragt (37%+17%).

Die B-Catenin- Expression nach der Bestrahlung (Abbildung 6-21) war im Vergleich zu den
unbestrahlten Zellen nur leicht erniedrigt. Am stirksten war der Effekt zum

Postinkubationszeitpunkt 3h (75%+23%).
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[% Kontrolle]
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Expression N- Cadherin

20

3h 6h 24h

Abb. 6-20 Expression von N-Cadherin in HAF nach UV-A Bestrahlung
Gesamtexpression von N-Cadherin in bestrahlten HdF im Verhdltnis zur N-
Cadherin Expression der unbestrahlten HdAF (100%) zu verschiedenen
Postinkubationszeiten; Mittelwert = SD (n=3)
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Abb. 6-21 Expression von -Catenin in HAF nach UV-A Bestrahlung
Gesamtexpression von f-Catenin in bestrahlten HAF im Verhdltnis zur [-
Catenin Expression der unbestrahlten HdF (100%) zu verschiedenen
Postinkubationszeiten; Mittelwert = SD (n=3)

6.1.6.2 Einfluss der UV-A Strahlung auf die subzellulire Lokalisation von N-Cadherin

Im Western Blot zeigte sich, dass die Gesamtexpression von N-Cadherin nach einer
Bestrahlung von 10 J/cm? in HAF abnahm. Diese Abnahme sollte sich folglich auch in
immunozytochemischen Experimenten wieder finden. Exemplarische Aufnahmen sind in
Abbildung 6-22 dargestellt. Jede Versuchsreihe wurde mindestens 2—3mal durchgefiihrt. Zu
allen drei Zeitpunkten konnte in den unbestrahlten Zellen N- Cadherin in der Zellmembran
bestimmt werden, deutlich ausgepragt zum Zeitpunkt 24h.

3h nach der Bestrahlung waren zwischen den unbestrahlten und den bestrahlten Zellen keine
Unterschiede in der Lokalisation des Proteins zu erkennen, 6h nach der Bestrahlung konnte in
den bestrahlten Zellen kaum N- Cadherin an der Membran detektiert werden. 24h nach der
Bestrahlung war der Anteil von N- Cadherin an der Zellmembran im Vergleich zu den
unbestrahlten Zellen erniedrigt. Das Ergebnis des Western Blots wurde fiir den 6h und 24h
Wert bestitigt.

Zur genaueren Untersuchung der Lokalisation von N-Cadherin, wurden die Zellen mit UV-A
Dosen bis 20 J/cm? bestrahlt und die Lokalisation bei einer Postinkubationszeit von 24h
bestimmt. (Abbildung 6-23). Dieser Versuch wurde in einer Doppelbestimmung durchgefiihrt.
Bei 0 J/cm? war N-Cadherin an der Zellmembran der HdF erkennbar, bei 10 J/cm? war die
Expression vermindert. Bei 20 J/cm? war kein N-Cadherin- Protein mehr in der Membran

detektierbar.
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3h 6h

0 J/em?

10 J/em?

Abb. 6-22 Subzelluldre Verteilung von N-Cadherin in unbestrahlten und bestrahlten
Zellen (UV-A) zu verschiedenen Postinkubationszeiten

Gelber Pfeil: N-Cadherin in der Zellmembran

Abb. 6-23 Subzelluldre Verteilung von N-Cadherin in unbestrahlten und bestrahlten
Zellen (UV-A) (24h Postinkubation)
A 0 J/em? B 10 J/em? UV-A; C 20J/cm?
Gelber Pfeil: N-Cadherin in der Zellmembran

142



Wirkung von UV-A Bestrahlung auf HdF

6.1.7 Einfluss der Carotinoide Astaxanthin und Canthaxanthin auf die GJC, sowie N-

Cadherin und B-Catenin Expression nach UV-A Bestrahlung

Sowohl Astaxanthin als auch Canthaxanthin sind Carotinoide mit antioxidativen Potential
[Miki et al. 1991, Beutner et al 2000, Palozza et al. 1992]. Beide Carotinoide haben auch
Einfluss auf die GJC. Astaxanthin inhibiert die GJC in HdF, Canthaxanthin hingegen
stimuliert die GJC. Beide Effekte sind nach dem Entfernen der Carotinoide wieder reversibel
[Daubrawa et al. 2006].

Bisher ist nichts bekannt {iber den Einfluss von Carotinoiden auf die Expression von N-
Cadherin in HdF.

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit die Carotinoide Astaxanthin und Canthaxanthin
die durch UV-A induzierte Erniedrigung der GJC und N-Cadherin bzw. 3-Catenin Expression
in HAF beeinflussen.

In Tabelle 6.6 ist die GJC in HAF nach Prdinkubation mit den Carotinoiden und UV-A
Bestrahlung zu den verschiedenen Postinkubationszeiten aufgefiihrt. Die Daten der
Kontrollzellen sind aus Abschnitt 6.4.6.1 {ibernommen.

Astaxanthin prainkubierte Zellen zeigen zu allen Postinkubationszeitpunkten eine im
Vergleich zu den Kontrollzellen erniedrigte GJC. 24h nach Bestrahlung war der Unterschied
zu den Ergebnissen der Kontrollzellen am geringsten. Zu den Postinkubationszeitpunkten 3h
und 24h war die GJC der bestrahlten Astaxanthin behandelten Zellen groBer als die der
unbestrahlten Zellen, der Unterschied war jedoch gering.

Durch die Prdinkubation mit Canthaxanthin ist die GJC zu den Postinkubationszeitpunkten 3h
und 6h erhoht. Durch Bestrahlung ist die GJC gegeniiber den unbestrahlten inkubierten Zellen
erniedrigt. Zum Postinkubationszeitpunkt 24h war kein Unterschied der GJC zwischen
inkubierten unbestrahlten und den Kontrollzellen feststellbar. Zu diesem Zeitpunkt war die
GJC der bestrahlten Canthaxanthin inkubierten Zellen gegeniiber den unbestrahlten erniedrigt.
Die Differenz betrug 13%. Diese war folglich geringer als die Differenz zwischen der
unbestrahlten und bestrahlten Kontrolle, hier betrug die Differenz 41%.

Die Daten spiegeln die bekannten Effekte der Carotinoide wider, Modulationen durch UV-A

Bestrahlung waren teilweise zu beobachten.
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Tabelle 6.6  Effekt von UV-A Bestrahlung auf GJC in HdF nach Prdinkubation mit
Astaxanthin und Canthaxanthin
Mittelwerte = SD (n=6) angegeben in Prozent bezogen auf die GJC der
unbestrahlten Kontrolle (100%)

GJC (% unbestrahlte Kontrolle)

Postinkubation

UV-A 3h 6h 24h

Dosis

0 J/cm? 100+31,1 100+9,9 100+10,4

Kontrolle'
10 J/cm? 82,0+38,4 87,5+7,6* 59,1+4,9*
0 J/em? 13,5+8,3* 8,4+8,0* 46,5+13,2*
Astaxanthin
10 J/em? | 21,2+15,0%" 8,49 4% 57,3+6,7%"
0 J/em? 140,6+28,1* 128,1+4,8*  102,8+19,9*
Canthaxanthin

10 J/em? | 117,7£31,0°  112,1+20,3"  89,5+17,6

" GJC in der unbestrahlten Kontrolle 0J/cm? 3h: 9+3; 6h: 10+1; 24h: 9+1
*statistisch signifikant unterschiedlich zur unbestrahlten Kontrolle (p<0,05)

"statistisch signifikant unterschiedlich zu den jeweiligen unbestrahlten inkubierten

HdF, (p<0,05)

Da UV-A Bestrahlung der HdF zu einer Verdnderung des Phosphorylierungsmusters von
Cx43 im Western Blot (Abschnitt 6.1.5.2) und zu einer Delokalisation des Proteins (Abschnitt
6.1.5.3) fiihrte, wurden diese Untersuchungen auch nach Priinkubation mit den Carotinoiden
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind im Anhang aufgefiihrt.

24h nach der Bestrahlung konnte in den mit Canthaxanthin pridinkubierten und bestrahlten
Zellen, eine zusitzliche Phosphorylierungsbande (P3) im Western Blot zu Cx43 detektiert
werden. In den unbestrahlten mit Canthaxanthin préinkubierten Zellen war diese Bande nicht
zu beobachten. In den mit Astaxanthin prdinkubierten Zellen, konnte weder in den
unbestrahlten noch in den bestrahlten Zellen die P3 Bande detektiert werden. Diese Daten
entsprechen den Ergebnissen des Farbstoff- Transfer- Assays. Die immunozytochemischen
Untersuchungen zur Cx43- Lokalisation lieferten kein eindeutiges Ergebnis. Uber die
Expressionen der Proteine Cx43, N-Cadherin und B-Catenin in HdF nach Pridinkubation mit

den Carotinoiden Astaxanthin und Canthaxanthin und anschlieBender UV-A Bestrahlung war
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ebenfalls keine Aussage moglich. Wie aus den Abbildungen im Anhang ersichtlich, variierten
die densitometrisch ermittelten Werte der Western Blots stark.

Es konnte nicht abschlieBend gekldart werden, ob die Carotinoide Astaxanthin und
Canthaxanthin die durch UV-A induzierte Verringerung der GJC in HdF und N-Cadherin

bzw. B-Catenin Expression entgegenwirken konnen.
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7 Diskussion: Wirkungen von UV-A Strahlen auf humane
dermale Fibroblasten

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden biochemische Verdnderungen in Hautzellen
nach UV-A Bestrahlung mit Hilfe verschiedener Assays untersucht. Dafiir eignen sich
Zellkulturmodelle mit humanen dermalen Hautfibroblasten (HdF), als der Hauptzelltyp in der
Dermis der Haut. UV-A Strahlen dringen (im Gegensatz zu den UV-B Strahlen) bis in diese
Hautschicht ein. In den Untersuchungen wurde mit physiologischen UV-A Dosen von
maximal 20 J/cm? bestrahlt. Diese Dosen reichten aus um in allen Assays Verdnderungen in
den Zellen zu bewirken. Angaben iiber physiologische UV-A Dosen auf der Erdoberfliche
sind unterschiedlich und abhingig von vielen Faktoren (Abschnitt 1.4.1). 25 J/cm?
entsprechen einer UV-A Menge nach einer 70 miniitigen Bestrahlung am 35. noérdlichen
Breitengrad zur Mittagszeit an einem wolkenlosen Sommertag [Trekli et al. 2002; Frederick
et al. 1988]. In einer weiteren Versuchsserie wurde gepriift, inwieweit sich die Effekte
wahrend der Bestrahlung durch verschiedene Carotinoide beeinflussen lassen. Die Wirkung
der Carotinoide und UV-A Bestrahlung auf HdF war in den verschiedenen Assays
unterschiedlich. Es konnten sowohl anti- als auch prooxidative Effekte festgestellt werden.

Die Einzelergebnisse werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

7.1 Wirkungen von UV-A Bestrahlung auf humanen dermalen
Hautfibroblasten

Nach UV-A Bestrahlung werden vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet. Dies
fihrt zu Modifikationen oder Zerstorung biologisch wichtiger Makromolekiile. Bei
ausgepragtem Schaden filihrt dies in der Regel zum Zelltod. Das Verhalten der HAF unter UV-
A Bestrahlung wurde in folgenden Assays untersucht: Zellviabilitdt/-toxizitit (SRB-Assay),
Bildung von ROS in der lebenden Zelle (Dichlorodihydrofluorescein- Assay), Expression von
HO-1, sowie Lokalisation/ Translokalisation von Nrf2 und die Bildung von Malondialdehyd
(MDA). Weiterhin wurden Anderungen der zelluliren Kommunikation iiber Gap Junctions
untersucht, auf die gesondert in Abschnitt 7.3 eingegangen wird.

Der SRB-Assay eignet sich, um die Lebensfahigkeit (Viabilitit) der Zellen zu untersuchen.
Zelltod setzt je nach Zelllinie bei unterschiedlichen UV-A Dosen ein, in den hier verwendeten
HdF reichte eine Dosis von 10 J/cm? nicht aus, um eine statistisch signifikante Abnahme der

Viabilitdt zu erreichen. Bei einer Dosis von 20 J/cm? betrug die Abnahme der Zellviablitdt 15-
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25% (statistisch signifikant unterschiedlich zu den unbestrahlten Zellen). Folglich betrug die
zytotoxische UV-A Dosis fiir die verwendeten Zellen 20 J/cm?.

Obwohl bei 10 J/cm? noch keine zytotoxischen Effekte messbar waren, konnte ein Anstieg der
ROS bei dieser Bestrahlungsdosis in der lebenden Zelle gemessen werden. Die ROS- Bildung
nahm bei 20 J/cm? weiter zu. Die Messung der ROS erfolgte mit H,DCF, einer Substanz die
durch ROS zum Fluorochrom DCF oxidiert. Dieser Assay ist ein in der Literatur hiufig
beschriebenes System zur Messung von oxidativem Stress in der lebenden Zelle. Zumeist
wird er angewendet bei der Messung von chemisch induziertem oxidativen Stress. Nachteilig
in dem hier verwendeten Modellsystem ist, dass der Farbstoff photoinstabil ist [Keller et al.
2004], die direkte Erfassung von ROS wihrend der Bestrahlung ist daher nicht mdglich. Der
Farbstoff konnte erst nach Bestrahlung auf die Zellen gegeben werden, nur noch stabile ROS
wie z.B. Peroxide wurden erfasst. Die Daten zeigen, dass schon physiologische UV-A Dosen
ausreichen um analytisch erfassbare Zunahmen an ROS- Gehalten zu erzielen.

Um die Wirkung der kurzlebigen ROS besser zu erfassen, wurde die Menge an exprimierter
HO-1 mit Hilfe von Western Blots bestimmt. Die Messung einer erhohten HO-1 Expression
nach UV-A Bestrahlung ist ein allgemein akzeptierter Marker des oxidativen Stresses.
Singulettsauerstoff induziert den in Abschnitt 1.4.1 beschrieben Stoffwechselweg, der eine
erhohte Expression des Proteins zur Folge hat [Trekli et al. 2002]. Die Expression von HO-1
kann {iber lingere Zeitrdume in der Zelle verfolgt werden. Eine Bestrahlung mit 10 J/cm?
reichte aus, um eine erhohte HO-1 Expression in den Zellen zu induzieren. 24h nach der
Bestrahlung war die hochste Proteinmenge feststellbar. Dies zeigt, dass die Expression des
Proteins zeitversetzt zur eigentlichen Bestrahlung eintritt. Trekli et al. erhielten &hnliche
Ergebnisse, hier wurde eine entsprechende Erhéhung der HO-1 mRNA-Expression in
Hautfibroblasten gezeigt [Trekli et al. 2002]. In einer weiteren Untersuchung zu Nrf2,
Transkriptionsfaktor von HO-1, zeigte sich, dass dieser nach Bestrahlung vermehrt im Kern
lokalisiert war. Die Translokalisation von Nrf2 in den Zellkern gehort zu den initialen
Schritten des HO-1 Signalweges. Die Translokalisation erfolgt vermutlich schon wihrend
oder unmittelbar nach der Bestrahlung. Aber auch zu den Messzeitpunkten 3h, 6h und 24h
konnte noch Nrf2 in den bestrahlten Zellen am Kern detektiert werden.

Unter ROS Einwirkung beobachtet man die Lipidperoxidation der in den Zellmembranen
lokalisierten ungeséttigten Fettsduren. Bei dieser Reaktion entsteht u.a. MDA, welcher als
Marker fiir diesen Prozess dient. Die Konzentration an MDA in den verwendeten Zellen
betrug nach der Bestrahlung durchschnittlich 0,65 nmol/mg Protein. Dieser Wert entspricht

den in der Literatur angegeben Werten. So untersuchte Moliere et al. verschiedene
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Fibroblastenzelllinien nach einer Bestrahlung von 18 J/cm? UV-A, die Werte schwankten
zwischen 0,4 — 1,15 nmol/mg Protein [Moliere et al. 1991].

Die Untersuchungen zeigen, dass physiologische UV-A Dosen von 10-20 J/cm? bei den
gewéhlten HdF in der Zellkultur ausreichen um apoptotische oder nekrotische Prozesse
auszuldsen. 10 J/cm? verursachen primdre Zellschdden. Zusitzlich zeigte der Vergleich mit
den Literaturdaten, dass die gewihlten Zellen nicht ungewdhnlich auf die UV-A Exposition

reagierten.

7.2 Carotinoide und UV-A Strahlung: Untersuchungen an humanen

Hautfibroblasten

Die photoprotektiven Eigenschaften des acyclischen Lycopin, B-Carotin und den
Xanthophylle Canthaxanthin und Astaxanthin wurden in dieser Arbeit untersucht. Carotinoide
sind als Antioxidantien, welche in der Lage sind ROS zu deaktivieren, die durch Bestrahlung
vermehrt in der Zelle gebildet werden. Die Mechanismen sind in Abschnitt 1.4.4 dargestellt.
B-Carotin war in der gewdhlten Konzentration zytotoxisch. Lycopin wirkte toxisch in
Kombination mit UV-A Bestrahlung von 10 J/cm?. Die ROS Messung zeigte, dass im
Gegensatz zu den Kontrollzellen auch vermehrt Peroxide gebildet wurden. Man kann davon
ausgehen, dass Lycopin in einer Konzentration von 10 pmol/l prooxidativ wirkt. In einem
Fibroblasten Zellkultursystem wurde gezeigt, dass bei einer Lycopinkonzentration von 0,15
nmol/mg Protein nach UV-B Bestrahlung prooxidative Effekte beziiglich MDA Entstehung
feststellbar waren [Eichler et al. 2002].

Astaxanthin zeigte gute antioxidative Eigenschaften in im Zellviabiltétsassay. Die Viabilitit
war auch nach 20 J/cm? statistisch nicht signifikant erniedrigt im Vergleich zu den
unbestrahlten Kontrollzellen. Ebenfalls konnten antoxidative Effekte in der Expression von
HO-1 festgestellt werden, denn die HO-1 Expression war um 35% erniedrigt gegeniiber den
bestrahlten Kontrollzellen (10 J/cm?). Kontrdr zu diesen Ergebnissen war Astaxanthin im
Lipidperoxidationsassay prooxidativ.

Die Daten zeigen, dass in dem gewdhlten Zellkulturmodell die Carotinoide B-Carotin,
Lycopin, Astaxanthin und Canthaxanthin kaum protektive Wirkungen ausiiben. Dies steht im
Gegensatz zu zahlreichen Interventionsstudien. So konnten die photoprotektiven Wirkungen
von B-Carotin und Lycopin in zahlreichen Humanstudien belegt werden [Heinrich et al.
2003b, Stahl et al. 2000, Mathew-Roth et al. 1972]. Schwerpunkt der Studien war die
Auswirkung der Supplementierung mit Carotinoiden auf die Erythembildung nach UV-

Exposition. Diese verminderten sich durch die Supplementierung. Stoffwechselwege, wie sie
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in dieser Zellkulturstudie untersucht wurden, konnten nicht betrachtet werden. Im Hinblick
auf die protektiven Wirkungen von Carotinoide konnen Zellkulturstudien zwar Hinweise
liefern, Humanstudien sind jedoch unumgénglich, um die Wirkungen richtig einschétzen zu
konnen.

In den durchgefiihrten Zellkulturstudien konnten teilweise prooxidative Effekte der
Carotinoide festgestellt werden. So induzierte Lycopin schon bei einer Bestrahlung von 10
Jem?> UV-A Vorginge, die zum Zelltod fiihrten. Prooxidative Eigenschaften von
Carotinoiden sind bekannt. Das  konjugierte =~ Doppelbindungssystem,  welches
mitverantwortlich flir die antioxidativen Eigenschaften der Carotinoide ist, ist sensitiv fiir
chemische Modifikationen. Die durch Oxidation entstehenden Produkte kdnnen z.B. zur
vermehrten Lipidperoxidation fiihren [Wang 2004]. Anti- oder prooxidative Wirkungen sind
abhingig von Konzentration, chemischer Struktur der Carotinoide, sowie der Lokalisation in
der Zellmembran, duBleren Faktoren wie Sauerstoffpartialdruck, dem Redoxstatus der Zelle
und moglichen Interaktionen mit anderen redoxaktiven Verbindungen [Palozza et al. 2004]. In
den durchgefiihrten Zellkulturstudien wurden hohe Konzentrationen der Carotinoide
eingesetzt (10 pumol/l). Im Vergleich zu dem in der Haut natiirlich vorkommenden
Carotinoidgehalt 0,1-0,2 pmol/mg feuchte Haut) [Sies et al. 2004]. Die hohe Konzentration

kann Ursache fiir die prooxidativen Effekte sein.

7.3 Zell- Zell- Kommunikation iiber Gap Junctions (GJC) nach UV-A
Bestrahlung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass UV-A Strahlen (Dosis 10 J/cm?) die GJC in humanen
dermalen Fibroblasten verringert. Zytotoxische Effekte waren nicht ursdchlich fiir die
Hemmung, da die verwendete Dosis, wie im SRB-Assay gezeigt, nicht toxisch auf die Zellen
wirkte (Abschnitt 6.1.1.1). Im vorherigen Abschnitt konnte aber auch gezeigt werden, dass
eine geringe wenn auch nicht toxische Dosis ausreicht, um im gewdhlten Zellmodell
Verdnderungen der Signalwege zu bewirken. Eine verringerte GJC war in den Zellen zu allen
drei gewdhlten Zeitpunkten feststellbar, statistisch signifikant nach 6h und 24h. 24h nach der
Bestrahlung war der Unterschied zwischen unbestrahlten und bestrahlten Zellen am grofiten
und betrug 49%. Nur wenige Studien haben sich bisher mit dem Zusammenhang zwischen
UV-A Bestrahlung und der GJC beschéftigt. Nicht im HdF- System wurde dieser Effekt in der
Arbeit von Banrud et al. gezeigt. Sie bestrahlten V79 Hamsterfibroblasten mit 33,5 J/cm? UV-
A und stellten eine Verringerung der GJC fest. In diesem Modellsystem war der Effekt 4h

nach der Bestrahlung am groBten. Unmittelbar nach der Bestrahlung war jedoch eine
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verstiarkte GJC im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen festzustellen [Banrud et al. 1994].
Provost et al. zeigten in humanen Keratinozyten bei einer Bestrahlungsdosis von 10 J/cm?
UV-A einen Riickgang der GJC. Hier war 30 Minuten nach der Bestrahlung die Differenz
zwischen den unbestrahlten und bestrahlten Zellen am groften. 8h nach der Bestrahlung war
kein Unterschied zwischen den unbestrahlten und bestrahlten Zellen feststellbar.
Interessanterweise zeigte diese Arbeit wieder eine verringerte GJC 24h nach der Bestrahlung.
Der Effekt wurde in der Veroffentlichung jedoch nicht weiter untersucht bzw. diskutiert, da in
diesem Modellsystem auch die unbestrahlten Zellen eine verminderte Zell- Zell
Kommunikation zu diesem Zeitpunkt aufwiesen [Provost et al. 2002].

Ubereinstimmend mit den Literaturdaten lisst sich schlussfolgern, dass die GJC nach UV-A
Bestrahlung vermindert ist. Dieser Effekt setzt zeitversetzt ein. Provost et al. beschreiben
zusitzlich, dass der Effekt im Keratinozytenmodell reversibel ist. Dies war im
Fibroblastenmodellsystem innerhalb von 24h nach Bestrahlung nicht festzustellen. Zum
Zeitpunkt 24h war die Differenz der GJC zwischen unbestrahlten und bestrahlten Zellen am
grofiten. Da die Hemmung der GJC nicht unmittelbar nach Bestrahlung einsetzt, kann man
vermuten, dass nicht das Protein Cx43 selbst degradiert, sondern Regelmechanismen des
Kanalschlusses, des Ein- und Abbaus der Connexone oder die Expression von Cx43 betroffen
sind.

Western Blots zeigten, dass die Gesamtexpression des Proteins Cx43 durch UV-A Strahlen
nicht betroffen war, eine Genaktivierung entsprechend ausgeschlossen werden kann. Auch in
der Arbeit von Provost et al. zeigte sich in den Western Blots keine verédnderte Expression des
Proteins [Provost et al. 2002]. Die Verringerung der GJC korrelierte mit einer Verdnderung
im Phosphorylierungsmusters der Cx43 Proteine. Unbehandelt ergibt sich fiir Cx43 ein
typisches Phosphorylierungsmuster, das aus 3 gleichméBig verteilten Banden (PO, P1, P2).
Nach UV-A Bestrahlung tritt teilweise eine P3 Bande auf (hoherer Phosphorylierungsgrad).
Untersuchungen zur Lokalisation von Cx43 zeigten, dass 3h und insbesondere 24h nach
Bestrahlung das Protein auch im Zytoplasma lokalisiert ist. Zu den gleichen Zeitpunkten
konnte in den Western Blots der bestrahlten Zellen die P3 Bande detektiert werden, ebenfalls
mit ausgeprigten Effekt 24h nach der Bestrahlung. Es besteht vermutlich ein Zusammenhang
zwischen der Hyperphosphorylierung und der Delokalisation von der Membran ins Zytosol.
Dies wiederum fiihrt zur verminderten funktionierenden GJC. Immunozytochemische
Untersuchungen in der Arbeit von Provost et al. zeigten ebenfalls eine Delokalisation des
Proteins, insbesondere 2h nach Bestrahlung. Eine Hyperphosphorylierung von Cx43 wurde
nicht festgestellt [Provost et al. 2002].
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Phosphorylierungen des Kanalproteins Cx43 sind von entscheidender Bedeutung fiir deren
Ein- und Abbau aus der Membran und spielen eine Rolle beim Offnungs- und
SchlieBmechanismus eingebauter Proteine [Lampe 2004]. Tumorpromotoren wie z.B. TPA
hemmen die GJC durch Phosphorylierung, was zur Ausbildung der hoher phosphorylierten P3
Bande fiihrt. Unter Einfluss von TPA nimmt die Menge an unphosphorylierten Cx43 (PO
Bande) ab [Matesic 1994]. Verursacht wird diese Hyperphosphorylierung durch eine
verstirkte Protein- Kinase C (PKC) Aktivitit und vermutlich auch durch eine verstirkte
MAPK-Aktivitdt.  Immunozytochemische = Untersuchungen an TPA  behandelten
Rattenleberepithelzellen zeigen eine Delokalisation des Proteins aus der Zellmembran [Ale-
Agha 2003, Dissertation]. Die Aktivitidt der PKC wird durch UV-A Strahlen induziert. Matsui
et al. vermuten jedoch, dass der Aktivierung der PKC durch UV-A ein anderer Mechanismus
zugrunde liegt, als durch die Behandlung mit TPA [Matsui et al. 1990]. Von der PKC ist
bekannt, dass sie Cx43 an Serinresten phosphoryliert, bekannt ist die Phosphorylierung an
S368 und S372, aber auch die Phosphorylierung an anderen Serinen des Cx43 sind nicht
auszuschlieen [Lampe et al. 2000, Lampe et al. 2004, Saez 1997]. In verschiedenen
Fibroblastenzelltypen konnte die Hemmung der GJC mit der Aktivitdt von drei Isoformen der
PKC in Verbindung gebracht werden, PKC a, B und y [Cruciani et al. 2001]. Lin et al.
untersuchten den Einfluss von H,O, auf die PKC und Cx43 in Kaninchenlinsenzellen und
Neuronenzellen. In der Arbeit konnte auch eine Aktivierung der PKCy und infolge eine
Phosphorylierung der Serinreste von Cx43 festgestellt werden, was zu einer Inhibierung der
GJC fiihrt. Eine Verdnderung der Gesamtexpression des Proteins konnte die Arbeitsgruppe
ebenfalls nicht feststellen [Lin et al. 2004].

Somit ist zu vermuten, dass in dem gewidhlten Modellsystem, durch UV-A Bestrahlung
Protein- Kinasen abhéngige Signalwege angeregt werden was zu einer Phosphorylierung von
Cx43 an Serinresten fiihrt. Dies wiederum inhibiert die GJC. Durch die moderate Bestrahlung
mit nur 10 J/cm? ist der Effekt nicht so deutlich ausgeprigt, so dass das Vorhandensein der
unphosphorylierten Isoform neben der hyperphosphorylierten Form erkldrbar ist. In den
Versuchen von Provost konnte in den Keratinozyten eine verstiarkte Aktivitit von PKC im
Zytosol der Zellen gemessen werden [Provost et al 2002].

Aber auch eine verstirkte MAPK-Aktivitdt (mitogen acitivated protein kinase) nach UV-A
Bestrahlung ist zu beriicksichtigen. Zahlreiche Stimuli konnen MAPK-abhéngige Signalwege
aktivieren, die wiederum zu einer Cx43 Phosphorylierung fiihren [Lampe 2004]. Auch hier
wirkt z.B. TPA durch Aktivierung der ERK1/2 (extrazelluldr regulierte Kinase 1 und 2)
vermittelten Phosphorylierung von Cx43. ERK 1/2 gehdren zur Klasse der MAPK [Ruch et
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al. 2001]. In mit EGF (epidermal growth factor) behandelten Zellen wird Cx43 durch eine
EGF- Rezeptor vermittelte Aktivierung des MAPK- Signalweges phosphoryliert und infolge
die GJC inhibiert. Die EGF- Wirkung ist jedoch zelltypabhidngig [Kanemitsu 1993; Houssain
2000]. Menadion hemmt die GJC in Rattenleberepithelzellen, indem es die EGF- Rezeptor
vermittelte MAPK- Aktivitdt erhoht was zur Phosphorylierung von Cx43 fiihrt [Klotz et al.
2002]. In einer Arbeit von Bellei et al. wird ebenfalls am Keratinozytenzellmodell
beschrieben, dass nach UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) die p38 MAPK aktiviert wurde, was
ebenfalls zur Verringerung der GJC fiihrt [Bellei et al. 2007]. Die Arbeiten geben Hinweise,
dass unter UV-A Bestrahlung auch eine durch MAPK katalysierte Phosphorylierung von
Cx43 zur Verminderung der GJC fithren kann. Endgiiltig konnte bisher nicht geklart werden,
welche Kinasen fiir die Hyperphosphorylierung des Cx43 Proteins in Fibroblasten nach UV-A
Bestrahlung verantwortlich sind.

Die vorgestellten Daten zeigen, dass Regelmechanismen, wie die Expression und Funktion
des Cx43- Proteins von UV-A Strahlen beeinflusst werden, auch wenn die gewihlte Dosis
moderat und im physiologischen Bereich ist. Hautzellen sind direkt der Sonnenbestrahlung
ausgesetzt. Zwischen der Entstehung von verschiedenen Hauttumoren und UV-Belastung
besteht eine Korrelation. Ebenso zeigen Studien, dass bei der Tumorentstehung die GJC
reduziert oder inhibiert ist [Bertram 2004, Trosko 2001]. Es wird vermutet, dass es fiir die
Tumorzelle bedeutsam ist, sich von Signalen (z.B. Wachstumskontrollsignalen) der sie
umgebenen Zellen zu isolieren und sich damit der Wachstumskontrolle zu entziehen [Vine
2002]. Der Mechanismus der procarcinogenen Wirkung der UV-A Strahlen ist noch nicht
vollstédndig aufgeklért, eine verringerte GJC nach UV-A Bestrahlung, wie sie in dieser Arbeit
festgestellt wurde, kann in einem ursidchlichen Zusammenhang stehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass sich nach UV-A
Bestrahlung die Expression des Adhdsionsproteins N-Cadherin verringert. N-Cadherine sind
fir den Einbau und die Regulation der Connexinfunktion in den Zellmembranen der
Fibroblasten wichtig (Abschnitt 1.4.5). Western Blots und immunozytochemische
Untersuchungen zur Expression und Lokalisation des Proteins wurden durchgefiihrt. Die
Untersuchungen zeigten, dass nach UV-A Bestrahlung die Expression des Proteins abnahm.
Die immunozytochemischen Untersuchungen zeigen ebenfalls eine Abnahme der
Gesamtexpression, teilweise auch eine verstirkte Lokalisation des Proteins am Kern. Nach
Bestrahlung mit 20 J/cm? ist eine vollstdndige Delokalisation des Proteins aus der Membran
und eine verstirkte Lokalisation am Zellkern zu beobachten. Cadherine sind

Transmembranproteine, deren extrazellulire Regionen Zellen miteinander verbinden (siche
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Abschnitt 1.4.5). Intrazellulédr sind Cadherine mit - oder y-Cateninen assoziiert, welche unter
Beteiligung von a-Catenin mit dem Actinzytoskelett verbunden sind. Western Blots zu f3-
Catenin weisen darauf hin, dass sich die Expression des Proteins nach UV-A Bestrahlung in
den Fibroblasten nur geringfiigig verringert. Cadherine und Catenine sind nicht nur
Strukturproteine, sie sind auch an Zellsignalwegen beteiligt. Eine Studie von Soler et al. hat
gezeigt, dass B-Catenin im direkten Zusammenhang mit der Wachstumsrate der Fibroblasten
steht [Soler et al. 1998]. Von den moglichen Cadherin/ Catenin Komplexen sind die E-
Cadherin Verbindungen am besten untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass
chemisch induzierter oxidativer Stress (durch Diamid und tert-Buthylhydroxyperoxid) zu
einem Abbau des E-Cadherin/B-Catenin Komplex in Méuseleberzellen fiihrt [Parrish et al.
1999]. Diese Zellen exprimieren neben E-Cadherin auch N-Cadherin, jedoch nur der E-
Cadherin/ B-Catenin- Komplex reagiert sensibel auf oxidativen Stress, unterschiedliche
Stabilitdten der verschiedenen Komplexe wurden angenommen [Schmelz et al. 2001]. Eine
Reduktion der Gesamtexpression von E-Cadherin oder B-Catenin konnte in beiden Arbeiten
nicht festgestellt werden. Der durch die UV-A Bestrahlung induzierte oxidative Stress kann in
den untersuchten Fibroblasten einen &hnlichen Effekt auslésen, wodurch es zu der
beobachteten Delokalisation kommt.

Eine Abnahme der GJC im Zusammenhang mit dem Abbau von Cadherin/ Catenin-
Komplexen ist ebenfalls beschrieben. So hat TPA ebenfalls Einfluss auf den E- Cadherin/B-
Catenin- Komplex. In Mausepidermiszellen und primdren Keratinozyten konnte in-vitro nach
TPA Behandlung nachgewiesen werden, dass sich der Anteil von E-Cadherin in der
Zellmembran verringert und der Anteil am Zellkern zunimmt. Unter Behandlung mit
Benzoylperoxid nahm der Gesamtanteil von E-Cadherin ebenfalls ab, gleichzeitig wurde bei
beiden Behandlungen eine verminderte GJC in den Zellen festgestellt. Phosphorylierungen
von f-Catenin, katalysiert durch Kinasen, fithren hier vermutlich zum Abbau des Komplexes
[Jansen et al. 1996]. Die Delokalisation von N-Cadherin kann somit zusitzlich zur
Verminderung der GJC in den Fibroblasten nach UV-A Bestrahlung beitragen.

Eine Abnahme der Gesamtexpression von Cadherinen aufgrund von dufleren Faktoren ist nur
in wenigen Studien beschrieben. So vermindert Epigallocatechin-3-gallat die Expression von
N-Cadherin in Blasenkarzinomzellen. In diesem Fall ein positiver Effekt, da N-Cadherin in
diesen Zellen erst die Invasion und Migration der Krebszellen ermoglicht [Rieger- Christ et
al. 2007]. Auch in Melanomazellen wird verstdarkt N-Cadherin exprimiert, wiahrend gesunde
Melanozyten E-Cadherin exprimieren. Der Wechsel bewirkt vermutlich, dass der Kontakt zu

den E- Cadherin exprimierenden Keratinozyten verloren geht, und es zur Migration und
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Invasion der Karzinomzellen kommt. Zellkontakte zu Fibroblasten und vaskuldren
Endothelzellen werden ausgebildet. Gleichzeitig werden Gap Juctions zwischen den
Melanomazellen und den Fibroblasten aufgebaut [Haass et al. 2003; Jamahl et al. 2002].
Dieser Vorgang begiinstigt die Tumorbildung. Welche Rolle die durch UV-A induzierte
Verringerung von N-Cadherin in Fibroblasten bei diesem Prozess hat, kann nicht
abschlielend geklart werden. Denkbar ist jedoch, dass ein direkter Zusammenhang zwischen
verminderter GJC und verringerter N-Cadherin Expression besteht.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Carotinoide Astaxanthin und Canthaxanthin als
Antioxidantien der Verringerung der GJC und Abnahme der N-Cadherin Expression
entgegenwirken. Die Ergebnisse des Farbstofftransfer- Assays zeigten, dass die Inkubation
mit den Carotinoiden nur geringen Einfluss auf die Kommunikation nach der Bestrahlung
hatte. Nur bei den Astaxanthin inkubierten Zellen, zeigte sich 24h nach der Bestrahlung keine
weitere Inhibierung aufgrund der Bestrahlung. Stérend wirken direkte Effekte der Carotinoide
auf die GJC. So ist von Astaxanthin bekannt, dass diese Substanz die GJC reversibel hemmt,
Canthaxanthin dagegen stimuliert die GJC [Daubrawa et al. 2005]. Auch die Messungen zur
Expression von N-Cadherin lieferten kein eindeutiges Ergebnis zur mdglichen protektiven

Wirkung der beiden Carotinoide in diesem System.

154



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Haut ist die duBere Barriere des Organismus und wie jedes andere Organ auf eine
ausgewogene Versorgung mit Makro- und Mikrondhrstoffen angewiesen. Mit zunehmendem
Alter &ndern sich ihre Struktur und Funktionsfahigkeit. Mittels optimierter Zufuhr
ausgewdhlter Nahrungskomponenten wird angestrebt strukturelle Parameter zu verbessern
und dermale Funktionen zu erhalten oder wiederherzustellen. Dazu werden zahlreiche
Nahrungsergidnzungsmittel und funktionelle Lebensmittel angeboten, deren Priifung auf
Wirksamkeit unabdingbar ist. Im ersten Teil der Arbeit wurden in-vivo die Effekte von
Pflanzenodlen, reich an langkettigen ungesittigten Fettsduren, untersucht. In einer
placebokontrollierten Interventionsstudie iiber 12 Wochen wurden die Wirkungen von
Leinsamendl (reich an a-Linolensdure) und Borretschdl (reich an y-Linolensédure) verglichen.
Untersuchungsparameter ~ waren  Oberflachenstruktur,  Barrierefunktion  (Hydration,
transepidermaler Wasserverlust) und Sensitivitdt der Haut. Zum Nachweis der Exposition
wurde das Fettsduremuster des Blutes analysiert. Im Plasma war eine Zunahme der fiir die Ole
charakteristischen Fettsduren nachweisbar. Verbesserungen der Hautqualitit konnten nach
Supplementierung festgestellt werden. Unter Gabe von Leinsamendl besserten sich
Rauhigkeit, Schuppigkeit (Parameter der Oberflachenstruktur), Hydration, Barrierefunktion
und Sensitivitdt. Mit der Supplementierung von Borretschdl verdanderten sich die gleichen
Parameter, die Effekte waren aber geringer. Die Ergebnisse wurden mit einer
Interventionsstudie verglichen, in der Leinsamendl und Distel6l (reich an Linolsdure)
appliziert wurde. Leinsamenol zeigte die gleichen Effekte, wihrend Disteldlsupplementierung
nur geringe Verbesserungen in Rauhigkeit und Feuchtigkeit bewirkte. Zusammenfassend lésst
sich folgende Rangfolge in der Wirksamkeit der Ole aufstellen: Leinsamendl > Borretschol >
Distelol.

Photooxidative Schadigungen in Dermis und Epidermis korrelieren mit der Entstehung von
Hauterkrankungen und vorzeitiger Hautalterung. Biochemische Verdnderungen in humanen
dermalen Fibroblasten (HdF), Hauptzellen der Dermis, waren Gegenstand des zweiten Teils
der Arbeit. Diese Studien wurden in-vitro durchgefiihrt. Schwerpunkt waren Untersuchungen
zum Einfluss von UV-A Licht auf die zellulire Kommunikation iiber Gap Junctions (GJC).
Gap Junctions ermoglichen den interzelluliren Austausch von niedermolekularen
Verbindungen zur Signaltransduktion und Néhrstoffversorgung. Es besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen Hautfunktionen und GJC. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit

wurde gezeigt, dass nach Bestrahlung mit 10 J/cm? die GJC in Fibroblasten reduziert war. Der

155



Zusammenfassung

Effekt korrelierte mit einer Anderung im Phosphorylierungsmuster des Kanalproteins, dem
Connexin 43 und nachfolgender Delokalisation des Proteins aus der Membran. Vermindert
war auch die Expression des Adhésionsproteins N-Cadherin. Adhésionsproteine spielen eine
Rolle bei der Ausbildung von Zellkomponenten, so dass vermutlich ein Zusammenhang
zwischen der Abnahme der GJC und der verminderten Expression von N-Cadherin besteht.
Weiterhin wurden in diesem Zusammenhang protektive Effekte von Carotinoiden untersucht.
Von den untersuchten Carotinoiden (Astaxanthin, Canthaxanthin, B-Carotin und Lycopin)
schiitzte Astaxanthin vor der UV-A Bestrahlung induzierten Zelltoxizitit, Canthaxanthin war
weniger wirksam. Im DCF Assay (antioxidative Wirkung) waren Astaxanthin, Canthaxanthin
und B-Carotin wenig aktiv, Lycopin zeigte prooxidative Wirkungen. UV-A Bestrahlung
induzierte die Expressionen von Hidmoxygenase-1 (HO-1) in HdF. Mit Astaxanthin
priinkubierte Zellen exprimierten weniger HO-1, die Substanz wirkte protektiv. Keine
Effekte wurden mit Canthaxanthin erzielt.

Eine Verringerung der MDA-Bildung nach Bestrahlung durch die Prdinkubation mit
Carotinoiden lieB sich nicht feststellen. Astaxanthin wirkte in diesem Modellsystem
prooxidativ.

Es konnte nicht abschlieBend gekldrt werden, ob die Carotinoide Astaxanthin und
Canthaxanthin UV-A induzierten Verdanderungen der GJC sowie der N-Cadherin Expression

in HdF entgegenwirken konnen.
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Summary

The skin is the outer barrier of the organism and requires a balanced supply with micro- and
macronutrients for optimal function. With increasing age, structure and function of the skin is
changing. An optimized intake of selected nutrients may improve structural parameters
maintain or restore dermal functions. Numerous food supplements and functional foods are on
the market; however, proof of function is often lacking. In the first part of this work the effect
of plant oils, rich in polyunsaturated fatty acids, were determined in-vivo over a period of 12
weeks. The effects of linseed oil (rich in a-linolenic acid) and borage oil (rich in y-linolenic
acid) were compared in a placebo controlled intervention study. Surface structure, barrier
function (hydration, transepidermal water loss) and skin sensitivity were analyzed. Fatty acid
pattern of the blood was analyzed to prove the absorption of the fatty acids. Increases of the
characteristic fatty acids were detected. Supplementation with fatty acids was associated with
an improved skin quality. During administering with linseed oil, skin roughness, scaling
(parameters of skin surface structure), hydration, barrier function and sensitivity were
enhanced. Under supplementation with borage oil the same parameters improved, but effects
were less pronounced. These results were compared with an intervention study, in which
linseed oil and safflower oil (rich in linoleic acid) were applied. Linseed oil showed the same
effects, whereas the supplementation of safflower oil caused in only minor improvements in
roughness and hydration. Thus, the sequence of efficacy was: Linseed oil >borage
oil>safflower oil.

Photooxidative damage of the dermis and epidermis is correlated with skin diseases and
premature skin ageing. Biochemical changes in human dermal fibroblasts (HdF), which are
the main cell type of the dermis, were investigated in the second part of the work. The studies
were performed in-vitro. Focus was on the influence of UV-A light on cellular
communication via gap junctions (GJC). GJC allows intercellular exchange of low molecular
compounds relevant for signal transduction and nutrition. There is a direct correlation
between skin function GJC. The present work has shown that after irradiation with 10 J/cm?,
GJC of the fibroblasts is reduced. The effect was correlated with a change in the
phosphorylation pattern of the major channel protein connexin 43 followed by delocalisation
of the protein of the membrane. Expression of the adhesions protein N-cadherin was also
diminished. Adhesions proteins play a role in the development of cell contact, thus there may

be a relationship between GJC and expression of N-cadherin.
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Summary

In this context also protective effects of carotenoids were determined. Of the tested
carotenoids (astaxanthin, canthaxanthin, B-carotin and lycopin) astaxanthin was protective
against UV-A induced cell- toxicity, canthaxanthin was less effective. In the DCF-assay,
which proves antioxidant activity, astaxanthin, canthaxanthin and B-carotin were less active,
lycopin showed prooxidative effects. UV-A irradiation induced the expression of
hemeoxygenase-1 (HO-1). Astaxanthin incubated cells expressed less HO-1, pointing to
antioxidative effects. No effects were achieved with canthaxanthin.

MDA-production wasn’t diminished after irradiation in the presence of carotenoids.
Astaxanthin was prooxidative in this system.

It couldn’t be clarified finally, if the carotenoids astaxanthin or canthaxanthin are able to

modulate UV-A effects on GJC or N-Cadherin expression in HdF.
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Anhang

Carotinoide und UV-A Strahlung: Untersuchungen an humanen

Hautfibroblasten

Im Ergebnisteil sind zum besseren Verstidndnis teilweise nur Ausschnitte von Western Blots
dargestellt. Die originalen Blots sind diesem Anhang aufgefiihrt.

Im Abschnitt 6.1.8 ist auf densitometrische Auswertungen, sowie auf immunozytochemische
Untersuchungen verwiesen worden ohne die Ergebnisse niher darzustellen. Die Abbildungen

sind hier abgebildet

Zell- Zell- Kommunikation iiber Gap Junctions (GJC) nach UV-A Bestrahlung

Expression und Phosphorylierungsmuster von Connexin 43

- : Cx43
= R e e *

3h { — -
| — | S———r T GAPDH

Cx43

GAPDH

7 1 1 e
” { ==

—— GAPDH
UV-A - -+ - -+ - -+
Kontrolle Astaxanthin Canthaxanthin

Abb. A-1 Effekt von UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) und Prdinkubation mit Astaxanthin
und Canthaxanthin auf die Expression und das Phosphorylierungsmuster von
Cx43 in HdF exemplarische Darstellung von einem der drei durchgefiihrten
Western Blots
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Abb. A-2 Expression von Cx43 in HAF nach Prdinkubation mit Astaxanthin und
Canthaxanthin und UV-A Bestrahlung (10 J/cm?)
Densitometrische Auswertung der Cx43 Western Blots;, Gesamtexpressionen
im Verhdltnis zur unbestrahlten Kontrolle verschiedener

Postinkubationszeiten,; Mittelwert £ SD (n=3)

Tabelle A.1 Verhdltnis der Intensititen der Phosphorylierungsbanden von Cx43 im
Western Blot nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit Astaxanthin und
Canthaxanthin 3h nach der Bestrahlung (10 J/cm?)

Werte bezogen auf die PO Bande; Mittelwert =SD (n=4)

Phosphorylierungsmuster

Postinkubationzeitpunkt 3h

Kontrolle Astaxanthin Canthaxanthin

0 J/em? 10 J/cm? 0 J/em? 10 J/em? 0 J/em? 10 J/cm?

P3 n.n. 0,3+0,4 n.n. n.n. n.n n.n.
P2 1,5+1,0 1,0+0,6 0,9+0,6 0,7+0,5 1,0+0,6 1,2+1,2
P1 0,8+0,3 0,8+0,3 1,7+0,7 1,4+0,6 0,7+0,4 0,7+0,7

PO 1 1 1 1 1 1

n.n. = nicht nachweisbar (P3<0,2)
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Tabelle A.2 Verhdltnis der Intensititen der Phosphorylierungsbanden von Cx43 im

Western Blot nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit Astaxanthin und
Canthaxanthin 6h nach der Bestrahlung (10 J/cm?)
Werte bezogen auf die PO Bande; Mittelwert =SD (n=3)

Phosphorylierungsmuster

Postinkubationzeitpunkt 6h

Kontrolle Astaxanthin Canthaxanthin

0 J/em? 10 J/cm? 0 J/em? 10 J/cm? 0 J/cm? 10 J/cm?

P3
P2
Pl
PO

n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,3+0,3
1,8+0,9 1,3+0,5 1,0+0,4 1,0+0,3 1,3+0,5 0,9+0,3
0,9+0,2 0,8+0,1 1,8+0,6 1,6+0,5 0,8+0,3 0,7+0,2

1 1 1 1 1 1

n.n.=nicht nachweisbar (P3<0,2)

Tabelle A.3 Verhdltnis der Intensititen der Phosphorylierungsbanden von Connexin43 im

Western Blot nach UV-A Bestrahlung und Prdinkubation mit Astaxanthin und
Canthaxanthin 24h nach der Bestrahlung (10 J/cm?)
Werte bezogen auf die PO Bande; Mittelwert £SD (n=4)

Phosphorylierungsmuster

Postinkubationzeitpunkt 24h

Kontrolle Astaxanthin Canthaxanthin

0 J/em? 10 J/cm? 0 J/em? 10 J/cm? 0 J/cm? 10 J/cm?

P3
P2
Pl

PO

n.n. 0,5+0,2 n.n. n.n. n.n. 0,3+0,2
1,3+0,5 0,7+0,1 1,1£0,1 1,0+0,1 1,340,2 0,7+0,2
0,8+0,1 0,6+0,1 1,1+0,2 1,0+0,2 0,7+0,2 0,5+0,1

1 1 1 1 1 1

n.n. = nicht nachweisbar (P3<0,2)

180



Anhang

Subzellulidre Lokalisation von Cx43

0 J/em?
10 J/em?

Abb. A-3 Subzelluldren Verteilung von Cx43; unbestrahlte und bestrahlte mit
Astaxanthin prdinkubierte Zellen (UV-A 10 J/cm?) zu verschiedenen
Postinkubationszeiten

24h
0 J/em?
10 J/em?

Abb. A-4 Subzelluldren Verteilung von Cx43; unbestrahlte und bestrahlte mit
Canthaxanthin prdinkubierte Zellen (UV-A 10 J/cm?)zu verschiedenen

Postinkubationszeiten
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Expression von N-Cadherin und B-Catenin
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Abb. A-5

Effekt von UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) und Prdinkubation mit Astaxanthin

und Canthaxanthin auf die Expression von N-Cadherin in HdF

exemplarische Darstellung von einem der drei durchgefiihrten Western Blots
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Abb. A-6
Canthaxanthin und UV-A Bestrahlung (10 J/cm?)
Densitometrische ~ Auswertung  der

Gesamtexpressionen im Verhdltnis zur unbestrahlten

Postinkubationszeiten,; Mittelwert £ SD (n=3)
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Abb. A-7 Effekt von UV-A Bestrahlung (10 J/cm?) und Prdinkubation mit Astaxanthin
und Canthaxanthin auf die Expression von - Catenin in HdF

exemplarische Darstellung von einem der drei durchgefiihrten Western Blots
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Abb. A-8 Expression von p-Catenin in HdF nach Prdinkubation mit Astaxanthin und
Canthaxanthin und UV-A Bestrahlung (10 J/cm?)

Densitometrische ~ Auswertung  der  [p-Catenin Western Blots;

Gesamtexpressionen im Verhdltnis zur unbestrahlten Kontrolle verschiedener

Postinkubationszeiten; Mittelwert £ SD (n=3)
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Finfluss der UV-A Strahlung auf die subzellulire Lokalisation von N-Cadherin

Abb. A-9 Subzelluldren Verteilung von N-Cadherin, nach Inkubation mit den
Carotinoiden Astaxanthin (B) und Canthaxanthin (C) im Vergleich zur
Kontrolle (A); Gelber Pfeil: N-Cadherin in der Zellmembran

0 J/lem?

10 J/cm?

Abb. A-10 Subzelluldren Verteilung von N-Cadherin, unbestrahlte und bestrahlte mit
Astaxanthin prdinkubierte Zellen (UV-A) zu verschiedenen

Postinkubationszeiten
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0 J/lem?

10 J/cm?

Abb. A-11 Verteilung von N-Cadherin; unbestrahlte und bestrahite mit Canthaxanthin

prdinkubierte Zellen (UV-A) zu verschiedenen Postinkubationszeiten
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