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Die ganze Mannigfaltigkeit, der ganze Reiz
und die ganze Schonheit des Lebens
setzen sich aus Licht und Schatten
zusammen.
Leo Tolstoi

1.Einleitung

1.1. Die Sonne als Lebenselixier

Die Sonne gilt seit jeher als Inbegriff von Gliick, Wohlbefinden und Lebenskraft. Zu Beginn
des Friihlings ziehen die Menschen in Scharen aus ihren H&usern, um neue Energie zu
sammeln. Schon die alten Kulturen Asiens ehrten und achteten ihre Sonnengétter und dankten
ihnen fiir die Spende von Gliick, Warme und Lebenskraft. So stand beispielsweise in der
vedischen Kultur des alten Indien Atharvan als Sinnbild der Sonnengottheit. Auch die Agypter
verehrten die Sonne als Gott Ra, die Perser des 6. Jahrhunderts v. Chr. lebten nach den Lehren
des Zoroaster: erstmals wurde hier die Tradition begonnen, einen Tag der Ruhe und der
Andacht fiir die Sonne zu verbringen. Als Sonntag hat er noch heute Bestand. Die Griechen
verehrten Helios, der der Sage nach jeden Tag seinen Sohn von Osten nach Westen durch den
Himmel und so das tfigliphe Licht zur Erde brachte. Der Sonnengott Apollo als spiritueller
Gott der Gesundheit und sein sterblicher Sohn Aesculapius, der erste grofle
Naturwissenschaftler und Arzt, belegen die Bedeutung der Sonne fiir die Gesundheit der
Menschen. Der romische Kaiser Aurelian nannte sich im 3. Jahrhundert nach Christus ,,Sol
Invictus®. Als die unbesiegbare Sonne wollte er gegeniiber seinem Volk Kraft und Macht
demonstrieren. Nicht zuletzt sei auch Ludwig XIV (1643-1715) erwéhnt, der sich selbst als

,le roi soleil“ bezeichnete, die Sonne war fiir ihn Sinnbild von Autoritdt und Schonheit.



1.2. Gefahren der UV-Belastung

Die Sonne birgt jedoch keinesfalls nur positive Effekte. Urlaubsreisen in stark UV-belastete
Regionen, die heutzutage als normales Freizeitverhalten gelten, und korperliche Briune als
Sinnbild fiir Gesundheit und Schonheit iiberlasten die natiirlichen Schutzmechanismen und es
zeichnet sich eine zunehmende Inzidenz von lichtinduzierten Hauterkrankungen ab. Eine
durch UVB-Strahlung hervorgerufene gesteigerte Melaninsynthese und die Oxidation
farbloser Pigmentvorstufen durch UVA-Licht fithrt zur Briunung der Haut. Bei {ibermiBiger
UV-Exposition kommt es zur Dermatitis solaris und als chronische Auswirkung zur
Hyperkeratose und Akanthose (Lichtschwiele) als Ausdruck des individuellen Lichtschutzes
[156]. Eine lebenslange, kumulativ wirkende UV-Exposition fiihrt, nach Uberlastung der
zelluldren Reparatursysteme, zu verstirkter Hautalterung (Photoalterung), aktinischer
Elastose, aktinischen Keratosen, epithelialen Tumoren (Basaliomen und spinozelluliren

Karzinomen) und malignen Melanomen [151].

1.3. Photobiologische Effekte

1.3.1. Das UV-Spektrum

Die Sonnenstrahlung auf der Erdoberfliche enthdlt UVB (290-320 nm), UVA (320-400 nm),
sichtbare Strahlung und Infrarotlicht. Strahlung kiirzerer Wellenléingenbereiche wird von der
Atmosphire absorbiert. Der Energieanteil der UV-Strahlung macht nur einen Anteil von etwa
5% der Energie der gesamten Strahlung aus [156].

Die kiirzeste Wellenldnge der UV-Strahlung mit einer Wellenléinge von 10-200 nm ist das
sogenannte Vakuum-UV, diese Photonen werden von der Luft absorbiert und werden nur

experimentell im Vakuum genutzt.



Tab. 1: Das elektromagnetische Spektrum

e Gamma-Strahlen 0,0001-0,1 nm
e Rontgen-Strahlen 0,01-10 nm

e Vakuum-UV 10-200 nm

e UV-C 200-280 nm

¢ UV-B 280-320 nm

e UV-A 320-400 nm

e Sichtbares Licht 400-800 nm

o Infrarot 800-0,1 mm

e Radiowellen 0,1 mm-10®m

Auch UVC-Strahlung, definiert als der Wellenldngenbereich zwischen 200 und 280 nm, ist
kein Bestandteil des Sonnenlichtes auf der Landoberfliche, weil es vom Wasserdampf und

Ozon in der Atmosphére ausgefiltert wird [196].

1.3.2. Wechselwirkungen

Zum Versténdnis photobiologischer Phdnomene, wie z.B. der Absorption von Strahlung durch
Molekiile, ist es wichtig, die Grundlagen der Strahlungstheorie zu verstehen. Photobiologische
Effekte, die durch nichtionisierende Strahlung induziert werden, miissen zuallererst durch eine
Absorption der Photonen durch Molekiile, sogenannte Chromophore in Gang gesetzt werden.
Auf diesem Wege gelangt das Molekiil in einen energetisch angeregten Zustand und die
absorbierte Energie wird fiir photochemische Prozesse genutzt. In der Haut stellt dabei das
Melanin das Hauptchromophor (Absorptionsspektrum: 350-1200 nm) dar. Daneben wird UV-
Strahlung aber auch durch Keratinproteine, Porphyrine, Karotene, Nucleinsiuren,
Lipoproteine, Peptidbindungen und aromatische Aminoséureverbindungen absorbiert [112].

Entweder reagiert das Molekiil wieder mit einem anderen Molekiil oder die Energie wird auf



ein neues Molekiil transferiert, welches wiederum mit einem dritten Molekiil interagiert, wie
es bei der Entstehung der reaktiven Sauerstoffspezies der Fall ist, die dann im folgenden mit

Membranproteinen reagieren kénnen [196].

1.3.3. Photooxidative Reaktionen

Die absorbierten Photonen werden in chemische Energie konvertiert und der energetisch
héhere Zustand wird fiir chemische Reaktionen genutzt. Dies kann zu einer Transformation in
einen Metaboliten (Photoprodukt), Ubertragung der Energie auf ein biologisches Molekiil
oder Abgabe der Energie als Licht oder Hitze filhren [178]. Die meisten
photosensibilisierenden Reaktionen sind sauerstoffabhiingig und stellen photodynamische
Reaktionen dar, bei denen der Photosensibilisator in einen kurzlebigen, hochenergetischen
Singulettzustand konvertiert und dann in eine lingerlebige, weniger energetische Form

tibergeht. Dies geschieht hauptséchlich iiber 2 Reaktionswege.

Photoaktivierung

Energie plus endogener oder exogener Photosensibilisator

b N

Typ I Reaktion (Radikalreaktion) Typ II Reaktion (Nichtradikalreaktion)
3S+RH >S° +RH 35+30,>s+'0,

3S+RH >SH°+R° '0, + RH > Oxidationsprodukte

3S + 02$S°+ +0,°"

Abb. 1: Photooxidative Typ I- oder Typ II-Reaktion [26].



1.3.3.1. Photooxidative Reaktion Typ I

Bei direktem Wasserstoff- oder Elektronentransfer vom  Triplettzustand  des
Photosensibilisators auf ein Substrat spricht man von einer photooxidativen Reaktion Typ I
mit Entstehung von Radikalen des Substrats, die wiederum direkt mit molekularem Sauerstoff
reagieren und Peroxide, Hydroxylradikale und/oder Superoxidanionen bilden. Bei dieser stark
konzentrationsabhingigen Reaktion ist, insbesondere wenn der Photosensibilisator an leicht

oxidierbare Molekiile gebunden ist, eine direkte Zellschddigung méglich [80, 178].

1.3.3.2. Photooxidative Reaktion Typ II

Hier werden Elektronen oder Energie direkt auf molekularen Sauerstoff im Grundzustand
(Triplett) tibertragen, und es kommt zur Bildung von Singulettsauerstoff. Dieser hochreaktive
Zustand fiihrt zu einer duBlerst effektiven Oxidation von biologischen Substraten. Da Substrat
und molekularer Sauerstoff um den jeweiligen Photosensibilisator im Triplettzustand

konkurrieren, konnen beide Reaktionen gleichzeitig ablaufen [17, 81].

1.4. Photosensibilisierung, Phototoxizitit und Photoallergie

Photosensibilisierung ist ein ProzeB, bei dem eine Uberempfindlichkeit der Haut gegeniiber
Licht oder UV- Strahlung induziert wird, indem eine spezifische, Strahlen-absorbierende
Substanz (Photosensibilisator) eine Reaktion auslost, die ihrerseits eine andere Komponente
(Substrat) chemisch oder physikalisch verindert. Diese Photosensibilisatoren kénnen sowohl
exogener als auch endogener Natur sein und erfahren bei diesem Prozess selbst keine
Alteration [177]. Einer gesteigerten Strahlungsempfindlichkeit kann sowohl ein toxischer, als
auch ein allergischer pathogenetischer Mechanismus zugrunde liegen.

Phototoxiztit ist ein Vorgang der schon beim ersten Kontakt mit einem Photosensibilisator

und Strahlung auftreten kann. Dieser Vorgang zeigt sich bei jedem Menschen, entsprechend



dem Hauttyp und der jeweiligen Konzentation des Substrats und Dosis der Strahlung.
Phototoxizitét dulert sich in Form einer sofort oder verzogert eintretenden entziindlichen
Reaktion, welche eine direkte Zellschidigung darstellt. Diese entsteht durch eine
photochemische Reaktion zwischen einem chemischen Photosensibilisator und der jeweiligen
Strahlung [82, 95].

Die phototoxischen Reaktionen werden hauptsichlich durch langwelliges UVA-Licht
hervorgerufen und konnen durch den Photohdmolysetest als Screeninguntersuchung erfaft
werden. Seit Oskar Raab durch Zufall in den Labors von Prof. Tappeiner die
photosensibilisierende Wirkung des Farbstoffes Acridin an Paramecium caudatum
(Pantoffeltierchen) entdeckte und Meyer-Betz 1913 in einem Selbstversuch nach
Selbstinjektion fiir Hamatoporphyrin (extrahiert aus dem Blut mittels Schwefelsiure und
Alkohol) das photosensibilisierende Potential auch beim Menschen beweisen konnte,
erwiesen sich eine grole Anzahl von Substanzen als ausgesprochen phototoxisch. Manche
Pflanzeninhaltstoffe, Duftstoffe, Farbstoffe, Lichtfiltersubstanzen oder Medikamente
beispielsweise erhdhen aufgrund ihrer Phototoxizitit nach systemischer Zufuhr oder externer
Applikation die Empfindlichkeit der Haut gegeniiber elektromagnetischer Strahlung. Im
medizinischen Bereich gilt dies beispeilsweise fir Chinolone, Sulfonamide, Tetracycline,
Phenothiazine, nichtsteroidale Antiphlogistika, Thiazid-Diuretika oder Amiodaron [9, 10, 12,
16, 19, 20, 30, 128, 154, 155]. Mit der zunehmenden Entwicklung von neuen Substanzen und
Medikamenten wird die Anzahl der Berichte iiber neu entdeckte Photosensibilisatoren
sicherlich nicht abbrechen.

Davon abzugrenzen ist die wesentlich seltenere Photoallergie als Spezialform der Allergie, die
nur in Kombination mit Licht auftritt. Im Unterschied zu phototoxischen Reaktionen tritt sie
nur bei bestimmten Personen unter Beteiligung des Immunsystems auf und ist weniger

abhingig von der Konzentration des Substrats bzw. der Dosis der UV-Exposition. Das
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Aktionsspektrum liegt nach allgemeiner Auffassung hauptsichlich im UVA-Bereich, die
Bildung eines Vollantigens lduft iiber eine photochemische Reaktion ab [83].

Es kann dabei selten zu Reaktionen vom Friihtyp (z.B Photourtikaria), die durch humorale
Antikorper vermittelt sind, und Reaktionen vom Spittyp (z.B. Photokontaktekzem), welche
durch  immunkompetente Zellen hervorgerufen werden, kommen [95]. Die
pathophysiologischen Grundlagen sind noch nicht vollstindig bekannt. Es gibt Hinweise, daf
die absorbierte Strahlung das Substrat in eine immunologisch aktive Komponente konvertiert,
oder das Substrat selbst Photonen absorbiert, photochemisch mit einem Carrierprotein
interagiert und so zum vollstindigen Antigen wird [87, 88]. Wird ein Photoantigen gebildet,
wird es durch Langerhanszellen den Lymphozyten prisentiet und damit die
Sensibilisierungsphase der Reaktion vom Spittyp initiiert. Bei erneutem Kontakt wird dann
eine Kaskade von Reaktionsschritten, mediiert durch Zytokine, in Gang gesetzt [82]. Eine
photoallergische Dermatitis kann in eine persistierende Lichtrektion iibergehen, aus der dann
auch ein aktinisches Retikuloid entstehen kann [117]. Auch bei der polymorphen
Lichtdermatose, der Lichturtikaria und der Hydroa vacciniformia wird pathogenetisch eine

Photosensibilisierung durch noch nicht bekannte Photosensibilisatoren vermutet [151].

1.5. Sulfite

Im Rahmen der Untersuchung von einigen Nahrungsmitteladditiva entdeckten Eberlein-Ko6nig
et al., daBl Sulfite, die weit verbreitet als Konservierungsstoffe eingesetzt werden,
ausgesprochen phototoxisch wirken [54]. Dieser Effekt zeigte sich in vitro interessanterweise
am stirksten ausgeprigt bei Natriumdisulfit und vornehmlich im UVB-Bereich. Nach
Exposition mit UVA-Licht zeigte sich keine Phototoxizitit. Weitergehende Uberlegungen
stellen sich folglich dahingehend, ob eine méglicherweise durch Sulfite oft nur unterschwellig
verstirkte UV-Empfindlichkeit der Haut zu einem erhdhten Photokarzinogenese-Risiko
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fiihren kdnnte, wie es beispielsweise fiir die auf einen phototoxischen Wirkmechanismus

beruhende Photochemotherapie in der Behandlung von Psoriasis der Fall ist.

1.5.1. Vorkommen

Sulfit ist chemisch gesehen ein farbloses, nicht brennbares Gas mit stechendem Geruch. Es
verfliissigt sich bei -10°C, verfestigt sich bei -72°C, und 16st sich unter Bildung von
schwefliger Sdure (H,SO3) in Wasser (85% bei 25°C). Bei pH-Abfall steigt die Sulfit-
Konzentration proportional unter Verbrauch von Bisulfit-Tonen (HSO *°) an.

Schwefeldioxid, dessen wilrige Losung schweflige Siure, sowie einige sich davon ableitende
Salze - im folgenden zusammenfassend als Sulfite bezeichnet - sind nach deutschem

Lebensmittelrecht zugelassene Nahrungsmitteladditiva.

Tab. 2: Sulfite als Nahrungsmittelzusatzstoffe [153]

Deklaration |Bezeichnung

E 220 Schwefeldioxid, schweflige Saure
E 221 Natriumsulfit

E 222 Natriumbisulfit (Hydrogensulfit)
E 223 Natriumdisulfit (Metabisulfit)

E 224 Kaliumdisulfit (Metabisulfit)

E 226 Calciumsulfit

E 227 Calciumbisulfit (Hydrogensulfit)

Sie wirken bakterizid, enzymhemmend und bleichend und werden in Nahrungs- und
Arzneimitteln als Konservierungsstoffe und Antioxidationsmittel eingesetzt. Hier inhibieren
sie mikrobielles Wachstum und schiitzen vor enzymatischen und nicht enzymatischen

Entfarbungen [153]. Jeder Biirger der USA konsumiert schitzungsweise 2-3 mg Sulfit pro



Tag, bei Wein-und Biertrinkern sind es sogar 5-10 mg [173]. Nach deutschem Recht sind
Schwefeldioxidmengen bis zu 10 mg/kg mit wenigen Ausnahmen allgemein zulissig, 24
Lebensmittelgruppen diirfen wesentlich héhere Schwefeldioxidkonzentrationen enthalten
(Tab. 3). Eine Deklarationspflicht besteht ab einem Sulfit-Gehalt von 50 mg/kg, betrifft
allerdings nicht z. B. Wein oder Arzneimittel. Restaurantmahlzeiten sind besonders sulfitreich
und kdnnen bis zu 500 mg Sulfit enthalten [182, 183]. Weiterhin finden sich Sulfite in einer
Reihe von Arzneizubereitungen zur duBerlichen aber auch zur parenteralen Anwendung, wie
Infusionsldsungen, Lokalanésthetika, Antitheumatika, Antibiotika, Glucokortikosteroide u.a.
[147]. Neben dieser gezielten Anwendung als Additivum findet sich Sulfit als natiirliches
Giérungsprodukt in Wein und Bier. Weiterhin sind Industrieabgase und Smog sulfithaltig

[153].

1.5.2. Toxikologie und klinische Reaktionen

Die orale LD 50 bei Ratten liegt bei 1000-2000 mg Sulfit/kg/KG, wohingegen der toxische
Effekt bei Hunden und Menschen variabel ist. Wihrend einige Personen bis zu 50 mg/kg/KG
tolerieren konnen, verspiiren andere schon Kopfschmerzen, Erbrechen und Durchfall [24]. Die
Food and Drug Administration der USA hat sechs Sulfite zur Verwendung als Antioxidantien
als registriert und sicher aufgefihrt (Schwefeldioxid, Natriumsulfit, Natrium- und
Kaliumhydrogensulfit und Natrium- und Kaliumdisulfit). Klinische Reaktionen auf Sulfite
konnen mannigfaltig sein. Hervorzuheben ist die Sulfit-Uberempfindlichkeit, die in den USA
grofle Beachtung findet [153, 169] und dort von Mirz 1983 bis Dezember 1984 zu sechs
Todesfillen geflihrt hat [3]. Besonders gefihrdet sind dabei Asthmakranke, bei denen sich in
etwa 10% durch Dosen zwischen 1 mg und 200 mg eine Bronchokonstriktion provozieren laf3t
[173, 176, 182]. Ein weiterer Symptomenkomplex umfaBt gastrointestinale Beschwerden,

Blutdruckabfall, Schwindel und Schwichegefiihl, weiterhin beschrieben sind Rhinitis, Flush,
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Urticaria, Quincke-Odem, Vasculitis allergica und die Exazerbation eines atopischen Ekzems

[107, 150, 159, 170, 171, 173, 190, 200].

1.6. Das antioxidative System des Organismus

Das Risiko einer Schidigung des Organismus, die durch unkontrollierte Oxidationsprozesse
hervorgerufen wird (durch aktivierte Formen von Sauerstoff, atmospharische Noxen, UV-
oder ionisierende Strahlung), ist stindig prasent. Wahrend der Evolution haben sich eine
Anzahl von Schutzmechanismen entwickelt, die vornehmlich in vier Kategorien eingeteilt
werden konnen: Kompartimentierung, Detoxifikation, Reparatur und Utilisierung.

Der menschliche Organismus hat hauptsdchlich zwei Wege, freie Radikale zu bekdmpfen:
zum einen durch enzymatische Intervention (Superoxid-Dismutase, Katalase etc.), zum
anderen mit Radikalfingern wie Vitaminen, Cystein, Methionin, Gluthation u.a. [115].
Reaktive Sauerstoffspezies werden in vivo v.a. beim aeroben Zellstoffwechsel,
Medikamentenkatabolismus und Katabolismus anderer xenobiotischer Agentien [45, 99, 139,
106] sowie nach Einwirken von Rontgen- oder UV- Strahlung auf den Organismus [48] und
von phagozytierenden Zellen als Antwort auf eindringende Bakterien gebildet [94, 98, 99].
Die letztlich resultierende Zerstérung der Zelle geht meist mit der Freisetzung von Eisen
einher [98], welches wiederum die Entstehung von Lipidperoxiden, Hydroxyl-Radikalen und
reaktiven Sauerstoffspezies induzieren kann [85].

Wird eine mehrfach ungesittigte Fettsdure der Membranlipide (LH) von einem Radikal X
angegriffen, wird von der Methylengruppe zwischen zwei Doppelbindungen ein
Wasserstoffatom abstrahiert und es entsteht ein hochreaktives Lipidradikal (L°). Ohne
Antioxidantien wiirde nun eine autokatalytische Kettenreaktion einsetzen, sich in kiirzester

Zeit iiber die Membran fortpflanzen und die<Membranlipide zu Hydroperoxiden oxidieren.
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Tab. 3: Auswahl einiger Lebensmittel, denen nach deutschem Recht Sulfit zugesetzt werden
darf [201]

Lebensmittel ' Hochstmenge an Sulfit (mg/kg,
Berechnet als Schwefeldioxid)
Trockenfriichte ,
a) Aprikosen, Birnen, Pfirsiche 2000
b) Ananas, Apfel, Quitten 1500
¢) Weinbeeren, ausgenommen Korinthen 1000
Glasierte Friichte, halbfeuchte Trockenfriichte 1000
Kandierte Friichte u.a. kand. Pflanzenteile und 100
Belegfriichte
Zitronat und Orangeat 30
Ingwer in Sirup 50
Zerkleinerte Zitrusschalen (gewerblich) 125
Rohe geschilte Apfelstiicke (gewerblich) 80
Obstgeliersaft, fl. Pektin 800
Zerkleinerter Meerrettich 1000
Spargel, Sellerie, Zwiebel, Blumenkohl, 500
weille Riiben, Pastinaken (getrocknet)
Zerkleinerte Zwiebeln, Zwiebeln in Essig, 300
zerkleinerter Knoblauch
Gemiise in Essig 20
Kartoffelerzeugnisse 100
Trockenstirke, Maltodextrine 50
Luftgetrocknete Speisegelantine 100
Zucker 15
Glukosesirup 50
Hart- und Weichkaramellen, 50
Fondanterzeugnisse
Aus Fruchtpiilpe und Fruchtmark hergestellte 50
Erzeugnisse fiir SiilBwaren und Backwaren
Konfitiire und Gelee einfach, Marmelade 50
Gérungsessig 50 mg/1
Zitrussifte und konzentrierte Zitrussifte 300 mg/l
Fruchtséfte (gewerblich) 300 mg/1

Alkoholfreier Wein 120 mg/1
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d-alpha-Tocopherol (Vitamin E) hat eine sehr hohe Affinitét zu Lipidperoxidradikalen (LO,°)
und fingt diese daher ab, bevor sie in der Propagation neue Fettsduren angreifen konnen. Die
Kettenabbruchreaktion besteht in der Ubertragung des Wasserstoffatoms der phenolischen
Hydroxygruppe des d-alpha-Tocopherols auf LO,°, wobei nun ein d-alpha-Tocopherol-
Radikal entsteht (Tocopherylradikal, Vitamin E-M°). Dieses Radikal ist aber durch
Resonanzstabilisierung sehr reaktiontrige und kann die Kettenreaktion nicht fortsetzen [132].
Die Abfolge von Initiation,  Sauerstoffaddition @ und Propagation dieses

Lipidperoxidationsprozesses beschreiben die folgenden Gleichungen:

1) Initiation LH+X > L°+XH

2) Sauerstoffaddition L°+ O, -> LO,°

3) Propagation LH +LOy° - L° +LOOH
4) Kettenabbruchreaktion E-OH + LO, > E-O° + LOOH

Abb. 2: Lipidperoxidation

In der Zelle wird das in der Membran verankerte Tocopherylradikal vermutlich durch
Ascorbinsdure (Vitamin C), die im wéBrigen Medium des Zytosols vorhanden ist, wieder in d-
alpha-Tocopherol umgewandelt. Es gibt dariiber hinaus viele In-vitro-Untersuchungen, die
dafiir sprechen, dafl auch Ascorbinsdure iiber das Glutathionsystem mit Hilfe von NADH oder
NADPH regeneriert wird. Antioxidantien, die bei diesen Prozessen inaktiviert werden kénnen,
stellen die Hauptabwehrmechanismen gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies dar. Neben d-
alpha-Tocopherol und Ascorbinsédure zdhlen dazu Pyruvat, B-Karotin, Selen, N-Acetylcystein,
Superoxid-Dismutase, Katalase, Gluthathion-Peroxidase wund die Enzyme des
Pentosephosphatweges, die NADPH regenerieren [18, 48, 85, 94, 98, 129, 133, 146, 161,
179].
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1.6.1. d-alpha-Tocopherol (Vitamin E)

Anfang 1920 berichteten Evans und Bishop erstmals iiber einen lebensnotwendigen Faktor,
der sich bei Ratten fiir die Aufrechterhaltung der Tréchtigkeit verantwortlich zeigte. Ohne
diesen wurden die Ratten zwar trachtig, gebaren aber keine lebenden Jungen [63]. Der Begriff
Vitamin E gilt als Sammelbezeichnung fiir alle natiirlichen und synthetischen Tocol- und
Tocotrienderivate, die qualitativ die biologische Aktivitit von alpha-Tocopherol zeigen.
Tocopherol leitet sich von den griechischen Wortern tocos (=Geburt) und pherein
(=hervorbringen) ab [62]. Vitamin E konnte 1936 erstmals aus Weizenkeimen isoliert werden.

Wenige Zeit spéter publizierte Fernholz die chemische Struktur des Vitamins [66].

1.6.1.1. Vorkommen und Bedarf

Allgemein gilt, da} junge, rasch wachsende Pflanzen wenig Tocopherol, wihrend langsam
wachsende bzw. ausgewachsene dunkelgriine Pflanzenteile hohe Tocopherolgehalte haben. In
Weizenkeim-, Sonnenblumen- und Olivendl stellt RRR-alpha-Tocopherol mit 49 bis 100%
den Hauptanteil des Vitamin E, wihrend in Soja-, Maiskeim- und Palmol gamma-Tocopherol
der Hauptanteil ist [70]. Die deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung geht davon aus, daB3 sich der
Bedarf an d-alpha-Tocopherol an der Polyenfettsdurenzufuhr zu orientieren hat und je Gramm
Dienfettsdure 0,5 mg RRR-d-alpha-Tocopherol aufgenommen werden soll. In der Annahme,
da} ein Erwachsener in Mitteleuropa 18 g Linolsdure und 3 g Linolensdure aufnimmt, ergibt
sich eine Zufuhr von 24 Diendquivalenten und damit ein Mindestbedarf von 12 mg
Tocopherol-d-alpha-Aquivalent. Da Vitamin E mit der Konzentration der Gesamtserumlipide
korreliert, wird empfohlen, lipidstandardisierte Vitamin-E-Werte anzugeben [100]. Bei einem
Cholesterin von 220 mg/dl und Triglyceriden von 110 mg/dl sollte die Vitamin-E-
Plasmakonzentration mindestens 30 pMol/l betragen [15]. Kappus und Mitarbeiter

postulieren, da8 100-300 mg d-alpha-Tocopherol tiglich keinerlei Nebenwirkungen
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hervorrufen. Selbst nach Hochstdosen von 3200 IE/Tag waren keine Schiden feststellbar. Die
antithrombotische Wirkung von Vitamin E kann in dieser hohen Dosierung allerdings
wihrend einer Antikoagulationstherapie zu einer Storung der Antikoagulationseinstellung mit
Vitamin-K-Antagonisten fiihren [102]. Als untere Normgrenze gelten 0,5 mg d-alpha-
Tocopherol pro 100 ml Plasma (Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung, 1991). Bei
Erwachsenen mit einer d-alpha-Tocopherolunterversorgung (2-3 mg statt 10-12 mg) dauert es
1-2 Jahre, bis der Tocopherolplasmaspiegel unter 11 pmol sinkt und klinische Symptome, wie
Verringerung der Anzahl der Erythrozyten und deren Uberlebenszeit, Ablagerung von
Lipofuszin (Alterspigmente, die durch Lipidperoxidation entstehen) in Muskelzellen und
Intestinum sowie neurologische Stoérungen entstehen. Eine d-alpha-
Tocopherolunterversorgung fiihrt bei Tieren zu einem Anstieg der Lipidperoxidation im Blut
und Gewebe [70], d-alpha-Tocopherolmangel beeinfluBt aber auch die Aktivitit zahlreicher

Enzyme, vor allem der Membranenzyme [62].

1.6.1.2. Wirkung

In tierischen Zellen sind Tocopherole Bestandteil aller biologischen Membranen. Man nimmt
heute an, daB ihre wichtigste biologische Funktion darin besteht, Membranlipide,
Lipoproteine und Depotfette vor dem Abbau durch Lipidperoxidation zu schiitzen. Die
Auffassung, daf} d-alpha-Tocopherol primér als Antioxidans wirkt, wird durch zahlreiche in-
vitro-Versuche gestiitzt, die zeigen, daB d-alpha-Tocopherol im Gewebe, in Zellen,
Zellorganellen und artifiziellen Systemen ein hervorragendes und essentielles Antioxidans ist,
das verhindert, da mehrfach ungesittigte Fettsduren durch Lipidperoxidationsprozesse
zerstort werden [28, 61, 123, 125, 132]. Als membranstabilisierendes Antioxidans kann d-
alpha-Tocopherol die Freisetzung von Histamin und hydrolytischen Enzymen aus Mastzellen

und Lysosomen und die Synthese von Prostaglandin E2 hemmen und somit antientziindlich
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wirken [127]. Des weiteren konnte eine juckreizstillende [131] und wundheilungsfordernde
Wirkung nachgewiesen werden [8, 122, 197]. Daneben existieren einige Studien, die darauf
hinweisen, dafl antioxidansreiche Nahrung fiir die Primérprivention von Krebs und

kardiovaskuléren Erkrankungen von grofer Bedeutung ist [21, 75].

1.6.2. Ascorbinsiure (Vitamin C)

Vitamin C ist das vielleicht schon am léngsten bekannte Vitamin. Bei ausgedehnten Seereisen
wurde schon frither das klassische Mangelsyndrom Skorbut beschrieben und bald schon eine
bestimmte Substanz, die u.a. Inhaltsstoff des Sauerkrauts war und die auf diesen Reisen den
Mangelerscheinungen, die zur Erkrankung der Seeleute gefiihrt hat, entgegenwirken konnte,
vermutet.

Ein Ascorbinsduremangel duflert sich in Form eines erniedrigten Ascorbinsduregehaltes in
Plasma und den Leukozyten, Zahnfleischbluten, Gingivitis, Petechien, H&matomen,
follikuldrer Hyperkeratose, verschlechterter Wundheilung, erhéhter Infektanfilligkeit und
verminderter Reaktionsfahigkeit des Immunsystems auf Stress.

Die erste Isolierung von Ascorbinsdure gelang Szenti-Gyorgyi im Jahre 1926. Vitamin C ist
der Gattungsname flir L-Threo-hex-2-enono-lacton (L-Xylo-ascorbinsiure bzw. L-(+)-
Ascorbinsiure) und deren Derivate, die qualitativ die biologische Wirkung von L-

Ascorbinséure entfalten konnen [86].

1.6.2.1. Vorkommen und Bedarf

Ascorbinsdure ist weit verbreitet, viele pflanzliche und tierische Organismen sind zur
Biosynthese dieses Vitanﬁns fahig. Bei den einheimischen Gemiisen ist die Kartoffel, wenn es
auch lagerungsabhingig zu recht hohen Verlusten kommt, eine der wichtigsten

Ascorbinséurelieferanten. Neben Zitrusfriichten enthalten auch Tomaten, Kohl, Chilischoten,
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Broccoli und Hagebutten relativ hohe Vitamin-C-Konzentrationen. Eine internationale Einheit
(IE) Vitamin C entspricht 50 pg L-(+)-Ascorbinsdure. Mengenangaben erfolgen aber
gewohnlich in mg Ascorbinséure [86]. Steady-state-Plasmakonzentrationen werden durch eine
tigliche Ascorbinsdurezufuhr von 200 mg/Tag erzielt [116]. Unter anhaltender StreBsituation
kann der Bedarf sogar iiber 200 mg/Tag betragen. [78]. Bei Rauchern kann der tigliche
Ascorbinséurebedarf auf mehr als das Doppelte ansteigen, sie brauchen mindestens 200
mg/Tag, um dieselben Serumspiegel zu erlangen wie Nichtraucher [166]. Zur Férderung der
Wundheilung bei Resorptionsstérungen sowie zur Verbesserung der Eisenresorption werden
Tagesdosen von 0,5-1,0 g berichtet [86]. Eine Hypervitaminose mit Ascorbinsdure ist nicht
bekannt, ebensowenig sichere toxische Wirkungen. Auch Dosen von 10-20 g/Tag zeigten
keinerlei unerwiinschten Effekte [74]. Bei der Einnahme von sehr hohen Einzeldosen im
Bereich von 5-10 g und mehr kann voriibergehend eine Diarthd auftreten, bei parenteraler
Gabe tritt diese Nebenwirkung nicht auf. Skorbut, das klassische Vitamin-C-Mangel-
Syndrom, 148t sich durch eine tégliche Einnahme von 10 mg Vitamin C pro Tag verhindern |

[86].

1.6.2.2. Wirkung

Ascorbinsiure ist ein hochpotentes Reduktionsmittel und hat im Korper zahlreiche
Angriffspunkte. Am bekanntesten ist die Beteiligung von Ascorbinsiure am
Elektronentransfer bei Hydroxylierungsreaktionen. Eine der wichtigsten biochemischen
Funktionen von Ascorbinsdure ist die Mitwirkung bei der Kollagenbiosynthese [6].
Ascorbinséure begiinstigt die Entwicklung und Reifung des Knorpels [174], spielt eine Rolle
bei der Carnitinbiosynthese [157], bei der Biosynthese von Neurotransmittern wie z.B.
Dopamin [46], bei der Amidierung neuroendokriner Hormone wie Gastrin, Bombesin, CRH

und TRH [164], sowie im Tyrosin-, Folsdure- und Serotoninstoffwechsel. Bei der Entgiftung
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toxischer Metabolite und Medikamente durch die in der Leber lokalisierten
mischfunktionellen Oxidasen und den dabei notwendigen zahlreichen
Hydroxilierungsreaktionen ist Ascorbinsdure ebenfalls ein wichtiger Cofaktor. Es wird
vermutet, daf} L-Ascorbinséure sowohl die Synthese von Cytochrom P450 stimuliert [142] als
auch dieses vor der Inaktivierung durch Sauerstoffradikale schiitzt [145]. L-Ascorbinsdure
inhibiert die Umwandlung von Nitrit in Nitrosamine, schwicht die Wirkung von Phytaten und
anderen Liganden auf die Eisenresorption ab und bewirkt dadurch eine Steigerung der
enteralen Eisenresorption [84]. Es scheint Einflu auf die Glykosilierung von Proteinen zu
haben [38], auBerdem vermindert die Ascorbinsdure-Einnahme von 300-600 mg/Tag das
Risiko einer Kataraktentstehung um den Faktor 4 [162] und stimuliert durch Schutz der
Phagozytenmembran vor oxidativer Selbstzerstérung die korpereigene Abwehr [2]. Rund %
der epidemiologischen Studien zur Frage Ascorbinséure und Korrelation mit der Inzidenz von
Tumoren kommen zu dem Resultat, dal Ascorbinsdure ein protektiver Faktor ist [21]. Neben
einer Hemmung der Vermehrung tumorinduzierender Viren wird iiber einen direkt
wachstumshemmenden Effekt bei manchen Neoplasien berichtet [143]. Dariiber hinaus
scheint es moglich, durch Ascorbinsdure-Supplementation die Nebenwirkungen einiger
aggressiver Therapieprotokolle zu reduzieren [175]. Auch die Strahlendermatitis und die
Knochenmarkstoxizitit einer Radiatio sollen durch Ascorbinsdure abgeschwicht werden

[141].
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1.7. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe des Photohdmolysetests an Erythrozyten von 40
gesunden Probanden in vitro untersucht, inwieweit oral zugefiihrte Sulfite phototoxische
Reaktionen ausldsen und diese Phototoxizitdt durch die kombinierte, systemische Einnahme
von Ascorbinsdure und d-alpha Tocopherol beeinflut werden kann. Vor und nach einer
speziellen Didt sowie der Einnahme von Natriumdisulfit, Ascobinsiure und d-alpha-
Tocopherol oder Placebo wurde den Probanden Blut entnommen, die Vitaminkonzentrationen
der o0.g. Vitamine bestimmt und der Fenofibrat-abhingige Photohdmolysetest durchgefiihrt.
Die Bestrahlungen der Blutproben erfolgte mit UVB- oder UVA-reicher Strahlung und die
Hémolyse wurde anschlieend mit einem Photometer gemessen. So konnten das AusmaB der
phototoxischen H#molyse mit Erythrozyten unterschiedlicher Probanden vor und nach
Bestrahlung miteinander verglichen werden.

Ferner wurde in vivo an den selben 40 Probanden durch Bestimmung der UV-Empfindlichkeit
untersucht, ob die in vitro gefundenen Ergebnisse mit den klinischen Befunden korrelieren.
Dazu wurde der untere, ungebriunte Riicken am Tag vor Einnahme der oben genannten
Substanzen und acht Tage nach Beginn der Einnahme mit 10 ansteigenden Dosen UVB-
reicher Strahlung bestrahit und am néchsten Tag jeweils die minimale Erythemdosis (MED)
visuell und die Blutfluleinheiten mittels eines Laser-Doppler-Flowmeters ermittelt.

Ziel der Arbeit war es zu bestimmen ob durch systemische Gabe von Sulfiten bzw. Sulfiten,
d-alpha-Tocopherol und Ascorbinsdure bzw. d-alpha-Tocopherol und Ascorbinsiure beim
Menschen die phototoxische Lyse der Erythrozyten und die Lichtempfindlichkeit des

jeweiligen Individuums modifiziert werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Geriite und Materialien

2.1.1. Bestrahlungsquellen

Als UVA-Quelle wurde das UVA-Bestrahlungsgerit UVASUN 5000 (Mutzhas, Miinchen)
mit einem Spektrum von 320 bis 460 nm verwendet. Das Gerit hat ein Emissionsmaximum
bei etwa 375 nm. Bei einem Abstand von 40 cm zwischen Lampenunterseite und
Erythrozytensuspension ergibt sich eine UVA-Strahlungsintensitit von 42 mW/cm?.

Als UVB-Quelle diente das Gerit TL 20 W/12 (Philips, Hamburg) mit einem
Hauptemissionsbereich von 280 bis 350 nm. Das Emissionsmaximum lag bei 315 nm. Auch
hier wurde ein Abstand von 40 cm eingehalten, wobei die UVB-Strahlungsintensitit 1,0

mW/cm?® und die UVA-Intensitit 0,4 mW/cm? betrug.

2.1.2. Sonstige Gerite und Materialien

eCentra UV-Meter (Osram, Miinchen): Photozelle zur Messung der UVA- oder UVB-
Strahlendosis von Bestrahlungsquellen.

eDynatech Photometer MR 700, Microplate Reader, MeBwellenlinge 340 - 700 nm,

Testfilter: 550 nm (Dynatech, Denkendorf).

eDU-50 Series Spektrometer (Dynatech, Denkendorf)

eLaser-Doppler-Flowmeter (Periflux 2, Perimed AB, Stockholm, Schweden)

oZentrifuge Rotixa KS (Hettich, Tuttlingen).

eMagnetrithrer Ikamag RCT (Janke und Kaukel, Staufen i. Br).

eTemperatur-, pH- und mV-Mefigerit Orion S 1520 (Orion, Kiisnacht, Schweiz).

eWaage Sartorius portable PT 1200 (Sartorius, Gottingen): Wégebereich 1200 g,
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Ablesbarkeit 0,1 g.

e Analysenwaage Sartorius analytic A 120 S (Sartorius, Géttingen: Wiigebereich 121 g,
Ablesbarkeit 0,0001 g).

eMikrotiterplatten fiir Gewebekulturen (Greiner, Solingen): 96 Vertiefungen; Abmessungen:
82 x 127 mm; Volumen je Vertiefung: 0,380 ml; Fliche je Vertiefung: 0,32 cm>.
eGewebekulturplatten (Greiner, Solingen): 24 Vertiefungen und Abdeckplatte; Abmessungen:
82 x 127 mm; Volumen je Vertiefung: 2,9 ml; Kulturfliche je Vertiefung: 1,75 cm?.
eSchiittler IKA MTS 4 (Janke und Kunkel, Staufen in Br.).

eSchiittelwasserbad (Kottermann, Uetze-Hénigsen).

eBioanalytik-Test (Farbtest von Boeringer Mannheim)

2.1.3. Reagentien
TCM-Puffer:
* TRIS, Ultrarein (Paesel & Lorei, Hanau)
* NaCl, purissimum (Fluka Chemika, Buchs)
« Ubrige Reagentien (Merck, Darmstadt)
Der TCM-Puffer wurde wie folgt hergestellt:
3,0 g Tris, 7,0 g NaCl, 0,3 g KCl,
0,2 g MgCl, x 2 H,O,
0,147g CaCl;, x 2 H,O,
Aqua dest. ad 1000 ml;
pH 7,40 bei Zimmertemperatur
Heparin Na, 25 000 IE/ 5 ml (Braun, Melsungen)
Albumin, bovines (Sigma, St.Louis, USA , Frakt. V 96-99%)

Drabkin's Reagenz (Sigma, St. Louis, USA), zusammengesetzt aus:

0,05 g KCN, 0,2 g KsFe (Cn)s
Aqua dest ad 1000 ml

Fenofibrat (Sigma, St. Louis, USA F-60 20)
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2.2. Probanden

Es wurden 40 gesunde, freiwillige Probanden (16 Ménner, 24 Frauen) im Alter zwischen 20
und 57 Jahren ausgewdhlt, die anhand eines Merkblattes und im persénlichen Gespriich
detailliert {iber den Versuchsablauf aufgekldrt wurden und schriftlich ihr Einverstindnis
gaben. Dieser Studie wurde durch Voten der Ethikkommision der Bayerischen
Landesirztekammer und der Ethik-Kommission der medizinischen Fakultit der Ludwig-

Maximilians-Universitit zugestimmt.

2.2.1. Ein- und Ausschluflkriterien
Zur Testung wurden nur Probanden zugelassen, die dem Hauttyp II oder III nach Fitzpatrick
zugeordnet wurden (siehe Tabelle 4).

Tab. 4: Einteilung der Hauttypen [67]

Hautfarbe | Hauttyp | Sonnenbrand* | Briunung*
Weil} I Ja Nein
I Ja Gering
III Ja Ja
v Nein Ja
Braun A" Nein Ja
Schwarz VI Nein Ja

* Nach 30 Minuten Sonnenexposition

Ferner wurden nur Probanden inkludiert, die keine inneren Erkrankungen aufwiesen, keine
Medikamente einnahmen und schriftlich erkldrten, wihrend und eine Woche vor Beginn der
Untersuchungen eine spezielle Didt einzuhalten. Bei weiblichen Probanden wurde eine
Schwangerschaft anamnestisch ausgeschlossen. Die Probanden durften weder durch Solarium

noch durch die Sonne ganzkorpergebriunt sein.
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2.2.2. Diit
Die Testpersonen erkldrten schriftlich eine Woche vor Beginn und wihrend der
Untersuchungen eine sulfitarme Diét einzuhalten und bekamen dazu folgenden Handzettel mit

den wichtigsten zu meidenden Produkten:

Tab. 5: Handzettel zur Sulfit-armen Didt

Lebensmittel Hochstmenge an
SO, (mg/kg)
Trockenfriichte 2000
Aprikosen, Birnen, Rosinen 1000
Getrocknetes Gemiise 500
Gemiise in Essig 20
Kartoffelerzeugnisse 100
Fertigteig, Kartoffelchips
Zuckerarten 14-400
Fruchtsifte 300
Zudem Verzicht auf den Genuf3 von Bier, Wein, Meerrettich und
Silberzwiebeln.

Ferner verpflichteten sich die Probanden eine Woche vor und wihrend der Studie keine
Vitaminpriparate einzunehmen und auf Obst und Gemiise weitgehend zu verzichten.
Welche Nahrungsmittel wéhrend der Untersuchung gemieden werden mufBten, wurde

ausfiihrlich im personlichen Gesprich erklért.

2.2.3. Gruppeneinteilung

Fir die placebokontrollierte Studie wurden 40 freiwillige Probanden rekrutiert und vier
Gruppen mit jeweils 10 Probanden gebildet.

Die Randomisierung wurde doppelblind von einem studienunabhingigen Untersucher
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durchgefiihrt. Bei allen vier Gruppen erfolgte am ersten Tag (Tag 0: Bestrahlung, Tag 1:
Ablesung) die Bestimmung der Minimalen Erythemdosis (MED) und des Hautblutflusses im
Bestrahlungsfeld mittels eines Laserdopplerflowmeters.

Die vier Gruppen erhielten Medikamentenbehélter, in denen sich Natriumdisulfit-,
Ascorbinsdure-, bzw. d-alpha-Tocopherol-halﬁge Kapseln oder gleich aussehende
Placebokapseln befanden. Die Tagesdosis fiir Natriumdisulfit war 400 mg und wurde in zwei
Einzeldosen von 200 mg morgens und abends verabreicht. Die Tagesdosis von Ascorbinséure
war 2000 mg und fiir d-alpha-Tocopherol 666 mg (entsprechend 1000 IE), beide Substanzen
wurden ebenfalls tdglich in zwei Einzeldosen verabreicht.

Tab.6: Gruppeneinteilung

Gruppe 1 (G1) Gruppe 2 (G2) Gruppe 3 (G3) Gruppe 4 (G4)
Natriumdisulfit Natriumdisulfit Placebokapseln Placebokapseln
(2x200 mg) (2x200 mg)
Placebokapseln Ascorbinséure Ascorbinsédure Placebokapseln
(2x1000 mg) (2x1000 mg)
Placebokapseln d-alpha-Tocopherol | d-alpha-Tocopherol Placebokapseln
(2x500 IE/d) (2x500 IE/d)

Die Kapseleinnahmen begannen am Abend (Tag 1) nach der ersten Ablesung, d.h. 1 Tag nach
der ersten Bestrahlung, und wurden iiber acht Tage fortgefiihrt. Wihrend weiterer
Kapseleinnahme erfolgte eine erneute Bestimmung der UV-Empfindlichkeit auf gleiche
Weise (Tag 8: Bestrahlung, Tag 9: Ablesung). An den Tagen 0 und 8 wurde den Probanden
Blut entnommen und mit den jeweiligen Erythrozyten ein Photohiimolysetest mit der
phototoxischen Substanz Fenofibrat durchgefiihrt. Weiter wurden die Serumkonzentrationen

fiir Ascorbinséure und d-alpha-Tocopherol gemessen.
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2.3. Densitometrische Bestimmung der Antioxidantienkonzentrationen im Serum

2.3.1. Bestimmung der d-alpha-Tocopherolkonzentration

Die d-alpha-Tocopherolkonzentration wurde mit Hilfe der
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) in Zusammenarbeit mit dem Klinikum
GroBhadern der LMU im anésthesiologischen Forschungslabor von Herm Dr. Uwe Senftleben
bestimmt. Die Serumproben wurden vor Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Bei dieser
Temperatur ist eine Lagerung von Plasma- oder Serumproben iiber mehrere Jahre ohne
Verlust moglich [62]. Das Prinzip der HPLC-Methode beruht auf einer Extraktion mit einem
Lipidlésungsmittel bei Zugabe von Antioxidantien zum Oxidationsschutz mit anschlieBender
Trennung der Extrakte auf Silikasdulen (Normalphase) [14, 41, 98, 167, 172, 191]. Die
Quantifizierung der Chromogramme erfolgte durch eine Trennung von Proben mit bekanntem
Gehalt an Tocopherolen. Bei zu analysierendem Material mit nur sehr geringen Fettmengen,
wie Blut oder Plasma [40, 58, 89], gentigt als Probenvorbereitung eine einfach Extraktion mit
einem Lipidlosungsmittel. Der Zusatz von Antioxidantien bei der Aufarbeitung ist nétig
wegen der Oxidationsempfindlichkeit von d-alpha-Tocopherol. Die Bestimmung wurde mit

einem Fluoreszenzdetektor durchgefiihrt [167].

2.3.2. Bestimmung der Ascorbinsiurekonzentration

Die Bestimmung der Ascorbinsdurewerte der Probanden erfolgte in unseren Labors mittels
eines etablierten Bioanalytik-Testes (Farbtest von Boeringer Mannheim) [13]. Die
Anwendung von Farbtests ist ein valides und reproduzierbares Verfahren zur enzymatischen
Konzentrationsbestimmung. Die Ascorbinsdurekonzentrationen kénnen mittels Teststreifen
liber das Intermedidrprodukt Dehydroascorbat, welches durch das Enzym Ascorbat-Oxidase

entsteht, und Messung der Extinktionskoeffizienten bei 578 nm mittels eines
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Spektralphotometers (DU-50 Series) bestimmt werden. Die Serumproben wurden vor der
Aufarbeitung im Dunkeln gelagert.

L-Ascorbinséure ist ein starkes Reduktionsmittel und damit in der Lage, das Tetrazoliumsalz
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] in Gegenwart des
Elektroneniibertrigers PMS (5-Methylphenazinummethosulfat) bei pH 3,5 zu einem
Formazan zu reduzieren. Im Probenansatz wurde die Summe der reduzierenden Substanzen
bestimmt. Zur spezifischen Bestimmung wird in einem Probenleerwertansatz von diesen
reduzierdenden Substanzen nur der L-Ascorbat-Anteil in der Probe durch Ascorbat-Oxidase
(AO) in Gegenwart von Sauerstoff oxidativ entfernt. Das entstehende Dehydroascorbat
reagiert nicht mit MTT/PMB. Die Extinktionsdifferenz des Probenleerwertes ist der L-
Ascorbat-Menge in der Probe dquivalent. Das MTT-Formazan ist damit die MeBgréfe und
aufgrund seiner Absorption im sichtbaren Bereich bei 578 nm photometrisch bestimmbar. Die
Berechnung erfolgte mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten von MTT-Formazan [13, 39, 86]
nach der allgemeinen Berechnungsformel:

V- MG

c= -AE [g/]
e-d-v-1000

2.4. Fenofibrat-abhéingiger Photohimolysetest

Der auf Kahn und Fleischaker [101] zuriickgehende Photohdmolysetest basiert auf der
phototoxisch induzierten Lyse menschlicher Erythrozyten und ist ein Verfahren, das den
Nachweis des phototoxischen Potentials von Substanzen in vitro ermdglicht. In dieser
Untersuchung wurde Fenofibrat als phototoxische Substanz ausgewihlt, da sich gezeigt hatte,
dal} diese Substanz sowohl im UVA- als auch im UVB-Bereich phototoxisch wirkt und durch
Koinkubation mit Antioxidantien dieser Effekt reduziert werden kann [193]. Jetzt wurde der

Frage nachgegangen, ob durch systemische Gabe von Sulfiten bzw. Sulfiten, d-alpha-
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Tocopherol und Ascorbinsdure bzw. d-alpha-Tocopherol und Ascorbinséure beim Menschen

die phototoxische Lyse der Erythrozyten des jeweiligen Individuums modifiziert werden kann.

2.4.1. Herstellung der Erythrozytensuspension

Den Probanden wurde pro Versuch 20 ml Blut aus der Kubitalvene entnommen, zuvor
wurden die verwendeten Spritzen innen mit 2 Tropfen Heparin benetzt. Das so gewonnene
Heparinblut wurde unter nur méigem Druck in ein 50-ml-Kunststoffréhrchen gespritzt, mit
TCM-Puffer aufgefiillt und anschliefend bei 20°C fiir 10 Minuten mit 2000 U/min.
zentrifugiert. Der Uberstand und die oberste Erythrozytenschicht wurden mit einer
Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt. Unter jeweiliger Zugabe von TCM-Puffer wurde
dieser Waschvorgang zweimal wiederholt, so da ein gewaschenes Erythrozytensediment
resultierte. 400 pl des gewonnenen Erythrozytensedimentes wurden in 80 ml 0,03 % iger
Humanalbuminlésung gégeben, aus der zuvor 400 pl abgenommen und verworfen wurden.
Alle Schritte erfolgten unter strengem Lichtschutz. 5 ml der Zellsuspension wurden fiir die
Bestimmung des Totalhdmolysewertes entnommen, in ein Polystyrolréhrchen abpipettiert und
sofort fiir 10 Minuten bei 2000 U/min. und 20 °C zentrifugiert. Die iiberstehende Losung
wurde dekantiert und die RShrchen wurden mit Aqua dest. auf jeweils 5 ml aufgefiillt. Durch
den so herbeigefiihrten hypotonen Schock kam es zur Lyse der Zellen. Die
Totalhdmolyseprobe wurde mit Aluminiumfolie umgeben.

Die Einwaage der phototoxischen Substanz Fenofibrat erfolgte nach der Formel:
m=c-V-M

(m = einzuwiegende Menge in g, ¢ = bendigte Konzentration der Losung in mol/l, V =
Volumen der Losung in 1, M = Molmasse der Substanz in g/mol).

Fenofibrat wurde mit TCM-Puffer in einen Mefikolben iiberfiihrt und zur Verbesserung der
Substanzléslichkeit jeweils 5 x 10 min. im Ultraschallbad inkubiert. Die Stammlésung wurde
nun mit 5 1 TCM-Puffer verdiinnt. Die Endkonzentration betrug 10 > mol/l Fenofibrat.
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2.4.2. Herstellung der Test- und Kontrollansiitze

Fir die Ermittlung des Blindwertes (Blank) enthielten 4 Vertiefungen 400 ul TCM-Puffer
ohne Zugabe von Erythrozytensuspension. Als Leerwert dienten die Vertiefungen der 96-
Well-Platte mit 400 pl der Erythrozytensuspension und 100 pl TCM-Puffer.

In weitere 4 Vertiefungen wurden 400 pl totalhdmolysierte Erythrozytenldsung gefiillt, um die
100% Héamolyse zu ermitteln, da der Extinktionswert fir Aqua dest. bei Abgleich gegen
TCM-Puffer gleich 0,00 betrdgt, konnten bei der spiteren photometrischen Messung die
Totalhdmolysewerte im gleichen Meflvorgang wie die iibrigen Proben bestimmt werden. In 12
weitere Vertiefungen wurde jeweils 400 pl Erythrozytensuspension pipettiert.

Fiir jede Bestrahlungdosis wurde so ein Leer- und Blindwert ermittelt, um Anderungen durch
die Bestrahlung zu registrieren. Der erythrozytenfreie Blindwert diente dabei der
Beriicksichtigung einer eventuellen Eigenabsorption der bestrahlten Substanz bei der
folgenden photometrischen Bestimmung der Himolyse bei 550 nm. Eine Himolyse der
Erythrozytensuspension allein durch UV-Bestrahlung ohne Gegenwart der Testsubstanz
wurde durch die Bestimmung des Leerwerts beriicksichtigt.

Mit Ausnahme der Leerwerte wurden in jede Vertiefung dann ziigig 100 pl der
phototoxischen Fenofibratlosung pipettiert.

Nach Beendigung des Pipettierens wurden die Gewebekulturplatten verschlossen, mit
Aluminiumfolie lichtdicht geschiitzt und in einem Schiittelwasserbad bei 37 °C 1 h lang

inkubiert.

2.4.3. Bestrahlungen
Bis auf die nicht zu bestrahlende Kontrollplatte wurden im weiteren alle Gewebekulturplatten
wieder ausgewickelt und nach Entfernung des Deckels in einem zweiten Schiittelwasserbad

steigenden Dosen UV-Strahlung ausgesetzt. Der Abstand zwischen Lampenunterseite und
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Oberfliche der Testansitze betrug 40 cm. Die Proben wurden mit 0, 10, 20 oder 40 J/cm?
UVA oder mit 0, 400, 800, 1200 oder 1600 mJ/cm? UVB bestrahit, die Bestrahlungszeiten
wurden zuvor anhand der mit dem Centra-UV-Meter gemessenen UVA- bzw. UVB-Intensitit
berechnet. Nach Beendigung der Bestrahlung wurden die Proben wieder mit ihren Deckeln
versehen, die jeweiligen Bestrahlungsdosen darauf notiert und dann die Kulturplatten
lichtdicht mit Aluminiumfolie eingewickelt und fiir weitere 30 Minuten im Schiittelwasserbad

inkubiert.

2.4.4. Photometrische Bestimmung der Himolyse

Zur Trennung von Hamolysat und verbleibenden Erythrozyten wurden alle Platten erneut fiir
10 Minuten bei 2000 U/min. und 4 °C zentrifugiert und vom Uberstand 150 pl mit einer
Mikropipette in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte pipettiert. Daraufthin erfolgte eine
erneute 15 Minuten dauernde Inkubation auf dem IKA-Schiittler bei Raumtemperatur. In jede
Vertiefung wurde dann 50 pl Drabkin's Reagens hinzugefiigt; dadurch wird das nach
Bestrahlung aus den Erythrozyten freigesetze Himoglobin und Met-Hamoglobin in das stabile
Cyan-Hamoglobin iibergefiihrt, das bei 550 nm photometrisch bestimmt werden kann. Als
Referenzleerwert fiir das Photometer enthielt die erste Vertiefung jeder Mikrotiterplatte 150 pl
TCM-Puffer und 50 pl Drabkin's Reagens. Die Messung der Extinktionen der Testansitze
erfolgte mit dem Photometer MR 700 gegen den Referenzleerwert, die Wellenldnge des

Testfilters betrug 550 nm, die eines Referenzfilters 660 nm.

2.4.5. Berechnung der Himolysewerte
Aus den gemessenen optischen Dichten (OD) errechnen sich die Himolysegrade.
Vom Extinktionswert der Testansitze wurde zunichst jeweils der korrespondierende

Blindwert abgezogen. Danach erfolgte die Subtraktion der Leerwerte. Als Referenz bzw.
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Kontolle diente der Extinktionswert der Totalhdmolyse.
Jeder Mefiwert der Hiamolyse wurde jeweils durch Doppelbestimmungen ermittelt, das heifit

jeder Meflwert war der Mittelwert aus den Versuchsergebnissen zweier identischer Proben.

OD (probey-[ OD@w)y+ODBw)]

OD100%-werty-OD(w.w)

2.5. Minimale Erythemdosis

Die minimale Erythemdosis MED ist die niedrigste Dosis einer definiert eingestrahlten
Dosisreihe, die ein scharf begrenztes, homogenes Erythem 24 Stunden nach Exposition
auslost [151]. Fiir die Bestimmung der MED wurde bei jedem Probanden eine Bestrahlung
mit polychromatischer UVB-reicher Strahlung (Leuchtstoffrohren TL 20 W/12, Philips,
Hamburg) am Tag 0 durchgefiihrt. Dazu wurden zehn, 1,8 cm? groBe, kreisrunde Hautareale
am unteren, nicht gebrdunten Riicken der Probanden ansteigenden UVB-Dosen ausgesetzt.
Dies geschah mit Hilfe einer Hartgummischablone, die den Probanden aufgeklebt wurde,
wihrend das restliche Integument mit Tiichern vor Bestrahlung geschiitzt war. Der Abstand
zwischen Lampe und unterem Riicken des Probanden wurde auf 40 cm eingestellt. Mit Hilfe
einer Stoppuhr wurden die Hautareale nach definierten Zeiten durch Entfernung der
Gummiformen er6ffnet, um die erwiinschten Bestrahlungsdosen zu erhalten. Die UVB-Dosen
waren 20 mJ/cm?, 28 mJ/cmz, 40 mJ/cm?, 57 mJ/cm?, 80mJ/cm?, 113 mJ/cm?, 125 mJ/cm?,
160 mJ/cm?, 175 mJ/em” und 200 mJ/cm?,

Die MED wurde visuell 24h +/- 2h nach erfolgter Bestrahlung abgelesen (Tag 1). Das erste
Areal, auf dem sich ein das gesamte Bestrahlungsfeld ausfiillendes Erythem fand, wurde der

eingestrahlten Dosis zugeordnet und diese als MED definiert.
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2.6. Ermittlung der BlutfluBleinheiten

Der Eythrozytenflul wurde mit Hilfe eines Laser-Doppler-Flowmeters (Periflux 2, Perimed
AB) in jedem Bestrahlungsfeld als Mehrfaches des Blutflusses (MBF) im Vergleich zu nicht
bestrahlter Haut gemessen.

BlutfluBeinheiten in bestrahlter Haut
= MBF

Blutflu8einheiten in nicht bestrahlter Haut

Die Laser-Doppler-Technik ermoglicht die Aufzeichnung von relativen Verdnderungen des
| Erythrozytenflusses in einem definierten Gewebsvolumen [186, 189]. Diese Methode wurde
1972 erstmals von Riva et al. zur Messung der Blutstromung in der Retina des Kaninchens
eingesetzt [160]. Drei Jahre spater wurde dieses Verfahren durch Stern erstmals zur
Bestimmung der Hautdurchblutung genutzt [181]. 1980 konnten einige technische
Unzulénglichkeiten durch Einfiihren des Doppelkanal-Detektor-Systems bewiltigt werden
[138]. Die Meflwerte des Systems werden in Volt-Einheiten ausgedriickt und stehen in
linearer Beziehung zum Flux der Blutkdrperchen, meistens Erythrozyten, innerhalb der
Mikrozirkulation der Haut [186]. Laser-Doppler-Technik mifit die Stromung iiberwiegend in
den tieferen, thermorégulatorisch wirkenden Gefidkompartimenten der Haut durch

Lichtreflektion [64].

2.7. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde das Institut fiir Medizinische Informationsverarbeitung,
Biometrie und Epidemiologie der Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. K. Uberla) zu
Rate gezogen.

Aus Einzelwerten wurden fiir die untersuchten Parameter (MBF, MED, Photohdmolyse und

Vitaminkonzentrationen im Serum) Mediane gebildet, und bei Vergleich der Gruppen kam

30



der nicht parametrische Wilcoxon-signed-rank-Test fiir nicht normal verteilte Daten zur
Anwendung,

Es wurde der Einflufl von Sulfit- und Placeboeinnahme, Antioxidantien- (Ascorbinséure und
d-alpha-Tocopherol) und Placeboeinnahme sowie Sulfit- und Antioxidantieneinnahme
(Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol) auf die fenofibratabhidngige Photohdmolyse, die
MED und den Hautblutflu} untersucht. Dabei wurden die jeweiligen Werte vor Einnahme der
0.g. Substanzen und am letzten Tag wihrend der Einnahme der Substanzen gemessen und die
vier Gruppeﬂ miteinander verglichen. Die mimimal geforderte Signifikanz lag bei p < 0,05
(*), ein weiteres Signifikanzniveau lag bei p < 0,005 (**).

Die Ausgangswerte und damit Unferschiede zwischen den einzelnen Gruppen beziiglich der
Vitaminkonzentrationen von Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol und der MED an Tag 0
sowie der Werte an Tag 8 wurden durch den t-Test fiir nicht verbundene Stichproben

ermittelt. Signifikant waren Werte bei p < 0,05 (*).
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3. Ergebnisse

3.1. d-alpha-Tocopherolkonzentrationen

In der Sulfitgruppe (G1) zeigte sich keine signifikante Anderung der Serum d-alpha-
Tocopherolkonzentrationen. Nach Sulfiteinnahme sank die Konzentration von im Mittel 9,7
mg/ml an Tag 1 auf 9,0 mg/ml an Tag 8. In der Gruppe mit Antioxidantien- und
Sulfiteinnahme (G2) stieg sie vonl4,1 mg/ml an Tag 1 auf 20,7 mg/ml an Tag 8. Dieser
Anstieg war statistisch signifkant. In der Gruppe mit Ascorbinsiure- und d-alpha-
Tocopheroleinnahme (G3) stieg die d-alpha-Tocopherolkonzentration von 11,8 mg/ml an Tag
1 auf 20,1 mg/ml an Tag 8 (Abb.3). Nach Placeboeinnahme (G4) stieg sie nur leicht von 11,2
mg/ml auf 12,4 mg/ml an.

In Vergleich der Ausgangswerte der Gruppen untereinander zeigten sich leicht erhohte d-
alpha-Tocopherolkonzentrationen in der Ascorbinsdure- und d-alpha-Tocopherolgruppe (G3)
und der Placebogruppe (G4). Statistisch signifikant war der Konzentrationsunterschied nur im
Vergleich zwischen der Gruppe mit Sulfiteinnahme (G1) und der Ascorbinséure- und d-alpha-
Tocopherolgruppe (G3).

Nach Einnahme von 2 x 500 IE d-alpha Tocopheroi zeigte sich an Tag 8 fiir alle Gruppen mit
Antioxidantieneinnahme ein signifikanter Anstieg der d-alpha Tocopherolkonzentration ohne
wesentlichen Unterschied zwischen diesen Gruppen (Abb.3). In der Sulfitgruppe und in der

Placebogruppe zeigte sich kein Anstieg der Werte.

3.2. Ascorbinsdurekonzentrationen
In der Gruppe der Probanden mit Sulfiteinnahme (G1) zeigte sich keine signifikante Anderung
der Ascorbinsdurekonzentrationen iiber den Zeitraum der achttigigen Untersuchung (Abb.4).

An Tag 1 lag die Ascorbinsdurekonzentration nach Sulfiteinnahme im Mittel bei 4,9
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mg/ml und an Tag 8 bei 44 mg/ml. In der Gruppe der Probanden mit Sulfit- und

Antioxidantieneinnahme (G2) stiegen sie von 4,8 mg/ml auf 7,9 mg/ml.
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Abb.3: d-alpha-Tocopherolkonzentration vor und nach systemischer Einnahme von Sulfit und
Placebo (G1), Ascorbinséure, d-alpha-Tocopherol und Sulfit (G2), Ascorbinséure, d-alpha-
Tocopherol und Placebo (G3) oder Placebo (G4)

In der Gruppe der Probanden mit Ascorbinsdure- und d-alpha-Tocopheroleinnahme (G3) kam
es zum signifikanten Anstieg der Ascorbinsdurekonzentration von 4,2 mg/ml auf 8,3 mg/ml.
In der Placebogruppe (G4) waren die Werte bei 3,8 mg/ml an Tag 1 und 4,5 mg/ml an Tag 8
(Abb. 4).

Im Vergleich der Ausgangswerte der Gruppen untereinander zeigte sich vor Einnahme der
Kapseln kein signifikanter Unterschied der Ascorbinsdurekonzentration zwischen den
Gruppen.

An Tag 8 zeigte sich wie erwartet ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
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mit Ascorbinsdureeinnahme im Vergleich zur Placebo-

bzw. Sulfitgruppe.

Die

Ascorbinsdurekonzentrationen in den Gruppen mit Antioxidantieneinnahme zeigten im

Vergleich an Tag 8 keine wesentlichen Unterschiede (Abb.4).
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Abb.4: Ascorbinsdurekonzentrationen vor und nach systemischer Einnahme von Sulfit und

Placebo (G1), Ascorbinsiure, d-alpha-Tocopherol und Sulfit (G2), Ascorbinséure, d-alpha-

Tocopherol und Placebo (G3) oder Placebo (G4)
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3.3. Fenofibrat-abhiingiger Photohimolysetest

Die Gabe von Sulfit und Placebo ergab keine signifikante Beeinflussung der Fenofibrat-
abhéngigen Photohémolyse. Der Median der Photohdmolyse reduzierte sich nach Bestrahlung
mit 10 J/em®> UVA zwar von 20,8% auf 12,1%, diese Differenz erreichte aber keine
statistische Signifikanz. Bei Bestrahlung mit 20 J/cm? und 40 J/cm? zeigte sich nur ein

minimaler Unterschied zwischen den Medianen an Tag 0 und Tag 8 (Abb.5, Tab. 7).
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Abb. 5: EinfluB der oralen Einnahme von Sulfit und Placebo auf die Fenofibrat-abhiingige
Photohdmolyse im UV A-Bereich bei 10 Personen

Interessanterweise wurde allerdings die UVB-induzierte Fenofibrat-abhéngige Photohimolyse
bei alleiniger Sulfiteinnahme iiber einen weiten Dosisbereich vermindert, ohne daB der

Unterschied statistische Signifikanz erreichte. Am deutlichsten zeigte sich dies bei einer

35



Bestrahlung mit 800 mJ/cm?, wo sich der Median von 24,7% auf 13,9% verminderte und nach
Bestrahlung mit 1200 mJ/cm?, wo die Werte von 67,6% am Tag 0 auf 58,5% am Tag 8

abfielen (Abb. 6, Tab. 7).
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Abb. 6: Einflu} der oralen Einnahme von Sulfit und Placebo auf die Fenofibrat-abhingige
Photohdmolyse im UVB-Bereich bei 10 Personen

Tab. 7: Fenofibrat-abhidngige Photohémolyse (in %) vor und bei achttigiger Einnahme von
Sulfit

UVA 0 10 20 40 UVB 0 400 | 800 | 1200 | 1600
(J/cm?) (mJ/cm?)

Median -0,1 | 20,8 | 81,8 | 96,4 Median 0,1 | 2,6 | 24,7 | 67,6 | 93,2
Tag 0 Tag.0

Median 0,2 12,1 | 83,1 | 96,6 Median 0,1 | -0,2 | 13,9 | 58,5 | 86,4
Tag 8 Tag 8
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Die kombinierte Einnahme von Sulfit und Antioxidantien fiihrte bei einzelnen
Bestrahlungsdosen (UVA 10 J/em? , p < 0,05; UVA 20 J/em?, p < 0,005) zur signifikanten
Abnahme der Fenofibrat-abhénigen Photohdmolyse bei UV A-reicher, jedoch nicht bei UVB-
reicher Strahlung (Abb. 7, Tab. 8). Am eindriicklichsten zeigte sich dies nach Bestrahlung mit
20 J/em?, hier fiel der Median von 70,1% auf 26,3%. Bei 40 J/cm?> und ohne Bestrahlung

zeigfe sich dieser Effekt nicht (Abb. 8, Tab. 8).
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Abb. 7: Einflu der oralen Einnahme von Sulfit, Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol auf
die Fenofibrat-abhidngige Photohdmolyse im UVA-Bereich bei 10 Personen

Im UVB-Bereich zeigte sich insgesamt in allen Dosisbereichen ein nur geringer Abfall des
Medians der Fenofibrat-abhidngigen Photohdmolyse. Am stérksten fiel er nach Bestrahlung
mit 800 mJ/cm? von 13,8% an Tag 0 auf 7,0% an Tag 8 ab. Bei Bestrahlung mit 1200 mJ/cm?

zeigte sich nur ein Abfall des Medians von 59,1% auf 51,5%. Ahnliche geringe
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Verinderungen zeigten sich nach Bestrahlung mit 40 mJ/cm? und ohne Bestrahlung (Abb. 8,

Tab. 8).
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Abb. 8: EinfluB3 der oralen Einnahme von Sulfit, Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol auf
die Fenofibrat-abhéngige Photohdmolyse im UVB-Bereich bei 10 Personen

Tab. 8: Fenofibrat-abhéngige Photohdmolyse vor und bei achttigiger Einnahme von Sulfit und

Antioxidantien

UVA 0 10 | 20 | 40 UVB 0 | 400 | 800 | 1200 | 1600
(J/em?) (mJ/m?)
Median | -0,9 | 6,4 | 70,1 | 93,4 Median | -0,9 | -0,6 | 13,8 | 59,1 | 89,6
Tag 0 Tag 0
Median | -02 | -1,9 | 26,3 | 98,8 Median | -02 | 0,5 | 7,0 | 51,5 | 84,1
Tag 8 Tag 8

Bei alleiniger Gabe von Antioxidantien (d-alpha-Tocopherol und Ascorbinsdure) kam es zu

einer signifikanten Abnahme der Fenofibrat-  abhingigen Phototoxizitdt (p<0,05). Diese
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protektive Wirkung war sowohl bei Anwendung von UV A-reicher als auch bei UVB-reicher
Strahlung im mittleren Dosisbereich festzustellen (Abb. 9, Abb. 10). Der Median war an Tag

0 nach Bestrahlung mit 20 J/cm® UVA 74,7% und an Tag 8 bei 31,8% (Abb.9, Tab.9).

140

120 -

100 -

[o]
o
1
*

Photohd@molyse (%)
3

40 -
20 -
0 - —&— Medianwerte Tag 0
—O— Medianwerte Tag 8
*p<0,05
"20 ¥ T 1 p )
0 10 20 40

UVA (J/cm?)

Abb. 9: Einfluf} der oralen Einnahme von Ascorbinséure, d-alpha-Tocopherol und Placebo auf
die Fenofibrat-abhingige Photohdmolyse im UV A-Bereich bei 10 Personen

Nach UVB-Bestrahlung mit 1200 mJ/cm? zeigte sich eine signifikante Verminderung des
Medians der Photohdmolyse von 70,8% auf 36,3%. In den hoheren Dosisbereichen und ohne

Bestrahlung blieb er anndhernd gleich (Abb. 10, Tab. 9).
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Abb. 10: EinfluB der oralen Einnahme von Ascorbinsdure, d-alpha-Tocopherol und Placebo

auf die Fenofibrat-abhéngige Photohdmolyse im UVB-Bereich bei 10 Personen

Tab. 9: Fenofibrat-abhidngige Photohdmolyse vor und bei achttigiger Einnahme von

Antioxidantien
UVA 0 10 20 40
(J/em?)
Median -1,3 3,1 | 74,7 | 99,2
Tag 0
Median -0,4 0,8 | 31,8 | 99,1
Tag 8

UVB 0 400 800 | 1200 | 1600
(mJ/em?)

Median -1,3 -0,1 16,9 | 70,8 | 80,2
Tag 0

Median -0,1 -1,0 | 12,9 | 36,3 | 80,1
Tag 8

Placeboeinnahme fiihrte in vitro zu keiner signifikanten Modifikation der Photohidmolyse. Bei

einem Median von 56,3% an Tag 0 zeigte sich beispielsweise nach Bestrahlung mit 20 J/cm?

UVA die groBte Schwankung mit einem Median von 75,3% an Tag 8 (Abb. 11, Tab. 10).
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Abb. 11: EinfluB} oraler Einnahme von Placebo auf die Fenofibrat-abhingige Photohéimolyse
im UV A-Bereich bei 10 Personen

Bei der Bestrahlung mit UVB zeigten sich anndhernd identische Werte fiir die Fenofibrat-
abhingige Photohdmolyse. Der grofite Abfall des Medians von 61,3% auf 55,9% zeigte sich

nach Bestrahlung mit 1200 J/cm? (Abb. 12, Tab. 10).
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Abb. 12: Einfluf} oraler Einnahme von Placebo auf die Fenofibrat-abhingige Photohsimolyse
im UVB-Bereich bei 10 Personen

Tab. 10: Fenofibrat-abhénge Photohdmolyse vor und bei achttigiger Einnahme von Placebo

UVA 0 10 | 20 40
(J/em?)

Median -0,6 | 5,7 | 56,3 | 99,4
Tag 0

Median -0,1 1,9 | 75,25 99,4
Tag 8

UVB 0 400 800 | 1200 | 1600
(mJ/cm?)

Median -0,6 | -0.4 | 9,15 | 61,3 | 87,1
Tag 0

Median 0,1 0,8 | 13,25} 55,85 | 86,0
Tag 8




3.4. Minimale Erythemdosis

In der Gruppe der Probanden mit Sulfit- und Placeboeinnahme blieb die MED in fiinf Fillen
unverdndert, stieg in drei Fillen an und fiel bei einem Probanden ab; der Median der MED
blieb unverdndert bei 80 mJ/cm? (p=0,5807). Bei einem Probanden konnte aus

meBtechnischen Griinden die MED nicht ermittelt werden.
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Abb. 13: EinfluB} der oralen Einnahme von Sulfit auf die minimale Erythemdosis (MED) bei 9

Personen (n.s., nicht signifikant)
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Wihrend der Einnahme von Sulfit, Ascorbinséure- und d-alpha Tocopherol war die MED bei
sechs Probanden unverédndert, bei zwei stieg sie an, bei einem fiel sie ab; der Median der
MED stieg von 40 mJ/cm? auf 57 mJ/cm? (p=0,58). Bei einem Probanden konnte aus

meftechnischen Griinden die MED nicht ermittelt werden.
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Abb. 14: EinfluB} der oralen Einnahme von Sulfit, Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol auf
die minimale Erythemdosis (MED) bei 9 Personen (n.s., nicht signifikant)
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Wihrend der Einnahme von Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol war die MED in der
dritten Gruppe bei sieben von zehn Probanden unverindert, bei drei stieg sie an; der Median

der MED stieg von 68,5 mJ/cm? auf 80 mJ/cm? an (p=0,0833).
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Abb. 15: Einflul der oralen Einnahme von Ascorbinsdure, d-alpha-Tocopherol und Placebo
auf die minimale Erythemdosis (MED) bei 10 Personen (n.s., nicht signifikant)
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Wiéhrend der Einnahme von Placebokapseln blieb die MED in der vierten
Untersuchungsgruppe bei sechs Probanden unveréndert und erhdhte sich in vier Fillen. Der

Median der MED stieg von 68,5 mJ/cm? auf 80 mJ/cm? an (p= 0,0656).
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Abb. 16: EinfluB} der oralen Einnahme von Placebo auf die minimale Erythemdosis (MED)
bei 10 Personen (n.s., nicht signifikant)
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Im Vergleich der Gruppen untereinander zeigte sich am Tag vor Kapseleinnahme kein
signifikanter Unterschied der MED. Nach oraler Einnahme von Sulfit, Ascorbinséure und d-
alpha-Tocopherol bzw. Placebo ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied der MED
zwischen den vier Gruppen (Abb.17).
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Abb. 17: Einflu} der oralen Einnahme von Sulfit und Placebo (G1), Ascorbinséure und d-

alpha-Tocopherol und Sulfit (G2), Ascorbinsdure, d-alpha-Tocopherol und Placebo (G3) und

Placebo (G4) auf die minimale Erythemdosis (MED)
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3.5. BlutfluBmessung

Der HautblutfluB der Probanden vor und wihrend der Kapseleinnahme #nderte sich in den
meisten bestrahlten Hautarealen, wobei es interessanterweise bei allen Gruppen mit
Ausnahme der ausschliefSlich mit Placebo behandelten Probanden bei einzelnen UV-Dosen zu
signifikanten Abféllen des Hautblutflusses kam. Der photoprotektive Effekt durch die Gabe
von Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol bzw. Sulfit und Antioxidantien war insbesondere
bei UV-Dosen nachweisbar, die iiber der ermittelten MED lagen.

In der Gruppe mit Einnahme von Sulfit und Placebo zeigte sich ein signifikanter Abfall des
Medians der BlutfluBeinheiten nach Bestrahlung mit 115 mJ/cm? von 11,0 auf 7,7 (p<0,046)

und mit 160 mJ/cm? von 13,4 auf 6,4 (p=0,028).
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Abb. 18: Einflul der oralen Einnahme von Sulfit und Placebo auf die UV-induzierte
Hautdurchblutung bei 10 Personen
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Nach systemischer Zufuhr von Sulfit, Ascorbinsédure und d-alpha-Tocopherol zeigte sich ein
signifikanter Abfall des Medians der BlutfluBeinheiten nach Bestrahlung mit 40 mJ/ cm? von

3,2 auf 1,8 (p < 0,036) und mit 160 mJ/cm? UVB von 17,3 auf 11,4 (p < 0,028).
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Abb. 19: Einflul} der oralen Einnahme von Sulfit, Ascorbinsidure und d-alpha-Tocopherol auf
die UV-induzierte Hautdurchblutung bei 10 Personen
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Nach systemischer Zufuhr von Ascorbinséure, d-alpha-Tocopherol und Placebo zeigte sich ein

signifikanter Abfall des Medians nach Bestrahlung mit 80 mJ/cm?® von 15,4 auf 7,7 (p=0,047).
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Abb. 20: Einfluf} der oralen Einnahme von Ascorbinsédure, d-alpha-Tocopherol und Placebo
auf die UV-induzierte Hautdurchblutung bei 10 Personen
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Nach alleiniger Zufuhr von Placebokapseln zeigte sich ein signifikanter Abfall des Medians
der BlutfluBeinheiten nach Bestrahlung mit 40 mJ/cm? von 2,0 auf 1,3.
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Abb. 21: Einfluf} systemischer Placeboeinnahme auf die UV-induzierte Hautdurchblutung bei

10 Personen
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4. Diskussion

4.1. Antioxidantienkonzentration im Serum

Durch die Bestimmung der Antioxidantienkonzentration im Serum der‘Probanden vor und
nach Einnahme von Ascorbinséure und d-alpha-Tocopherol war es mdglich, die Compliance
der Testpersonen beziiglich Diét und beziiglich Vitamineinnahme zu kontrollieren. Bei allen
Personen in den Testgruppen mit Vitamineinnahme stiegen die Ascorbinséure- bzw. d-alpha-
Tocopherolkonzentrationen signifikant an. Die Sulfiteinnahme hatte keinen EinfluB auf die
Vitaminkonzentrationen. Zu Beginn der Untersuchung zeigte sich ein signifikanter
Konzentrationsunterschied der d-alpha-Tocopherolkonzentration zwischen den Probanden, die
Sulfit einnahmen und denen, die Ascorbinséure- und d-alpha-Tocopherol einnahmen. Diese
Divergenz ldsst sich am ehesten auf unterschiedliche Ernihrungsgewohnheiten und
Nikotinkonsum der Probanden vor Beginn der Untersuchung zuriickfiihren. Die
Vitaminkonzentrationen im Serum der Probanden aus allen anderen Gruppen zeigte keinen
signifikanten Unterschied.

Energiereiche UV-Strahlung kann zusammen mit Sauerstoff in den Hautzellen Freie-Radikal-
Reaktionen auslosen. Trifft ein freies Radikal auf ein Molekiil, so kann wiederum ein freies
Radikal entstehen. Eine Kettenreaktion wird ausgelGst, die einige tausend Male ablaufen kann,
bevor sie durch ein Antioxidans wie beispielsweise d-alpha-Tocopherol abgebrochen wird.
Dabei wird das stabilere, weniger reaktionsfreudige d-alpha-Tocopherol-Radikal gebildet, das
selbst nicht mehr als Initiator einer Radikalkette wirken kann. Membranstindiges d-alpha-
Tocopherol reagiert mit Peroxylradikalen, die von mehrfach ungesittigten Fettsduren gebildet
werden. Dabei entsteht aus d-alpha-Tocopherol das Chromanoxylradikal, aus dem
Peroxylradikal ein Hydroperoxid. Die Riickfilhrung des Chromanoxylradikals erfolgt im

wilirigen Medium iiber Ascorbat und das Gluthathionsystem. L-Ascorbinsdiure hat als
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Elektronendonator und -akzeptor eine starke antioxidative Wirkung. Sie vermag die
Lipidperoxidation durch wasserldsliche Peroxidradikale nahezu komplett zu verhindern [69].
Bei In-vitro-Untersuchungen lie§ sich zeigen, da3 L-Ascorbinsdure die Oxidation isolierter
humaner LDL durch wasserlosliche Radikale verhindert [4]. Membranstindige Radikale
werden von der wasserloslichen L-Ascorbinsdure nicht beeinflult. Interessanterweise ist L-
Ascorbinsiure aber an der Regeneration von Tocopherolradikalen beteiligt, die bei der
Reaktion von Tocopherol mit membranstindigen Sauerstoffradikalen entstehen [136, 148]. In
der Zelle wird also das in der Membran verankerte Tocopheroxylradikal vermutlich durch
Ascorbinsdure, die im willrigen Medium des Zytosols vorhanden ist, wieder in Tocopherol
umgewandelt. Es gibt dariiber hinaus viele In-vitro-Untersuchungen, die dafiir sprechen, daf
auch Ascorbinséure iiber das Gluthathionsystem mit Hilfe von NADH oder NADPH stindig
regeneriert wird. d-alpha-Tocopherol in der Lipidphase biologischer Systeme und die
Antioxidantien in der wéssrigen Phase wirken auf diese Weise synergistisch beim Schutz der

Membranen gegen Lipidperoxidation [62].

4.2. Ascorbinsidure und d-alpha-Tocopherol als Antioxidantien

4.2.1. d-alpha-Tocopherol

Vitamin E kommt in der Natur in einigen pflanzlichen Olen (Weizenkeim,- Sonnenblumen,-
Sojabohnendl) vor und ist in den Zellen des menschlichen Kérpers in den Membranen
lokalisiert. Die mehrfach ungesittigten Fettsiduren ivn diesen Membranen sind neben Proteinen
und der DNA die Hauptangriffspunkte von Radikalschddigungen [194]. Die bedeutendste in

der Natur vorkommende Verbindung mit Vitamin E-Aktivitit ist das d-alpha-Tocopherol.
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Abb. 21: Strukturformel von d-alpha-Tocopherol

Es handelt sich um ein Derivat des 6-Chromanols mit einer gesittigten Phytolseitenkette und
dem systematischen chemischen Namen 2,5,7,8,-Tetramethyl-2-(4’,8",12 -trimethyl)-6-
chromanol. Alpha-Tocopherol hat an den 3 Chiralititszentren die R-Konfiguration. Das
Chromanringsystem verleiht dem Vitamin E seine hervorragenden Antioxidans-Eigenschaften
und eine gewisse Polaritdt, wihrend die Seitenketten fiir die lipophilen Eigenschaften des
Molekiils verantwortlich sind und die Koppelung an biologische Membranen ermdglichen
[194]. Das in der Natur vorkommende RRR-alpha-Tocopherol ist meist begleitet von geringen

Mengen RRR-beta-Tocopherol, RRR-gamma-Tocopherol und RRR-delta-Tocopherol.

Tab. 12: Physikalisch chemische Eigenschaften von d-alpha-Tocopherol [62]

Summenformel C29 Hso 02

Molekulargewicht |430,6

Konsistenz Viskéses hellgelbes Ol

Schmelzpunkt +2,5 °C bis +3,5 °C

Loslichkeit Praktisch unloslich in Wasser
Leicht lésligh in Olen, Fetten, Aceton, Alkohol,
Cloroform, Ather

Das mit der Nahrung aufgenommene d-alpha-Tocopherol wird im Diinndarm resorbiert und
nach Hydrolyse durch Pankreaslipasen und Amylasen inkorporiert und in Chylomikronen und

intestinalem VLDL iiber das Lymphsystem abgeleitet. Im Blut selbst besteht ein dynamisches
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Gleichgewicht, gekennzeichnet durch einen raschen Austausch von d-alpha-Tocopherol
zwischen allen Lipoproteinfraktionen und den Blutzellen. Die Aufnahme von Vitamin E
durch Zellen des peripheren Gewebes ist eng mit dem Lipoproteinkatabolismus gekoppelt.
Lipoproteinlipasen an der Oberfliche von Kapillarendothel-, Fett- und Muskelzellen
katalysieren die Spaltung der in VLDL und Chylomikronen enthaltenen Triglyceride. Das
Tocopherol gelangt dabei zusammen mit Fettsduren und Monoglyceriden in die Zelle [33].
Bezogen auf das Feuchtgewicht enthalten Nebennierenrinde und das Fettgewebe mit 132 pg/g
die hochsten Tocopherolgehalte [123]. Im Durchschnitt enthélt der Korper eines Erwachsenen
mit 70 kg etwa 5 g alpha-Tocopherol [195]. Eine Metabolisierung des Tocopherols im
engeren Sinn gibt es nicht. Die bedeutendste Abbaureaktion ist wahrscheinlich die Oxidation
zum Tocopherolchinon, das zum entsprechenden Hydrochinon reduziert werden kann.

Weniger als 1% des oral aufgenommenen Tocopherols wird im Harn ausgeschieden [123].

4.2.2. Ascorbinsiure

Von allen bislang bekannten Analoga der Ascorbinséure hat L-Ascorbinsdure die hochste
biologische Wirkung. Beim Meerschweinchen besitzt 6-Desoxy-L-Ascorbinsiure etwa 30%,
6-Desoxy-6-Chlor-Ascorbinsdure 70-98% und D- Isoascorbinsdure nur 5% der Bioaktivitit
von L-Ascorbinsdure. Synthetische Ascorbinsdureanaloga werden als Antioxidantien im

Rahmen der Konservierung von Lebensmitteln verwendet.

0
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Abb. 22: Strukturformel von Ascorbinsidure
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Ascorbinséure ist ein 2,3-Endiol-L-Gulonsdurelacton, das im tierischen Organismus aus D-
Glucuronsdure iiber die Zwischenstufen D-Glucoronsiure, L-Gulonsdure und L-Gulonolacton
gebildet wird. Die weitere Biosynthese erfolgt durch Oxidation von L-Gulonolacton durch das
Enzym L-Gulonolacton-Oxidase. Primaten fehlt dieses Enzym, sie konnen L-Ascorbinsiure
nicht selbst herstellen [86]. L-Ascorbinséure ist ein starkes Reduktionsmittel. Die Oxidation
von L-Ascorbinséure zu Dehydroascorbinsdure verlduft iiber die intermedidr entstehende
radikale Semidehydroascorbinsiure. Diese drei chemischen Formen von Ascorbinsiure stellen
ein reversibles Redoxsystem dar. Die Oxidation von L-Ascorbinsdure geschieht in alkalischer
Losung wesentlich schneller als in saurer und wird durch katalytische Mengen

Schwermetallionen, z.B. Fe (III), beschleunigt [86].

Tab. 13: Physikalisch chemische Eigenschaften von Ascorbinsdure

Summenformel CeHgOg

Molekulargewicht | 176,13

Kristallform monoklin, meist Plittchen, manchmal Nadeln

Schmelzpunkt 190-192 °C, Zersetzung

Loslichkeit in Wasser : 0,33 g/ml
in Ethanol (absolut): 0,02 g/ml
Unloslich in Ether, Chloroform, Benzol

Bei oraler Einnahme von Ascorbinsdure beginnt die Resorption bereits in der
Mundschleimhaut. Die Hauptresorption der Ascorbinsdure erfolgt im Jejenum und im Ileum.
Dort wird sie mittels eines aktiven Transports resorbiert. Bei hoheren Konzentrationen erfolgt
die Aufnahme durch Diffusion. Bei einer oralen Aufnahme von 180 mg resorbieren
Nichtraucher 78-88 % und Raucher 63-80 %. Mit steigender Dosis sinkt die Resorptionsrate

von etwa 50 % bei 1g auf etwa 15 % bei 12 g ab.
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Im Plasma ist Ascorbinsdure zu ca. 24 % an Eiweil gebunden. Die optimale
Plasmakonzentration von Ascorbinsdure ist nicht bekannt. Bei Einnahme von weniger als 1-3
g Ascorbinsédure pro Tag erfolgt die Hauptausscheidung iiber den Urin. Bei Dosen iiber 3 g
werden zunehmend groBere Anteile unmetabolisiert in den Féces ausgeschieden. Bis zu einer
Schwellenkonzentration von 8-9 mg/l wird Ascorbinsdure hauptsdchlich von einem Natrium-
abhéingigeh Transport in den Nierentubuli riickresorbiert. Die renale Ausscheidung steigt bei
Uberschreitung der Resorptionskapazitit rasch an. Die Eliminationshalbwertszeit von
Ascorbinsdure héngt von der Applikationsart, der zugefilrten Menge und der
Resorptionsgeschwindigkeit ab. Bei einer oralen Aufnahme von ca. 50 mg betrigt die
Halbwertszeit ca. 14 Tage und bei Zufuhr von 1g ca. 13 Stunden. Bei Zufuhr der gleichen
Menge einer Retardzubereitung wurde eine Eliminationshalbwertszeit von 15 Stunden
gefunden, wihrend bei intravendser Applikation von 500 mg Natriumascorbat die

Halbwertszeit bei etwa 6 Stunden liegt [86].

4.2.3. UV-Strahlung und Antioxidantien

Die Interaktion von UV-Strahlen und enzymatischen und nicht enzymatischen Antioxidantien
wurde in zahlreichen Studien untersucht [72, 73]. Martin et al. zeigten in einer Untersuchung
an Zellkulturen (Keratinozyten und Monozyten), dal Antioxidantien deutlich den oxidativen
Schaden, der nach UV-Exposition in Kombination mit toxischen Substanzen entsteht, und die
durch Doxorubicin induzierte Zytotoxizitit an Monozyten reduzieren. Effekte zeigten sich
auch im Sinne einer verbesserten Wundheilung und Narbenbildung von Méusen und Ratten
und einer Reduktion der GroBe, Dauer und Schwere einer Herpesvirusinfektion bei Miusen
und Meerschweinchen [124]. Vergleichbare Ergebnisse erhielten Stewart et al. an UVB-
bestrahlten BALB/c MK-2 Mausekeratinozyten nach Antioxidantieninkubation [184].

Intraperitoneale Injektionen von u.a. L-Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol und
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nachfolgende Bestrahlung von zinnprotoporphyrinbehandelten Ratten zeigte ebenfalls einen
photoprotektiven Effekt mit verlingerter Uberlebenszeit der Tiere. Am effektivsten erwies
sich L-Ascorbinsdure [104]. Chan et al. postulieren einen Schutz vor einer Caspase-
induzierten Apoptose durch diese Antioxidantien [31].

In den vergangenen Jahren wurden Antioxidantien vermehrt als photoprotektive Substanzen
den Sonnenschutzmitten zugesetzt. Die topische Applikation von fiinfprozentiger
Ascorbinsdurelosung auf die Riickenhaut haarloser Méuse fiihrte zu einer signifikanten
Verminderung chronischer Hautschdden durch UVB-Bestrahlung. Neben Ascorbinsiure
erwiesen sich in dieser Untersuchung auch andere Radikalfinger wie Propylgallat und 6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylsdure (Trolox®) als protektiv gegeniiber
UVB-bedingten chronischen Hautschdden. Am effektivsten war d-alpha-Tocopherol. Im
selben Modell wurde demonstriert, da8 Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol keinen
protektiven Effekt‘ gegeniiber chronischen Hautverdnderungen durch UVA-Strahlung
aufwiesen [17]. Eine &hnliche, placebokontrollierte Untersuchung am ventralen, menschlichen
Unterarm ergab nach 16 Wochen bei zweimaliger Applikation einer antioxidantienhaltigen
Zubereitung pro Tag (0,5% Tocopherylacetat, 0,1% Magnesiumascorbylphosphat, 2,0%
Griinteextrakt) einen effektiven Schutz der Lipide im menschlichen Stratum corneum gegen
endogene Oxidation und gegen oxidative Schiden, die nach Provokation mit 500 mJ/cm®
UVB-Strahlung auftraten [144]. Topisch angewendet kann d-alpha-Tocopherol direkt durch
die Epidermis und durch den Haarfollikelapparat, nicht aber durch die
SchweiBdriisenausfilhrungsginge die Haut penetrieren. Die Dermis dient dabei als Barriere
oder Reservoir dieser hoch lipophilen Verbindung. Bei téglicher Anwendung von
Tocopherolacetat {iber 10 Tage kann die UVB-Einwirkung die Penetration um 60% steigern.
Akute Hautschidigung durch UV-Strahlung fiihrt zu erh6hter Omithindecarboxylaseaktivitit,

die sich durch topisches Tocopherol erheblich senken 146t [194]. Topische Applikation von
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Antioxidantien nach UV-Exposition zeigten hingegen keinerlei protektiven Effekt, ein
Hinweis also, daf} die UV-induzierte Hautschddigung ein schneller Prozess ist. Antioxidantien
scheinen nur schiitzend intervenieren zu koénnen, wenn sie wihrend der oxidativen
Schéadigung schon in ausreichender Menge vorhanden sind [50]. Topische Applikation von
Ascorbinsdure auf die Haut von Yorkshire-Schweinen und nachfolgende UVB-Bestrahlung
filhrte zur deutlichen Verminderung akuter Strahlenschidden. In derselben Versuchsreihe
wurde gezeigt, dal auch akute histologische Verdnderungen, die durch eine phototoxische
Reaktion infolge UVA-Bestrahlung und 8-Methoxypsoralen (PUVA) entstehen, durch
vorhergehende topische Applikation von Ascorbinséure deutlich vermindert werden konnten
[36]. Als Hinweis auf die Bedeutung von Ascorbinsiure fiir die Reperatur von UV-bedingten
Strahlenschéiden wurde die Tatsache gewertet, dal die kutane Konzentration von
Ascorbinséure in Hautarealen, die mit UVB bestrahlt wurden, gegeniiber unbestrahlten
Arealen deutlich vermindert war [36]. Auch bei topischer Applikation scheint die
Kombination von Ascorbinséure mit d-alpha-Tocopherol einen deutlich synergistischen Effekt
zu haben [37].

Auch hinsichtlich der oralen Einnahme von Antioxidantien und deren Wirkung in Bezug auf
UV-Strahlen gibt es einige Untersuchungen. Dunham et al. zeigten an haarlosen Miusen, die
iiber 15 Wochen intermittierend einer UV-Strahlenquelle exponiert wurden, da durch orale
Zufuhr von Ascorbinsdure dosisabhéngig die Haufigkeit von Hauttumoren verringert und der
Krankheitsbeginn verzogert wurde [52]. Selen, Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol zeigten
auch bei Ratten, die Zigarettenrauch ausgesetzt waren, eine Schutzwirkung gegeniiber
oxidativem Stress [47]. Weitere Untersuchungen ergaben einen deutlich protektiven Effekt bei
der oralen Gabe von Selen, kombiniert mit d-alpha-Tocopherol und Retinol, wo nach einer
dreiwdchigen Behandlung eine Schutzwirkung gegen UV-induzierte Zellschiddigung im

suberythemalen Bereich festgestellt werden konnte [111]. Die Einnahme von 2 g
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Ascorbinsdure, kombiniert mit 1000 IU d-alpha-Tocopherol téglich, resultierte bei 10
gesunden Probanden in einer deutlich verminderten Sonnenbrandreaktion im Vergleich zur
Placebogruppe [56]. Diesen synergistischen Effekt beschreibt auch Steenvoorden im Rahmen
einer Untersuchung von nicht enzymatischen Antioxidantien in Zusammenhang mit UV-
Schidigung [180]. Die Einnahme von 400 IU d-alpha-Tocopherol allein iiber sechs Monate
zeigte demgegeniiber sowohl histologisch als auch klinisch keinerlei Einflul auf die Reaktion
nach UVB-Bestrahlung [198]. In vitro und in vivo ergaben sich Hinweise, da3 Ascorbinsdure
dabei eine Substanz in einer regenerativen biochemischen Kaskade mit antioxidativer
Eigenschaft ist. Diesem antioxidativen, nicht enzymatischen Mechanismus gehort daneben
auch d-alpha-Tocopherol an, der Synergismus zwischen Ascorbinsdure und d-alpha-
Tocopherol bei der Inhibition der durch freie Radikale vermittelten Oxidation von Lipiden
wurde in vitro und in vivo bereits frilher demonstriert [5, 134]. Der Einsatz von
Antioxidantien im Sinne eines téglich angewendeten systemischen Lichtschutzes, zusitzlich
zu einem  lokal  applizierten  Sonnnenschutz, konnte  angesichts  dieser
Untersuchungsergebnisse klinisch sinnvoll sein. Korperareale, auf denen selten Lichtschutz
aufgetragen wird (z.B. behaarter Kopf, Ohrmuscheln), wiren somit zumindest teilweise vor
Sonne geschiitzt. Lichtempfindliche Menschen (Hauttyp I und II nach Fitzpatrick) konnten -
zusdtzlich zum korrekten Lichtschutzverhalten - moglicherweise durch die Einnahme von
Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol ihr Risiko, lichtinduzierte Tumoren zu entwickeln,
reduzieren. Zur Frage, inwieweit durch die Gabe von Antioxidantien Vauch die

Photokarzinogenese beeinflult wird, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

4.3. Photohimolysetest als In-vitro-Testmethode
Der Photohémolysetest wurde 1971 erstmals von Kahn und Fleischaker beschrieben und in

der Folgezeit mehrfach modifiziert [101, 19, 91, 152]. Gemeinsam ist den Modifikationen die
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Uberfiihrung des teils als Met-Hamoglobin freigesetzten Hamoglobins in das stabile Cyano-
Hiamoglobin [91], um das gesamte Ausmall der Hamolyse bei der photometrischen
Hamoglobin-Messung zu erfassen. Met-Hamoglobin besitzt ein vom nicht oxidierten
Hamoglobin abweichendes Absorptionsmaximum, so dal der bei steigender
Bestrahlungsdauer zunehmende Anteil von Met-Hamoglobin zu falsch niedrigen gemessenen
Héamolyseraten fiihren wiirde. Bereits Kahn und Fleischaker erkannten dieses Phinomen, das
sie als ,,fading” bezeichneten [101]. Der Photohdmolysetest misst substanzabhéingige, UV-
induzierte Himoglobinfreisetzung aus Erythrozyten; die zugehoérigen Hamolyseraten werden
als Prozentsatz des Gesamthdmoglobins der Proben berechnet [91]. Als Hinweis auf eine
relevante phototoxische Wirkung wurde in dieser Arbeit, wie auch in Vorarbeiten, eine
Photohidmolyse von mindestens fiinf Prozent angesehen. Der Photohdmolysetest stellt eine
etablierte und reproduzierbare Methode zur Testung von Substanzen auf ihre phototoxische
Potenz [199] und deren quantitative Erfassung dar. Rote Blutzellen sind dabei besonders
geeignet um Vorgénge an der Zellmembran, wie Interaktionen mit der Lipoproteinschicht, v.a.
bei der Beteiligung von sauerstoffabhéngigen Membranschéden zu untersuchen, da sie selbst
keine Zellorganellen besitzen [34]. Substanzen, die ihre phototoxischen Eigenschaften iiber
Zellorganellen entfalten oder beispielsweise Psoralene, die mit DNA und RNA photoreagieren
[199], konnen liber den Photohdmolysetest nicht immer gemessen werden. Dennoch ist der
Photohédmolysetest den meisten anderen Verfahren auch heute noch iiberlegen. Der Candida-
albicans-Wachstums-Inhibitionstest nach Daniels schlug bei mehreren sicher phototoxisch
wirkenden Substanzen fehl [35, 103, 108, 77, 92]. Des weiteren gibt es noch den Photo-
Basophilen-Histamin-Freisetzungstest, wo die phototoxische Schéadigung peripherer
Leukozyten iiber Histaminliberation erfalit werden kann. Mall der Phototoxizitét stellt das
UV-abhingig freigesetzte Histamin prozentual zum Gesamthistamin dar [153]. Die

Verwendung von Zellkulturen durch Freeman, Allison u.a. ergab in einigen Untersuchungen
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unstimmige Resultate [32, 1, 68, 109]. Andere photodiagnostische In-vitro-Tests an
Zellkulturen wurden immer wieder vorgeschlagen.

Die néchste Stufe zur Testung einer potentiell photosensibilisierenden Substanz ist die
Priifung am Tiermodell, wo vornehmlich Meerschweinchen [165, 110, 27, 137] und Méuse
[119, 76] eingesetzt werden. Der Photopatch-Test [59, 187, 113, 114) und die systemische

Photoprovokation [44, 11] sind klinische Testmethoden am Menschen.

4.3.1. Fenofibrat als phototoxische Substanz

Als phototoxische Substanz wurde Fenofibrat (FF) verwendet. Fenofibrat ist ein
Benzophenonabkémmling [23], der sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben
Bedingungen in vitro photolabil ist und dessen Zerfallsprodukte isoliert und identifiziert

werden konnen [43, 192, 193].

Abb. 19: Strukturformel von Fenofibrat

Im Photohdmolysetest ist Fenofibrat in der Lage, liber die Generation von Singulett-Sauerstoff
und die Formation von stabilen Photoprodukten sowie Interaktion mit freien Radikalen [193]
die Lyse der Erythrozytenmembran zu induzieren, indem es, wie Bestrahlungen von
Linolenséure in Anwesenheit von Fenofibrat gezeigt haben, zur Lipidperoxidation kommt.
Das angeregte Benzophenon-Chromophor scheint dabei verantwortlich fiir die Entstehung von
Radikalzwischenprodukten zu sein [130]. Das Benzophenon-Chromophor ist in der Lage,
Photonen in der UVA-UVB-Region zu absorbieren [49]. Die Inhibition der Photohdmolyse
durch Antioxidantien und das Singulett-Sauerstoff-Trapping weisen dabei auf eine Induktion

der Erythrozytenlyse durch reaktive Sauerstoffspezies hin. Auf der anderen Seite konnte aber
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gezeigt werden, da3 die Photoprodukte FF1 und FF3 in der Lage sind, Dunkelhdmolyse zu
induzieren. Unter physiologischen Bedingungen kann FF1 aber nicht gebildet werden und die
Dunkelhdmolyse durch FF3 ist im Vergleich zur Phc;tohéimolyse durch Fenofibrat weitaus
geringer, so dal davon ausgegangen lwerden kann, daBl die Hauptmechanismen der
photohémolytischen und photoperoxidierenden Aktivitit von Fenofibrat und seinen
Photoprodukten durch freie Radikale, die durch das Benzophenon-Chromophor generiert
werden, bedingt sind [130]. Die Kontrollergebnisse des Photohdmolysetests zeigten, daf3
Fenofibrat keine nennenswerte FEigenabsorption bei 550 nm aufweist und die
testsubstanzfreien Zellsuspensionen weder unbelichtet noch bei Bestrahlungsdosen bis 100
J/em® UVA-reicher bzw. 2000 mJ/cm?> UVB-reicher Strahlung eine wesentliche
Hamoglobinfreisetzung aufweisen.

In unseren eigenen Kontrollversuchen zeigten sich gleiche Ergebnisse bei Bestrahlung des
erythrozytenfreien Blindwertes mit Dosen bis 40 J/cm* UVA- und 1600 mJ/cm? UVB-reicher
Strahlung und keine nennenswerte Hamolyse der Erythrozyten nach Messung des Leerwerts
ohne Zugabe von Fenofibrat. Bei allen Gruppen wurde auflerdem die Photohdmolyse einer
nicht bestrahlten Kontrollplatte mitgemessen, wo sich ebenfalls keine Photohimolyse

einstellte.

4.3.2. Einfliisse auf den Reaktionsverlauf

In Vorversuchen wurde der EinfluB der Temperatur und des pH-Wertes auf die
Héimoglobinfreisetzung bereits hinreichend untersucht [16]. Die Verarbeitung der Proben
geschah in diesen Versuchsreihen bei Zimmertemperatur, unterbrochen durch das
Zentrifugieren bei 21°C und 4°C. Unter Verwendung des Schiittelwasserbades bei 37°C mit
Thermostat konnte die in  fritheren Versuchsdurchfiihrungen  beschriebene

Temperaturerh6hung bei der Bestrahlung, die fiir manche an der Erythrozytenmembran
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ablaufenden Reaktionen eine Beeinflussung bedeuten kann [51], nahezu vermieden werden.
Die in diesen Versuchsreihen registrierten TemperaturmeBwerte lagen in allen Fillen
zwischen 36,6 und 38,0°C. Ab einem pH-Wert von 5 stellt sich an den Erythrozyten auch
ohne Photosensibilisator eine Hémolyse ein [101]. In friiheren Arbeiten wurde jedoch
festgestellt, da3 bei UVA- bzw. UVB-Bestrahlung nach Belichtung mit bis zu 100 J/cm? UVA
sowie bis zu 2000 mJ/cm? UVB in Verbindung mit phototoxisch wirkenden Substanzen keine
pH-Wert Anderung eintritt [16, 71]. Wesentliche pH-Wert-Anderungen stellten sich wihrend
der gesamten Versuchsdurchfiihrung unter Anwendung von TCM-Puffer nicht ein, daher kann
die Photohdmolyse nicht dadurch verursacht worden sein. Um Lichteinfliisse auf den
Reaktionsverlauf auszuschlielen, waren die Testproben aufler bei der Strahlungsexposition
mit Tichern oder Aluminiumfolie bedeckt. Wahrend der Verarbeitung der Proben wurde
zudem auf kiinstliche Raumbeleuchtung verzichtet. Die jeweils nach den Bestrahlungen
folgenden Nachinkubationszeiten im Dunkeln stellten sicher, da auch die noch nach der
Bestrahlung ablaufenden photoreaktiven Prozesse miterfat wurden. Dreimaliges Waschen
der roten Blutzellen verhinderten ein Quenchen der Photohdmolyse. Da sich das
Absorptionsspekrum fiir Himoglobin nach Oxidation in Abhéngigkeit von der Exposition mit
UV-Licht und Licht allein und dem Vorhandensein eines Photosensibilisators dndert [101],
wurden mittels Drabkin's Reagens Oxy-Hamoglobin und Met-Himoglobin in das stabile

Cyano-Met-Hémoglobin iiberfiihrt und dieses spektroskopisch gemessen.

4.4. Fenofibrat-abhiingige Photohimolyse bei Sulfiteinnahme

In der Probandengruppe mit alleiniger Einnahme von Sulfit zeigte sich zwar keine signifikante
Beeinflussung der Fenofibrat-abhiingigen Photohimolyse in vitro, interessanterweise
verminderte sich aber die Photohdmolyse um 10% iiber einen weiten Dosis-Bereich mit UVB-

reicher Strahlung. Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu frither durchgefiihrten
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Untersuchungen. Die Arbeitsgruppe von Przybilla et al. stellte im Rahmen einer
Untersuchung von 13 Nahrungmittelzusatzstoffen auf mégliche phototoxische Eigenschaften
in vitro eine Photohdmolyse von fast 100% bei Inkubation der Erythrozyten mit Natriumsulfit
und Natriumdisulfit fest [54]. Dabei zeigte sich eine Abhéngigkeit von der Konzentration der
Sulfite und der UV-Dosis. Nach UVB-Exposition (TL20 W/12; Philips, Hamburg) kam es
sowohl mit Natriumsulfit als auch mit Natriumdisulfit zu einer UV-dosisabhingigen
Photohémolyse von 64,1% bis 99,7%. Nach Bestrahlung mit einer Lampe mit einer Emission
zwischen 290-800 nm (SOL 3 Sunlight-Stimulating Lamp; Honle, Martinsried) ergab sich
eine Photohédmolyse. Keine Himolyse der roten Blutzellen konnte bei Bestrahlung mit UVA-
reicher Strahlung (UVASUN 5000) erzielt werden. Die iibrigen 11 getestetenen Substanzen
induzierten ebenfalls keine Photohidmolyse. Natriumdisulfit war dabei im Vergleich zu
Natriumsulfit stirker phototoxisch. Dies konnte moglicherweise konzentrationsabhingig
bedingt sein, weil das Disulfit Ion sich in wélriger Losung fast vollstindig in die beiden
Sulfiteinheiten separiert. Dies geschieht nach folgender Formel:
S,05” + HyO <> 2 H,S05°

Das Aktionsspektrum scheint dabei im UVB-Bereich zu liegen, denn obwohl die UVB-Dosis,
die mit der SOL 3-Lampe verabreicht wurde bei 4,5 J/cm? lag, ergab sich eine geringere
Himolyse als bei Bestrahlung mit 1,6 J/cm®> UVB (TL 20 W/12). Das konnte in einer
Photoinhibition durch andere Wellenldngen begriindet liegen. Die UV-induzierte
Autooxidation von 8032' Zu SO42' beinhaltet die Entstehung der Radikale SO;"", SO4 ™ und
SOs ™, die durch eine Radikal-Kettenreaktion entstehen [79, 90]. Es hat sich gezeigt, da} das
Sulfit-Radikal mit freien mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA) reagiert [118, 60], es
scheint aber gegeniiber PUFA-Micellen (mehrfach ungesittigte Fettsduren in wissriger
Losung) und deswegen eventuell auch gegeniiber Zellmembranen nicht reaktiv zu sein [60].

Wahrscheinlich sind also SO* oder SO’ -Ionen fiir Membranschéddigungen verantwortlich.

65



Hinsichtlich des photoprotektiven Potentials, das sich in unserer Versuchsreihe bei alleiniger
Sulfiteinnahme im UVB-Bereich nach Bestrahlung mit 800 mJ/cm? oder 1200 mJ/cm? in vitro
gezeigt hat, beschreibt Islam ebenfalls einen photoprotektiven Effekt nach Zusatz von
Natriumsulfit zu Daunorubicin-Hydrochloridlosungen [96]. Diese photoprotektive Kapazitit
zeigte eine deutliche Zunahme bei steigenden pH-Werten. Diese Erkenntnisse passen gut zu
der Tatsache, dafl Sulfite weitverbreitet als Antioxidantien in Nahrungsmitteln
(Nahrungsmittelzusatzstoffe) verwendet werden. Die Diskrepanz zwischen den beiden
dargestellten Untersuchungsergebnissen kénnte zudem darin begriindet sein, daB bei den
fritheren In-vitro-Untersuchungen beziiglich der Phototoxizitit die Sulfite direkt dem
Testansatz zugegeben wurden mit entprechend resultierenden Zwischenprodukten, wihrend in
diesem Versuchsansatz Sulfite systemisch verabreicht wurden. Im Organismus entstehen
dadurch andere Metabolite,. indem die Sulfite mit SH-Gruppen, Strukturproteinen, Enzymen,
Cofa.ktorén, Vitaminen, Nucleinsduren und Lipiden interagieren. Sulfit reagiert auch mit
Endprodukten oder Intermediérprodukten und inhibiert Enzym-Ketten Reaktionen. Es spaltet
Disulfid-Bindungen in Proteinen und induziert Anderungen in der molekularen Konfirmation
von Enzymen. Es schidigt auflerdem den Zellmetabolismus und die Membranfunktionen
[118]. In dieser Untersuchung kann keine Aussage iiber die tétsdchliche Menge von Sulfit, die
auch in der Haut ,,ankommt“ oder die Konzentration, die sich im Blut befindet, gemacht
werden. Die jetzigen Ergebnisse beziehen sich nur auf einen kurzen Zeitraum von acht Tagen
und es wire von groflem Interesse, die Langzeitwirkung von systemisch gegebenen Sulfiten in
einer grofleren Probandengruppe zu erfassen und hierbei eventuell mit variablen
Sulfitkonzentrationen zu arbeiten, entstehende Intermedidrprodukte zu untersuchen und die
Sulfitkonzentrationen, die letztlich iiber dem Blutweg in die Haut gelangen, zu bestimmen.
Diese In-vitro-Ergebnisse waren der Anlal} zur Frage, ob die Sulfit-Phototoxizitit, die sich bei

direkter Sulfitzugabe im In-vitro-Test zeigt, auch in vivo die UVB-Empfindlichkeit steigert
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und so mdoglicherweise das Risiko phototoxischer Hautreaktionen bis hin zur

Photokarzinogenese.

4.5. Fenofibrat-abhiingige Photohiimolyse bei Sulfit-, Ascorbinsiure- und
d-alpha-Tocopheroleinnahme

Die gleichzeitige Gabe von Antioxidantien und Sulfit filhrte im UVA-Bereich zur
Verminderung der Photohdmolyse in vitro aber nicht im UVB-Bereich, was als Hinweis fiir
potentiell phototoxische Eigenschaften von Sulfiten interpretiert werden konnte.

Differenzen beziiglich der Reagibilitét hinsichtlich zusétzlicher UVB-Strahlung konnten auch
in vitro an isolierten Erythrozyten gefunden werden. Nach Zugabe von Ketoprofen, einem
phototoxischen, nicht-steroidalen Antirheumatikum, zeigte sich eine konzentrationsabhéngige
phototoxische Wirkung bei Bestrahlung der Erythrozyten mit UVA, wihrend die Ketoprofen-
abhéngige, UV A-induzierte phototoxische Wirkung an den roten Blutkérperchen bei einem
Teil anderer Spender durch eine UVB-Vorbestrahlung mit 20 oder 40 mJ/cm’ reduziert wurde
[53]. In einer In-vivo-Untersuchung war bei einem Teil der Probanden die Entwicklung von
lichtinduzierten Hautverinderungen durch 100 J/cm®* UVA im Sinne einer polymorphen
Lichtdermatose nach Vorbestrahlung mit 150 mJ/cm? UVB inhibiert [11, 12].

In unserer Versuchssreihe wurden die Bestrahlungen mit einer UVB-reichen Lichtquelle
durchgefiihrt, die aber auch UVA emittiert (128 mJ/cm® UVA bei der Maximaldosis von 320
mJ/Jem®). Diese UVA-Dosen induzierten jedoch keine Photohimolyse, sodaB eine
Beeinflussung der Ergebnisse hierdurch unwahrscheinlich ist. Da der Effekt einer Substanz,
die in ein System oxidativer Reaktionen eingebracht wird, vom Redoxpotential der
Einzelkomponenten abhédngt, konnte die Diskrepanz zwischen den fritheren In-vitro-
Ergebnissen und den jetzigen Befunden eine Erklarung darstellen. Durch die zusétzliche

Einnahme von Ascorbinséure und d-alpha-Tocopherol scheint es zu einer Anderung der
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antioxidativen Kapazitit im Spenderorganismus und damit einer Verdnderung der Wirkweise
der Sulfite gekommen zu sein. Um den exakten Mechanismus einer potentiellen Sulfit-
abhéngigen Phototoxizitit zu erkliren, miissen in weiteren Untersuchungen die UVB-
induzierten Photoprodukte identifiziert und ihre Reaktion mit Membrankomponenenten

untersucht werden.

4.6. Fenofibrat-abhiingige Photohimolyse bei Ascorbinsiure- und d-alpha-
Tocopheroleinnahme

Die alleinige Gabe von Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol ergab eine signifikante
Abnahme der Fenofibrat-abhéngigen Photohdmolyse, die sich sowohl im UVA- als auch im
UVB-Bereich zeigte. Auch frilhere Arbeiten weisen auf diesen photoprotektiven Effekt von
Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol hin. Entsprechende Vorversuche ergaben identische
Ergebnisse in nahezu allen UV-Bereichen und zeigten damit eine Beeinflussung des
Photohdmolysetests durch den antioxidativen. Status des Blutspenders [55]. Kimura wies 1981
photoprotektive  Effekte von L-Ascorbinsdue bei durch Pheophorbid-a  oder
Hamatoporphyrine induzierter Photohdmolyse in vitro und in vivo nach [105]. Erforderliche
Konzentrationen fiir Ascorbinsiure waren 10” mol/l in Gegenwart von Pheophorbid-a, 102
mol/l in Anwesenheit von Hématoporphyrinen. Durch Zugabe von Pantothensdure lief sich
eine Potenzierung der Wirkung der Ascorbinsdure erzielen. Untersuchungen zur
Photohdmolyse an Kaninchen-Erythrozyten zeigten ebenfalls einen deutlich protektiven Effekt
von Antioxidantien gegeniiber der durch freie Radikale induzierten Photohdmolyse [135]. Die
Phospholipide in den liposomalen Membranen werden durch eine Kettenreaktion freier
Radikale oxidiert. Das kettenbrechende wasserlosliche Antioxidans Ascorbinsdure und das
lipidlosliche kettenbrechende Antioxidans d-alpha-Tocopherol fangen dabei vornehmlich
Radikale in der Lipidregion der Membranen ab [135]. Diese Therorie untermauert Postaire,
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der nach Supplementierung mit B-Karotin (30 mg/d), d-alpha-Tocopherol (15 mg/d) und
Ascorbinsdure (30 mg/d) eine deutliche Protektion der Erythrozyten vor zunehmend
entstehendem Singulett-Sauerstoff erzielte [149].

Im Rahmen einer Untersuchung der Interaktion von UVB-reicher und UVA-reicher
Bestrahlung auf die Ketoprofen-induzierte Photohdmolyse konnten Eberlein-Konig et al.
zeigen, daB3 Ascorbinsdure als Reduktionsmittel sowohl die UVA- als auch die kombinierte
UVA und UVB- induzierte Photohdmolyse inhibieren kann. Dieser Effekt zeigte sich jedoch
nur bei Probanden, die keine reduzierte UVA-abhéngige Photohdmolyse nach Vorbestrahlung
mit UVB-Strahlung aufwiesen (Photoaugmentation). Somit ergibt sich eventuell eine
Korrelation mit dem antioxidativen Potential der Zellen. Dies wiirde bedeuten, daB niedrige
UVB-Dosen im Rahmen einer Vorbestrahlung die antioxidative Kapazitét aktivieren kénnen

[57].

4.7. Fenofibrat-abhingige Photohimolyse bei Placeboeinnahme
Probanden, die lediglich Placebokapseln eingenommen hatten und als Kontrollgruppe dienten,
zeigten erwartungsgemdl keine Modifikation beziiglich der Fenofibrat-abhéngigen

Photohédmolyse.

4.8. Stellenwert des Photohimolysetests zum Nachweis photosensibilisierender
Substanzen

Die Erythrozytenmembran dient beim Photohdmolysetest als Modell zur Darstellung der
oxidativen Schiadigung von Biomembranen. Die Peroxidation von Membranen ist einer der
ersten Vorginge im Rahmen einer zelluldren Schiddigung [135]. Dennoch kann der
Photohdmolysetest als In-vitro-Modell kein genaues Abbild der Vorgénge liefern, die sich in

dem komplexen Organ ,,Haut“ bei einer phototoxischen Reaktion abspielen. Als Screening-
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Test ermdglichen er und andere In-vitro-Methoden jedoch wunter reproduzierbaren
Bedingungen Substanzen auf ihr phototoxisches Potential zu untersuchen. Eine vollstindige
Evaluierung des phototoxischen Potentials einer Substanz kann jedoch durch eine einzelne
Methode nicht erreicht werden [121]. Photoaktive Metabolite beispielsweise, die als
Intermedidrprodukte im Rahmen von Stoffwechselprozessen entstehen, bleiben in den In-
vitro-Modellen unberiicksichtigt [188]. Der alleinige Nachweis der Phototoxititidt einer
Substanz in vitro, oder umgekehrt der fehlende Nachweis eines phototoxischen Potentials,
148t keineswegs Riickschliisse auf die tatsdchlichen klinischen Wirkungen zu. Um eine
genauere Aussage zu erhalten sind allenfalls mehrere kombinierte In-vitro-Modelle [93], oder
wie in dieser Versuchsanordnung, eine Erginzung durch einen In-vivo-Test durchzufiihren
[120]. Zur Identifizierung von Photoallergenen kann der Photohdmolysetest ebenfalls dienlich
sein, weil photoallergisch aktive Substanzen grofiteils auch ein phototoxisches Potential
besitzen [25]. Trotz dieser Einschrinkungen ist der In-vitro-Nachweis phototoxischer
Eigenschaften einer Substanz sinnvoll, um einen Hinweis auf mogliche Wirkungen in vivo zu
erlangen. Frithere Untersuchungen bestétigen den engen Zusammenhang zwischen klinischer
Beobachtung, Tierexperiment und In-vitro-Experiment [168]. Bei einer in vitro beobachteten
Phototoxizitat sollte aber nicht ohne weiteres eine klinische Relevanz gefolgert werden, es ist
jedoch erhdhte Aufmerksamkeit gegeniiber der Gefahr einer Photosensibilisierung der Haut

angebracht.

4.9. Minimale Erythemdosis und UV induzierte Steigerung des Blutflusses

Die visuell bestimmte MED fiir UVB ergab in unserer Versuchsdurchfithrung keine
signifikante Verénderung in den unterschiedlichen Probandengruppen. In der Gruppe mit
Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopheroleinnahme stieg die MED von 68,5 mJ/cm® auf 80

mJ/cm?. Nach Supplementierung mit entsprechender Menge an Antioxidantien erreichte
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Eberlein-Konig einen Anstieg der MED von 80 ml/cm® auf 96.5 ml/cm® [56]. Diese
Diskrepanz konnte durch einen unterschiedlichen oxidativen Status der Probanden, z.B. durch
unterschiedliche Erndhrungsgewohnheiten bedingt sein. Auch Abweichungen im Hauttyp oder
unterschiedliches Sonnenverhalten koénnen hier beeinflussen. In unserer Untersuchung
unterschied sich die MED der Probanden vor Kapseléinnahme nicht signifikant.

Sowohl die Gabe von Antioxidantien als auch die Gabe von Antioxidantien und Sulfiten
reduzierte in einigen Dosisbereichen signifikant die Hautdurchblutung bevorzugt in Bereichen
von UVB-Dosen, die iiber der ermittelten MED lagen. Interessanterweise hatte die alleinige
Gabe von Sulfiten in unserer Versuchsreihe aber eine signifikante Abnahme der
Hautdurchblutung und somit eine photoprotektive Wirkung an der Haut zur Folge. Bei
gesunden Probanden variiert die FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten in Ruhe ganz
erheblich, und zwar sowohl zwischen den einzelnen Versuchspersonen als auch bei ein und
derselben Person. Dies konnte durch die Messung der Fliegeschwindigkeit an den
Nagelfalzkapillaren festgestellt werden [22, 29, 65, 158, 140]. Tenland hat zudem
betréachtliche Unterschiede der mit der Laser-Doppler-Sonde gemessenen Blutstromung in nur
2,5 mm auseinanderliegenden Hautregionen beschrieben [185]. Diese Schwankungen héngen
von verschiedenen Faktoren, wie z.B. der Weite der Kapillaren [65] oder de; Hauttemperatur
[140], ab. Die zweite Beétrahlung in diesem Versuchsaufbau erfolgte an der unbestrahlten
Gegenseite der Probanden (unterer Riicken), so daf} sich ein direkter Vergleich der Werte vor
und nach acht Tagen als problematisch darstellt. Daneben gibt es deutlich rhythmische
Schwankungen der kutanen Blutstromung, die auch mit der Laser-Doppler-Technik
beobachtet worden sind. Dabei fanden sich Unterschiede sowohl in der Amplitude als auch in
der Frequenz dieser spontan-motorischen Aktivitit [163, 186]. Unter Einhaltung einer ca. 10
miniitigen Ruhepause vor der Messung mit dem Laser-Doppler-Gerit sollten EinfluBgréBen

wie der Grad des vor der Messung bestehenden Aktivitdtszustandes und unterschiedliche
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AuBentemperaturen weitgehend gering gehalten werden. Dennoch konnen solche Stérgréfen
nicht vollstindig ausgeschaltet werden. Um Schwankungen so gering wie moglich zu halten,

wurde bei jeder Messung zuerst ein Referenzwert auf unbestrahlter Haut erfafit.

4.10. Sulfite

Die Behandlung von Nahrungsmitteln mit Sulfit und dessen Salzen hat eine lange Geschichte.
Schon in der Antike wurden sie bevorzugt eingesetzt um enzymatische und nicht
enzymatische Entfiarbungsprozesse in einer Vielzahl von Nahrungsmitteln zu verhindern. Die
frithest dokumentierte Anwendung von Sulfit war der Zusatz in Wein und Bier im alten Rom.
Uber Sulfit als Lebensmittelkonservierungsstoff wird von Evelyn (1664) in der Literatur des
17. Jahrhunderts berichtet, der darauf hinwies, dal Fuhrwerke mit Apfelwein gefiillt werden
sollen, der Sulfit enthélt (aus brennendem Schwefel hergestellt) um ihn vor Verderb zu
schiitzen.

Es gibt nur sehr wenige Untersuchungen {iiber mdgliche phototoxische Effekte von
Nahrungsmittelzusatzstoffen. Finige Farbstoffe inaktivieren Hefezellen durch einen
photodynamischen Wirkmechanismus [97]. Merville berichtet, daf3 photoaktiviertes Tartrazin
Hamolyse induziert [126]. Auch beziiglich einer potentiell phototoxischen Wirkung von
Sulfiten gibt es bisher nur wenige Untersuchungen.

In vitro bilden Sulfit und seine Salze, wenn sie in Wasser gelost werden, ein pH-abhéingiges
Gemisch. Als Bisulfite reagieren sie mit Pyrimidinbasen, Nucleosiden, RNA und DNA. Diese
Reaktionen finden sich bei physiologischen Temperaturen und pH-Werten, wenn hohe Sulfit-
Konzentrationen vorliegen. Oxidationen als Reaktionen von Komponenten mit Sauerstoff sind
meist mit einem Ubergang von Protonen verbunden. Sulfite haben in wiBrigen Systemen ein
deutlich niedrigeres Oxidationspotential als die zu schiitzenden Stoffe. Bei Zutritt von

Sauerstoff werden sie dann leichter oxidiert als der 2zu schitzende Stoff
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(Normaloxidationpotential von Sulfiten: + 0,12 V) [7]. Der pH-Wert, die Konzentration, der
Typ des Mikroorganismus, die Dauer des Kontaktes und die Bindung von Sulfit nehmen
Einfluf auf die schiitzende Wirkung vor Zersetzung. Schweflige Sidure inhibiert Hefen,
Schimmelpilze und Bakterien [24], gegen einige Bakterien wirken geringe Dosen Sulfit (1-2
ppm) bakteriostatisch, hohe Dosen hingegen bakterizid. Die antimikrobielle Aktivitit entsteht
durch die Interaktion von SH-Gruppen mit einer Reihe von Zellkomponenten, Enzymen,
Strukturproteinen, Vitaminen, Cofaktoren, Nukleinsduren und Lipiden.

Hinsichtlich der oxidativen/antioxidativen Kapazitit von Sulfiten nach systemischer Zufuhr
und deren Wechselwirkungen mit dem oxidativen Potential des Organismus miissen
weitergehende Untersuchungen angestellt werden. Diesbeziiglich ist, obwohl wir in dieser
Arbeit keine UVB-Photosenibilsierung nachweisen konnten, auch weiterhin deren
phototoxisches Potential und eine damit in Zusammenhang stehende mogliche erhéhte UVB-

Empfindlichkeit von Interesse.
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5. Zusammenfassung

Die Photosensibilisierung im Sinne einer gesteigerten, oft zu Sonnenbrand-dhnlichen
Reaktionen fithrenden Strahlungsempfindlichkeit der Haut, die durch Interaktion von
normalerweise vertragener Strahlung und einem endogenen oder exogenen Photosensibilisator
entsteht, ist ein nicht seltenes Problem. Der Mechanismus einer Photosensibilisierung kann
phototoxisch oder photoallergisch sein. Vor allem manche Duftstoffe, Farbstoffe,
Lichtfiltersubstanzen und einige fiir betroffene Patienten oft wichtige Medikamente kdnnen
bei geniigend hoher Dosis von UV-Strahlung klinische Symptome einer Photosensibilisierung
ausldsen.

Sulfite sind als Nahrungsmitteladditiva weit verbreitet und In-vitro-Tests deuten auf ein
phototoxisches Potential dieser Verbindungen, vor allem im UVB-Bereich, hin. Diese
Tatsache gab Anlal zur Frage, inwieweit sich eine phototoxische Wirkung von Sulfiten auch
in vivo nachweisen 148t und ob dieser eventuell durch Antioxidantien entgegengewirkt
werden kann. Dies wurde an Probanden untersucht, denen Sulfite sowie Ascorbinsiure und d-
alpha-Tocopherol als Antioxidantien iiber acht Tage oral verabreicht wurden.

Je zehn Probanden nahmen iiber 8 Tage tdglich 2x200 mg Natriumdisulfit und Placebokapseln
bzw. 2x200 mg Natriumdisulfit, 2x1000 mg Ascorbinsdure und 2x500 IE d-alpha Tocopherol
bzw. 2x1000 mg Ascorbinsiure, 2x500 IE d-alpha Tocopherol und Placebokapseln oder nur
Placebokapseln ein. Vor (Tag 0) und an Tag 8 dieser Einnahme wurde den Probanden Blut fiir
die Bestimmung der Antioxidantienkonzentrationen und einen Photohdmolysetest
entnommen. Der Photohédmolysetest, bei dem Fenofibrat als photoxische Substanz verwendet
wurde, basiert auf der photoxisch induzierten Lyse von Erythrozyten durch die Bestrahlung.
Diese erfolgte bei dieser Untersuchung mit UVA- und UVB-reicher Strahlung. Weiter wurde
die minimale Erythemdosis (MED) fiir UVB-reiche Strahlung sowie die UVB-induzierte

Steigerung des Blutflusses laserdopplerflowmetrisch an Tag 0 und Tag 8 bestimmt.
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Bei alleiniger Placeboeinnahme zeigte sich im Vergleich zu den Ausgangswerten keine
signifikante Anderung der Vitaminkonzentrationen im Serum, der Fenofibrat-abhingigen
Photohédmolyse, der MED oder des Hautblutflusses nach Bestrahlung.

Nach alleiniger Einnahme von Sulfit zeigte sich im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag
8 die Antioxidantienkonzentration im Serum weitgehend unveridndert. Es zeigte sich keine
signifikante Anderung der Photohimolyse im UVA-Bereich. Die UVB-induzierte
Photohdmolyse verringerte sich iiber einen weiten Dosis-Bereich. Diese photoprotektive
Wirkung zeigte sich beispielsweise in einem Abfall des Medians der Photohdmolyse von 24
% auf 13,9 % nach Bestrahlung mit 800 mJ/cm”® UVB. Die MED zeigte keine deutliche
Verdnderung. Die Bestrahlungs-induzierte Steigerung des Hautblutflusses war in einigen
bestrahlten Arealen nach Sulfiteinnahme signifikant abgefallen.

Nach gleichzeitiger Gabe von Antioxidantien und Sulfit stiegen die Serumkonzentrationen
von Ascorbinsdure und d-alpha-Tocopherol signifikant an. Im Vergleich zu den
Ausgangswerten kam es zur Verminderung der Photohdmolyse im UV A-Bereich. So fiel nach
Bestrahlung mit 20 J/cm® der Median signifikant von 70,1 % auf 26,3 %. Im UVB-Bereich
zeigte sich nur eine geringe Verminderung der Photohdmolyse. Die MED blieb weitgehend
unverdandert. Die UV-induzierte Steigerung des Hautblutflusses verminderte sich in dem mit
160 mJ/ cm? UVB bestrahlten Areal signifikant von 17,3 % auf 11,4 %.

Die ausschlieflliche Einnahme von Antioxidantien fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der
Ascorbinsdure- und d-alpha-Tocopherolkonzentrationen im Serum. Im Fenofibrat-abhéngigen
Photohdmolysetest zeigte sich ein protektiver Effekt sowohl gegeniiber UVA- als auch
gegeniiber UVB Bestrahlung mit einem signifikanten Abfall des Medians der Photohdmolyse
(beispielweise von 74,7 % auf 31,8 % nach Bestrahlung mit 20 J/cm > UVA-reicher
Strahlung). Die MED stieg nur gering an. Die UV-induzierte Steigerung des Hautblutflusses

war signifikant reduziert.
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Eine phototoxische Wirkung von Sulfiten nach systemischer Gabe konnte in unseren
Unteruchungen nicht sicher verifiziert werden. Einer lediglich unterschwelligen Phototoxizitét
im UVB-Bereich miiite durch weitere Untersuchungen nachgegangen werden, ebenso einer
moglicherweise photoprotektiven Wirkung, die sich beim Photohdmolysetest im UVA-
Bereich und in einer Verminderung des Medians der UV-induzierten Steigerung des

Hautblutflusses nach Sulfiteinnahme zeigte.
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