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1.  Einleitung

1.1. Problemstellung und Zielsetzung

Eine der wichtigsten Komponenten im Abwehrsystem des menschlichen Organismus
bilden die Leukozyten, speziell die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten,
welche die Uberwiegende Mehrheit der zirkulierenden Leukozyten darstellen. lhre
grolde Zahl, ihre Mobilitdt und ihre hohe Sensitivitat auf chemotaktische Reize verset-
zen sie in die Lage, schnell und in gro3er Anzahl am Ort einer akuten bakteriellen
Infektion zu wirken. Durch Phagozytose und anschlieliende Abtotung der Mikroorga-

nismen bilden sie eine wirksame erste Barriere gegen Krankheitserreger.

Die Abtotung und der Abbau der Mikroorganismen nach deren Phagozytose beruht
auf sauerstoffabhangigen und sauerstoffunabhangigen Prozessen. Die sauerstoff-
unabhangige Freisetzung lysosomaler Enzyme hat einen wesentlichen Anteil am Ab-
bau der Mikroben. Bei der Abtotung von Krankheitserregern kommt die entschei-

dende Bedeutung der Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite zu.

Andererseits sind sowohl die Produktion reaktiver Sauerstoffmetabolite als auch die
Freisetzung lysosomaler Enzyme zwei der Hauptmechanismen, durch die die Phago-
zyten schadigende Wirkungen auf das umgebende Gewebe in entzundlichen und
anderen pathologischen Vorgangen hervorrufen kdnnen. Sowohl die bakterizide als
auch die schadigende Wirkung der wahrend der Phagozytose freigesetzten Sauer-
stoffradikale mussen bei der Untersuchung von neutrophilen Granulozyten in biologi-

schen Systemen beachtet werden.

In Hinsicht auf dermatologische Erkrankungen wurden im Kontext der vorliegenden
Promotionsarbeit zwei mit starker Entzindung der Haut einhergehende chronische

Erkrankungen ausgewahlt.

Bei der Psoriasis findet sich in Abhangigkeit von der Akuitat mehr oder weniger, am
starksten bei den steril-pustulésen Verlaufsformen, eine Ansammlung von neutrophi-
len Granulozyten in der Epidermis mit besonderer Bevorzugung des Stratum cor-
neum, wo sie sogenannte Munroe’sche Mikroabszesse ausbilden. PMN sind erst an
zweiter Stelle involviert, wahrend primar eine T-Zell-abhangige Autoimmungenese

besteht. Eine massive lokale Interleukin-8-Freisetzung als Chemoattraktans fur



neutrophile Granulozyten fiihrt zur Einwanderung in die Epidermis ['® 77+ 126, 127, 133,
171]

Neutrophile Granulozyten spielen bei der Akne in ihren unterschiedlichen Schwere-
graden eine unterschiedliche Rolle. Zum einen wandern sie zum Ort des Gesche-
hens ein, nachdem das Follikelepithel durch Einwanderung von T-Zellen spongiotisch
aufgelockert ist und chemoattraktive Substanzen in die Peripherie gelangen, zum
anderen spielen sie ihre Rolle nach Ruptur von Follikelwanden in der Mikrophagozy-

tose wahrend der ersten Tage, wo sie danach von Makrophagen abgeldst werden
137]

In psoriatischen Lasionen ist die Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten ver-
starkt. Die Migration von Neutrophilen von den Hautkapillaren zum Stratum corneum
kann Membranschadigungen an den Keratinozyten induzieren ['*!. Andererseits sind
sie ein notwendiger Faktor in der antibakteriellen Abwehr. Die zystische Akne ist
durch eine follikulare Hyperkeratose, verstarkte Sebum-Produktion und durch eine
dermale Infiltration von Neutrophilen gekennzeichnet, die durch die Freisetzung von
Chemoattraktanten z.B. aus Propionibacterium acnes hervorgerufen wird. In diesem
Fall ist die doppelte Wirkung der freigesetzten Radikale besonders deutlich, da sie
einerseits unabdingbar zur Bekdmpfung der Infektionsfelder sind, andererseits aber

zu Proliferationsstérungen fiihren [12° 181,

Als Retinoide wird eine Gruppe von naturlichen und kunstlichen Abkémmlingen von
Vitamin A (Retinol) bezeichnet, die eine ahnliche biologische Wirkung wie Retinol
haben. Dazu zahlen Retinol selbst, Retinal und seine Isomere, die Retinylester, all-
trans-, 9-cis- und 13-cis-Retinsaure sowie weitere Substanzen, die fur ihre vielfaltige
biologische Wirkung insbesondere auf Wachstum und Differenzierung bekannt sind
91 '|In der klinischen Anwendung wurden nacheinander mehrere Generationen von
synthetischen Retinoiden eingesetzt, die sich jeweils auch durch ihre chemische

Struktur unterscheiden [18% 691,

In der Behandlung von genetischen Fehlbildungen der Haut (Genodermatosen), von
chronischen Erkrankungen vom erythroquamosen Typ, vor allem der Psoriasis, bei
schwerer nodulozystischer Akne und in der Behandlung UV-induzierter Dysplasien
der Epidermis, mit Entwicklung von Prakanzerosen und etablierten
Plattenepithelkarzinomen, spielen Retinoide in topischer und systemischer
Anwendung eine nicht mehr wegzudenkende Rolle. Neue Indikationsfelder sind auch

Autoimmunerkrankungen wie kutaner Lupus erythematodes, Lichen planus, bullose
7



gen wie kutaner Lupus erythematodes, Lichen planus, bullose Dermatosen sowie
Erkrankungen aus der Dermatoonkologie wie multiple Basaliome und Lymphome.
Provitamin A (Betacarotin) wird in der Pravention des UV-Lichtschadens eingesetzt.
Die Klarung der Mechanismen der therapeutischen Wirkung von Retinoiden und Ca-
rotinoiden wurde sowohl in experimentellen Grundlagenarbeiten als auch in der klini-
schen Forschung in einer groRen Menge von Publikationen vor allem seit Mitte der

Siebziger Jahre bearbeitet. 3% 160 166.177.185]

Langjahrige Untersuchungen in vivo und in vitro zeigten die Effekte von Retinoiden
auf Leukozyten bzw. zirkulierende neutrophile Granulozyten. So wurde 1981 von
Tsambaos & Orfanos gezeigt, daly das Prodrug Etretinat in vivo die Migration der

t 81 und van de Kerkhof et al. fan-

Neutrophilen in die psoriatische Epidermis hemm
den, dald Acitretin, der Metabolit von Etretinat, eine signifikante dosisabhangige
Hemmung der Akkumulierung neutrophiler Granulozyten bei Patienten mit pal-
moplantarer Pustulose ['* "84, |n verschiedenen Arbeiten von Bauer und Orfanos so-
wie von Dubertret et al. konnte gezeigt werden, dal® der immunmodulatorische und
antiinflammatorische Effekt des aromatischen Retinoids Acitretin in der Psoriasisthe-
rapie ihren Ursprung in der Wirkung auf die humanen Lymphozyten im peripheren
Blut sowie die neutrophilen Granulozyten haben kann °2. Plewig & Wagner fanden in
Biopsien der Haut, dal3 bei Akne conglobata und Akne fulminans nach Behandlung
mit dem nicht-aromatischen Retinoid 13-cis-Retinsaure (Isotretinoin) eine Verminde-
rung der Papeln, Pusteln und Knétchen sowie der Leukozyten auftritt ['*® 139 Pigatto
et al. sowie Norris et al. berichten Uber die inhibitorischen Effekte von 13-cis-
Retinsaure in der Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten in zystischer Akne in
vivo 2% 1391 Gje postulieren, daR diese Wirkung durch die Hemmung der Migration
stimulierter Monozyten und Leukozyten durch biologische Barrieren, wie die Basal-
membranen des Blutgefallendothels, hervorgebracht wird. Weitere Untersuchungen

von Camisa et al. %%

zeigten, dal® 13-cis-Retinsaure ein starker Inhibitor der Super-
oxidproduktion und der Freisetzung von B-Glucuronidase ist und dal’ die antiinflam-
matorische Wirkung durch die Hemmung der Sekretion lysosomaler Enzyme der
neutrophilen Granulozyten bedingt sein kann. Wozel et al. und Fumarulo et al. % 1%
berichten, dal® die topische Anwendung von 13-cis-Retinsaure die LTBs-induzierte
Migration von neutrophilen Granulozyten hemmt. lhre Ergebnisse bestatigen das
Postulat, dal® die Wirkung von Retinoiden mit der Hemmung der Migration von
neutrophilen Granulozyten sowie der Inhibierung der Radikalbildung und der Freiset-

zung inflammatorischer Mediatoren zusammenhangt. Hiramatsu & Packer 8+ 2 yn-
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tersuchten mit Hilfe der EPR in vitro die antioxidative Aktivitat verschiedener Retinoi-
de in einem nichtbiologischen System und bestatigen unter anderem fur die all-frans-

und 13-cis-Retinsaure sowie fur Acitretin eine starke Wirkung als Radikalfanger.

Eine wesentliche Rolle in der Pravention UV-induzierter Schadigungen und Krebs
spielen wegen ihrer starken Potenz als Radikalfanger die Carotinoide — 3-Carotin
(Provitamin A) und seine Derivate. Die biologische Wirkung von R-Carotin beruht
zum grolRen Teil auf dem daraus resultierenden Schutz des Gewebes vor oxidativen

Schadigungen > 97 1291 pj

Mascio und Sies arbeiteten an der weiteren Aufklarung
der Mechanismen dieser Wirkungen in biologischen Systemen. [3-Carotin (Provitamin
A) wurde zur Pravention der Haut vor UV-Schadigungen zusammen mit anderen Vi-
taminen (Vitamin C und E, Thiole) eingesetzt. Die Supplementierung mit 3-Carotin
bildet in Kombination mit topischer Anwendung einen effizienten Schutz gegen Ent-
zundungsvorgange und UV-induzierte Hautalterung. 3-Carotin kann aktivierte Sauer-
stoffverbindungen durch Quenchen inaktivieren und die Bildung freier Radikale
hemmen & 9l Ebenfalls in der Literatur diskutiert wird der direkte EinfluR von R-
Carotin auf das Immunsystem. So wurden eine Stimulation von Lymphozyten in vitro
[158. 1901 ynd ein protektiver Effekt bei UV-induzierten Schadigungen des Immunsys-
tems ['"! gefunden. Gollnick, Biesalski et al. ['* 2037 %8 konnten erstmals in vivo zei-
gen, dal} eine orale Supplementierung mit R-Carotin Uber einen Zeitraum von 10
Wochen UV-induzierte Veranderungen beeinflussen kann. 3-Carotin verringert die
Erythembildung, starkt die Immunabwehr der Haut, vermindert die Lichtempfindlich-

keit und hemmt die UV-induzierte Verringerung der Antwort auf Recall-Antigene.

In Hinsicht auf die protektive Wirkung von R-Carotin mufd auch die Abhangigkeit der
R-Carotin-Tocopherol-Ascorbinsaure-Kaskade diskutiert werden. Studien Uber die
Konzentration von R-Carotin und a-Tocopherol in Plasma und Gewebe bei Proban-
den unter UV-Bestrahlung zeigten einen deutlicheren Abfall von a-Tocopherol bei
Probanden unter R-Carotin-Supplementierung . Zu einer Verunsicherung in Hin-
blick auf den praventiven Einsatz von [R-Carotin haben einige Studien gefuhrt. So
wurde in einer Studie ein negativer Effekt einer 3-Carotin-Supplementation bei Rau-
chern im Vergleich zu Nichtrauchern und Placebo auf die Inzidenz von Lungenkarzi-
nomen gezeigt [ 2. In einer weiteren Studie wurde ein erhdhtes Lungenkrebsrisiko

bei Alkoholikern mit hoher Konzentration von R-Carotin im Blutplasma gefunden !"¢],

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine Untersuchung des Einflusses gegenwartig in der
Dermatologie bzw. in der Pravention von UV-Schadigungen eingesetzter Retinoide
9



vom Typ des Etretinat, seines ersten Metaboliten Acitretin, des Isotretinoin und von
R-Carotin auf humane neutrophile Granulozyten. Hierbei war primares Ziel, den
Einfluld dieser Substanzen in vitro und in vivo auf die Freisetzung von freien Radika-
len in neutrophilen Granulozyten wahrend des Prozesses der Phagozytose naher zu
analysieren. Da Retinoide vom Typ des Acitretin und des Isotretinoin die Infiltration
neutrophiler Granulozyten in die Epidermis inhibieren und somit sekundar die Frei-
setzung von freien Radikalen als wesentlichen Mechanismus der Inflammation der
Haut beeinflussen, war abzuklaren, welche dosisabhangigen Effekte jedes der unter-
suchten Isomere in dieser Hinsicht hatte. AuRerdem sollte erstmalig der Einfluy von
R-Carotin in vivo auf die Phagozytose im Rahmen einer Placebo-kontrollierten Dop-
pelblindstudie unter Einsatz von UV-Bestrahlung untersucht werden. Weitere Unter-
suchungen in vitro sollten zeigen, welche spezifischen Wirkungen der einzelnen 13-
Carotin-Isomere auf die Freisetzung von freien Radikalen in neutrophilen Granulozy-

ten wahrend der Phagozytose auftreten.

Wir untersuchten diese Wirkungen in biologisch funktionsfahigen und stimulierbaren
Granulozyten, wo der physiologische Ablauf der Phagozytose dem Ablauf in vivo
vergleichbar ist. Da bekannt ist, daly verschiedene Stereoisomere eine unterschied-
liche spezifische Wirkung auf die Phagozytose austben kénnen, wurde der Einfluf}
der einzelnen Isomere auf das System separat untersucht. Das erlaubt uns, Ruck-
schllisse auf die Wirkung dieser Isomere auf molekularer Ebene zu ziehen. Dazu
wurde eine hochsensitive Nachweismethode bendtigt, die eine spezifische Erfassung
der unterschiedlichen Sauerstoffradikale und mehr Aufschlu® Uber die Entstehung

und die Reaktionswege dieser Radikale erlaubt.

Eine geeignete Methode fur die Erfassung von Sauerstoffradikalen ist die Elektro-
nenspinresonanzspektrometrie in Verbindung mit der Spin-Trapping-Technik. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Radikalbildungen in Suspensionen stimulierter
neutrophiler Granulozyten gemessen, was die Erfassung von Wirkungen auf zellula-
rer Ebene ermoglichte, wie sie unter den Bedingungen in vivo auftreten konnen. Um
auch rein antioxidative Effekte erfassen zu kdnnen, wurde aul3erdem die Radikalbil-
dung in dem nichtzellularen Xanthin/Xanthinoxidase-System gemessen. Die in vitro-
Experimente wurden von der Untersuchung der neutrophilen Granulozyten einzelner
Probanden begleitet, die sich entweder unter Retinoid-Therapie befanden oder an

einer R-Carotin-Studie teilnahmen.
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1.2. Neutrophile Granulozyten

1.2.1. Biologische Funktion

Hauptaufgabe der neutrophilen Granulozyten ist die Abtotung von Eiter- und Sepsis-
erregern. Die Ausschaltung von Bakterien erfolgt in erster Linie Uber Phagozytose
und intrazellulare Abtétung. Die Bindung der antikorperbeladenen Bakterien an die
neutrophilen Granulozyten Uber entsprechende Rezeptoren (Fc-Rezeptoren und C3-
Komplementrezeptoren) I0st transmembranale Signale aus. Daraufhin umflie3t die
Zelle die gebundenen Bakterien und schliel3t sie in eine Vakuole ein. Diese fusioniert
mit Lysosomen, die u.a. proteolytische Enzyme enthalten. Anschliel3end werden die
Bakterien, meist mit Hilfe von Sauerstoffradikalen, in den Phago-Lysosomen abgeto-
tet. Sauerstoffradikale werden bei der Aktivierung auch nach aul3en abgegeben, was
zusatzlich zur Abtotung adharenter, noch nicht phagozytierter Bakterien fuhrt. Au-
Rerdem haben von Phagozyten gebildete reaktive Sauerstoffmetabolite auch eine

groke Bedeutung als Mediatoren von nichtinfektidsen Entziindungsprozessen. 1+ #*

114]

Der Beginn der Phagozytose geht einher mit einer Reihe energieintensiver Prozesse,
die den Sauerstoffverbrauch der Granulozyten sehr schnell deutlich erhéhen. Dazu
gehoren neben der Freisetzung mikrobizider Enzyme, wie Lysozym und Proteasen
aus den Granula insbesondere auch die intrazellulare Bildung reaktiver Sauerstoff-
radikale. Wegen des hiermit verbundenen plétzlich erhdhten Sauerstoffverbrauchs
werden diese Vorgénge als ,respiratorischer Burst* bezeichnet °!. Die dafiir notwen-
dige Energie wird durch den Pentosephosphat-Zyklus bereitgestellt, dessen Aktivitat
drastisch zunimmt. Es wird NADPH gebildet, das dazu dient, an membranstandigem
Zytochrom (Cytochrom b-245) gebundenen molekularen Sauerstoff zu reduzieren.
Diese Reaktion wird von der NADPH-Oxidase katalysiert, einem membranstandigen
Enzym, das sowohl in der Zellmembran als auch in der Membran der Granula zu fin-

den ist.

Molekularer Sauerstoff wird mit Hilfe der NADPH-Oxidase in Superoxidanion ("O2)

umgewandelt. In weiteren Reaktionen werden Wasserstoffperoxid (H,O), Singulett-
sauerstoff ("O,) und Hydroxylradikal ("OH) erzeugt '® > 7%l Die letzteren beiden

Sauerstoffmetabolite sind stark wirksame Mikrobizide. Zuséatzlich bildet die Kombina-
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tion von Peroxiden, Myeloperoxidase und Halogeniden ein wirksames Halogenie-

rungssystem, das Bakterien und Viren zerstéren kann 2% 38 40. 93,

Phagozytose
] Mikroorganismus
E] Opsonierung
] — Adhérenz

Ingestion

Degranulierung
Oxidative Reaktion

Abtétung
Kationische Proteine

Reaktive Sauerstoffmetabolite
Digestion

P Phagosom, GA Golgiapparat,
G Granula, PL Phagolysosom

Abb. 1:  Schematischer Ablauf der Phagozytose

1.2.2. Mechanismen der Radikalbildung in stimulierten neutrophilen Granulo-
zyten

Die Bildung der Sauerstoffmetabolite beginnt mit der Erzeugung des Superoxidanion-

radikals ("O, ) durch NADPH-Oxidase unter Energieverbrauch.
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 Plasma- .
. membran 4 Of
NADP ::. i :::: T 002 S H202 <\\\\\
. NADPH- ocCl
Oxidase |
NADPH+H*~" T 1 ~ 0,

Abb. 2: Phagozytose: Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite

Durch die anschlieRende Reduktion von O, durch spontane Dismutation wird Was-

serstoffperoxid (H2O,) produziert:

‘0O +°05 +2HY — H,0,+0,

Diese Reaktion wird durch die Wirkung von Superoxiddismutase (SOD) beschleunigt.
Hydroxylradikal wird im wesentlichen uber zwei Reaktionswege erzeugt: Durch die
Eisen-katalysierte Haber-Weiss-Reaktion und/oder durch die Reaktion des Super-
oxidanions mit Hypochlorit, das im Myeloperoxidase-H,O»-Halidsystem entsteht
(Abb. 3).

Die eisenabhangige Haber-Weiss-Reaktion besteht aus zwei Teilreaktionen. Zu-
nachst wird in der Zelle vorhandenes dreiwertiges Eisen mit Hilfe von Superoxidanion
zu zweiwertigem Eisen reduziert. Das dabei entstehende zweiwertige Eisen wird mit
Hilfe von Wasserstoffperoxid wieder zu dreiwertigem Eisen oxidiert, wobei als Reak-
tionsprodukt Hydroxylradikal entsteht. Damit wirkt Eisen in dieser Reaktion als Kata-
lysator der Umwandlung von Superoxidanion und Wasserstoffperoxid zu Hydroxylra-
dikal und Sauerstoff "* %7l Eisen steht unter physiologischen Bedingungen in der
Zelle sowohl in zwei- als auch in dreiwertiger Form ausreichend zur Verfigung. Au-
Rerdem wird es von den neutrophilen Granulozyten zusatzlich bei der Phagozytose

aus Bakterien gewonnen, die iiber einen hohen Eisengehalt verfigen °.
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Fe*" - katalysierte Haber-Weiss-Reaktion
FO;XFG%X "OH + OH~
0, Fe? H,0,
Myeloperoxidase - H,0O, - Chlorid - System
H202 CI- DOH
M X
H,0 ocr jox
Abb. 3: Zwei Wege zur Bildung von Hydroxylradikalen

Bei dem zweiten genannten Reaktionsweg reagiert Wasserstoffperoxid mit Chlorid,

das ausreichend in der Zelle vorhanden ist, was zur Entstehung des hochtoxischen
und mikrobizid wirksamen Hypochlorits (OCI') fiihrt, das mit Amino- und SH-Gruppen

reagieren kann. Die Entstehung von Hypochlorit wird von der Myeloperoxidase
(MPO) katalysiert, einem Enzym, das wahrend der Phagozytose aus den azurophilen
Granula neutrophiler Granulozyten freigesetzt wird % %4 Hypochlorit seinerseits
kann, abgesehen von seiner direkten mikrobiziden Wirkung, auch mit Superoxid zu

Hydroxylradikal reagieren *®!.

Durch eine Stérung der Sauerstoffradikalproduktion werden Abtétungsdefekte her-
vorgerufen, was zu heterogenen Krankheitsbildern fuhrt. Die Sauerstoffradikalbe-
stimmung kann naturlich nur einen Teilaspekt der komplexen Vorgange bei der Pha-
gozytose beleuchten. Nicht mit der Radikalproduktion zusammenhangende Ursachen
von Phagozytosedefekten konnen beispielsweise Motilitatsstérungen der neutrophi-
len Granulozyten und das Fehlen von Adharenzproteinen oder Komplementrezepto-

ren sein.
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1.3. Elektronenspinresonanzspektroskopie

1.3.1. Grundlagen der Methode

Die Elektronenspinresonanzspektroskopie (EPR-Spektrometrie) ist ein Spektrosko-
pie-Verfahren im Mikrowellenbereich, das zur Strukturuntersuchung verschiedener
paramagnetischer Substanzen verwendet wird. Es beruht auf der 1945 von Zavoiski
experimentell entdeckten elektronenparamagnetischen oder Elektronenspinresonanz
an paramagnetischen Stoffen. Als paramagnetisch werden Stoffe bezeichnet, die ein
magnetisches Moment haben und deshalb auf du3ere Magnetfelder reagieren kon-
nen. Das sind im wesentlichen Stoffe, die unpaarige Elektronen enthalten. Der Spin
solcher Elektronen wird nicht vom gegensatzlich ausgerichteten Spin eines anderen
Elektrons kompensiert und kommt deshalb als magnetisches Moment makroskopisch

zur Geltung .

Wird an eine paramagnetische Substanz von aulden ein starkes Magnetfeld angelegt,
richten sich die unpaarigen Elektronen in zwei unterschiedlichen Energiezustanden
aus, die dem gegensatzlich ausgerichtetem Spin (- 2 und + %2) entsprechen (Zee-
mann-Effekt). Dabei entspricht der Spin von - 2 der Ausrichtung der Elektronen in
Richtung des Magnetfeldes und dem niedrigeren Energiezustand, der mit hoher
Wahrscheinlichkeit eingenommen wird, der Spin von + %2 der entgegensetzten Aus-
richtung und dem hoheren Energiezustand der Elektronen. Der Abstand dieser Ener-

giezustande ist der Feldstarke des angelegten Magnetfeldes proportional:
AE =y -Hiy=h-v

wobei AE die Energiedifferenz, y das Produkt aus g-Faktor (siehe unten) und Bohr-
schem Magneton ug, Hy die Feldstarke, h das Plancksche Wirkungsquantum und v

die Frequenz bezeichnen.

Bei Einstrahlung einer elektromagnetischen Welle mit der Frequenz v, die der Diffe-
renz dieser Energiezustande entspricht, tritt eine Resonanz-Absorption durch die E-
lektronen mit dem niederen Energiezustand auf, die dadurch in den héheren Zustand
versetzt werden. Die sich daraus ergebende Energiedifferenz kann analog der Licht-
absorption in der Spektroskopie gemessen werden. Unterschiedliche paramagneti-
sche Substanzen werden durch ein unterschiedliches Verhaltnis von Absorptionsfre-

quenz zu magnetischer Feldstarke charakterisiert und konnen damit mit Hilfe des
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Spektrums quantifiziert werden. Dieses Verhaltnis geht als sogenannter g-Faktor in

die obige Gleichung ein.

Der g-Faktor hangt von der Elektronen-Konfiguration des gemessenen Radikals oder
lons ab und gibt somit eine erste Information Gber die Probe. Weitere Informationen
gewinnt man durch den Effekt der sogenannten hyperfeinen Wechselwirkung. Damit
ist die Wechselwirkung des Elektrons mit benachbarten Atomkernen gemeint, die
ebenfalls ein magnetisches Moment besitzen. Jeder dieser Atomkerne verandert die
Resonanzfeldstarke ein wenig. Da diese Anderung, abhangig von der Orientierung
des magnetischen Moments des Atomkerns, in beide Richtungen gehen kann, wird
im Endeffekt das Absorptionsmaximum in eine Reihe von Maxima aufgespaltet, die
sich symmetrisch um die durch den g-Faktor bestimmte Feldstarke gruppieren. Aus
Anzahl der Aufspaltungen und GrofRe der Verschiebungen kénnen Informationen -

ber den Aufbau der beteiligten Molekule und lonen gewonnen werden.

Um ein moglichst vollstandiges Absorptionsspektrum flr eine Probe zu erhalten, muf}
eine der beiden veranderlichen GroRen (Feldstarke des Magnetfeldes und Frequenz
der Mikrowelle) kontinuierlich Uber den gesamten maoglichen Bereich verandert wer-
den, wobei die zweite GroRe konstant gehalten wird. Anders als bei der klassischen
Spektroskopie wird bei der EPR aus versuchstechnischen Grinden nicht die Wellen-
lange der Strahlung geandert, um die Absorptionsmaxima zu finden. Statt dessen
wird bei gleichbleibender Wellenlange die Starke des Magnetfeldes kontinuierlich
geandert (,gesweept”). Da die Energiedifferenz zur Feldstarke proportional ist, hat
das den gleichen Effekt wie die Anderung der Wellenlange. Die Feldstarke, bei der

ein Absorptionsmaximum entsteht, wird als Resonanzfeldstarke bezeichnet.

Zu den Stoffen mit paramagnetischen Eigenschaften zahlen auch die freien Radikale.
In der vorliegenden Arbeit wird die EPR-Methode zur Bestimmung verschiedener
Sauerstoffradikale verwendet. Dabei wurde die Melprobe in einer Quarzkivette in
das Zentrum des erzeugten Magnetfeldes gebracht und von einer elektromagneti-
schen Welle (v = 10" Hz) bestrahlt, die in einer Mikrowellenbricke erzeugt wurde.
Wahrend der Messung wurde das Magnetfeld kontinuierlich in einem fur die zu be-
stimmenden Radikale relevanten Bereich (von 3420 bis 3500 G) geandert. Um Mel}-
fehler zu reduzieren, wurde jede Messung mehrfach (20 oder 40 mal) durchgefihrt
und das aus diesen Messungen resultierende akkumulative Spektrum ausgewertet.
Aus der Feldstarke der Resonanzstellen des gewonnenen Absorptionsspektrums lafdt

sich auf die Art der enthaltenen Radikale schlieRen, die Flache unter dem Resonanz-

16



signal entspricht der Konzentration der Radikale, die Intensitat des Signals ist dazu

proportional [94, 140, 141, 150, 151]

1.3.2. Die Spin-Trapping-Technik

Sauerstoffradikale haben zwar paramagnetische Eigenschaften und sind deshalb
grundsatzlich ein geeignetes Substrat fir die Bestimmung mit der EPR-Spektro-
skopie. In der Praxis wird ihre Bestimmung aber durch ihre Instabilitat stark er-
schwert. Die Radikale werden sofort nach ihrer Entstehung wieder in weniger reaki-
ve Verbindungen umgewandelt — bei der Zersetzung von Mikroorganismen, bei wei-
terfUhrenden intrazellularen Reaktionen oder durch den Abbau Uber verschiedene
enzymatische Reaktionen zum Schutz der eigenen Zelle. Diese Reaktionsfreudigkeit
fuhrt zu einer sehr geringen Halbwertzeit, die eine genaue quantitative Erfassung
praktisch unmdglich macht. Die Halbwertzeit fur das Hydroxylradikal betragt bei-

spielsweise nur 10 s, die fiir Singulettsauerstoff 10° s %84,

Ein Ausweg aus diesem Problem wurde mit der Verwendung der Spin-Trapping-
Technik gefunden %% %3 Diese Technik benutzt bestimmte diamagnetische Sub-
stanzen (Spinfallen oder Spintrap-Molekule), die mit den freien Radikalen reagieren
und ein relativ stabiles Produkt — das Spinaddukt — bilden, das mit Hilfe der EPR er-
falt werden kann. Das Spektrum, das fur ein solches Addukt gemessen wird, ist da-
bei sowohl von der Art des Spintrap-Molekuls als auch von den Eigenschaften des
gebundenen Radikals abhangig. Die genaue Bestimmung des gebundenen Radikals
ist gerade in biologischen Systemen, wo eine Vielzahl verschiedener Radikale
gleichzeitig auftreten, unabdingbar. Die Unterscheidung verschiedener Radikale wird
dabei durch die oben beschriebene hyperfeine Aufspaltung der Spektrallinien ermdg-

licht, die fur jedes Addukt ein charakteristisches Muster erzeugt.

Jansen, Evans und einige andere Forscher untersuchten eine ganze Reihe von
Spintrap-Molekilen und bestimmten die Reaktionskonstanten fur deren Reaktion mit
verschiedenen Radikalen > 4 Insbesondere wurden auch die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Spintrap-Molekile o-4-Pyridyl-1-oxid-N-tert-butylnitron (4-POBN)
und 5,5-Dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO) (beide gehoéren zu den Nitronen) unter-
sucht, die eine hohe Sensitivitét fiir Radikale zeigen "33 %2,

Britigan, Cohen und Rosen etablierten eine Spin-Trapping-Technik fur die Bestim-

mung von Hydroxylradikal und Superoxidanion bei stimulierten Neutrophilen 24 2° 26

17



%41 Das Spintrap-Molekiil DMPO bildet mit Superoxid das Addukt DMPO-OOH und
mit Hydroxylradikal das Addukt DMPO-OH. Durch die Zugabe von DMSO (das bei
der verwendeten Konzentration keinen relevanten Einflul auf die Funktion der
Neutrophilen hat) stabilisiert sich das Addukt DMPO-OOH. In der Anwesenheit von
DMSO reagiert DMPO mit Hydroxylradikalen und bildet das stabile Addukt DMPO-
CHs [#27:28. 291 Djese Methode wird auch in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung

von Superoxidanion verwendet.

DMPO‘CH3

Abb. 4: Reaktionsschema zur Bildung des DMPO-Spintrap-Adduktes in Gegenwart von
DMSO

Ramos, Rosen et al. verwendeten zur Bestimmung von Hydroxylradikalen das
Spintrap-Molekiil 4-POBN in Verbindung mit Ethanol ['*°!. Dieses System reagiert viel
empfindlicher auf Hydroxylradikale als die vorher verwendeten Spintrap-Molekule
Phenyl-t-butylnitron (PBN) und DMPO. So konnten damit Radikale bei stimulierten
Neutrophilen sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Eisen detektiert
werden, wahrend mit anderen Methoden in Abwesenheit von Eisen keine Radikale
nachgewiesen werden konnten P%. In unserer Arbeit wird diese Methode zur Be-
stimmung von Hydroxylradikalen verwendet. Mit dem Spintrap-Molekul a-4-Pyridyl-1-
oxid-N-tert-butylnitron (4-POBN) bildet das freie Hydroxylradikal in Gegenwart von
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Ethanol das stabile a-Hydroxyethyl-Addukt des Spintrap-Molekils POBN (4-POBN-
CH(CHs)OH) 2+ 131,

4-POBN, EtOH O‘N/() ?2”5
*OH L _ CH—ITI—C(CH

*0

3)3

Abb. 5: Bildung des 4-POBN-OH-Addukts in Gegenwart von Ethanol

Das Spintrap-Molekil DMPO hat sich in nichtzellularen Systemen gut etabliert.
Buettner und Jurkiewicz beschrieben in ihrer Arbeit die Bildung der DMPO-OOH-
Addukte, die von der Xanthinoxidase katalysiert wird 2. So wird die Oxidation von
Hypoxanthin zu Harnsaure beschleunigt und Wasserstoffperoxid und Superoxid frei-
gesetzt. Das macht dieses System fur unsere Studien attraktiv, wo es zur parallelen
Untersuchung des Einflusses von Retinoiden und Carotinoiden in stimulierten
neutrophilen Granulozyten eingesetzt wird. Die Xanthinoxidasereaktion lauft

folgendermalien ab:

2HX +0, —» ‘05 + 2X

2X+0y ——» 2UA+°0Oy

wobei HX Hypoxanthin, X Xanthin und UA Harnsaure bezeichnen. Durch die Hypo-
xanthin-Xanthinoxidase-Reaktion wird Superoxidradikal freigesetzt. Die spontane
Superoxiddismutation produziert aus Superoxidanion Wasserstoffperoxid, welches in
Anwesenheit von Fe?* {iber die Eisen-katalysierte Fenton-Reaktion zur Bildung von
Hydroxylradikal fiihrt 24 107 108l

FeZ* + HyO, — Fe®* + OH™ + "OH

Diese Methoden waren die Grundlage fur die Untersuchung des Einflusses von Reti-
noiden und Carotinoiden auf die Freisetzung von Sauerstoffradikalen in Zymosan-

stimulierten neutrophilen Granulozyten.
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1.4. Retinoide

1.4.1. Definition

Retinoide sind naturlich vorkommende oder synthetische Abkommlinge des Vitamins
A (Retinol). Sie sind durch eine ahnliche biologische Aktivitat wie ihre Muttersubstanz
charakterisiert. Ebenso wie Retinol sind sie lipophil und haben eine hormonartige
Wirkung auf verschiedene biologische Prozesse. Die Entdeckung der extra- und in-
trazellularen Transportproteine fur Retinoide und zuletzt der Retinoidrezeptoren deu-

tet auf eine spezifische biologische Aktivitat hin * °°L.

Die Definition der Retinoide hat sich im Laufe der Jahre gewandelt. Ursprlinglich
wurden als Retinoide eine Gruppe von naturlich vorkommenden oder synthetischen
Abkommlingen des Vitamins A (Retinol) bezeichnet, die eine bestimmte chemische
Struktur (vier Isoprenoideinheiten in einer Kopf-Schwanz-Struktur) aufweisen. Nach
der Entdeckung der Retinoidrezeptoren wurde die Definition auf Substanzen erwei-
tert, die eine spezifische biologische Wirkung durch die Bindung an diese Rezeptoren
und deren Aktivierung verursachten. Mittlerweile sind allerdings auch Retinoide be-

kannt, deren biologische Wirkung auf anderen Mechanismen beruht %!,

Heute werden Retinoide als kleinmolekulige Hormone definiert, die in einer Reihe
fundamentaler biologischer Funktionen involviert sind. So modulieren sie die zellulare
Proliferation und Differenzierung und regulieren die Apoptose. Wegen ihrer Teilnah-
me an vielen physiologischen Prozessen haben die Retinoide ein klinisches Potential
auf mehreren therapeutischen Gebieten. Zu den Retinoiden werden heute Retinol
selbst, Retinal und seine Isomere, die Retinylester, all-trans-, 9-cis- und 13-cis-
Retinsaure sowie weitere verwandte Substanzen gezahlt, die fur ihre vielfaltige biolo-
gische Wirkung insbesondere auf Wachstum und Differenzierung bekannt sind. Zu
den neuesten synthetischen Retinoiden zahlen die Tazarotene, die eine spezifische

Wirkung auf einzelne Retinoidrezeptoren haben 9 72 90. 1811

1.4.2. Vorkommen und Bedeutung

Retinoide wirken unter anderem als Regulatoren, die das funktionelle Gleichgewicht
von Proliferation und Differenzierung der Zellen auf genetischer Ebene regulieren

und aufrechterhalten. Im adulten Organismus wirken Retinoide z.B. als Schutz-
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faktoren vor maligner Entgleisung " ”!. So wurden Retinoide erfolgreich bei der Be-
handlung pramaligner Tumore und bei der Reduzierung der Inzidenz sekundarer
Tumore eingesetzt, wahrend fur R-Carotin (s.u.) eine ahnliche Aktivitat nicht gefun-
den werden konnte P'". Auch eine Wirkung auf das Immunsystem (sowohl immun-
supprimierende als auch immunstimulierende Aktivitdten) kann fur die Retinoide
nachgewiesen werden ®°!. Die vielféltige Wirkung der Retinoide schaffte die Voraus-
setzung fur neue therapeutische Konzepte sowohl in der Dermatologie als auch auf
anderen Gebieten. In besonderem Malie betrifft das die Onkologie, wo es inzwischen
reale Moglichkeiten der Behandlung maligner Erkrankungen mit Retinoiden gibt,

normalerweise in Kombination mit anderen Medikamenten, wie Zytokinen und Zytos-
tatika [7, 10, 106, 112].

Die therapeutische Anwendung von Retinoiden in der Dermatologie beruht letzt-
endlich ebenfalls wesentlich auf der regulierenden Wirkung, die sie auf Differen-
zierung und Proliferation ausuben. So verstarken Retinoide wie Acitretin und Etretinat
die Differenzierung der Keratinozyten und hemmen die Proliferation in der Basalzell-
schicht. Diese Wirkungen sind allerdings nicht einheitlich; verschiedene Retinoide
konnen teilweise auch entgegengesetzte Wirkungen haben. Unterschiedliche Reti-
noide konnen dosisabhangig und zeitabhangig einerseits zu einer mehr embryonalen
Redifferenzierung als auch andererseits zu einer kurzfristigen Proliferationssteige-
rung fuhren. Abhangig von der Affinitat der einzelnen Retinoide zu den verschiede-
nen Retinoidrezeptoren kdonnen Einflisse Uber die Basalzellschicht hinaus auf die

Ein- und Abschaltung von Genen in differenzierten Keratinozyten auftreten 1% 109 164
168, 186]

Sie fuhren darUber hinaus — entsprechend ihren immunmodulatorischen Funktionen
— zum Abklingen der dermalen Entziindung ®” '*4. Das Hauptgebiet der klinischen
Anwendung von Retinoiden liegt bei der Therapie der Psoriasis, verschiedener Ge-
nodermatosen und der schweren Akne " % U |n letzter Zeit werden Retinoide
auch zur Behandlung einer Reihe weiterer Erkrankungen eingesetzt; dazu gehoren
insbesondere Autoimmunerkrankungen, wie kutaner Lupus erythematodes, Lichen
planus und bullése Dermatosen sowie Erkrankungen aus der Dermatoonkologie wie

Plattenepithel-Karzinom, multiple Basaliome und Lymphome "% 76 8],

Der Einsatz der Retinoide allein oder in Kombination mit anderen Behandlungs-
modalitaten (Cignolin, Vitamin D3-Derivate, Teer, UVA, UVB, Psoralen-UVA, Bade-
PUVA, Balneo-Phototherapie) hat in besonderer Weise zum Fortschritt der Behand-
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lungseffektivitat bei der Psoriasis beigetragen. Die Kombinationstherapie wirkt
schneller bei verminderter Dosis als die Monotherapie und zeigt daher weniger Ne-

benwirkungen 137: 8687131, 154]

Durch den Einflul® auf Proliferation, Keratinisierung und Differenzierung epithelialer
Zellen, durch die Modulation der zellularen und humoralen Immunantwort wie auch
durch die antiinflammatorischen Wirkungen, z.B. auf die Arachidonsaurekaskade und
die Neutrophilenaktivitat, eignen sich Etretinat bzw. Acitretin insbesondere zur Be-
handlung verschiedener Dermatosen wie Psoriasis vulgaris, vor allem erythroderma-
tischer und pustuldser Formen ®* ®°. Der Signaltransduktionsweg lber zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) reguliert sowohl die Keratinozytendifferenzierung
und das Wachstum, wie auch inflammatorische Reaktionen. Es wurde darlUber be-
richtet, dal® cAMP-Veranderungen am psoriatischen Gewebe durch Retinoide norma-
lisiert werden kdénnen !'3® %81 Der neutrophile Granulozyt wird in seiner Funktion
beeinfluit & 1% 1931 |sotretinoin wird in weiteren Indikationen auch alternativ zu Etreti-
nat/Acitretin bei der pustuldésen Psoriasis eingesetzt und kann auch mit PUVA kom-
biniert werden ¢ "1 |m Gegensatz zu Acitretin scheint Isotretinoin starker auf reak-
tive Oxygenspezies (ROS) einzuwirken, die im Rahmen der massiven Infiltration mit

Neutrophilen bei der psoriatischen Epidermis eine wesentliche Rolle spielen.

Isotretinoin ist zur Zeit das am starksten wirksame Medikament bei der schweren
Akne. Es zeigt sebosuppressive, komedolytische, antikomedogene sowie antiinflam-
matorische Wirkung. Es wird bei der Akne conglobata, der Kndtchenform der Akne
papulopustulosa, der Akne-Tetrade sowie bei den schweren Verlaufsformen der Ro-
sacea, wie Rosacea conglobata eingesetzt, und ist auch bei der gramnegativen Folli-

kulitis nicht mehr wegzudenken 16 123 138,172, 181]

1.4.3. Pharmakokinetik und Wirkmechanismen

Retinoide sowie Vitamin A werden im Gastrointestinaltrakt resorbiert ['*®!. Im Plasma
werden sie von spezifischen Retinol-bindenden Proteinen (RBP) zu den Geweben
transportiert. Die intrazellullare Aufnahme erfolgt durch Diffusion. Durch zwei Oxida-

tionsschritte wird Retinol Uber Retinaldehyd in Retinsaure umgewandelt.

Intrazellular Ubernehmen die zellularen Retinol-bindenden Proteine (CRBP) die
Transportfunktion des RBP im Plasma. Das Retinol wird mit Hilfe von CRBP-1 und
NADP*-abhangiger Retinoldehydrogenase zu Retinaldehyd oxidiert. Retinaldehyd
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wird in einer irreversiblen Reaktion mit Hilfe der NADP*-abhangigen Retinaldehydro-
genase zur all-frans-Retinsaure, dem aktiven natirlichen Retinoid im Gewebe, oxi-
diert. Die all-trans-Retinsaure wird teilweise zur 13-cis- und 9-cis-Retinsaure isomeri-

siert 8%,

o
Lebher- D
Mlkrnsnmen
NN OH COOH

Alltrans-Retinsiure 13-cis-Retinséure

CDOH
9-cis-Retinsaure

B,

2
~ COOH

9,13-Di-cis-Retinsiure

Abb. 6: Retinsdure-Isomerisation

Retinoide Uben ihre Wirkung auf die Zielzelle durch die Aktivierung von nuklearen
Retinoidrezeptoren aus. Zwei grof3e Familien von Retinoidrezeptoren sind bekannt:
RAR und RXR sowie deren Isoformen 2! 192191 gje werden vorwiegend in der Haut
in Form von Dimeren, Homodimeren und Heterodimeren exprimiert. Die Retinoidre-
zeptoren zeigen unterschiedliche Affinitaten fir die verschiedenen Retinoide, so zeigt
z.B. RAR eine hohe Affinitat fur die all-trans-Retinsdure und RXR fur die 9-cis-
Retinsaure. Der Retinsdure-Rezeptor-Komplex aktiviert Gene mit dem Retinsaure-
Response-Element (RARE), was die Transkription (MRNS-Synthese) dieser Gene
und die Translation (Proteinsynthese) auslost und somit zur Retinoidwirkung auf Pro-

teinebene fuhrt 1 21- 41,90, 18]

Die Dermatologie verfiigt iiber mehrere Generationen von Retinoiden. Zu den Retinoiden der
ersten Generation gehoren nichtaromatische Substanzen wie Tretinoin (all-frans-Retinsdure)

[46.85] ' 711 den Retinoiden der zweiten Generation zihlen

und Isotretinoin (13-cis-Retinsdure)
die monoaromatischen Retinoide wie Etretinat, Acitretin und Monotretinoid [1.100] "7r dritten
Retinoidgeneration gehdren polyaromatische Substanzen wie die Arotinoide und Adapelene
(1241 Eine vielversprechende neue Generation der synthtischen Retinoide bildet die Gruppe
der Tazarotene. Verschiedene Vertreter dieser Gruppe haben eine spezifische Affinitit entwe-

der zu den RXR- oder zu den RAR-Rezeptoren. Sie modulieren verschiedene pathogene Fak-
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toren der Psoriasis — die Hyperproliferation der Keratinozyten, die anormale Differenzierung
der Keratinozyten und die Infiltration inflammatorischer Komponenten in die Haut — und

werden in der topischen Anwendung bei der Therapie von psoriatischen Plaques eingesetzt |2

90, 116]
CH;0
Etretinat (gll-trans) [Ro 10-9359]
é
W CooH ﬁ\—)\/\)‘j
Acitretin (all-trans) [Ro 10-1670] cis-Acitretin [Ro 13-?652}

Abb. 7: Stoffwechselwege fiir Etretinat und Acitretin

In der Dermatologie werden derzeit die beiden oral anwendbaren Retinoide Isotreti-
noin (Roaccutan) und Acitretin (Neotigason) eingesetzt, aulerdem topische Retinoi-
de wie die all-trans- und die 13-cis-Retinsaure, der aromatische Ester Monotretinoid
und Drittgenerations-Retinoide (polyaromatische Substanzen) wie Adapalen (Diffe-
rin). ! 811321 " |sotretinoin wird sowohl topisch wie auch systemisch vornehmlich bei
Akne eingesetzt. Acitretin fand seine Anwendung in der Dermatologie insbesondere
bei Psoriasis, Genodermatosen und bei Indikationen in der Dermatoonkologie. Taza-
rotene wie das Benzylretinoid AGN 190168 werden unter anderem in der topischen

Anwendung bei Psoriasis eingesetzt.
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1.5. Carotinoide

1.5.1. Vorkommen und Bedeutung

R-Carotin (Provitamin A) wird in der Pravention der Haut vor UV-Schadigungen zu-
sammen mit anderen Vitaminen (Vitamin C und E, Thiole) eingesetzt. Die Supple-
mentierung mit 3-Carotin in Kombination mit topischer Anwendung bildet einen effi-
zienten Schutz gegen Entziindungsvorgange und UV-induzierte Hautalterung ®°. k-
Carotin kann aktivierte Sauerstoffverbindungen durch Quenchen deaktivieren und die
Bildung freier Radikale hemmen. Diese Fahigkeit kann die Schaden verhindern, die
durch reaktive Radikale auf DNS-Ebene sowie an Proteinen, Kohlenwasserstoffen
und Lipiden hervorgerufen werden. Ebenfalls in der Literatur diskutiert wird der direk-
te EinfluR von B-Carotin auf das Immunsystem . So wurden eine Stimulation von
Lymphozyten in vitro "°® % und ein protektiver Effekt bei UV-induzierten Schadi-
gungen des Immunsystems "' gefunden. Gollnick, Biesalski et al. " °® konnten
erstmals in vivo zeigen, dald eine orale Supplementierung mit 3-Carotin tber einen
Zeitraum von 10 Wochen UV-induzierte Veranderungen beeinflussen kann. R-Carotin
verringert die Erythembildung, fihrt zu einem signifikanten Anstieg der epidermalen
Langerhanszellen, starkt die Immunabwehr der Haut, vermindert die Lichtempfind-
lichkeit sowie hemmt den UV-induzierten Abfall der Recall-Antigene. Gleichzeitig
nimmt unter naturlichem Sonnenlicht die B-Carotin-Konzentration in der Haut und im

Plasma deutlich ab '* &1,

Carotinoide verstarken die Immunabwehr, indem sie die Zytotoxizitat der Makro-
phagen gegenuber Tumorzellen erhdhen, eine erhohte Lymphozytenproduktion be-
wirken und die Interferonwirkung beeinflussen *°. R-Carotin bewirkt zudem einen
Anstieg der T- und B-Zellaktivitat, wodurch die zellulare Immunantwort beeinfluf3t
wird. Die epidermale Langerhanszelldichte steigt signifikant an. In mehreren Studien
wurde zudem eine antikancerogene Wirkung nach R-Carotin-Konsumierung gefun-
den. Diese Wirkung kdonnte auch auf den Einfluy von B-Carotin auf die Immunabwehr

zuriickgefiihrt werden [ 112093,

Andere Ergebnisse in Hinsicht auf die antikancerogene Wirkung von R-Carotin haben

zwei Studien erbracht, bei denen eine 3-Carotin-Supplementation im Vergleich zum

Placebo negativ ausfiel, d.h. dal3 z.B. mehr Lungenkarzinome in der supplementier-

ten Gruppe als in der Placebo-Gruppe auftraten. Die publizierten Ergebnisse lassen
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eine selektive Aufregulation von Retinoidrezeptoren annehmen, die sich negativ auf

die Eliminierung maligner Zellen oder transformierter Zellen auswirken kénnte 7.

Anders als bei diesen langzeitsupplementierten Gruppen wird im Rahmen der UV-
Protektion nur eine mehrwdchige Supplementation vor und wahrend der Exposition
gegenuber UV-Licht angestrebt. Der Verbrauch von Antioxidantien unter UV-
Strahlung ist belegt. Sowohl im Serum als auch in der Haut fallen die Spiegel fur 3-

Carotin, alpha-Tocopherol und Ascorbinsaure ab 74957681,

1.5.2. Pharmakokinetik und Wirkmechanismen

3-Carotin gehort zur groRen Gruppe der Carotinoide, von denen etwa 50 Provitamin-
A-Aktivitat besitzen. Der Verzehr von Gemuse und Obst stellt die Hauptquelle fur 3-
Carotin und andere Carotinoide im Organismus dar. Die Carotinoide sind fettlosliche
Substanzen, die im Dinndarm resorbiert werden. Ein Teil der Carotinoide wird in den
Intestinalzellen mit Hilfe der R-Carotin-15,15-Dioxygenase gespalten und zu Retinol

und Retinaldehyd metabolisiert:

Retinol
R-Carotin —— Retinal <:
Retinsaure

Die umgewandelten Carotinoide zeigen eine antiproliferative und differenzierende
Wirkung. Der Transport der intakt resorbierten Carotinoide im Blut erfolgt in den Li-
poproteinen, gespeichert werden sie im Fettgewebe und der Leber. In der Haut ist 3-
Carotin in der Epidermis am starksten konzentriert (2,2 pg/g). In der Dermis betragt
die Konzentration etwa 0,7 pg/g und in der Subcutis wird eine Konzentration von et-
wa 1,9 pg/g gemessen. In den Zellen sind Carotinoide Bestandteil von Membranen
und tragen durch ihre antioxidative Wirkung zur Membranstabilisierung bei. Nach der
Aufnahme der Carotinoide mit der Nahrung zeigen insbesondere vier Isomere eine

biologische Wirkung: die all-trans-, 9-cis-, 11-cis- und 13-cis-lsomere %% 170,

Die antioxidative Wirkung der Carotinoide geht auf ihre Fahigkeit zum Inaktivieren
(Quenchen) aktivierter Sauerstoffverbindungen zurtick. Dabei reagieren sie insbe-
sondere mit hoch reaktivem Singulettsauerstoff, der dadurch in die wenig reaktive
Grundform umgewandelt wird, und geben danach die dadurch gewonnene Energie
als Warme wieder ab. So kénnen sie dazu beitragen, dal} die Bildung freier Radikale

gehemmt wird 18 129,

26



Die Effekte von R-Carotin sind ganz wesentlich auf die Verhinderung der durch Pho-
tooxidation ausgelosten Zellzerstorungen durch seine antioxidative Wirkung zuruck-
zufuhren, und weniger, wie ursprunglich angenommen, auf die Absorption von Licht
durch die Verfarbung der Haut. R-Carotin kann nicht nur Singulettsauerstoff quen-
chen, sondern tragt auch zur Hemmung der durch Singulettsauerstoff ausgelésten
Lipidperoxidation und der damit verbundenen schadigenden Wirkungen bei. In die-
sem Fall agiert 3-Carotin nicht durch Deaktivierung, sondern als sogenannter Sca-
venger — es bindet sich an die Peroxylradikale, wobei seine Polyenkette gebrochen
wird, und bildet mit ihnen, besonders bei niedrigen Sauerstoffpartialdriicken, reso-
nanzstabilisierte Radikale. [3-Carotin erganzt so die Wirkungsweise anderer, endoge-
ner (z.B. Superoxiddismutase, Glutathionreduktase) oder exogener Antioxidantien

(Tocopherol, Selen) % 91611

Auch die bereits angesprochenen immunologischen Effekte der Carotinoide kdnnen
teilweise auf ihre antioxidative Wirkung zurtickgefuhrt werden. So verhindern sie bei-
spielsweise die hemmende Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies auf die Aktivitat
der T-Lymphozyten sowie auf die spontane und chemotaktische Migration von
neutrophilen Granulozyten und tragen damit zu einer Normalisierung der Funktion

des Immunsystems bei "%,
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Bei der Vorbereitung von Zellsuspensionen, der Messung von Sauerstoffradikalen in
Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten und von durch die Xanthinoxidase-
Reaktion freigesetzten Sauerstoffradikalen sowie bei der Untersuchung des Einflus-
ses von Retinoiden und R-Carotin auf die genannten Messungen wurden folgende

Chemikalien und Substanzen verwendet:

Puffer und Lésungen
PBS-Dulbecco’s (pH=7.3) Gibco BRL
Polymorphprep (13,8 % Sodium Metrizoate + 8 % |Nycomed
Dextran, Osmolaritat 460 mOsm) Pharma

Chemikalien

DTPA (Diethylentriaminpentaacetat) Sigma
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
Absolutes Ethanol Sigma
Zymosan (Suspension) Sigma
NaNj; (Natriumazid) Merck
FeCls.6H,0 (Eisen**-lonen) Merck
FeCl, (Eisen®*-lonen) Merck
Ammoniumchlorid (NH,4CI) Merck
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Enzyme

Superoxiddismutase (lyophilisiert, Stammlésung Boehringer

1 mg/2 ml Puffer)

Katalase (lyophiliziert, Stammldsung 1 mg/2 ml Puf- | Boehringer

fer)

Xanthin und Xanthinoxidase Boehringer
Spintrap-Molekiile

5,5-Dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO) Sigma

o-4-Pyridyl-1-oxid-N-tert-butylnitron (4-POBN) Sigma

Monoaromatische Retinoide der zweiten Generation

All-trans-9-(4-methoxy-2,3,6-trimethylphenyl)-3,7-

dimethyl-2,4,6,8-nonatetraenoic acid

Acitretin (Ro 10-1670), Neotigason

Hoffmann-La
Roche

Etretinat (Ro 10-9359), Tigason

Hoffmann-La

Roche

13-cis-Acitretin (Ro 13-7652)

Hoffmann-La
Roche

Nicht-aromatische Retinoide der ersten Generation

all-trans-Retinsaure, Tretinoin

Hoffmann-La

Roche

13-cis-Retinsaure (Ro 04-3740), Isotretinoin

Hoffmann-La
Roche

9-cis-Retinsaure

Hoffmann-La
Roche
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R-Carotin-Isomere

all-trans-3-Carotin Hoffmann-La
Roche

13-cis-R-Carotin Hoffmann-La
Roche

9-cis-R-Carotin Hoffmann-La
Roche

Photoaktivator

Psoralen (8-MOP, 8-Methoxypsoralen) Gerot Phar-

mazeutika
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2.2. Methoden

2.2.1. Herstellung der Suspensionen neutrophiler Granulozyten

Fur die Herstellung der neutrophilen Granulozytensuspensionen wurde peripher-
venoses Blut in 10 ml heparinisierten Blutrohrchen unter Standardbedingungen ab-
genommen und sofort verarbeitet. Die Granulozytenseparation erfolgte durch Dich-
tegradientenzentrifugation. Hierbei wurden 7 ml Polymorphprep mit dem frischen
Vollblut Giberschichtet und anschlieRend 30 min bei 1800 U/min zentrifugiert. Der U-
berstand und die Fraktionen wurden vorsichtig bis zum Granulozytenring abgesaugt.
Die dichte Suspension wurde mit einer feinen Pipette gewonnen, das Ubrigbleibende
Erythrozytensediment wurde verworfen. Die Granulozytensuspension wurde in 4 °C
kalte Losung von PBS (pH 7,3) in Wasser (1:1) aufgenommen, gewaschen und er-
neut 10 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Das Granulozytensediment wurde in 1 ml
frisch hergestellter 4 °C kalter Ammoniumchloridlésung (87 mg/10 ml H,O) aufge-
schwemmt, um eventuelle Erythrozytenkontaminationen zu lysieren. Nach 5 min
Einwirkzeit wurde diese Suspension erneut 10 min bei 1200 U/min zentrifugiert und
der Uberstand anschlieBend verworfen. Das 97-99 % reine Granulozytensediment
wurde in 100-300 ul 4 °C kaltem PBS (pH 7,3) zur Suspension bereitet. Die 10fach
im PBS verdiinnte Zellsuspension wurde unter dem Mikroskop in der BURKER-
Kammer auf Reinheit untersucht. Danach wurde sie mit einer Trypan-Blau-Farbung
auf ihre Vitalitat gepruft. AnschlieRend wurden die neutrophilen Granulozyten unter
dem Mikroskop mit Hilfe der BURKER-Kammer gezahlt und in 4 °C kaltem PBS
(pH 7,3) zu einer Konzentration von 1x10® Zellen/ml eingestellt. Mit diesem Verfahren
wurden aus 10 ml heparinisiertem Blut ca. 200-400 yl Granulozyten-
Stammsuspension mit 1x108 Zellen/ml erhalten, deren Vitalitat 97-99 % und deren
Reinheit 95-98 % betrug.

2.2.2. Bereitstellung von opsoniertem Zymosan

Die Stimulation der neutrophilen Granulozyten erfolgte durch Zusatz von opsoniertem
Zymosan. Hierbei handelt es sich um eine Suspension von Polysaccharid-
Bestandteilen der Zellmembran von Hefezellen. Diese wurden Uber die Komplement-

Reaktion mit C3b aus Humanserum aktiviert (opsoniert), wodurch die neutrophilen
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Granulozyten zur Phagozytose und zum Stoffwechsel verstarkt angeregt wurden. Fur
die Herstellung dieses Substrates wurde eine Zymosansuspension (15 mg/ml) in
physiologischer Kochsalzlosung 20 min lang bei 100 °C im Wasserbad gekocht und
anschliefend bei 900 U/min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 5 ml humanem
Poolserum resuspendiert, 45 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und dann zwei-
mal mit HBSS (gepufferte Salzlésung nach HANKS) gewaschen. Das opsonierte
Zymosan wurde mit einer Konzentration von 15 mg/ml in HBSS resuspendiert, ali-
quotiert, bei —196 °C schockgefroren und bei —20 °C gelagert. Unmittelbar vor der

Messung wurden die bendétigten Aliquote bei 4 °C im Kihlschrank aufgetaut.

2.2.3. Probanden und Studiendesign

Fir die in vitro-Untersuchungen (Kontrollmessungen sowie Messungen mit Zugabe
von Retinoiden oder R-Carotinoiden in Granulozytensuspensionen) wurden Blut-
proben von Blutspendern der Blutbank des Instituts flr Transfusionsmedizin und Im-
munohamatologie der Medizinischen Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitat

Magdeburg verwendet.

FiUr die in vivo-Untersuchung des Einflusses von Retinoiden auf die Bildung freier
Radikale in stimulierten neutrophilen Granulozyten wurden Blutproben von Patienten
mit Psoriasis vulgaris (Plaque-Typ) verwendet, die sich in der Klinik fur Dermatologie
und Venerologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg unter der Acitretin-
oder Acitretin/PUVA-Kombinationstherapie befanden. Wahrend dieser Therapie wird
Neotigason (Wirkstoff Acitretin, 3x10 mg/Tag) zunachst als Monotherapie angewen-
det, danach mit einer Psoralen-UVA-Phototherapie Uber mehrere Wochen kombi-

niert.

Fir die in vitro-Untersuchungen zur Psoralen-UVA-Phototherapie wurden Granulo-
zytensuspensionen (1 x 107 Zellen/ml) von Kontrollprobanden in vitro in Schalen pla-
ziert und von oben mit UVA (kumulative Dosis 0,5 — 2 J/cm?) bestrahlt. Die Bestrah-
lung wurde mit der UV-800-Lampe von Philips (315 — 400 nm, Maximum bei 355 nm,
Intensitit 7 mW/cm?) durchgefiihrt. Die Proben wurden bei konstanter Temperatur

(25 °C) sowohl mit als auch ohne Zugabe von Psoralen (0, 100, 200 ng/ml) bestrahit.

FiUr die in vivo-Untersuchung zum praventiven Einsatz von R-Carotin wurden Blut-

proben im Rahmen einer Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie entnommen. Aus

den Blutproben wurden Granulozytensuspensionen, wie oben beschrieben, gewon-
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nen und Plasma separiert. Die gesunden Probandinnen (Hauttyp Il und Ill) wurden
einer 8-wdchigen oralen Supplementierung mit Placebo oder R-Carotin (30 mg/Tag)
unterzogen. Danach wurden sie 7 Tage mit einer kontrollierten individuell angepal}-

ten sonnenahnlichen Dosis UVA bestrahlt. Die Ruhephase betrug 4 Wochen.

Ziel dieser Studie war zum einen die Untersuchung der Effekte von R-Carotin-
Supplementierung auf die Bildung freier Radikale in phagozytierenden neutrophilen
Granulozyten, zum anderen die Klarung der Frage, inwieweit 3-Carotin eine Praven-
tion von UV-Schaden bewirken kann. In Abb. 8 sind die Zeitpunkte der Entnahme der

Proben fur die Untersuchung gezeigt.

UV-Bestrahlung

3-Carotin/Placebo 3-Carotin/Placebo
Prasupplementation Supplementation Ruhephase
I I I I
| | | |
0 8 10 14 Wochen
A B CDE F G

Abb. 8: Studiendesign fiir die B-Carotin/Placebo-Prasupplementierung und —Supplemen-

tierung in Kombination mit UV A-Strahlung.

>
|

Kontrollmessung vor oraler Supplementierung

vs)
I

8 Wochen nach oraler Supplementierung mit 3-Carotin oder Placebo

C,D,E - 3.,5.und 7. Tag der UVA-Bestrahlungsphase

=9l
|

unmittelbar nach dem Ende der Bestrahlungsphase

G — 4 Wochen nach Ende der Bestrahlungsphase

Die Messung der R-Carotin-Serumspiegel erfolgte durch HPLC-Analyse (reverse
Phase) mit Hilfe der in der Klinik fir Dermatologie und Venerologie fir die klinische
Studie etablierte Methode [°®l. Das Labor ist mit einem HPLC-System der Firma Shi-
madzu (LC10-Serie) ausgestattet. Die R-Carotin-Extraktion und -Analyse erfolgten
nach der von Prof. Biesalski etablierten Methode "*. Die Proben einschlieRlich des
internen Standards (R-Carotin-Standard von Hoffmann-La Roche) wurden in der mo-

bilen Phase (Hexan 98 %, Isopropanol 2 %) aufgenommen. Die Messung erfolgte
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durch einen UV-Detektor bei 450 nm. Zur Berechnung der -Carotin-Menge wurde

die interne Standardmethode verwendet.

2.2.4. Die Elektronenspinresonanzmeftechnik

In unserem experimentellen Ansatz wurde als EPR-Spektrometer das ECS 106 der
Firma BRUKER-Analytische Meftechnik mit einem Resonator 4102 ST verwendet.
Fir die Steuerung, Kontrolle und Spektralanalyse wurde die im System integrierte
Software von BRUKER verwendet, die auf der Basis des Echtzeit-Betriebssystems
OS9 arbeitet.

Klystron - Oszillator | = ‘\_',,’/
e
=* -

b’

Phasenempf.

U Detek Gleichrichter

Resonator a—— und Verstirker

| A
Elektromagnet ‘% Elekiromagnet
_| | Modulations-
| generator
Magnetnetzgerdt

Abb. 9: Schematischer Aufbau des Spektrometers ECS 106.

Zur Anregung der Elektronen wurde eine stabile Mikrowelle mit einer Frequenz von
9,74 GHz und einer Leistung von etwa 10 mW verwendet, die in der Mikrowellen-
briicke durch den Resonator ER 4102 ST erzeugt wurde. Uber einen Hohlleiter wur-
de die Mikrowelle zum Mef3ort gefuhrt. Das erzeugte elektromagnetische Feld wurde
in einem Feldstarkebereich von 3425 bis 3495 Gauss moduliert, was einer ,sweep*-
Breite von etwa 70 Gauss entspricht. Uber diesen ,sweep*“- Bereich wurden 10 s lan-
ge Messungen gestartet, die 20 mal (fur DMPO) oder 40 mal (fir 4-POBN) wieder-
holt und danach gemittelt wurden. Die Erfassung der MeRwerte erfolgte bei einer
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Zeitkonstanten von 20 ms und einem Auflésungsvermdgen der magnetischen Feld-
starke von 1024 Punkten je Scan. Die Messungen erfolgten in einer Quarz-Kuvette
(Flachzelle) ER 160 FC jeweils 10, 20 und 30 min nach Stimulation der neutrophilen

Granulozyten mit opsoniertem Zymosan bei einer Zimmertemperatur von ca. 25 °C.

In der folgenden Ubersicht sind die standardisierten Einstellungen aufgelistet, wie sie

am EPR-Spektrometer ECS 106 angezeigt wurden:

Receiver Signal Channel
Receiver Gain : 3.20e+04 Coversion : 10.24 ms
Phase : 0 deg Time Const : 20.48 ms
Harmonic 1 Sweep Time : 10.486 s
Mod Frequency : 100 kHz Scale : 13

Mod Amplitude : 1.015 G

Field Microwave
Center Field : 3460.00 G Frequency: 9.7400 GHz
Sweep Width : 70.00 G Power: 1.00e+01 mW
Resolution : 1024 points

Die EPR-Spektren wurden erfal3t und je nach Verwendung der Spintrap-Molekile
DMPO oder 4-POBN die gebildeten Spintrap-Addukte nach ihren charakteristischen
Resonanzpeaks identifiziert und quantifiziert. In Abb. 10 sind charakteristische
Spintrapadduktspektren dargestellt, die 20 min nach Zugabe von opsoniertem Zymo-

san (3 mg/ml) zu neutrophilen Granulozyten aufgenommen wurden.

35



2
b

Lprs

3430 3440 3450 3480 3470 3480 3490
[G]

Abb. 10: EPR-Spektren 20 min nach Stimulation von Granulozytensuspensionen mit opso-
niertem Zymosan (3 mg/ml) in den Standardreaktionen.
O — Kontrollmessung ohne Stimulus,
A — Spektrum fiir DMPO (100 mM) in 5x10° Zellen ohne Zugabe von DMSO,
B — Spektrum fiir 100 mM DMPO in 5x10° Zellen mit 140 mM DMSO,
C — Spektrum fiir 4-POBN (10 mM) in 1x10’ Zellen mit 170 mM Ethanol.
Spintrap-Addukte:
1 -DMPO-CH3  (2,5,5-Trimethyl-1-pyrrolin-N-oxid)
2 — DMPO-OH (5,5-Dimethyl-2-hydroxy-1-pyrrolin-N-oxid)
3 — DMPO-OOH (5,5-Dimethyl-2-hydroperoxy-1-pyrrolin-N-oxid)
4 — 4-POBN-OH (4-POBN-CH(CH3)OH)

2.2.5. MeRansatze fiir die Radikalmessung in stimulierten neutrophilen Granu-
lozyten

Alle MeRansatze wurden in einem Gesamtvolumen von 500 pl vorbereitet. Dieses
enthélt die entsprechende Granulozytensuspension (1x10® Zellen/ml) in Pufferlésung
(Dulbeccos PBS, pH 7,3), das verwendete Spintrap-Molekil DMPO oder 4-POBN
(Sigma), den Zusatz DMSO (Merck) fir DMPO bzw. absolutes Ethanol (Sigma) fur
4-POBN sowie opsoniertes Zymosan (Sigma, Stammpraparation 15 mg/ml) fur die
Stimulation der neutrophilen Granulozyten. Fur das zu untersuchende Retinoid oder
R-Carotinoid wurde zunachst mit Hilfe einer lipophilisierten Pipette je eine 100-fach

konzentrierte Stammlésung in DMSO oder in absolutem Ethanol hergestellt, die bei —
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80 °C aufbewahrt wurden. Aus diesen Stammlésungen wurden vor der Verwendung
Verdinnungsreihen angefertigt, die den bendtigten Konzentrationen der untersuch-
ten Substanz entsprachen. Daraus wurde jeweils die Menge Losung entnommen, die
der Menge von DMSO oder absolutem Ethanol in der Kontrolimessung entsprach, so
dall die Konzentrationen dieser Zusatze in allen Ansatzen gleich blieben. Das Ge-
samtvolumen betrug bei diesen MelRansatzen 500 ul. Vor der Vorbereitung der Me-

Ransatze wurden alle Zusatze auf eine Raumtemperatur von ca. 25 °C temperiert.

Im folgenden sind die absoluten Konzentrationen der einzelnen Zusatze fur die ver-

schiedenen Mel3ansatze aufgelistet.

Reaktionsansatz fiir die Superoxid-Detektion: 5x10° neutrophile Granulozyten in
Suspension, opsoniertes Zymosan (3 mg/ml), DMSO (140 mM), DTPA (0,1 mM) und
DMPO (100 mM). Das Reaktionsvolumen wurde durch Zugabe von Pufferlésung
(Dulbeccos PBS, pH 7,3) auf 500 pl aufgefillt.

Kontrollmessung fiir die Superoxid-Detektion: 5x10° neutrophile Granulozyten in
Suspension, DMSO (140 mM), DTPA (0,1 mM) und DMPO (100 mM). Das Reakti-
onsvolumen wurde durch Zugabe von Pufferlésung (Dulbeccos PBS, pH 7,3) auf
500 pl aufgefullt.

Reaktionsansatz fiir die Hydroxylradikal-Detektion: 1x10” neutrophile Granulozyten in
Suspension, opsoniertes Zymosan (3 mg/ml), absolutes Ethanol (170 mM), DTPA
(0,1 mM) und 4-POBN (10 mM). Das Reaktionsvolumen wurde durch Zugabe von
Pufferlosung (Dulbeccos PBS, pH 7,3) auf 500 pl aufgefullt.

Kontrollmessung fiir die Hydroxylradikal-Detektion: 1x10” neutrophile Granulozyten in
Suspension, absolutes Ethanol (170 mM), DTPA (0,1 mM) und 4-POBN (10 mM).
Das Reaktionsvolumen wurde durch Zugabe von Pufferlosung (Dulbeccos PBS,
pH 7,3) auf 500 ul aufgefullt.

2.2.6. MeRansatze fiir die Radikalmessung im Xanthin/Xanthinoxidase-System

Da die Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion von pH-Wert und Temperatur abhangig ist,
wurde besonders auf diese zwei Faktoren geachtet. Die Pufferlosung wurde fur jedes
Experiment neu hergestellt, der pH-Wert kontrolliert, und die Lésung vor Gebrauch

auf ca. 25 °C temperiert.
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Reaktionsansatz fiir die Messung von Superoxid: Xanthin (0,25 mM) und Xanthin-
oxidase (23 mU/ml) in Anwesenheit von DMPO (10 mM) und 0,1 mM DTPA. Reakti-

onsvolumen 500 pl.

Reaktionsansatz fiir die Messung von Hydroxylradikal: Xanthin (0,25 mM) und Xan-
thinoxidase (23 mU/ml), supplementiert mit 0,1 mM Fe®* und 0,1 mM DTPA in Anwe-
senheit von 4-POBN (0,33 mM), 170 mM Ethanol, absolut und 0,1 mM DTPA. Reak-

tionsvolumen 500 pl.

2.2.7. MeRansatze fiir die Messung des Einflusses von Retinoiden und Caroti-
noiden auf die freien Radikale in stimulierten neutrophilen Granulozyten

Die Reaktionen unter Zugabe der Retinoid-Isomere Acitretin, Etretinat und 13-cis-
Acitretin (monoaromatische Substanzen), Tretinoin (all-trans-Retinsaure), Isotretinoin
(13-cis-Retinsaure) und 9-cis-Retinsaure (nichtaromatische Substanzen), sowie der
Carotinoide all-trans-R-Carotin, 13-cis-3-Carotin und 9-cis-B-Carotin wurden ebenso
wie die in Abschnitt 2.2.5 beschriebenen Messungen vorbereitet. Zusatzlich wurden
eine 100-fach konzentrierte Stammlésung (unter Stickstoffbegasung aliquotiert und
bei —80 °C aufbewahrt) und Verdinnungsreihen in DMSO und in absolutem Ethanol
fur jedes Isomer hergestellt. Die Aliquote wurden kurz vor dem Einsatz entnommen

und im Kuhlschrank gelagert.

Eine Kontrollmessung flr Superoxidanion und Hydroxylradikal ohne Stimulation der
neutrophilen Granulozyten mit und ohne Zusatz der Isomere (Retinoid oder Caroti-
noid) wurde in jedem Experiment durchgefuhrt. In Zymosan-stimulierten Granulozy-
tensuspensionen wurde eine solche Kontrollmessung zweimal durchgefuhrt und der
Mittelwert als Kontrolle flr das jeweilige Experiment berechnet. Dabei wurden nur
Experimente mit einer Abweichung von maximal 3 % der Kontrollmessungen unter-

einander ausgewertet.

Eine Vitalitatskontrolle wurde nach 25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur mit
jeder Substanz (Retinoid oder Carotinoid) in den verwendeten Konzentrationen
durchgefuhrt. Dafur wurde eine 1%ige Trypanblau-Ldsung in physiologischer Koch-
salzlésung im Verhaltnis 1:1 mit der Zellsuspension auf einem Objekttrager gemischt.
Bei der anschlieRenden mikroskopischen Auswertung wurden 100 Zellen ausgezahlt

und der Anteil vitaler Zellen ohne blaue Kernfarbung bestimmt.
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2.2.8. MeRansatze fiir die Messung des Einflusses von Superoxiddismutase,
Katalase, Natriumazid, Fe?*- und Fe3*-lonen auf die freien Radikale in
stimulierten neutrophilen Granulozyten

Ausgehend von diesen Standardansatzen wurde in den Messungen der Einflul} ver-
schiedener Zusatze auf die Entstehung der freien Sauerstoffradikale in stimulierten
neutrophilen Granulozyten untersucht. Als Zusatze wurden Superoxiddismutase
(Boehringer), Katalase (Boehringer), Natriumazid (Merck), Fe®*-lonen (FeCl, von
Merck) und Fe**-lonen (FeCly6H,0 von Merck) verwendet. Die Ansétze fiir diese
Messungen wurden ebenso wie die in Abschnitt 2.2.5 beschriebenen Messungen
und Kontrollmessungen vorbereitet. Das jeweilige Volumen der Zusatze wird hierbei
von der Menge der entsprechenden Pufferldosung abgezogen, um das Gesamtvolu-
men bei 500 pl konstant zu halten. Die Konzentrationen in den MeRansatzen betrug
fur die Superoxiddismutase 50 U/ml, fur die Katalase 200 U/pl, fur Natriumazid 1 mM

und fiir die Fe?*- und Fe**-lonen 0,1 mM.

2.2.9. MeRansatze fiir die Messung des Einflusses der Acitretin- oder Acitre-
tin/PUVA-Therapie in stimulierten neutrophilen Granulozyten von Patien-
ten mit Psoriasis vulgaris

Kontrollmessung fiir die Superoxidanion- und Hydroxylradikal-Detektion in neutrophi-
len Granulozyten von Patienten unter UVA-Bestrahlung: Granulozytensuspensionen
(1x10® Zellen/ml), gewonnen aus den Blutproben von UVA-bestrahlten Patienten,
wurden wie in den oben beschriebenen Kontrollreaktionen flir Superoxidanion und
Hydroxylradikal mit Spintrap-Molekulen und Zusatzen versetzt. Das EPR-Signal wur-
de ohne Stimulation 30 Minuten lang in 5-Minuten-Abstanden gemessen, um eine
unspezifische Bindung an die Spintrap-Molekile DMPO und 4-POBN ausschliel3en

zu kdnnen.

Kontrollmessung flir die Superoxidanion- und Hydroxylradikal-Detektion fiir in vitro
UVA-bestrahlte neutrophile Granulozyten: Fur die in vitro-Untersuchungen zur Psora-
len-UVA-Phototherapie wurden Granulozytensuspensionen (1x 107 Zellen/ml) von
Kontrollprobanden in Schalen plaziert und von oben mit UVA (kumulative Dosis 0,5 —
2 J/cm?) mit und ohne Zugabe von Psoralen (0, 100, 200 ng/ml) bestrahlt. Die Be-
strahlung wurde mit einer UV-800-Lampe von Philips (315-400 nm, Maximum bei
355 nm, Intensitdt 7 mW/cm?) bei konstanter Temperatur von 25 °C durchgefiihrt.

Die bestrahlten Granulozytensuspensionen wurden in 10 ml Dulbeccos PBS (pH 7,3)
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bei 25 °C gewaschen und zu einer Suspension mit 1x10® Zellen/ml vorbereitet. Diese
wurde erneut auf Vitalitat untersucht und eine 30-minltige Kontrollkinetik ohne Stimu-
lation mit den Spintrap-Molekulen und Zusatzen wie in den oben beschriebenen Kon-
trollreaktionen fur Superoxidanion und Hydroxylradikal durchgefuhrt, um eine mogli-

che UVA-Stimulation zu finden.

2.3. Statistische Auswertung

Alle Daten der in vitro-Experimente sowie die Melidaten von Patientenproben wurden

mit Hilfe von Students t-Tests ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Superoxid- und Hydroxylradikalmessungen in Zymosan-stimulierten
neutrophilen Granulozyten

Zur Bestimmung des glnstigsten Mel3zeitpunktes und zur Abschatzung der Reprodu-
zierbarkeit der Messungen wurden Kontrollmessungen mit Granulozyten aus dem
Blut gesunder Probanden durchgefuhrt. Dabei ergab sich, dal® die EPR-Signal-
amplituden fur DMPO-OOH- und 4-POBN-OH-Messungen in stimulierten neutro-

philen Granulozyten ihr Maximum 20 — 30 Minuten nach der Stimulation erreichen.
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Abb. 11: Mittelwert und Standardabweichung der EPR-Signalamplitude von DPMO-OOH 20
Minuten nach Stimulation von neutrophilen Granulozyten (5 x 10° Zellen) mit opso-
niertem Zymosan (3 mg/ml) in Gegenwart von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und
100 mM DPMO. Dargestellt sind die Ergebnisse von 4 Wiederholungsmessungen
fiir 3 Kontrollprobanden.
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Abb. 12: Mittelwert und Standardabweichung der EPR-Signalamplitude von 4-POBN-OH 20
Minuten nach Stimulation von neutrophilen Granulozyten (1 x 10’ Zellen) mit opso-
niertem Zymosan (3 mg/ml) in Gegenwart von 170 mM absolutem Ethanol, 0,1 mM
DTPA und 10 mM 4-POBN. Dargestellt sind die Ergebnisse von 4 Wiederholungs-

messungen flir 3 Kontrollprobanden.

Aus den Abbildungen 11 und 12 ist zu erkennen, dald der Wiederholungsfehler der
EPR-Signale fur jede Kontrolle 20 Minuten nach der Stimulation gering war. Alle
nachfolgenden Messungen wurden deshalb 20 Minuten nach der Stimulation vorge-
nommen. Die Darstellungen der Meliergebnisse beziehen sich auf die EPR-Signale

zu diesem Zeitpunkt.

Die Melergebnisse variierten um bis zu 3,6 % bei je 4 Wiederholungen fur 3 Proben.
Um Falschaussagen durch Melfehler weitgehend auszuschliel3en, wurden in jedem

Experiment die Kontrollmessungen wiederholt ausgefuhrt.
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13: EPR-Signalamplituden von DPMO-OOH 20 Minuten nach Stimulation von
neutrophilen Granulozyten (5 x 10° Zellen) mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) in
Gegenwart von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM DPMO. Dargestellt

sind die Ergebnisse der Messungen fiir 10 Kontrollprobanden.
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14: EPR-Signalamplituden von 4-POBN-OH 20 Minuten nach Stimulation von
neutrophilen Granulozyten (1 x 10’ Zellen) mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) in
Gegenwart von 170 mM absolutem Ethanol, 0,1 mM DTPA und 10 mM 4-POBN.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Messungen fiir 10 Kontrollprobanden.
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Aus den Messungen der EPR-Signalamplituden fir die Bildung von Superoxid
(DMPO-OOH-Addukt, Abb. 13) und Hydroxylradikal (4-POBN-OH, Abb. 14) in Zymo-
san-stimulierten neutrophilen Granulozyten von 10 Kontrollprobanden ist zu erken-
nen, dal® die Absolutwerte dieser Messungen bei den verschiedenen Probanden
starken Schwankungen unterworfen sind. Im folgenden wurden deshalb alle Mes-
sungen relativ zum gemessenen Mittelwert des Kontrollwertes des jeweiligen Pro-

banden dargestellt, der jeweils als 100 % angenommen wurde.

3.2. EinfluB von Retinoiden auf die Bildung freier Sauerstoffradikale

3.2.1. EinfluB der Retinoid-lsomere der ersten Generation auf die freien Sauer-
stoffradikale in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten

In diesen Untersuchungen wurde der Einfluf verschiedener Retinoid-Isomere auf die
Bildung von Superoxidanion und Hydroxylradikal in Zymosan-stimulierten neutrophi-
len Granulozyten untersucht, die aus dem Vollblut von 8 Kontrollprobanden gewon-
nen wurden. Die Proben wurden mit verschiedenen Konzentrationen von all-trans-
Retinsaure (Tretinoin, s. Abb. 15), 13-cis-Retinsaure (Isotretinoin, s. Abb. 16) und 9-
cis-Retinsaure (dargestellt in Abb. 17) versetzt. Die Messungen erfolgten 20 Minuten

nach der Stimulation mit opsoniertem Zymosan.
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Abb. 15: EinfluB von all-trans-Retinsdure auf die Bildung des DMPO-Superoxidanion-
Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensi-
titen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen)
von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren
relativen EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in
Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100
mM DMPO vorbereitet. Signifikanz nach Students t-Test * p<0.05.
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Abb. 16: EinfluB von all-trans-Retinsdure auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-
Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensi-
titen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (1x10” Zellen)
von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren
relativen EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in
Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA, 170 mM
absolutem Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

In Abb. 15 ist zu sehen, dal} die Zugabe von all-tfrans-Retinsaure eine signifikante
Erhohung der Erzeugung von Superoxidanion (p<0.05) bei Konzentrationen von 150
und 250 ng/ml verursacht. Die Hydroxylradikalbildung wurde bei allen getesteten
Konzentrationen nicht beeinflult (Abb. 16).
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Abb. 17: EinfluB von 13-cis-Retinsdure auf die Bildung des DMPO-Superoxidanion-
Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-
Signalintensitdten 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten
(5x10° Zellen) von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich
zur mittleren relativen EPR-Signalintensitdt der Kontrollmessungen. Die Zellsus-
pension wurde in Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1
mM DTPA und 100 mM DMPO vorbereitet. * p<0.05.

Wie in Abb. 17 zu sehen ist, bewirkte die Zugabe von 13-cis-Retinsaure (Isotretinoin)

in Konzentrationen ab 150 ng/ml eine signifikante (p<0.05) Verminderung der Pro-

duktion von Superoxidanion.

47



Hydroxylradikal
160 ydroxy

140}

120 ,,,,, R S

100 — - B el —

(©))
o

D
o

Relative EPR-Signalintensitat [%]
(00]
o

N
o

o

0 50 150 250 450 625
13-cis-Retinsaure [ng/ml]

Abb. 18: EinfluB von 13-cis-Retinsdure auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-
Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensi-
titen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (1x10” Zellen)
von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren
relativen EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in
Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA, 170 mM
absolutem Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

Der Einflu von 13-cis Retinsaure (Isotretinoin) auf die Bildung von Hydroxylradikal
war nicht signifikant. Es ist aber eine Tendenz zur Erhohung der Radikalproduktion
bei niedrigen Konzentrationen (50 — 150 ng/ml) und zur Verminderung der Radikaler-

zeugung bei hdheren Konzentrationen (ab 350 ng/ml) zu erkennen (Abb. 18).
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Abb. 19: Einflul von 9-cis-Retinsdure auf die Bildung des DMPO-Superoxidanion-Adduktes.
Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen 20
Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen) von 8 Pro-
banden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren relativen
EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in Dulbec-

cos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM
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DMPO vorbereitet. * p<0.05.
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Abb. 20: EinfluB von 9-cis-Retinsdure auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-
Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensi-
titen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (1x10” Zellen)
von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren
relativen EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in
Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA, 170 mM
absolutem Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

Aus den Abbildungen 19 und 20 ist zu erkennen, dal} 9-cis-Retinsaure einen ahnli-
chen Effekt wie all-frans-Retinsaure auf die Radikalbildung hat. Es ist eine signifikan-
te (p<0.05) Erhdéhung der Produktion von Superoxidanion bei Konzentrationen von
150 ng/ml zu erkennen, wahrend auf die Hydroxylradikalbildung kein signifikanter
Einfluf ersichtlich ist.

50



3.2.2. EinfluR der 13-cis- und 9-cis-Retinsaure auf die Xanthin/Xanthinoxidase-
Reaktion

Untersuchungen zum Einfluf® von Retinoiden auf die Bildung von Superoxidanion und
Hydroxylradikal in vitro wurden im Xanthin/Xanthinoxidase-System durchgeflhrt.
Dem System wurden 13-cis- und 9-cis-Retinsaure in verschiedenen Konzentrationen
zugegeben und die Bildung der Addukte fur Superoxidanion und Hydroxylradikal ge-

messen. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 1 zusammengefalit.

Tabelle 1: Einflul von 13-cis-Retinsdure (Isotretinoin) und 9-cis-Retinsdure auf die Bildung
von Superoxid (DMPO-OOH) und Hydroxylradikal (4-POBN-OH) iiber die Xan-
thin/Xanthinoxidase-Reaktion. Mittelwerte und Standardabweichungen der EPR-
Signalamplituden fiir je 5 Messungen jeweils im Vergleich zur mittleren EPR-
Signalamplitude der Kontrollmessungen in Prozent der Kontrolle. Ansatz fiir Super-
oxid: 0,25 mM Xanthin, 23 mU/ml Xanthinoxidase, 0,1 mM DTPA und 10 mM
DMPO. Ansatz fiir Hydroxylradikal: 170 mM absolutes Ethanol, 0,1 mM DTPA,
0.25 mM Xanthin und 23 mU/ml Xanthinoxidase, in Anwesenheit von 0,33 mM 4-
POBN unter Zugabe von 0,1 mM Fe *". * p<0.05

Superoxid (DMPO-OOQOH)

Retinsaurekonzentration 0 62,5 125 250 500 1000
(ng/ml)

13-cis Retinsaure 100 97+6 91+8* 90+8* 83+8* 76+10*
9-cis Retinsaure 100 91+ 8 88+13 84+11* |67+8* 65+9*

Hydroxylradikal (4-POBN-OH)

Retinsaurekonzentration 0 62,5 125 250 500 1000
(ng/ml)

13-cis Retinsaure 100 45+15* |52+18* |49+13* |53+9* 66+10*
9-cis Retinsaure 100 100+ 8 91+13 87+13* |89+15 89+9*

Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dal} sowohl 13-cis- als auch 9-cis-Retinsaure

einen signifikant hemmenden Einflu® (p<0.05) auf die Bildung der Radikale in der
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Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion haben. Insbesondere wurde eine Verminderung
der Hydroxylradikalproduktion auf die Halfte des Kontrollwertes bereits bei geringen
Konzentrationen (62,5 ng/ml) von 13-cis-Retinsaure (lsotretinoin) gefunden, wahrend
9-cis-Retinsaure in Konzentrationen ab 125 ng/ml nur eine geringe Senkung (um et-
wa 10 %) der Bildung dieses Radikals bewirkte. Die Hemmung der Produktion von

Superoxidanion erhohte sich bei beiden Retinoiden mit zunehmender Konzentration.

3.2.3. EinfluB der Retinoid-Isomere der zweiten Generation auf die freien Sau-
erstoffradikale in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten

Weiterhin wurde der Einflul3 verschiedener Retinoid-Isomere der zweiten Generation
(Acitretin, Etretinat und 13-cis-Acitretin) auf die Bildung von Superoxid und Hydroxyl-
radikal in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten untersucht, die aus dem
Vollblut von 8 Kontrollprobanden gewonnen wurden. Die Retinoide wurden der Sus-
pension in verschiedenen Konzentrationen zugegeben und jeweils die Produktion der
Addukte fur Superoxidanion und Hydroxylradikal gemessen. Die Ergebnisse der

Messungen sind in den folgenden 3 Abbildungen dargestellt.
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Abb. 21: EinfluB von Acitretin auf die Bildung des DMPO-Superoxidanion-Adduktes. Mit-
telwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen 20 Minu-
ten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen) von 8 Probanden
mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren relativen EPR-
Signalintensitdt der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in Dulbeccos
PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM DMPO
vorbereitet. * p<0.05.
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Abb. 22: EinfluB3 von Acitretin auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-Adduktes. Mit-
telwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen 20 Minu-
ten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (1x10’ Zellen) von 8 Probanden
mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren relativen EPR-
Signalintensitdt der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in Dulbeccos
PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA, 170 mM absolutem
Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

Aus den Abbildungen 21 und 22 ist zu erkennen, daf} Acitretin eine Erhohung der
Radikalproduktion bei niedrigen Konzentrationen (25 — 50 ng/ml fur Superoxidanion
und 50 — 150 ng/ml flr Hydroxylradikal) zeigt. Dieser Einfluf3 ist bei 50 ng/ml fur die
Superoxidanionbildung signifikant (p<0.05). Fir die Hydroxylradikalbildung zeigt sich
aullerdem eine hemmende Tendenz fur hohere Konzentrationen von Acitretin (ab
250 ng/ml).
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Abb. 23: EinfluB von Etretinat auf die Bildung des DMPO-Superoxidanion-Adduktes. Mit-
telwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen 20 Minu-
ten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen) von 8 Probanden
mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren relativen EPR-
Signalintensitidt der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in Dulbeccos
PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM DMPO

vorbereitet.
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Abb. 24: EinfluB3 von Etretinat auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-Adduktes: Mit-
telwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen 20 Minu-
ten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (1x10’ Zellen) von 8 Probanden
mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren relativen EPR-
Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in Dulbeccos
PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA, 170 mM absolutem
Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

Wie aus den Abbildungen 23 und 24 zu erkennen ist, scheint Etretinat in den ver-
wendeten Konzentrationen keinerlei signifikanten Einfluld auf die untersuchten Reak-
tionen zu haben. Alle gemessenen Werte lagen im Bereich der Messungen ohne Re-

tinoidzugabe.
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Abb. 25: EinfluB3 von 13-cis-Acitretin auf die Bildung des DMPO-Superoxidanion-Adduktes.
Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen 20
Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen) von 8 Pro-
banden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich zur mittleren relativen
EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Zellsuspension wurde in Dulbec-
cos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM
DMPO vorbereitet.
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Abb. 26: EinfluB von 13-cis-Acitretin auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-
Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen EPR-
Signalintensititen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten
(1x10” Zellen) von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich
zur mittleren relativen EPR-Signalintensitét der Kontrollmessungen. Die Zellsus-
pension wurde in Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1
mM DTPA, 170 mM absolutem Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

Anhnlich wie Acitretin zeigt 13-cis-Acitretin bei Konzentrationen ab 250 ng/ml die Ten-
denz zur Verminderung der Bildung von Hydroxylradikal, wahrend es auf die Produk-
tion von Superoxidanion bei den gemessenen Konzentrationen keinen Einfluld zu
haben scheint (Abb. 25, 26).

3.2.4. EinfluB von Acitretin auf die Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion

Der Einfluld von Acitretin auf die Bildung von Superoxid und Hydroxylradikal wurde
aulRerdem in vitro mit Hilfe der Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion untersucht. Acitretin
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wurde dem Reaktionsgemisch in verschiedenen Konzentrationen zugegeben und die
Bildung der Radikaladdukte gemessen, wie in Abschnitt 2.2.6 der Methoden be-

schrieben. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Einflu8 von Acitretin auf die Bildung von Superoxid (DMPO-OOH) und Hydro-
xylradikal (4-POBN-OH) iiber die Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion. Mittelwerte
und Standardabweichungen der EPR-Signalamplituden fiir je 5 Messungen jeweils
im Vergleich zur mittleren EPR-Signalamplitude der Kontrollmessungen. Ansatz fiir
Superoxid: 0,25 mM Xanthin, 23 mU/ml Xanthinoxidase, 0,1 mM DTPA und 10
mM DMPO. Ansatz fiir Hydroxylradikal: 170 mM absolutes Ethanol, 0,1 mM
DTPA, 0,25 mM Xanthin und 23 mU/ml Xanthinoxidase, in Anwesenheit von 0,33
mM 4-POBN unter Zugabe von 0,1 mM Fe **. * p<0.05, Angaben in Prozent der

Kontrolle

Acitretin (ng/ml) |0 62,5 125 250 500 1000

Superoxidanion |[100 [71+8* |[73+£14* |78+6* (80x8* |79+13*

Hydroxylradikal |100 |82+16* |78 +14* [84+13* |83+16™* |[80+5*

Es wurde eine signifikante (p<0.05) hemmende Wirkung auf die Bildung beider Radi-
kale gefunden (Verminderung um ca. 20 %), die bei allen gemessenen Konzentratio-

nen signifikant war, wobei eine Konzentrationsabhangigkeit kaum zu bemerken war.
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3.2.5. EinfluB von Superoxiddismutase, Katalase, Natriumazid, Fe** und Fe**
auf die freien Sauerstoffradikale in Zymosan-stimulierten neutrophilen
Granulozyten

Um den Einfluld der untersuchten Retinoide auf die Bildung freier Sauerstoffradikale
genauer zu bestimmen, wurden zunachst Kontrollmessungen am Blut gesunder Pro-
banden mit verschiedenen Substanzen durchgefuhrt, die bekanntermalien die Me-
chanismen der Radikalbildung wahrend der Phagozytose beeinflussen. Die Bildung
von Superoxid (DMPO-OOH) und Hydroxylradikal (4-POBN-OH) in Zymosan-
stimulierten neutrophilen Granulozyten wurde unter Zusatz von Superoxiddismutase
(50 U/ml), Katalase (200 U/ul), Natriumazid (1 mM), Fe?*-Chlorid (0,1 mM) und Fe**-
Chlorid (0,1 mM) gemessen. Die Messungen wurden an Granulozytensuspensionen
von 6 Kontrollprobanden durchgefuhrt. Diese Messungen wurden als Kontrollmes-
sungen fur die im nachsten Abschnitt vorgestellten Untersuchungen in Granulozyten-
suspensionen von 6 Patienten mit Psoriasis vulgaris (Plaque-Typ) durchgefuhrt. Die

Ergebnisse der Messungen sind in den Abbildungen 27 und 28 dargestellit.
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Abb. 27: Vergleich des Einflusses von Superoxiddismutase (50 U/ml), Katalase (200 U/ul),
Natriumazid (1 mM), Fe*" (0.1 mM) und Fe’* (0.1 mM) auf die Bildung von Super-
oxidanion in Zymosan-stimulierten Granulozyten von 6 Probanden. Mittelwerte und
Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen im Vergleich zur mitt-
leren relativen EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. Die Granulozyten
(5x10° Zellen) wurden unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100
mM DMPO mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) stimuliert, die Messungen wurden

jeweils 20 Minuten nach der Stimulation durchgefiihrt. ** p<0.01.

Im Vergleich zu den Messungen ohne Zugabe zusatzlicher Substanzen wurde die
Produktion von Superoxidanion bei Zugabe von Superoxiddismutase sowie von Kata-
lase signifikant (p<0.01) vermindert (um 66 bzw. 37 %). Die Zugabe von Natriumazid
und Fe?*-lonen filhrt zu einer signifikanten Erhéhung (p<0.01) des EPR-Signals fiir
die Superoxianionbildung um 8 bzw. 24 %. Die Zugabe von Fe*-Chlorid fiihrte zu

einer leichten Verminderung (11 %) der Superoxidproduktion (Abb. 27).
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Abb. 28: Vergleich des Einflusses von Superoxiddismutase (50 U/ml), Katalase (200 U/ul),
Natriumazid (1 mM), Fe*" (0.1 mM) und Fe** (0.1 mM) auf die Bildung von Hydro-
xylradikal in Zymosan-stimulierten Granulozyten von 6 Probanden. Mittelwerte und
Standardabweichungen der relativen EPR-Signalintensititen im Vergleich zur mitt-
leren relativen EPR-Signalintensitdt der Kontrollmessungen. Die Granulozyten-
suspensionen (1x107 Zellen) wurden unter Zusatz von 170 mM absolutem Ethanol,
0,1 mM DTPA und 10 mM 4-POBN mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) stimu-
liert, die Messungen wurden jeweils 20 Minuten nach der Stimulation durchgefiihrt.

** p<0.01

Eine signifikante (p<0.01) Verminderung der EPR-Signalamplitude fur das Hydroxyl-
radikal-Addukt wurde bei Zugabe von Superoxiddismutase (um 63 %), Katalase (um
17 %), Natriumazid (um 34 %) und von Fe**-lonen (um 56 %) gefunden. Die starkste
Veranderung des EPR-Signals wurde durch den Zusatz von Fe?*-Chlorid hervorgeru-
fen (Erhéhung um 109 %).
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3.2.6. EinfluB von Superoxiddismutase, Katalase, Natriumazid, Fe** und Fe**
auf die freien Sauerstoffradikale in Zymosan-stimulierten neutrophilen
Granulozyten von Patienten mit Psoriasis vulgaris

Neotigason ist ein Praparat mit dem Wirkstoff Acitretin, das zur Psoriasis-Therapie
eingesetzt wird. In dieser Untersuchung sollte geklart werden, inwieweit der Einsatz
von Acitretin bzw. der Acitretin/PUVA-Kombinationstherapie die im vorigen Abschnitt
gezeigten Wirkungen verschiedener Substanzen auf die Freisetzung von Sauerstoff-
radikalen moduliert. Die Untersuchung wurde an 6 Patienten mit Psoriasis vulgaris
(Plaque-Typ) durchgeflhrt.

Um die Wirkungen der Therapie von den eventuellen Wirkungen der Erkrankung
selbst unterscheiden zu kdnnen, wurden alle Messungen zunachst vor Beginn der
Therapie vorgenommen. Alle MelRansatze entsprachen den Kontrollmessungen an

gesunden Probanden, die im letzten Abschnitt dargestellt wurden.
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Abb. 29: Vergleich des Einflusses von Superoxiddismutase (50 U/ml), Katalase (200 U/pnl),
Natriumazid (1 mM), Fe*"-Chlorid (0.1 mM) und Fe**-Chlorid (0.1 mM) auf die
Bildung von Superoxidanion in Zymosan-stimulierten Granulozytensuspensionen
von 6 Patienten mit Psoriasis vulgaris (Plaque-Typ) vor Therapiebeginn. Mittelwer-
te und Standardabweichungen der relativen EPR-Signalamplituden im Vergleich zur
mittleren EPR-Signalamplitude der Kontrollmessungen. Die Granulozytensuspen-
sionen (5x10° Zellen) wurden unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und
100 mM DMPO wurden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) stimuliert, die Mes-

sungen wurden jeweils 20 Minuten nach der Stimulation durchgefiihrt. ** p<0.01
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Abb. 30: Vergleich des Einflusses von Superoxiddismutase (50 U/ml), Katalase (200 U/ul),
Natriumazid (1 mM), Fe*" (0.1 mM) und Fe’* (0.1 mM) auf die Bildung von Hydro-
xylradikal in Zymosan-stimulierten Granulozyten von 6 Patienten mit Psoriasis vul-
garis (Plaque-Typ) vor Therapiebeginn. Mittelwerte und Standardabweichungen der
relativen EPR-Signalamplituden im Vergleich zur mittleren EPR-Signalamplitude
der Kontrollmessungen. Die Granulozytensuspensionen (1x10’ Zellen) wurden unter
Zusatz von 170 mM absolutem Ethanol, 0,1 mM DTPA und 10 mM 4-POBN wur-
den mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) stimuliert, die Messungen wurden jeweils

20 Minuten nach der Stimulation durchgefiihrt. ** p<0.01

Wie aus den Ergebnissen zu erkennen ist, unterscheiden sich die gemessenen Wer-
te fur die Psoriasispatienten (Abb. 29, 30) deutlich von den Werten, die fur gesunde

Probanden (Abb. 27, 28) gemessen wurden.

Im Vergleich zu den Messungen ohne Zugabe zusatzlicher Substanzen wurde die
Produktion von Superoxidanion (Abb. 29) bei Zugabe von Superoxiddismutase,
Katalase sowie von Fe®*'-Chlorid signifikant (p<0.01) vermindert (um 70, 59 bzw.
85 %). Die Zugabe von Natriumazid fuhrte zu einer leichten Erhdhung des EPR-

Signals (um 20 %), wahrend die Zugabgson Fe?*-Chlorid die Bildung von Super-



20 %), wahrend die Zugabe von Fe?*-Chlorid die Bildung von Superoxidanion-Addukt
mehr als verdoppelt (Erh6hung auf 225 %, p<0.01).

Ahnlich sieht es auch bei der Bildung von Hydroxylradikal aus (Abb. 30). Die Zugabe
von Superoxiddismutase, Katalase und Natriumazid fihrte zu einer signifikanten
(p<0.01) Verminderung (um 79, 81 bzw. 56 %) der EPR-Signalamplitude fir das
Hydroxylradikal-Addukt. Die starkste Veranderung der EPR-Signals wurde auch hier
durch den Zusatz von Fe®-Chlorid (Erhéhung auf 330 %) und von Fe**-Chlorid

(Verminderung auf ca. 20 %) hervorgerufen.

3.2.7. Untersuchungen zum Einflu8 von Acitretin in vivo und von Acitretin und
Acitretin/PUVA-Kombinationstherapie auf die Freisetzung von Sauer-
stoffradikalen in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten von
Patienten mit Psoriasis

Im Rahmen einer Paralleluntersuchung zur Wirkung von Acitretin und der gut etab-
lierten Acitretin/PUVA-Kombinationstherapie wurden Blutproben von 8 Patienten mit
Psoriasis vulgaris (Plaque-Typ) entnommen. Die Probenentnahme erfolgte vor The-
rapiebeginn und Uber mehrere Wochen immer vor der PUVA-Behandlung unter ahn-
lichen Bedingungen. Die Messungen wurden mit den Standardansatzen durchge-
fuhrt, die auch fur die Kontrollproben verwendet wurden. Eine Kontrollmessung uber
30 Minuten ohne Stimulation wurde vor Beginn des Experiments gemacht. Die Er-

gebnisse der Messungen sind in den Abbildungen 31 und 32 dargestellt.
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Abb. 31: EinfluB3 einer Acitretin/PUVA-Kombinationstherapie auf die Bildung von Super-
oxidanion (DMPO-OOH-Addukt) in Zymosan-stimulierten Granulozytensuspen-
sionen von 8 Patienten mit Psoriasis vulgaris (Plaque-Typ) vor und wihrend der
Therapie. Die Granulozytensuspensionen (5x10° Zellen) mit Zusatz von 140 mM
DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM DMPO wurden mit opsoniertem Zymosan (3
mg/ml) stimuliert, die Messungen wurden jeweils 20 Minuten nach der Stimulation

durchgefiihrt.
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Abb. 32: EinfluB3 einer Acitretin/PUV A-Kombinationstherapie auf die Bildung von Hydroxyl-
radikal (4-POBN-OH-Addukt) in Zymosan-stimulierten Granulozytensuspensionen
von 8§ Patienten mit Psoriasis vulgaris (Plaque-Typ) vor und wihrend der Therapie.
Die Granulozytensuspensionen (1x10 Zellen) mit Zusatz von 170 mM absolutem
Ethanol, 0,1 mM DTPA und 10 mM 4-POBN wurden mit opsoniertem Zymosan (3
mg/ml) stimuliert, die Messungen wurden jeweils 20 Minuten nach der Stimulation

durchgefiihrt.

Wie aus den Abbildungen zu sehen ist, konnte in dieser Paralleluntersuchung kein
signifikanter Einflul der Therapie auf die untersuchten Parameter festgestellt wer-
den. Bei den meisten Messungen war aber eine relativ deutliche Tendenz zu einer
Verminderung 2 — 3 Wochen nach Therapiebeginn auszumachen, die allerdings nicht

signifikant ist.

Die Abbildungen 33 und 34 zeigen ebenfalls den Einflu einer Acitretin/PUVA-
Kombinationstherapie auf die Bildung von Superoxid (DMPO-OOH-Addukt) und
Hydroxylradikal (4-POBN-OH) in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten.
Die Messungen in stimulierten neutrophilen Granulozyten fur jeden Patienten erfolgte
3 — 4 Wochen nach Therapiebeginn vor und nach PUVA-Behandlung. In den Abbil-
dungen werden die MelRwerte unmittelbar vor der PUVA-Behandlung den Werten

unmittelbar nach der Behandlung gegenubergestellit.
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Abb. 33: Messung des DMPO-Superoxidanion-Adduktes unmittelbar vor und nach UVA-
Bestrahlung, jeweils 3 gepoolte Messungen innerhalb der dritten und vierten Woche
der Acitretin/PUV A-Kombinationstherapie. EPR-Signalamplitude 20 Minuten nach
Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen) von 8 Patienten mit Pso-
riasis vulgaris (Plaque-Typ) mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml). Die Zellsuspen-
sion wurde in Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM
DTPA und 100 mM DMPO vorbereitet. Die statistische Analyse der Mittelwerte fiir
die 8 Patienten vor und nach der Therapie zeigte einen signifikanten Unterschied

(p<0.05).
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Abb. 34: Messung des 4-POBN-Hydroxylradikal-Adduktes unmittelbar vor und nach UVA-
Bestrahlung, jeweils 3 gepoolte Messungen innerhalb der dritten und vierten Woche
der Acitretin/PUV A-Kombinationstherapie. EPR-Signalamplitude 20 Minuten nach
Stimulation der neutrophilen Granulozyten (5x10° Zellen) von 8 Patienten mit Pso-
riasis vulgaris (Plaque-Typ) mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml). Die Zellsuspen-
sion wurde in Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1 mM
DTPA, 170 mM absolutem Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet.

In Abb. 33 ist eine Verminderung der Produktion von Superoxidanion nach der PU-
VA-Therapie zu erkennen. Die statistische Analyse der Mittelwerte flr die 8 Patienten
vor und nach der Therapie (z.B. 1745 vs. 1342 bei Patient 1) zeigte einen signifikan-
ten Unterschied (p<0.05). Wie in Abb. 34 zu sehen ist, zeigen die Messungen auch
eine deutliche Tendenz zur Verminderung der Hydroxylradikalproduktion unmittelbar
nach der PUVA-Behandlung im Vergleich zu den Werten unmittelbar vor der Behand-
lung (z.B. 1255 vs. 1060 beim gleichen Patienten). Diese Tendenz ist allerdings in

der statistischen Auswertung nicht signifikant.
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3.2.8. In vitro-Untersuchungen zum EinfluB von Psoralen-UVA-Phototherapie
auf die Freisetzung von Sauerstoffradikalen in Zymosan-stimulierten
neutrophilen Granulozyten

Nach der in Abschnitt 2.2.8 beschriebenen Methode wurden die Granulozyten-
suspensionen in den Standardansatzen fur die Messung von Superoxidanion und
Hydroxylradikal wie in 2.2.4 vorbereitet. Eine Kontrollmessung tber 30 Minuten ohne
Stimulation wurde vor Beginn des Experiments durchgefihrt. Die Ergebnisse der
Messungen sind in den Abbildungen 35 und 36 dargestellt.
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Abb. 35: EinfluB von PUVA in vitro auf die Bildung von DMPO-Superoxidanion-Addukt in
stimulierten neutrophilen Granulozyten 20 Minuten nach Stimulation mit opsonier-
tem Zymosan (3 mg/ml).

Mittelwerte der relativen EPR-Signalintensititen von Superoxidanion im Vergleich
zu den Kontrollmessungen fiir 5 Experimente.
MeBansatz: 5x10° neutrophile Granulozyten in Suspension, opsoniertes Zymosan (3

mg/ml), 140 mM DMSO, 0,1 mM DTPA und 100 mM DMPO. * p<0.05
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Abb. 36: Einflu von PUVA in vitro auf die Bildung des 4-POBN-Hydroxylradikal-Adduktes
in stimulierten neutrophilen Granulozyten 20 Minuten nach Stimulation mit
opsoniertem Zymosan (3 mg/ml).

Mittelwerte der relativen EPR-Signalintensititen von Superoxidanion im Vergleich
zu den Kontrollmessungen fiir 5 Experimente.
MeBansatz: 1x107 neutrophile Granulozyten in Suspension, opsoniertes Zymosan (3

mg/ml), 170 mM absolutes Ethanol, 0,1 mM DTPA und 0,1 mM 4-POBN.

Wie aus Abb. 35 zu ersehen ist, wird die Bildung von Superoxidanion bei UVA-
Bestrahlung dosisabhangig vermindert. Diese Verminderung ist ab Strahlungsdosen
von 2 J/cm? signifikant (p<0.05). Die Zugabe von Psoralen unmittelbar nach der Be-
strahlung zeigt eine leichte Verstarkung dieses Effekts. Bei der Bildung von Hydroxyl-
radikal ist ebenfalls eine Tendenz zur dosisabhangigen Verminderung bei UVA-
Bestrahlung zu erkennen, die aber nicht signifikant ist. Ein Einflu von Psoralen un-

mittelbar nach der Bestrahlung ist hier nicht zu erkennen (Abb. 36).
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3.3. EinfluB von Carotinoiden auf die Bildung freier Sauerstoffradikale

3.3.1. Effekte von B-Carotinoid-Isomeren auf die freien Sauerstoffradikale in
Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten

In den nachfolgenden Abbildungen ist der Einflu von all-trans-, 9-cis- und 13-cis-3-

Carotin auf die Bildung von Superoxid und Hydroxylradikal in Zymosan-stimulierten

neutrophilen Granulozyten dargestellt, die aus dem Vollblut der Kontrollprobanden

gewonnen wurden.

Abb. 37:
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EinfluB von all-trans-, 9-cis- und 13-cis-B-Carotin auf die Bildung des DMPO-
Superoxidanion-Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen
EPR-Signalintensititen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten
(5x10° Zellen) von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich
zur mittleren relativen EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen (Ref.). Die Zell-
suspension wurde in Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1
mM DTPA und 100 mM DMPO vorbereitet. * p<0.05.
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Abb. 38: EinfluB3 von all-trans-, 9-cis- und 13-cis-B-Carotin auf die Bildung des 4-POBN-

Hydroxylradikal-Adduktes. Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen

EPR-Signalintensititen 20 Minuten nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten

(1x10” Zellen) von 8 Probanden mit opsoniertem Zymosan (3 mg/ml) im Vergleich

zur mittleren relativen EPR-Signalintensitdt der Kontrollmessungen (Ref.). Die Zell-

suspension wurde in Dulbeccos PBS, pH 7,3 unter Zusatz von 140 mM DMSO, 0,1
mM DTPA, 170 mM absolutem Ethanol und 10 mM 4-POBN vorbereitet. * p<0.05.

Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dal} all-frans-R-Carotin eine signifikante Erho-

hung (p<0.05) der Produktion von Superoxidanion bei Konzentrationen von 0,5 — 1

pmol/l bewirkt. Auf die Hydroxylradikalproduktion ist dagegen kein Einflul3 sichtbar.

Far 9-cis-R-Carotin war nur bei kleinen Konzentrationen (0,25 pmol/l) eine signifikan-

te Verstarkung der Produktion von Superoxidanion zu beobachten. Bei hoheren Kon-

zentrationen ist dagegen ein Trend zur Verminderung des EPR-Signals zu erkennen.

Auch die Hydroxylproduktion wird bei niedrigen Konzentrationen (0,25 pmol/l) signifi-

kant verstarkt, wahrend bei hoheren Konzentrationen kein Einflul} sichtbar ist.

13-cis-3-Carotin hat einen signifikanten konzentrationsabhangigen hemmenden

Einflul3 auf die Bildung von Superoxidanion und Hydroxylradikal.
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3.3.2. Effekte von B-Carotinoid-Isomeren auf die Xanthin/Xanthinoxidase-
Reaktion

Der Einflu von all-trans-,13-cis- und 9-cis-3-Carotin auf die Bildung von Superoxid
und Hydroxylradikal in der Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion ist in Tabelle 3 darge-

stellt.

Tabelle 3:EinfluB3 von B-Carotinoid-Isomeren auf die durch Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion
gebildeten Sauerstoffradikale. Dargestellt sind die Mittelwerte der EPR-
Signalamplituden von 5 Wiederholungsansitzen in Prozent der Kontrollmessung.
Ansatz fiir Superoxid: 0,25 mM Xanthin, 23 mU/ml Xanthinoxidase, 0,1 mM DTPA
und 10 mM DMPO. Ansatz fiir Hydroxylradikal: 170 mM absolutes Ethanol, 0,1
mM DTPA, 0,25 mM Xanthin und 23 mU/ml Xanthinoxidase, in Anwesenheit von
0,33 mM 4-POBN unter Zugabe von 0,1 mM Fe **. * p<0.05.

Superoxid (DMPO-OOH)

?r;;izlc))tinkonzentration 0 0,25 0.5 1
all-trans-R-carotin 100 87+13* 8911~ 87+10*
13-cis-R-carotin 100 97 £ 18 96 + 19 94 + 18
9-cis-f3-carotin 100 101 £ 15 110 £ 17 99+ 15

Hydroxylradikal (4-POBN)

3-Carotinkonzentration

(ng/mi) 0 0,25 0,5 1
all-trans-R-carotin 100 98 + 18 101 £ 21 99+ 16
13-cis-3-carotin 100 97 + 18 97 + 17 97+ 7
9-cis-R-carotin 100 102 £ 17 97 £ 17 102 £ 18

Wie aus den Ergebnissen zu erkennen ist, hat nur all-trans-R-Carotin bei allen unter-
suchten Konzentrationen eine signifikant hemmende Wirkung auf die Produktion von
Superoxidanion, die unabhangig von der Konzentration ist. In allen anderen Messun-
gen wurden keine Wirkungen der Carotinoid-lsomere auf die Radikalproduktion ge-

funden.
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3.3.3. In vivo-Untersuchungen zum EinfluB von B-Carotin auf die freien Sauer-
stoffradikale in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten im
Rahmen einer Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie

Wir untersuchten die neutrophilen Granulozyten von 15 Probandinnen mit dem Haut-
typ Il und Il vor und nach einer 8-wdchigen oralen Supplementierung mit Placebo (5
Probanden) oder 30 mg/Tag R-Carotin (10 Probanden). Parallel wurde der all-trans-
3-Carotin-Serumspiegel der Probandinnen durch eine HPLC-Analyse kontrolliert. Die
Untersuchungen begleiteten auch die Bestrahlungsphase (am 3., 5. und 7. Tag), die
mit einer kontrollierten individuell angepal3ten sonnenahnlichen Dosis UVA durchge-
fuhrt wurde, sowie eine nachfolgende 4-wdchige Ruhephase. Auch hier wurde der 13-

Carotin-Serumspiegel gemessen.

In beiden Gruppen sind die MeRwerte wahrend der Bestrahlungsphase grofl3en
Schwankungen unterworfen. Eine signifikante Verstarkung der Produktion von Su-
peroxidanion ist in der Placebogruppe nach dem Ende der Bestrahlungsphase (F und
G) zu beobachten. In der R-Carotin-supplementierten Gruppe ist dagegen eine Erho-
hung der Superoxidanionproduktion wahrend der Bestrahlungsphase und eine Ruck-

kehr zum Ausgangswert nach dem Ende der Bestrahlungsphase zu erkennen.

76



Superoxidanion (DMPO-OOH)

250
3-Carotin (30 mg/Tag)
B 00 [
:“(E
@ Placebo . . N . .
B 150 [ L
s 1 I Tl L
) 1 T
¢ 100 (—- - - - SRR e - - - o
o
w
2
T 50
i
0
A B C D E F G A B C D E F G

Abb. 39: EinfluB von oraler B-Carotin/Placebo-Supplementierung mit und ohne UVA-
Korperbestrahlung auf die Bildung von DMPO-Superoxidanion-Addukten in stimu-
lierten neutrophilen Granulozyten. Relative EPR-Signalintensitéten von Superoxid-
anion in der Standardmessung 20 Minuten nach Stimulation mit opsoniertem Zymo-
san (3 mg/ml). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen
EPR-Signalintensititen von 15 Probanden, davon 5 in der Placebogruppe, im Ver-
gleich zur mittleren EPR-Signalintensitit der Kontrollmessungen. MeBansatz: 5x10°
neutrophile Granulozyten in Suspension, opsoniertes Zymosan (3 mg/ml), DMSO

(140 mM), DTPA (01 mM) und DMPO (100  mM).

* p<0.05
A — Kontrollmessung vor oraler Supplementierung
B — 8 Wochen nach oraler Gabe von B-Carotin (30 mg/ml) oder Placebo

C,D,E - 3. 5. und 7. Tag der UVA-Bestrahlungsphase
F — unmittelbar nach dem Ende der Bestrahlungsphase

G — 4 Wochen nach Ende der Bestrahlungsphase
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Abb. 40: EinfluB von oraler B-Carotin/Placebo-Supplementierung mit und ohne UVA-

In der PI

Korperbestrahlung auf die Bildung von 4-POBN-Hydroxylradikal-Addukt in stimu-
lierter neutrophiler Granulozytensuspension. Relative EPR-Signalintensititen von
Superoxidanion in der Standardmessung 20 Minuten nach Stimulation mit opsonier-
tem Zymosan (3 mg/ml). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen
der relativen EPR-Signalintensititen von 15 Probanden, davon 5 in der Placebo-
gruppe, im Vergleich zur mittleren relativen EPR-Signalintensitdt der Kontrollmes-
sungen. MeBansatz: 1x10’ neutrophile Granulozyten in Suspension, opsoniertes
Zymosan (3 mg/ml), absolutes Ethanol (170 mM), DTPA (0,1 mM) und 4-POBN
(10 mM). * p<0.05

A — Kontrollmessung vor oraler Supplementierung

B — 8 Wochen nach oraler Gabe von B-Carotin (30 mg/ml) oder Placebo
C,D,E —3., 5. und 7. Tag der UVA-Bestrahlungsphase

F — unmittelbar nach dem Ende der Bestrahlungsphase

G —4 Wochen nach Ende der Bestrahlungsphase

acebogruppe ist eine signifikante Minderung der Hydroxylradikalbildung wéh-

rend der Strahlungsphase zu erkennen. Nach der 4-wochigen Ruhephase ist in die-

ser Gruppe eine signifikante Erhdhung des Hydroxylradikaladduktes festzustellen. In

der [3-Carotin-supplementierten Gruppe wurde, ahnlich wie flir Superoxidanion, eine

signifikante Erhohung der Hydroxylradikalbildung gefunden. Nach der 4-wéchigen
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Ruhephase kehrten die Werte flr Hydroxylradikal wieder in den Bereich der Kon-

trollmessungen zuruck.

In Abb. 41 sind die mittleren R-Carotin-Spiegel dargestellt, die im Verlauf der Studie

mit und ohne R-Carotin-Supplementierung gemessen wurden.

12

3-Carotin [30mg/Tag]

10 |- -

Serumspiegel [umol/l]
(o]

Abb. 41: All-trans-B-Carotin-Serumspiegel, gemessen mittels HPLC. Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von 15 Probanden (davon 5 in der Placebogruppe). * p<0.05
A — Kontrollmessung vor oraler Supplementierung
B — 8 Wochen nach oraler Gabe von B-Carotin (30 mg/ml) oder Placebo
C — 5. Tag der UV A-Bestrahlungsphase

D — unmittelbar nach dem Ende der Bestrahlungsphase

In der Placebogruppe wurde ein signifikanter Abfall des all-trans-3-Carotin-Spiegels
(p<0.05) in der Bestrahlungsphase gefunden. In der R-Carotin-supplementierten
Gruppe war ein starker Anstieg des all-trans-3-Carotin-Spiegels nach der Supple-
mentierungsphase erkennbar. In der Bestrahlungsphase zeigte der Serumspiegel
einen deutlichen Abfall, lag aber auch am Ende der Bestrahlungsphase noch signifi-

kant Uber dem Ausgangsniveau.
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4. Diskussion

4.1. Sauerstoffradikale in der Epidermis

Die Untersuchung der Bildung reaktiver Sauerstoffradikale, die in der Pathogenese
von Entzundungsprozessen der Haut und bei verschiedenen Dermatosen eine wich-
tige Rolle spielen, kann einen Beitrag zur Klarung der Mechanismen solcher Prozes-

se und zur Entwicklung effektiver Therapien leisten.

Sauerstoffradikale kdnnen in der Epidermis durch eine ganze Reihe von Prozessen
erzeugt werden "*"1. Das kénnen physikalische Einfliisse wie die Einwirkung ionisie-
render und nichtionisierender (ultravioletter) Strahlung bei Anwesenheit von Sauer-
stoff oder die chemische und biochemische Wirkung verschiedener Substanzen sein
[39.53.128] 'Dazu zahlen beispielsweise photosensibilisierende Stoffe (Psoralene und
Porphyrine), verschiedene Enzyme und Komplexe, die in ihren niedrigen Oxidations-
zustanden Transitionsmetalle enthalten, Hypoxanthin, das als Ausgangsstoff fir die
Produktion von Harnsaure dient, sowie photochemische Produkte. Auch physiologi-
sche Faktoren wie die Infiltration durch neutrophile Granulozyten bei Entzindungs-

prozessen spielen eine wichtige Rolle ['* 8" 1621,

Die aufgezahlten Mechanismen konnen sowohl zur extrazellularen als auch zur intra-
zellularen Erzeugung von Superoxidanion fuhren. Die Reaktionen von molekularem
Sauerstoff mit photochemischen Mediatoren oder mit Transitionsmetallkomplexen
sind unter anderem abhangig von der Sauerstoffkonzentration, der UV-
Strahlungsintensitat und zellularen Redoxprozessen in der Epidermis. Biochemische
Mechanismen, wie die Xanthinoxidasereaktion und die phagozytoseabhangige
NADPH-Oxidase-Aktivitat sind von der Verflgbarkeit von Hypoxanthin bzw. der Infilt-
ration der Epidermis durch neutrophile Granulozyten abhangig "*". In allen diesen
Reaktionen spielt molekularer Sauerstoff die Rolle als Elektronenakzeptor bei der
Bildung von Superoxidanion ' "% Superoxidanion hat bei der Entstehung von
Sauerstoffradikalen eine zentrale Bedeutung, da es als Ausgangspunkt und Reakti-
onsprodukt fur die Bildung weiterer Radikale, insbesondere von Hydroxylradikal,

dient.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Mechanismen der Bildung reaktiver Sauer-
stoffradikale naher untersucht: die Bildung von Superoxidanion durch die
Xanthinoxidase-Reaktion sowie die Infiltration neutrophiler Granulozyten bei entzind-

lichen Dermatosen und die damit einhergéﬂende Phagozytose. AuRerdem wurde der



Dermatosen und die damit einhergehende Phagozytose. AulRerdem wurde der
Einflul® ionisierender Strahlung untersucht, indem die Wirkung von UV-Therapie auf

die Freisetzung von Sauerstoffradikalen in Granulozyten getestet wurde.

Die Xanthinoxidase-Reaktion ist ein wichtiger Mechanismus der Erzeugung von Su-
peroxidanion in der Epidermis bei UV-induzierten Verbrennungen sowie bei Ischa-
mie. Dabei dient Hypoxanthin als Substrat, das mit molekularem Sauerstoff unter
Vermittlung von Xanthinoxidase zunachst zu Xanthin und danach zu Harnsaure rea-
giert, wobei Superoxidanion und Wasserstoffperoxid freigesetzt werden. Die Verfug-
barkeit von Hypoxanthin spielt deshalb einen entscheidende Rolle fur die Radikalbil-
dung in der Epidermis. So wurde z.B. bei Psoriasispatienten eine Erhdhung der Xan-
thinoxidasekonzentration gefunden, die mit der Hyperplasie der Epidermis korrelierte.
Als Mechanismus der Schadigung der Epidermis durch UV-Bestrahlung und Warme

wird unter anderem die Erhdhung der Xanthinoxidase-Aktivitat diskutiert '*°,

Die Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale spielt eine wesentliche Rolle fiur die
mikrobizide und inflammatorische Aktivitdt der neutrophilen Granulozyten. Solche
Radikale konnen bei Bedarf durch biochemische Prozesse im Zellplasma syntheti-
siert oder aus intrazelluldren Granula freigesetzt werden “** "%l Die Erzeugung von
freien Sauerstoffradikalen und die Freisetzung von Enzymen aus zytoplasmatischen
Granula sind wichtige Mechanismen, Uber die Phagozyten schadigende Wirkungen
in Entzindungsprozessen und in anderen pathologischen Zustanden wie ischami-

schen Schadigungen hervorbringen kénnen 3!,

Fur die Untersuchung der damit verbundenen Prozesse hat sich die Methode der
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten mit verschiedenen Stimulantien etabliert.
Als Stimulantien werden beispielsweise Phorbolmyristatacetat (PMA), N-formyl-
methionylleucylphenylalanin (fMLP), C5a und opsoniertes Zymosan verwendet 881,
In den vorliegenden Untersuchungen wurde fir die Anregung der Granulozyten
opsoniertes Zymosan verwendet, dessen Anwendung sich als zuverlassig, reprodu-

zierbar und einfach handhabbar erwiesen hat '8,

4.2. Messung der Sauerstoffradikalbildung durch Elektronenspinresonanz-
spektrometrie

Um die Reaktionen der Sauerstoffradikalbildung quantitativ untersuchen zu kénnen,

werden sehr empfindliche Me3methoden bendtigt. Deshalb wurde fur diese Untersu-
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chungen die Elektronenspinresonanzspektrometrie (EPR) verwendet, die quantitativ

sehr genaue Messungen erlaubt [°%,

Erschwert werden die Untersuchungen allerdings durch die Tatsache, dal} die zu
untersuchenden Reaktionsprodukte eine sehr grof3e Reaktivitat und damit eine sehr
kurze Halbwertzeit besitzen. In biologischen Systemen ist der schnelle Abbau von
Sauerstoffradikalen durch Radikalfanger wie Katalase oder Glutathionperoxidase
lebenswichtig, um zellschadigende Wirkungen zu vermeiden. Um Uberhaupt eine
Messung zu ermoglichen, mul} dieser Abbau zeitweise verhindert werden, was in
den vorliegenden Untersuchungen durch die Bindung der Radikale an Spintrap-

Molekiile geschieht .

Fir die Messung von Superoxidanion wurde 5,5-Dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO)
verwendet, das sich mit Superoxidanion zu dem stabilen Addukt 5,5-Dimethyl-2-
hydroperoxy-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO-OOH) verbindet. Fir die Messung des Hydro-
xylradikals kam a-4-Pyridyl-1-oxid-N-tert-butylnitron (4-POBN) zum Einsatz, das mit
Hydroxylradikal und Ethanol das stabile Addukt 4-POBN-CH(CH3)OH bildet. Beide
Spintrap-Molekiile sind in der Literatur gut beschrieben ®.. Die wesentlich langeren
Halbwertzeiten der damit gebildeten Addukte im Vergleich zu den freien Sauerstoff-

radikalen ermoglichen ihre Untersuchung mit Hilfe der EPR.

Eine wesentliche Voraussetzung fir ihren Einsatz ist aulerdem, dal} sie in den ver-
wendeten Konzentrationen weder zytotoxisch wirken, noch den intrazellularen Stoff-
wechsel beeinflussen. Fur 4-POBN sind keine solchen Wirkungen bekannt. Aus der
Literatur ist aber bekannt, dal® das Spintrap-Molekul DMPO in hohen Konzentratio-
nen ( > 100 mM) die intrazellularen Reaktionen der neutrophilen Granulozyten beein-
flussen kann, indem es z.B. die spontane Dismutation von Superoxidanion zu Was-
serstoffperoxid hemmt 22!, In unseren Untersuchungen wurden Konzentrationen von
DMPO verwendet, bei denen solche Effekte nicht auftreten, so dal} wir davon ausge-
hen kdnnen, dall durch das Spintrap-Molekil keine unbeabsichtigten Seiteneffekte

ausgelost werden.

Eine wichtige Voraussetzung fur die Zuverlassigkeit dieser Messungen ist die Tatsa-
che, dal} die Bindungen der Sauerstoffradikale an die Spintrap-Molekile nur voru-
bergehender Natur sind. Die Sauerstoffradikale gehen nach ihrer Trennung vom
Spintrap-Molekul die gleichen Reaktionen ein, wie sie auch ohne deren Vorhanden-

sein stattfinden, d.h., sie beteiligen sich an weiteren intrazellularen Reaktionen und
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werden durch Radikalfanger abgebaut. Damit ist gewahrleistet, dal® durch das Ein-
fangen der Radikale deren Aktivitat nicht gemindert wird und keine Verfalschung der
zu untersuchenden Zellreaktionen stattfindet. Die Anwesenheit der Spintrap-Molekule
bewirkt lediglich eine zeitliche Verzégerung dieser Reaktionen, was nach der Herstel-
lung des Reaktionsgleichgewichts keinen Einflul® auf die ablaufenden biochemischen
Gesamtprozesse haben sollte. Diese zeitliche Verzogerung ist die Voraussetzung fur
die Erfassung der Sauerstoffradikale mit der verwendeten Methode. Sie ermdglicht
einen zuverlassigen und prazisen Nachweis der in den untersuchten Systemen er-

zeugten reaktiven Sauerstoffmetabolite mit Hilfe der EPR 24 29,

Der zu untersuchende Einflu von Retinoiden und Carotinoiden auf die Wirkung von
Sauerstoffradikalen ist vielfaltig und kann nicht in einem einzelnen Testsystem erfaf3t
werden. Daher wurde die EPR zur Untersuchung der Bildung der reaktiven Sauer-
stoffradikale Superoxidanion und Hydroxylradikal in zwei verschiedenen Systemen
verwendet. Zum einen wurde die Bildung der Sauerstoffradikale in einem biologi-
schen System — in neutrophilen Granulozyten — untersucht, in denen durch Stimulati-
on mit opsoniertem Zymosan die Phagozytose angeregt wurde. Zum anderen wurde
ein rein enzymatisches azellulares System verwendet. Unter Verwendung der EPR
wurden Messungen der in der Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion in vitro freigesetzten
Radikale durchgefihrt, was Ruckschlisse auf Radikalerzeugung in der Epidermis

uber diesen Reaktionsweg erlaubt.

4.3. Wirkung von Retinoiden

Eines unserer Ziele war die Untersuchung des Einflusses von Retinoiden auf die Bil-
dung von Sauerstoffradikalen, um die Wirkung dieser Substanzen im therapeutischen
Einsatz weiter zu klaren. Die Effekte von Retinoiden kdnnen sehr komplex sein, und
die Mechanismen, die diese Effekte bedingen, sind in einem zellularen System viel-

faltiger Natur.

Als ein solcher Mechanismus werden Wirkungen auf die Zellmembranen durch Reti-
noide diskutiert. Das kann auf mehrere Arten geschehen: durch Veranderung der
Permeabilitat, wodurch der lonenaustausch gestort wird, durch Einbettung in die
Phospholipide der Membran und durch Veranderung der intrazellularen Mikroviskosi-
tat %8 157. 181 Ein weiterer Mechanismus der Wirkung der Retinoide kénnte ihre direk-
te antioxidative Kapazitat in einer Umgebung mit erhdhter Sauerstoffradikalbildung
sein 9841,
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Die Vielfalt der genannten Mechanismen kann in einem einzelnen Testverfahren
nicht vollstandig erfal3t werden. Daher wurde die EPR-Spintrap-Technik in zwei Test-

systemen verwendet.

Der Einflul® von Retinoiden auf die Radikalbildung in stimulierten neutrophilen Granu-
lozyten kann durch Wirkungen auf die Zellmembranen, durch die Aktivitat der
NADPH-Oxidase sowie durch intrazellulare Einflisse verursacht werden. Auch eine

antioxidative Aktivitat der Retinoide kann die Freisetzung der Radikale beeinflussen
[60, 159]

Die Freisetzung von Radikalen im Xanthin/Xanthinoxidase-System wird dagegen e-
her von den antioxidativen Wirkungen der Retinoide beeinfluRt. Nicht auszuschlie3en
ist aber auch eine Hemmung der Oxidationsreaktion von Hypoxanthin zu Harnsaure,
bei der Wasserstoffperoxid und Superoxid freigesetzt werden und damit auch direkt
die Superoxidanionbildung beeinflul3t wird. Aul3erdem ist ein direkter Einflu der Re-
tinoide auf die eisenabhangige Fenton-Reaktion, die zur Bildung von Hydroxylradikal

aus Wasserstoffperoxid und Superoxidradikal fiihrt, vorstellbar 22 107 1081

Unsere Ergebnisse zeigen, dal bei Zugabe von Retinoiden in das von uns unter-
suchte zellulare System Einflisse auf die phagozytoseabhangige Freisetzung von
Radikalen zu beobachten sind, die von der Art und der Konzentration der Isomere
abhangig sind. Es zeigte sich, dal3 die getesteten Retinoide der ersten Generation
einen recht unterschiedlichen Einfluld auf die Radikalbildung hatten (Abb. 15 — 20).
Die Zugabe von all-trans- und 9-cis-Retinsaure hatte bei niedrigen Konzentrationen
(150 ng/ml) einen verstarkenden Effekt auf die Produktion von Superoxidanion (ca.
10 — 15 %), der bei hoheren Konzentrationen wieder abklang. Ein EinfluR dieser bei-
den Retinoide auf die Hydroxylradikalbildung war nicht zu erkennen. Die Zugabe von
13-cis-Retinsaure (Isotretinoin) wirkte dagegen signifikant hemmend auf die Bildung
von Superoxidanion. Diese Hemmung war bereits bei niedrigen Konzentrationen zu
beobachten (ca. 18 % bei 50 ng/ml), wuchs konzentrationsabhangig bis etwas Uber
50 % bei 250 ng/ml und blieb dann konstant. Auf die Hydroxylradikalproduktion wirkte
13-cis-Retinsaure (Isotretinoin) bis zu einer Konzentration von 150 ng/ml leicht ver-
starkend, wahrend bei hoheren Konzentrationen eine leichte Hemmung zu erkennen

war.

Die Tatsache, dald die Wirkung von Retinoiden spezifisch und dosisabhangig ist,

kann im therapeutischen Einsatz von Bedeutung sein. In neutrophilen Granulozyten
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zeigen die getesteten Retinoide eine antioxidative Wirkung auf freigesetzte Radikale
in der Umgebung, wodurch weiterer Schaden durch die erhohte Radikalbildung bei
Entzindung verhindert werden kann. Bei hoheren Konzentrationen der Retinoide
wird die Freisetzung der Phagozytose-abhangigen Sauerstoffradikale nicht mehr
beeinflul3t oder, wie im Fall der 13-cis-Retinsaure (Isotretinoin), signifikant gehemmt,
wobei die antioxidative Wirkung auf die Umgebung erhalten bleibt. Die signifikant
antioxidative Wirkung von 13-cis-Retinsaure und Acitretin stimmt auch gut mit der
Tatsache Uberein, daf sich beide Substanzen erfolgreich mit einer UVA-Lichttherapie

kombinieren lassen.

Auch die Retinoide der zweiten Generation zeigten keinen einheitlichen Einflu® auf
die Radikalbildung (Abb. 21 — 26). Acitretin forderte die Bildung von Superoxidanion
bei niedrigen Konzentrationen (bei 25 — 50 ng/ml, Erhéhung um ca. 20 %), bei hdhe-
ren Konzentrationen verschwand diese Wirkung aber wieder. Auf die Hydroxylradi-
kalbildung wirkte Acitretin ahnlich wie 13-cis-Retinsdure — leicht verstarkend (um ca.
10 %) bei niedrigen Konzentrationen und leicht hemmend (um ca. 20 %) bei hdheren
Konzentrationen. Diese Ergebnisse korrelieren mit der therapeutischen Anwendung
von Acitretin bei Psoriasis. Bei den klinischen Verlaufsformen der pustuldsen Psoria-
sis, bei denen eine verstarkte Infiltration von neutrophilen Granulozyten typisch ist,
werden hohe Dosen (1 mg/kg Koérpergewicht) von Acitretin, Etretinat bzw. 13-cis-
Retinsaure eingesetzt. Mit diesem hochdosierten Einsatz wird die Migration der
neutrophilen Granulozyten und ihre sekundare Schadigung durch freie Radikale ge-

hemmt.

Bei dem untersuchten Retinoid der zweiten Generation, dem Prodrug Etretinat, wur-
de kein erkennbarer Einfluf® auf die Bildung von Superoxidanion und Hydroxylradikal
gefunden. Andererseits zeigte sein Metabolit 13-cis-Acitretin bei hoheren Konzentra-
tionen eine leichte Hemmung der Erzeugung von Hydroxylradikal. Diese auf den ers-
ten Blick recht widerspruchlichen Ergebnisse stimmen aber mit verschiedenen in der
Literatur beschriebenen Resultaten Uberein. So wurde gezeigt, dald unter bestimmten
experimentellen Bedingungen Retinoide bei niedrigen Konzentrationen die Produkti-

on von Superoxidanion in neutrophilen Granulozyten verstarken kénnen [© %4

, was
mit der von uns gefundenen Verstarkung der Superoxidanionbildung bei niedrigen
Konzentrationen von all-frans-Retinsaure (bei 150 — 250 ng/ml), 9-cis-Retinsaure (bei

150 ng/ml) und Acitretin (bei 25 — 50 ng/ml) korreliert.
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Ahnliche konzentrationsabhéngige und isomerspezifische Effekte der Retinoide wur-
den in Arbeiten von Gonzalez-Cabello et al. zum Einflul3 von Retinoiden auf Lympho-
zyten in vitro beschrieben. Die Autoren fanden, dal® sowohl Retinsaure als auch Re-
tinal bei hdheren Konzentrationen die durch Concanavalin A und Interleukin-2 indu-
zierte Blastogenese in humanen Lymphozyten in vitro hemmten. Bei mittleren Kon-
zentrationen verschwand dieser Effekt. Bei niedrigeren Konzentrationen kehrte sich
die Wirkung der Retinoide um — sie zeigten einen signifikanten stimulierenden
Einflul3. Erklart werden kdnnen diese Effekte durch die Wirkung der Retinoide auf die

Proteinkinase C, ein Schliisselenzym in der Blastogenese der Lymphozyten [°4 64 102
163, 178]

Chemilumineszenzuntersuchungen von Fumarulo et al. bestatigen, dal® Retinoide bei
nichttoxischen Konzentrationen einen inhibierenden Einfluld auf den oxidativen Stoff-
wechsel der Leukozyten bei Stimulation mit verschiedenen Substanzen (PMA, fMLP,
A23187, Zymosan) ausiiben kénnen ©%. Dieser hemmende EinfluR der Retinoide
scheint irreversibel zu sein; er bleibt auch erhalten, wenn die Substanzen noch vor
der Stimulation aus den Zellen ausgewaschen werden. Als mogliche Erklarungen fur
diese Wirkung wurden neben einer Inhibierung der Proteinkinase C auch Anderun-

gen in der Membranviskositét in Betracht gezogen 64 157 189

Mit der Hemmung der oxidativen Prozesse ist auch eine Hemmung der Migration der
Leukozyten verbunden ["*!. Diese Wirkungen kénnten einen wichtigen Mechanismus
darstellen, Uber den Retinoide sowohl antiinflammatorische Aktionen als auch protek-
tive Effekte gegen Entziindungsprozesse hervorbringen. Diese Hypothese wird durch
den Fakt erhartet, dal} die in unseren Untersuchungen beobachteten hemmenden
Effekte der 13-cis-Retinsaure bei Konzentrationen beobachtet werden, die in vivo bei

therapeutisch relevanten Dosierungen auftreten (ab 150 ng/ml, siehe Abb. 17).

Auller den genannten sind eine Reihe weiterer Mechanismen flr die Wirkung der
Retinoide vorstellbar. So haben Retinoide die Fahigkeit, die Enzymsekretion aus zy-
toplasmatischen Granula in neutrophilen Granulozyten zu hemmen ['®!. Damit beein-
flussen die Retinoide in vivo eine Funktion der Phagozytose, die Uber das Zytoskelett
vermittelt wird. Auch das Plasmamembranpotential wird von Retinoiden beeinfluf3t.
Retinoide wie Retinsaure, Retinol und Retinal wirken dosisabhangig hyperpolarisie-
rend auf die Zellmembran ®* '8 Unsere Ergebnisse sprechen auch dafiir, daR die
untersuchten Retinoide durch den EinfluR® auf die Zellmembran die NADPH-Oxidase-

Aktivitat verandern und damit die Superoxidanionbildung beeintrachtigen kénnen.
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Retinoide beeinflussen den Stoffwechsel der Prostaglandine, die wiederum eine
hemmende Wirkung auf die Superoxidanionproduktion und die Degranulation der
neutrophilen Granulozyten haben, welche unter anderem durch Lipoxygenase-

Produkte vermittelt wird ©% 841,

Ein weiterer Wirkmechanismus ist der Einflud der Retinoide auf Leukotriene. Leu-
kotriene sind Substanzen, die eine wichtige Rolle als Mediator bei Entzindungs-
prozessen spielen. Retinoide kdnnen die Wirkung der Leukotriene oder auch deren
Produktion hemmen und dadurch eine antiinflammatorische Wirkung hervorrufen. Die
letztere Wirkung ist fur das in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen produ-
zierte Leukotrien-Bs "% sowie fiir Leukotrien-C, bekannt, das aus Eosinophilen
stammt "%, Der EinfluR der Retinoide auf Leukotriene kann auch zur Hemmung der
Leukotrien-B4-induzierten Migration neutrophiler Granulozyten fuhren. In vivo kann
die systemische Anwendung von 13-cis-Retinsaure, Etretinat und seinem Metabo-
liten Acitretin die Migration der neutrophilen Granulozyten inhibieren. Ein besonders
deutlicher Effekt auf die Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten in der Epidermis
wurde beim Einsatz von 13-cis-Retinsdure gefunden ® ' 3% Die Hemmung der
LTB4-Produktion in humanen PMNs durch Retinoide kann auflerdem eine an-
tiinflammatorische Wirkung durch den Einflu auf Prostaglandin PGE2 hervorrufen,
was in der therapeutischen Effizienz bei Psoriasis eine wichtige Rolle spielt, da in

psoriatischer Haut hohe Konzentrationen von Arachidonsaure gemessen werden "2,

Der EinfluR von Retinoiden in vivo schliel3t immunologische Aspekte ein, so dal® fur
die Interpretation der Messungen von einzelnen Patienten unter Retinoid-PUVA-
Therapie diese Mechanismen zu berucksichtigen sind. Die Ergebnisse der in-vitro-
Untersuchungen konnen somit nicht direkt auf die Situation in vivo Ubertragen wer-

den.

In dem von uns untersuchten Xanthin/Xanthinoxidase-System zeigte sich eine antio-
xidative Wirkung auf die freigesetzten Radikale in allen Messungen. Die Retinoide
der ersten Generation, 13-cis- und 9-cis-Retinsaure, hemmten die Bildung von Su-
peroxidanion konzentrationsabhangig bis zu 24 bzw. 35 % bei der hochsten gemes-
senen Konzentration von 1000 ng/ml. Der Einflul3 dieser Retinoide auf die Hydroxyl-
radikalbildung war ebenfalls hemmend. Dabei zeigte 13-cis-Retinsaure eine andere
Abhangigkeit von der Konzentration — die grof3te Hemmung (55 %) wurde bei der
niedrigsten zugegebenen Dosis (62,5 ng/ml) gemessen, bei hdheren Konzentratio-

nen nahm die Hemmung wieder leicht ab. Die Zugabe von 9-cis-Retinsaure bewirkte
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nur eine leichte Hemmung (bis 11 %) bei hohen Konzentrationen (Tab. 1). Acitretin
als Retinoid der zweiten Generation wirkte ebenfalls hemmend auf die Radikalpro-
duktion. Die Superoxidproduktion wurde dabei bei niedrigen Konzentration etwas
starker gehemmt (19 % bei 62,5 ng/ml) als bei hoheren Konzentrationen (ca 20 %
bei 500 und 1000 ng/ml). Die Hydroxylradikalproduktion wurde bei der Zugabe von

Acitretin bei allen gemessenen Konzentrationen um ca. 20 % vermindert (Tab. 2).

Die gemessene antioxidative Aktivitat von Retinoiden im Xanthin/Xanthinoxidase-
System kann Aufklarung Uber das intrazellulare Geschehen in aktivierten neutrophi-
len Granulozyten geben. Da die Menge der freigesetzten Radikale im Xan-
thin/Xanthinoxidase-System an das Niveau in aktivierten neutrophilen Granulozyten
angeglichen wurde, ist anzunehmen, dal} diese antioxidative Aktivitat sowohl intrazel-
lular als auch extrazellular vorhanden ist. Die Untersuchungen in Granulozyten zei-
gen, dal} die Wirkung von Retinoiden in einem zellularen System nicht auf diese an-
tioxidative Aktivitat beschrankt ist. So finden wir bei einigen Isomeren mit antioxidati-
ver Wirkung (9-cis- und all-frans-Retinsaure) einen stimulativen Effekt auf die Frei-

setzung von Radikalen in stimulierten neutrophilen Granulozyten.

Die antioxidative Wirkung verschiedener Retinoide, wie 13-cis- und all-trans-
Retinsaure, wurde mit den Untersuchungen von Himaratsu und Packer bestatigt 4.
Diese antioxidative Kapazitat der Retinoide kann durch verschiedene Faktoren
beeinflul3t werden, insbesondere durch die Art der Umgebung (hydrophil oder hydro-

phob) Umgebung, von der die Stereostruktur der Retinoide abhangt.

4.4. Sauerstoffradikalbildung in stimulierten Granulozyten von Kontrollpro-
banden

Die mikrobizide Funktion der neutrophilen Granulozyten beruht zu einem wesentli-
chen Teil auf der zellschadigenden Wirkung reaktiver Sauerstoffradikale, die sie wah-
rend der Phagozytose auf die eingedrungenen Erreger ausiiben ! Eine zentrale
Rolle im Stoffwechsel der Sauerstoffradikale spielt dabei das Superoxidanion, das
mit Hilfe der NADPH-Oxidase aus Sauerstoff gebildet wird. Superoxidanion selbst
besitzt zwar kaum mikrobizide Wirkung, dient aber als Ausgangspunkt fur die Bildung
der eigentlichen mikrobiziden Radikale, insbesondere von Hydroxylradikal *%. Auf die
Entstehung und die weiteren Reaktionen von Superoxidanion haben eine ganze Rei-
he von Faktoren Einflull. Einige davon wurden in der vorliegenden Arbeit bei Kon-

trollprobanden sowie bei Psoriasis-Patienten untersucht (Abb. 27 — 30).
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Ein grol3er Teil des gebildeten Superoxidanions wird durch eine spontane Dismutati-
on zu Wasserstoffperoxid umgewandelt, welches eine wichtige Rolle in den weiteren
Reaktionen unter Entstehung von Hydroxylradikal spielt ?® %2 Superoxiddismutase
(SOD,) ist ein Metallprotein, das als Superoxid-Oxidoreduktase diese Reaktion kata-
lysiert "8 In den Messungen nach Zugabe von SOD ist der dadurch bedingte ver-
starkte Abbau von Superoxidanion deutlich zu erkennen (signifikante Verringerung
um 66 %, siehe Abb. 27). Die Bildung von Hydroxylradikal aus Superoxidanion wird
ebenfalls gehemmt, was durch eine in der gleichen GrélRenordnung signifikant ver-
minderte Hydroxylradikalbildung erkennbar ist (Abb. 28). Damit erflllt SOD die Auf-

gabe eines Radikalfangers, der liberschiissiges Superoxidanion abbauen kann !"%®l.

Ebenfalls als naturlicher Radikalfanger wirkt die Katalase, die wahrend der Phagozy-
tose aus den intrazellularen Granula der Granulozyten freigesetzt wird. Dieses En-
zym spielt eine Rolle beim Abbau von uUberschiussigem Wasserstoffperoxid. Dadurch
wird, ahnlich wie bei der SOD, der Zerfall von Superoxidanion durch die Verschie-
bung des Reaktionsgleichgewichts erhoht und seine Konzentration verringert. In den
vorgestellten Messungen wurde bei Zugabe von Katalase die Superoxidanion-
produktion signifikant um 37 % vermindert (siehe Abb. 27). Die Konzentration von
Hydroxylradikal wurde ebenfalls signifikant vermindert (Abb. 28), wenn auch in gerin-

gerem Mal3e (um 17 %).

Diese Verminderung ist im wesentlichen der geringeren Bildung von Hydroxylradikal
uber den Myeloperoxidase-H,O,-Chlorid-Reaktionsweg zuzurechnen. Durch Zugabe
des Myeloperoxidase-Hemmers Natriumazid kann dieser Reaktionsweg blockiert
werden 2> 92 1% Bej den Messungen wurde nach Zugabe von Natriumazid eine sig-
nifikante Verminderung der Hydroxylradikalbildung um ca. 35 % gefunden (Abb. 28),
wahrend fur die Bildung von Superoxidanion keine wesentliche Veranderung erkenn-
bar war (Abb. 27). Dal} die Hydroxylradikalbildung nicht vollstandig blockiert wurde,
kann durch die Existenz eines weiteren Reaktionsweges zu Hydroxylradikal erklart

werden — der eisenabhangigen Haber-Weiss-Reaktion %,

Durch die Zugabe von zwei- oder dreiwertigem Eisen kann das Reaktionsgleich-
gewicht der Haber-Weiss-Reaktion in eine bestimmte Richtung verschoben werden
30.311 'was sich in unseren Untersuchungen bestatigte. Bei der Zugabe von zweiwer-
tigem Eisen wurde die Produktion von Hydroxylradikal auf mehr als das Doppelte
erhdht, wahrend die Zugabe von dreiwertigem Eisen der gleichen Konzentration (1
mM) die Hydroxylradikalbildung auf etwa die Halfte reduzierte (Abb. 28). Durch die
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gleichzeitige Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts in der Reaktion von Super-
oxidanion zu Sauerstoff ware eine Anderung der Konzentration von Superoxidanion
in der gleichen GroRenordnung zu erwarten. Eine Veranderung in der gleichen Rich-
tung war zwar vorhanden, jedoch fiel diese wesentlich weniger deutlich aus. Bei Zu-
gabe von Fe** erhdhte sich die Superoxidanionbildung signifikant um 24 %, bei der
Zugabe von Fe®* wurde eine nichtsignifikante Verminderung um 11 % gefunden
(Abb. 27).

Die deutlich unterschiedlich starke Wirkung der Zugabe von Eisenionen auf die Pro-
duktion von Superoxidanion und Hydroxylradikal kann dadurch erklart werden, daf
neben der Haber-Weiss-Reaktion auch die Myeloperoxidase-H,O,-Chlorid-Reaktion
beeinflul3t wird. Die verstarkte Produktion von Superoxidanion bei der Zugabe von
zweiwertigem Eisen fuhrt zu einer verstarkten Produktion von Wasserstoffperoxid
und damit zu einer verstarkten Bildung von Hydroxylradikal Gber das Myeloper-
oxidase-H,0,-Halidsystem. Damit wird die Hydroxylradikalbildung starker erhoht, als
es durch die Haber-Weiss-Reaktion allein der Fall gewesen ware, wahrend umge-
kehrt die Superoxidanionkonzentration durch den zusatzlichen Verbrauch weniger
stark anwachst, als es bei alleiniger Verschiebung der Haber-Weiss-Reaktion zu er-
warten ware. Der entgegengesetzte Effekt tritt bei der Zugabe von dreiwertigem Ei-

sen ein %71,

Einen Einflul auf die besprochenen Melergebnisse kann auch das eisenbindende
Protein Lactoferrin haben, das bei der Neutrophilen-Degranulation in verstarktem
Male aus den neutrophilen Granula freigesetzt wird. Lactoferrin entzieht den Reakti-
onen kurzfristig Eisen, stellt es aber der Zelle durch seine speichernde Wirkung wie-

der zur Verfiigung, so daR es einen Puffereffekt hat 4 ',

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen, dall es im Rahmen der sauerstoff-
abhangigen Infektabwehr der neutrophilen Granulozyten zur Sauerstoffradikal-
Entstehung Uber ein komplexes System intrazellular ablaufender Reaktionswege
kommt. Hierbei kann nach der initialen Superoxidanion-Bildung die Hydroxylradikal-
Entstehung Uber verschiedene Reaktionswege erfolgen, wobei eine wesentliche Rol-
le die Myeloperoxidase-H,O,-Chlorid-Reaktion und die Eisen-katalysierte Haber-
Weiss-Reaktion spielen. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur und mit
weiteren Untersuchungen, die in unserem Labor durchgefiihrt wurden '3 175 1761 ynqg

dienten als Grundlage fur die weiteren Messungen.
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4.5. Sauerstoffradikalbildung in stimulierten Granulozyten von Patienten mit
Psoriasis vulgaris

Psoriasis ist eine Dermatose, bei der die neutrophilen Granulozyten eine wichtige
Rolle spielen. In der aktiven Phase der Psoriasis sind die betroffenen Hautpartien,
die Lasionen, sehr stark mit diesen Leukozyten infiltriert ['* %31, Auch die Aktivitat der
peripheren Leukozyten steigt bei Psoriasis im Vergleich zu gesunden Probanden. Bei
Psoriasis-Patienten wird eine verstarkte Adhasion der Leukozyten am Epithel beo-
bachtet. Die Fc-Rezeptorfunktion der neutrophilen Granulozyten ist erhoht 1% und
verschiedene Autoren berichten von einer Verstarkung des respiratorischen Bursts in
neutrophilen Granulozyten bei Psoriasis ®?, was im Einklang mit Berichten {ber ein
erhohtes glycolytisches Potenzial dieser Granulozyten steht "%, Die Ursachen dafiir
werden diskutiert. Dazu zahlen eine erhdohte Konzentration von Lactoferrin im Blut-
plasma ", eine verstarkte Wirkung von Endotoxin, chemotaktischen Faktoren, Zyto-
kinen und Arachidonsaurederivaten ["®, der oxidative Stress infolge der psoriatischen
Inflammation, die erhdohte Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase infolge
der Oxidation von Arachidonsaure und der erhohten Synthese von Nukleinsduren in

der psoriatischen Haut "®*"! sowie die verminderte Aktivitit von Superoxiddismutase
[42, 43, 50, 159]

Ob die neutrophilen Granulozyten auch eine entscheidende Rolle in der Pathogene-
se der Psoriasis spielen, ist umstritten. Einige Autoren finden einen Zusammenhang
zwischen epidermaler Proliferation und der Infiltration mit neutrophilen Granulozyten,
andere bestreiten einen solchen Zusammenhang "> 3% *9 S0 wurde bei bei pustu-
I6sen Formen der Psoriasis mit chronisch-inflammatorischem Verlauf eine starke In-
filtration mit polymorphkernigen Leukozyten gefunden "' Die Korrelation des PSI-
Score (Anteil der betroffenen Koérperoberflache) mit der Auspragung des respiratori-
schen Bursts weist darauf hin, dal} der respiratorische Burst mit der Aktivitat der Pso-

riasis korreliert.

Um den EinfluR von Retinoiden auf die Bildung freier Sauerstoffradikale bei Psoria-
sis-Patienten genauer untersuchen zu kdnnen, wurden zunachst die Messungen des
Einflusses von SOD, Katalase, Natriumazid sowie zwei- und dreiwertigem Eisen
auch an neutrophilen Granulozyten von Patienten mit Psoriasis vulgaris durchgefuhrt
(Abb. 29, 30). Dadurch sollten Unterschiede bei der Bildung von Superoxidanion und
Hydroxylradikal im Vergleich zu gesunden Probanden (Abb. 27, 28) gefunden wer-

den.

91



Die MeRwerte fur die Bildung von Superoxidanion und Hydroxylradikal in stimulierten
neutrophilen Granulozyten von Psoriasispatienten ohne Zugabe zusatzlicher Sub-
stanzen lagen im Bereich der fur gesunde Probanden gefundenen Werte. Nach Zu-
gabe der verschiedenen Substanzen wurden qualitativ die gleichen Effekte gefunden,
wie sie im vorigen Abschnitt fur die Proben von gesunden Kontrollprobanden be-
schrieben wurden. Quantitativ zeigten sich allerdings deutliche Unterschiede fur eini-
ge Substanzen, was darauf hinweist, dal® sich die oben beschriebenen Wege des
Radikalstoffwechsels in den peripheren neutrophilen Granulozyten von Patienten mit

Psoriasis von denen gesunder Probanden unterscheiden.

Der EinfluR der Zugabe der Eisenionen (Fe** und Fe**) war bei Proben von Psoria-
sispatienten wesentlich starker ausgepragt. So wurde bei der Zugabe von zweiwerti-
gem Eisen die Superoxidanionproduktion in stimulierten Granulozyten von Psoriati-
kern signifikant um 125 % erhoht (im Vergleich zu 24 % in stimulierten Granulozyten
von Kontrollprobanden). Die Hydroxylradikalproduktion stieg bei Psoriasispatienten

signifikant um 230 % (im Vergleich zu 109 % bei Kontrollprobanden).

Die Zugabe von dreiwertigem Eisen fordert die Bildung von zweiwertigem Eisen und
Sauerstoff Uber die Haber-Weiss-Reaktion. Die dadurch bewirkte signifikante Ver-
minderung der Konzentration von Superoxidanion fallt bei Psoriasispatienten viel
starker aus (um 85 % im Vergleich zu 11 % in den Kontrollproben, siehe Abb. 29).
Das kann seine Ursache in einer verminderten Aktivitat der NADPH-Oxidase haben,
welche die Bildung von Superoxidanion aus Sauerstoff vermittelt, oder in einer ver-
minderten Verflgbarkeit von NADPH, das als Energiespender fir verschiedene Re-
aktionen bendtigt wird. Da das Superoxidanion auf3er in der Haber-Weiss-Reaktion
auch in anderen Reaktionen, wie der spontanen Dismutation zu Wasserstoffperoxid,
bendtigt wird, kann nicht mehr ausreichend Superoxidanion nachgebildet werden.
Das niedrigere Niveau von Superoxidanion beeintrachtigt die Reduktion von dreiwer-
tigem zu zweiwertigem Eisen, das wiederum fur die Bildung von Hydroxylradikal not-
wendig ist. Wie nach diesen Uberlegungen zu erwarten ist, fallt die Abnahme der
Hydroxylradikalproduktion bei Zugabe von dreiwertigem Eisen bei stimulierten
Granulozyten von Psoriasispatienten ebenfalls starker aus (um 81 %, siehe Abb. 30)

als bei Kontrollprobanden (um 56 %).

Diese Uberlegungen werden auch von der gefundenen Wirkung von Katalase auf die
Radikalbildung in stimulierten Granulozyten von Psoriasispatienten gestutzt. Bei der

Zugabe von Katalase wurde bei Psoriasispatienten eine signifikante Hemmung der
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Superoxidanionbildung um 59 % im Vergleich zu einer Hemmung um 37 % bei den
Kontrollprobanden gemessen. Die Hydroxylradikalbildung wurde signifikant um 81 %
(im Vergleich zu nur 17 %) vermindert. Da Katalase den Zerfall von Wasserstoff-
peroxid katalysiert, hat sie Einfluly auf alle Reaktionen, an denen Wasserstoffperoxid
beteiligt ist. Insbesondere wird auch die Dismutation von Superoxidanion zu Was-
serstoffperoxid gefordert, wodurch der Haber-Weiss-Reaktion weniger Superoxid-
anion zur Verfugung steht, aul3erdem wird die Bildung von Hydroxylradikal aus Was-
serstoffperoxid in der Haber-Weiss-Reaktion vermindert. Steht durch eine vermin-
derte NADPH-Oxidase-Aktivitat weniger Superoxidanion zur Verfiigung, so wird die-
ser Effekt durch eine weitere Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts noch ver-

starkt.

Auch die Zugabe von SOD zu stimulierten Granulozyten von Psoriasispatienten hatte
einen starkeren Effekt auf die Hydroxylradikalbildung als bei Proben von Kontrollpro-
banden, wenn der Unterschied auch nicht so stark ausgepragt war (signifikante Min-
derung um 79 % im Vergleich zu 63 %). Die SOD fordert die Dismutation von Super-
oxidanion zu Wasserstoffperoxid und fuhrt bei verminderter Aktivitat von NADPH-
Oxidase ebenfalls zu einer starkeren Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts der
Haber-Weiss-Reaktion. Da sie aber im Gegensatz zur Katalase nicht direkt auf die
Haber-Weiss-Reaktion wirkt, fallt der Unterschied in den Messungen hier geringer

aus.

Schliel3lich spricht auch die starkere Hemmung der Hydroxylradikalproduktion durch
den Myeloperoxidaseblocker Natriumazid bei Psoriasispatienten (56 %) im Vergleich
zu den Messungen bei Kontrollprobanden (34 %) dafur, dafld die Aktivitat der Haber-
Weiss-Reaktion als alternativem Produzenten von Hydroxylradikal weniger stark als
bei Kontrollpatienten anwachst. Das kann ebenfalls durch eine geringere Aktivitat von
NADPH-Oxidase und eine dadurch bedingte geringere Verflgbarkeit von Superoxid-

anion erklart werden.

Ein komplexeres Bild ergibt sich, wenn diese Uberlegungen mit den Ergebnissen der
Wirkung von zweiwertigem Eisen auf die Bildung von Sauerstoffradikalen in
neutrophilen Granulozyten von Psoriasispatienten erganzt werden. Die Zugabe von
Fe?" in stimulierten Granulozyten férdert direkt die Bildung von Hydroxylradikal aus
Wasserstoffperoxid Uber die Haber-Weiss-Reaktion und hemmt die Umwandlung von
Superoxidanion zu Sauerstoff in der gleichen Reaktion. Das flhrt zu einer verstarkten

Bildung beider Radikale. Bei den Kontrollprobanden fiel die Zunahme der Bildung
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von Superoxidanion im Vergleich zur Bildung von Hydroxylradikal sehr moderat (24
%) aus, was durch die verstarkte Dismutation von Superoxidanion zu Wasserstoff-
peroxid erklart werden kann. Die Messungen bei Psoriasispatienten zeigten aber ei-
ne deutlich starkere Erhdhung der Superoxidanionbildung (um 125 %). Das deutet
auf einen verminderten Abbau von Superoxidanion hin. Einer der wichtigsten Reakti-
onswege fur den Abbau von Superoxidanion ist die Dismutation zu Wasserstoffpero-
xid. Die erhdhte Konzentration von Superoxidanion kann daher u.a. mit einer vermin-
derten Aktivitat der SOD bei Psoriasis erklart werden kann. Unsere Daten korrelieren
mit den in der Literatur bekannten Messungen, die eine verminderte SOD-Aktivitat in
neutrophilen Granulozyten bei Psoriasis bestatigen ®%. Allerdings wiirde eine ver-
minderte Bildung von Wasserstoffperoxid zu einer verminderten Produktion von
Hydroxylradikal fihren, da das bendtigte Wasserstoffperoxid fur die eisenkatalysierte
Haber-Weiss-Reaktion nicht ausreichend zur Verfligung stehen wirde. Da die
Hydroxylradikalbildung im Gegenteil sogar starker zunimmt (um 230 %) als bei den
Kontrollprobanden (um 109 %), ist die Verminderung der SOD-Aktivitat fur die gefun-
denen Effekte nicht ausreichend. Als mogliche Erklarung bietet sich hier auch eine
verminderte Aktivitat der Myeloperoxidase an, was zu einem verminderten Abbau

von Wasserstoffperoxid fuhrt.

Ein weiterer mdglicher Faktor ist eine erhdhte Bindung von dreiwertigem Eisen durch
eisenbindende Proteine wie Lactoferrin. Es ist bekannt, da® bei Psoriasis die Kon-
zentration von Lactoferrin im Blutplasma deutlich erhéht ist 'l Die hohe Affinitat von
Lactoferrin zu Fe®*" kdnnte die eisenkatalysierte Haber-Weiss-Reaktion beeintrachti-

gen.

Nicht auszuschlieen ist auch die Moglichkeit, dal® bei Psoriasis die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) durch benachbarte Zellen oder Enzyme in der Epidermis und
im Blutplasma den Metabolismus des Phagosoms und damit die Superoxidanion-
bildung beeinflut % 7,

4.6. Wirkung von 13-cis-Retinséure (Isotretinoin) auf die neutrophilen Granu-
lozyten

Eines der wirksamsten Medikamente bei der Behandlung verschiedener Dermatosen
ist Isotretinoin (13-cis-Retinsaure). Es wird bei verschiedenen Akneformen wie Akne
conglobata, bei schwerer Rosacea und gramnegativer Follikulitis eingesetzt, insbe-

sondere bei leichter Akne. Bei dieser Form des Einsatzes stehen die komedolytische
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und antikomedogene sowie eine antiinflammatorische Wirkung im Vordergrund ¢ &%

1371391721 AuRerdem wurde diese Substanz in der Therapie verschiedener Dermato-
sen dadurch interessant, dal} sie mit PUVA-Therapie kombiniert werden kann, was

mit Erfolg bei der pustulésen Psoriasis eingesetzt wird [°° 1°1.

Unsere Messungen ergaben, dal} Isotretinoin in der Lage ist, die Erzeugung reaktiver
Sauerstoffmetabolite in dem von uns getesteten System mit Zymosan-stimulierten
neutrophilen Granulozyten signifikant zu hemmen. Insbesondere die Produktion von
Superoxidanion wurde konzentrationsabhangig um bis zu 50 % vermindert (Abb. 17).
Die Bildung von Hydroxylradikal wurde bei hoheren Konzentration ebenfalls vermin-
dert (um etwa 20 %, Abb. 18). In der klinischen Anwendung konnte das eine direkte

Ursache fur den beobachteten antiinflammatorischen Effekt sein.

Auch in dem von uns untersuchten Xanthin/Xanthinoxidase-System zeigt Isotretinoin
eine starke antioxidative Aktivitat bei der Freisetzung von Sauerstoffradikalen. Die
Bildung von Superoxid wurde konzentrationsabhangig um bis zu 24 % gehemmt, die
Hydroxylradikalbildung wurde bereits bei niedrigen Konzentrationen um ca. 50 %
vermindert (Tab.1). Diese Aktivitat kann bei Entzindungen in der Epidermis eine pro-
tektive Rolle spielen '". Die Abwehrmechanismen der Haut unter anderem gegen
Propionibakterien bei Akne und die schadliche Wirkung von Lichtstrahlung erhdhen
im kranken Gewebe und in der Umgebung die Konzentration freigesetzter Radikale.
Die Verminderung dieses Effekts durch Isotretinoin konnte einer der wichtigsten

Wirkmechanismen der Isotretinoin-Therapie sein.

4.7. EinfluB der Retinoid-Psoralen-UVA-Kombinationstherapie auf die Sauer-
stoffradikalbildung in neutrophilen Granulozyten bei Psoriasis

In unseren Untersuchungen spielte die Wirkung der UV-Strahlung zum einen deshalb
eine Rolle, weil bekannt ist, da® UV-Strahlung die Isomerisierung oder Photodestruk-
tion von Vitamin A und analoger Retinoide hervorrufen kann, zum anderen deshalb,
weil Patienten unter PUVA-Therapie ebenfalls erheblicher UV-Strahlung ausgesetzt

werden [5, 95, 169, 170]

Die EPR, die fur viele biomedizinische Aufgabenstellungen eingesetzt wird, ist in der
Photodermatologie als eine sehr sensitive und spezifische Untersuchungsmethode
etabliert *® 1?81 Sje wurde zur Messung der Verdnderung von Lipiden, Proteinen und
Membranen verwendet. Unter anderem wurde die Methode fir die Messung von en-

dogenen Ascorbinradikalen in UV-bestrahlter Haut verwendet. Mit Hilfe von EPR-
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Untersuchungen wurde eine erhdhte Konzentration freier Radikale bei Psoriasis-
Patienten gefunden, die mit der Aktivitat der Krankheit korrelierte. Nach erfolgreicher
Behandlung der Psoriasis wurde ein deutlicher Ruckgang der Radikalbildung gefun-
den ' Auch die Erzeugung persistenter organischer Radikale nach epidermaler
Applikation von radikalerzeugenden Substanzen wie 4-Hydroxyanisol und Anthralin
wurde mit Hilfe der EPR nachgewiesen. Eine wichtige Rolle spielt die Methode in der
Detektion und Klarung der Rolle von Melanin. Weitere Anwendung fand die EPR bei-
spielsweise in der Messung von Anderungen in der Membranviskositét epidermaler
Zellen sowie zur Untersuchung von Elektronentransferreaktionen wie dem Ascorbat-
und Thiol-vermittelten Elektronentransfer, die mit der Aktivitat der Thioredoxinreduk-

tase in Zusammenhang gebracht wird 1°®,

Spintrap-Moleklile werden in der Dermatologie zur Messung von freien Radikalen
und reaktiven Sauerstoffmetaboliten in der Haut eingesetzt. Mit Hilfe des Spintrap-
Molekuls DMPO wurden Alkylradikale gemessen, die unter UV-Bestrahlung aus
Hautlipiden gebildet werden. In Keratinozyten wurden Glutathion-Thiol-Radikale nach
Behandlung mit Hydroperoxid gemessen. Die Aktivitat von Superoxiddismutase in

der Epidermis wurde ebenfalls mit Hilfe von DMPO untersucht [,

Die isomerisierende und destruktive Wirkung von UV-Strahlung auf verschiedene
Retinoide ist aus in vitro-Untersuchungen bekannt P ', Die Effekte von UV-
Strahlung in vivo sind weniger eindeutig und hangen von der Art der Retinoide ab. So
wurde fur epidermales Retinol eine Photodestruktion in vivo gefunden, bei Patienten
unter einer kombinierten Retinoid-PUVA-Therapie dagegen eine Photoisomeri-
sierung, aber keine Photodestruktion von Etretinat und Acitretin. Beide Retinoide
wurden dabei in ihr 13-cis-lIsomer umgewandelt. Diese Transisomerisierung trat be-
reits bei niedrigdosierter UV-Strahlung auf und war nicht dosisabhangig. Fur Isotreti-
noin (13-cis-Retinsaure) wurde in vivo eine Photoisomerisierung zu all-frans-
Retinsaure beobachtet, die aber weniger ausgepragt und dosisabhangig war. Als
Erklarung fur diese unterschiedlichen Wirkungen wurden beispielsweise die Resis-
tenz von Acitretin gegen Photodestruktion durch seine Bindung an die zellularen Re-
tinsaure-bindenden Proteine (CRABP) und die verstarkte Aufnahme von aromati-
schen Retinoiden in bestrahltem Gewebe diskutiert. Die Ergebnisse zeigen, daf
durch UV-Strahlung, wie sie bei der Phototherapie angewendet wird, die Pharmako-

kinetik der oral verabreichten Retinoide durch deren Isomerisierung verandert wird.
[12, 18]
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Eine Verminderung der benotigten UV-Dosis in der Photodermatologie kann durch
Kombination der UV-Behandlung mit der Applikation geeigneter Substanzen erreicht
werden. So wird die Effizienz der PUVA-Therapie durch die zusatzliche Gabe von
Acitretin deutlich erhéht, was die bendétigte UV-Dosis und die Dauer der Behandlung
signifikant reduziert. Die PUVA-Photochemotherapie ist eine Kombination des photo-
sensibilisierenden Psoralens 8-Methoxypsoralen (8-MOP) mit UVA-Bestrahlung, die
bei der Behandlung von Psoriasis etabliert ist [¢' 6 86 87. 1361 - photosensibilisatoren
sind Substanzen, die durch UV-Strahlung in einen aktivierten Zustand versetzt wer-
den, in dem sie die Oxidation anderer Molekile bewirken. Die Wirkung des Photoak-
tivators 8-MOP verlauft zweistufig: Zunachst wird durch sauerstoffunabhangige
Lichtanregung ein stabiles Photoaddukt (8-MOP DNA) gebildet. In der zweiten Stufe
reagiert dieses Addukt wiederum unter Lichtanregung mit Sauerstoff im Grund-
zustand (*0y), der durch Energietransfer in Singulettsauerstoff ('O,) tberfiihrt wird
(Typ-ll-Reaktion). Die Reaktion von Singulettsauerstoff mit weiteren Elektronen-
akzeptoren fuhrt zur Bildung einer groRen Menge von Superoxidanion und anderen

reaktiven Oxygenspezies % 7% %%,

Es ist bekannt, dal® 8-MOP in Kombination mit UVA bei Psoriasis die Chemotaxis der
Leukozyten hemmt % In psoriatischen Plaques bilden sich Immunkomplexe aus
verschiedenen Immunglobulinen und Komplement "*®!. Durch diese Immunkomplexe
wird offenbar die Bildung des psoriatischen leukotaktischen Faktors (PLF) induziert,
der eine chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten hat und zu einer wei-
teren Ansammlung von Leukozyten am psoriatischen Herd und einer Verstarkung der
lokalen inflammatorischen Prozesse fuhrt. Nach den Ergebnissen von Mizuno et al.
wirkt 8-MOP hemmend auf die leukotaktische Aktivitdt von PLF und verhindert da-
durch eine weitere Infiltration des Infektionsherdes mit Leukozyten ['%% 101 1131 - Als
Mechanismus fur diesen Effekt wird die photochemische Bindung von 8-MOP an PLF

oder an aktiviertes Komplement diskutiert.

In unseren Untersuchungen haben wir die Bildung von Superoxidanion und Hydroxyl-
radikal bei Patienten mit Psoriasis gemessen, die mit einer kombinierten Acitretin-
PUVA-Therapie (Re-PUVA-Therapie) behandelt wurden (Abb. 31, 32). Unsere Er-
gebnisse der Untersuchungen in vivo sprechen dafir, da® die Re-PUVA-Therapie zu
einer leichten Senkung der Produktion von Hydroxylradikal fuhrt. Deutlicher wird die-
se Hemmung, wenn man in Einzelpatienten unter Re-PUVA-Therapie neutrophile

Granulozyten unmittelbar vor und nach der Bestrahlung untersucht (Abb. 33, 34).
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Bei allen 8 getesteten Patienten ist eine Senkung der Produktion von Superoxidanion
und Hydroxylradikal deutlich zu erkennen. Dieser unmittelbare Effekt kann auf eine
Verminderung der Freisetzung von Radikalen in stimulierten neutrophilen Granulozy-
ten, bedingt durch Photoschadigungen, zurlckgeflihrt werden. Um den Trend der
Langzeiteffekte statistisch zu validieren, reicht die Grof3e der untersuchten Gruppe
nicht aus. Aulerdem war der Therapieansatz individuell an jeden Patienten angepal3t
und die Dosierung von UV-Strahlung und Retinoidgabe nicht identisch, was Aussa-

gen Uber die Ergebnisse weiter erschwert.

In-vitro-Kontrolluntersuchungen in stimulierten neutrophilen Granulozyten von Kon-
trollprobanden, die unter UVA bzw. verschiedenen Konzentrationen von 8-MOP unter
gleichen Bedingungen bestrahlt wurden, bestatigen unsere in-vivo-Ergebnisse. 20
Minuten nach der Stimulation ist eine dosisabhangige Minderung der Bildung von
Superoxidanion festzustellen. Dieser unmittelbare Effekt der PUVA-Behandlung
konnte in vivo zusammen mit anderen UVA-bedingten Schaden zu der beobachteten

Minderung der Hydroxylradikalbildung fuhren.

In vivo ist auch nicht auszuschlieRen, dal® es durch PUVA-Wirkungen auf benachbar-
te Zellen, wie Lymphozyten oder Makrophagen, zu einer Beeinflussung von sauer-
stoffabhangigen Prozessen in Leukozyten kommen kann. Es ist bekannt, dal} die
PUVA-Therapie zu einer Inaktivierung von Lymphozyten fihrt, was z.B. durch eine
Hemmung der Proliferation, Interleukin-Produktion und funktionalen Aktivitat von T-
Lymphozyten zum Ausdruck kommt. Insbesondere durch die schadigende Wirkung
von aktiviertem 8-MOP auf die DNS wird die Apoptose von Lymphozyten induziert.
Im frithen Stadium der Apoptose werden phagozytoseférdernde Substanzen wie
Phosphatidylserin exprimiert, die dann durch ihre Wirkung auf benachbarte Zellen zu

einer generellen Anregung der Phagozytose fuhren kdnnen [63, 101, 195]

4.8. Wirkung von Carotinoiden in der Prédvention vor UV-Schadigung

Carotinoide sind Derivate von 3-Carotin mit einer zentralen Polyen-Kette, die im Or-
ganismus eine vielseitige Wirkung haben. Sie verfugen tber Provitamin-A-Aktivitat,
die sie in der Protektion gegen Tumorbildung und Wachstum eine wichtige Rolle
spielen 1aR&t 3% % Dyrch ihre antioxidativen Fahigkeiten wirken sie bei der Deakti-
vierung von Singulettsauerstoff und freien Radikalen mit 18 %" '2°1 SchlieRlich spielen

sie eine wichtige Rolle als Immunstimulatoren, die in der Lage sind, die Lympho-
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zytenaktivitat und den respiratorischen Burst von neutrophilen Granulozyten zu mo-

dulieren 120 1581901

Die antioxidative Wirkung von R-Carotin beruht auf seiner Fahigkeit, aktivierte Sauer-
stoffverbindungen durch Quenchen zu inaktivieren, wodurch die Bildung freier Radi-
kale gehemmt wird. Insbesondere ist R-Carotin in der Lage, Singulettsauerstoff ('O,)
zu inaktivieren. Singulettsauerstoff entsteht, wenn ein lichtempfindliches Molekul, das
durch Lichteinwirkung in den Triplettzustand versetzt wurde, mit Sauerstoff im
Grundzustand (°0,) reagiert. Er ist ein hochgradig aktiver Radikalgenerator mit zell-
schadigender Wirkung. Die erzeugten Radikale kdnnen mit Lipiden, Proteinen, Nuk-
leinsauren und Kohlenhydraten reagieren und dadurch eine sehr breite Palette
pathologischer Stérungen hervorrufen [°°!. Bei der Inaktivierung durch R-Carotin wird
die Erregungsenergie des Singulettsauerstoffs auf 3-Carotin Ubertragen und es ent-
steht ein Carotinoidtriplett, das sich spontan unter Warmeabgabe wieder zu [3-Carotin
umwandelt. Carotinoide konnen somit auf katalytische Weise Singulettsauerstoff-

molekiile deaktivieren 3% 481,

Carotinoide kdnnen aber auch direkt als Antioxidant wirken, indem sie Superoxid und
Hydroxylradikale inaktivieren und deren zellschadigende Wirkung verhindern. B-
Carotin reagiert mit Peroxylradikalen, wobei es selbst zu einem resonanz-
stabilisierten 13-Carotenylradikal oxidiert wird. Dieses Radikal ist in Abwesenheit von
Sauerstoff ein wirksamer Kettenbrecher. Mit Sauerstoff reagiert es dagegen zu ei-
nem R-Carotin-Peroxylradikal, was letztendlich zur Generierung weiterer Radikale in
einer Kettenreaktion fuhrt. 3-Carotin erganzt damit als kettenbrechendes Antioxidans,
das bei geringem Sauerstoffpartialdruck wirkt, die Wirkung anderer Antioxidantien,
wie zum Beispiel Vitamin E, die auch bei hdherem Sauerstoffpartialdruck wirken "
'®1 In unseren Ergebnissen bestitigen sich diese vielfaltigen Wirkungen der R-
Carotinoide. So zeigte z.B. all-trans-R-Carotin einen antioxidativen Effekt gegen die

Superoxidanionbildung im Xanthin/Xanthinoxidase-System (Tab. 3).

Carotinoide spielen auflierdem eine wichtige Rolle als Immunstimulatoren. Sie ver-
starken die Immunabwehr, indem sie die Zytotoxizitat der Makrophagen gegenuber
Tumorzellen erhdhen, eine erhdhte Lymphozytenproduktion bewirken und die Interfe-
ronwirkung beeinflussen . R-Carotin bewirkt zudem einen Anstieg der T- und B-
Zellaktivitat, wodurch die zellulare Immunantwort erhdoht wird. Die antikancerogene
Wirkung von R-Carotin kénnte also auch auf seinen Einflud auf die Immunabwehr

zuriickgefiihrt werden > 9 Auch durch die rein antioxidativen Effekte von R-Carotin
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kann ein Teil seiner antikancerogenen Wirkung erklart werden. So wird beispielswei-
se die mutagene Wirkung von photoaktiviertem 8-MOP in der PUVA-Therapie bei
einer Supplementierung mit B-Carotin um 50 % verringert. Diese Verringerung ist auf
die Inaktivierung von Singulettsauerstoff und Sauerstoffradikalen zurickzuflhren, so
dal® nur der sauerstoffabhangige Teil der Wirkung von 8-MOP, nicht aber der thera-
peutisch relevante sauerstoffunabhangige Effekt des Psoralens unterdriickt wird ['*°,

Unsere Ergebnisse korrelieren mit der Tatsache, dal} R-Carotin in vivo auf das Im-
munsystem eine stimulierende bzw. restaurierende Wirkung gegen UVA-Schadigung
haben kann. Es wird beispielsweise bei regelmalligem Besuch im Solarium eine Un-
terdrickung des Immunsystems durch eine verminderte Radikalbildung wahrend der
Phagozytose hervorgerufen. So ist bei Probandinnen unter R-Carotin-
Supplementierung eine starkere Sauerstoffradikalbildung wahrend der UVA-
Bestrahlungsphase zu beobachten, die sofort nach der Bestrahlung zu den urspring-
lichen Normalwerten zurtickgeht. Dieser Effekt ist auch sehr deutlich bei der Bildung
von Superoxidanion in stimulierten neutrophilen Granulozyten. Die Hydroxylradi-
kalproduktion in neutrophilen Granulozyten wahrend der UVA-Bestrahlungsphase bei
den placebosupplementierten Probanden zeigt eine signifikante Minderung, was fur
stimulierte neutrophile Granulozyten von Probanden aus der Gruppe mit R-Carotin-
Supplementierung nicht zu beobachten war. In diesem Fall wurde eine erhdhte
Hydroxylradikalproduktion wahrend der Bestrahlungsphase beobachtet (Abb. 39, 40).
FUr beide gemessenen Sauerstoffradikale wurde eine Ruckkehr zu Normalwerten
nach Ende der Bestrahlung im Gegensatz zu einer erhdhten Radikalproduktion in der

Placebogruppe gefunden.

Diese Ergebnisse korrelieren gut mit den in der Arbeitsgruppe von Gollnick und Bie-

salski 7 68l

gefundenen Resultaten. In Untersuchungen zur protektiven Wirkung von
R-Carotin bei UV-Bestrahlung in vivo wurden dort verschiedene Effekte einer oralen
Supplementierung mit R-Carotin gefunden. Dazu zahlen die Verminderung der E-
rythembildung, die Starkung der Immunabwehr der Haut und die Verminderung der
Lichtempfindlichkeit der Haut. Es wurden eine Hemmung der UV-induzierten Verrin-
gerung der Antwort auf der Recall-Antigene in der Epidermis sowie eine Verminde-
rung der Exprimierung von Matrix-Metallproteinase 1 in Biopsiematerialien der Haut
gefunden, was ebenfalls einem protektiven Effekt von 3-Carotin entspricht. Gleichzei-
tig wurde ebenfalls in Hautbiopsien ein Anstieg der epidermalen Langerhans-Zellen

beobachtet, die eine wesentliche Rolle fur die lokale Immunitat der Haut spielen.
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Der Metabolismus von R-Carotin und seiner Isomere in vivo ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die verschiedenen Isomere von [R-Carotin kdnnen sich in nicht-
enzymatischen Reaktionen ineinander umwandeln. Dabei kann sich das all-frans-
Isomer sowohl in 9-cis- als auch in 13-cis-3-Carotin umwandeln, wahrend diese wie-
der zu all-trans-R-Carotin transformieren kénnen. Ahnliche nichtenzymatische Isome-
risierungen finden auch zwischen den Isomeren von Retinal (13-cis-, all-trans- und 9-
cis-Retinal) statt. Durch diese Isomerisierungen wird die genaue Untersuchung des
R-Carotin-Stoffwechsels erschwert. Klar ist aber, dal} verschiedene enzymatische
Reaktionen die Umwandlung von [3-Carotin in Retinal beférdern, wobei offensichtlich
eine Schlusselrolle der Umwandlung von all-trans-R-Carotin in all-frans-Retinal zu-
kommt U"""]. Retinal kann sich in einer irreversiblen Reaktion in Retinsdure umwan-
deln, wobei verschiedene Retinal-lsomere die entsprechenden Retinsaure-Isomeren
bilden. Ein weiterer moglicher Weg der Entstehung von all-frans-Retinsaure aus all-
trans-R-Carotin lauft Uber die Zwischenstufe von R-Apocarotinoiden und von -

Apocarotinsaure.

Unsere Messungen in stimulierten neutrophilen Granulozyten in vitro zeigen, dal} die
verschiedenen Carotinoid-lsomere eine spezifische Wirkung auf die Sauerstoff-
radikalbildung wahrend der Phagozytose haben. Hier wiederholt sich die Verstarkung
der Superoxidanionproduktion bei Zugabe von all-trans-R-Carotin. Im Gegensatz da-
zu sind die Ergebnisse von 13-cis-R-Carotin, das eine starke Minderung der Radikal-
bildung, sowohl von Superoxidanion als auch von Hydroxylradikal, im zellularen Sys-
tem hervorruft (Abb. 37, 38).

Die Tatsache, dal eine Abnahme des Serumspiegels fur all-trans-R-Carotin wahrend
der Bestrahlungsphase festgestellt wurde, deutet darauf hin, dal} R-Carotin sich in
seiner Doppelfunktion als Antioxidant und Immunstimulator in vivo unter der UVA-
Bestrahlung bestatigt (Abb. 41).

Aulerdem kann dieser Abfall des Plasmaspiegels von all-trans-3-Carotin zu der o-
ben genannten Transisomerisierung von R-Carotin und damit zur Bildung von 13-cis-
R-Carotin fUhren, das eine wichtige Rolle in der Protektion gegen UVA-induzierte
photooxidative Reaktionen sowie gegen die Freisetzung von Radikalen, die Schaden
im Gewebe und im Immunsystem hervorrufen, spielen kdnnte "% "% Das korreliert
wiederum mit der in vivo festgestellten Wirkung der 3-Carotin-Supplementierung auf

die Verringerung der Erythembildung und Lichtempfindlichkeit der Haut.
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Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe der oxidativen Schadigung durch UV-
Strahlung von Proteinen (Elektrophoresemessungen) und Lipiden (Messungen von
Malondialdehyd) in Proben ergaben, dal} keine gro3en oxidativen Veranderungen im
Plasma sowie in Granulozytensuspensionen feststellen konnten. Eine Analyse des
plasmatischen und intrazellularen antioxidativen Status ergab, dal® bei niedrig-

dosierter UVA-Strahlung (< 2 J/cm?) noch geniigend Protektion vorhanden ist '+ "9,

4.9. SchluBSfolgerungen

In unserer Arbeit konnten wir nachweisen, dal® Retinoide der ersten und zweiten Ge-
neration eine antioxidative Aktivitat besitzen. Diese konnten wir im Xanthin/Xanthin-
oxidase-System flr 13-cis- und 9-cis-Retinsaure und flr Acitretin deutlich messen. In
stimulierten neutrophilen Granulozyten zeigten die Retinoide in Abhangigkeit von der
Konzentration sowohl stimulierende als auch hemmende Effekte auf die Freisetzung
von Radikalen. So wird bei all-trans- und 9-cis-Retinsaure sowie bei Acitretin flr Su-
peroxidradikal, bei 13-cis-Retinsaure fur Hydroxylradikal eine verstarkte Freisetzung
bei niedrigen Konzentrationen gemessen. Bei hoheren Konzentrationen verschwin-
den diese Effekte bei all-trans- und 9-cis-Retinsaure, wahrend es bei 13-cis-
Retinsaure zu einem hemmenden Effekt bis 20 % auf die Bildung von Hydroxylradi-
kal kommt. 13-cis-Retinsdure bewirkt eine starke konzentrationsabhangige Vermin-

derung der Superoxidanionproduktion in neutrophilen Granulozyten.

Bei unbehandelten Psoriasispatienten wurden in neutrophilen Granulozyten einige
Abweichungen zum Verlauf der Phagozytose im Vergleich zu gesunden Kontroll-
probanden gefunden. Diese Abweichungen sind deutlich bei Zugabe von Katalase,
Natriumazid und Eisenionen auf die Radikalproduktion, was auf wesentliche Ver-

schiebungen der Reaktionswege hindeutet.

In der Paralleluntersuchung zur Wirkung von Retinoiden im Rahmen einer Acitre-
tin/PUVA-Kombinationstherapie in Zymosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten
wurde keine ausgepragte Verminderung der Radikalbildung gefunden. Der Vergleich
zu den Effekten, die in der 3-Carotin-Studie in neutrophilen Granulozyten von UVA-
bestrahlten Probanden der Placebogruppe auftraten, weist auf eine protektive Wir-
kung von Retinoiden gegen UVA-induzierte Schadigung hin. Unmittelbar nach der
PUVA-Therapie wurde in jeder der untersuchten Proben eine deutliche Verminde-

rung der Freisetzung von Radikalen gemessen, die jedoch im Laufe der Therapie

102



nicht anhielt, was auf eine Verminderung der Freisetzung von Radikalen in stimulier-

ten neutrophilen Granulozyten, bedingt durch Photoschadigungen, hindeutet.

Unsere in vitro durchgeflihrten Experimente bestatigen die dosisabhangige Minde-
rung der Freisetzung von Radikalen mit Zunahme der UVA-Strahlungsdosis, was die
Erklarung der in vivo gefundenen Ergebnisse mit dem protektiven Effekt der Retinoi-

de untermauert.

Die Anwendung von Carotinoiden in der Pravention vor UV-Schadigungen zeigte ei-
ne protektive Wirkung auf neutrophile Granulozyten in vivo bei den Probanden unter
R-Carotin-Supplementierung im Vergleich zur Placebogruppe. Insbesondere wurde
eine Ruckkehr zu Normalwerten in der Produktion von Superoxidanion und Hydroxyl-
radikal nach Bestrahlungsende im Gegensatz zu einer erhéhten Radikalproduktion in
der Placebogruppe gefunden. Der Abfall des Serumspiegels wahrend der Bestrah-
lungsphase deutet auf eine Hemmung der UVA-vermittelten photooxidativen Reakti-
onen hin, die zu einer erhdhten Freisetzung von Radikalen fuhrt. Bei genauer Be-
trachtung der Experimente in vitro ist eine Parallele zu den Retinoiden erkennbar. So
ist hier ebenfalls eine antioxidative Aktivitat bei all-trans-[3-Carotin mef3bar, die sich in
dem stimulierten neutrophilen Granulozyten ganz anders verhalt und zu einer Stimu-
lation der Freisetzung von Radikalen flhrt. 13-cis- und 9-cis-R-Carotin wirken hem-
mend auf die stimulierten neutrophilen Granulozyten. Hier sind, ahnlich wie bei den
Retinoiden, jedem Isomer spezifische Aktivitaten zugeordnet. Dabei sollte nicht aus
dem Blick verloren werden, dal} die UV-Strahlung die Transisomerisierung von Caro-

tinoiden und Retinoiden in Richtung der 13-cis-Isomere bevorzugt.

Offene Fragen bleiben allerdings in Hinsicht auf den Verlauf der Phagozytose bei
Psoriasis-Patienten, die weitere Untersuchungen auf enzymatischer Ebene (Mes-
sung der Enzymaktivitat) erforderlich machen. Zur Wirkung von Retinoiden und Caro-
tinoiden auf neutrophile Granulozyten ware es interessant, eine Vorinkubation der
neutrophilen Granulozyten durchzufuhren. Diese Arbeiten kdnnten mit wasserlosli-
chen Praparaten durchgefuhrt werden, die mittlerweile beispielsweise fur [3-Carotin

zur Verfugung stehen.

Unter dem Gesichtspunkt des therapeutischen Einsatzes von Retinoiden und Caroti-
noiden ware es sinnvoll, ihren Einflufy auf Keratinozytenkulturen mit Hilfe der EPR zu

untersuchen. Auch die Untersuchung der Bildung freier Radikale bei Verwendung
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dieser Praparate in Kombination mit UV-Bestrahlung kann in Keratinozytenkulturen

relevant sein.
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5. Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Erfassung der Freisetzung reaktiver Sau-
erstoffradikale in menschlichen weil3en Blutkdrperchen (neutrophilen Granulozyten)
mit Hilfe der Elektronenspinresonanzspektrometrie und unter Anwendung der Spin-
Trapping-Methode, die wahrend der zellularen Abwehrprozesse (Phagozytose) frei-

gesetzt werden.

Die EPR-Spektrometrie ist ein Absorptionsspektroskopie-Verfahren im Mikrowellen-
bereich, das zur Strukturuntersuchung verschiedener paramagnetischer Substanzen
verwendet wird. In biologischen Systemen kann es deshalb zur Untersuchung von
Metalloproteinen und freien Radikalen eingesetzt werden. Die Methode beruht dar-
auf, dal} sich die unpaarigen Elektronen einer paramagnetischen Substanz bei Anle-
gen eines Magnetfeldes in zwei unterschiedlichen Energiezustanden ausrichten, die
dem gegensatzlich ausgerichtetem Spin (- 2 und + %) entsprechen (Zeemann-
Effekt). Dabei entspricht der Spin von - ¥z der Ausrichtung der Elektronen in Richtung
des Magnetfeldes und dem niedrigeren Energiezustand, der mit hoher Wahrschein-
lichkeit eingenommen wird. Die Differenz der beiden Energiezustande ist proportional
zu der Feldstarke des angelegten Magnetfeldes und zu dem g-Faktor, der von der

Konfiguration der untersuchten Substanz bestimmt wird.

Wird eine elektromagnetische Welle in das MelRsystem eingestrahlt, deren Frequenz
der Differenz dieser Energiezustande entspricht, tritt eine Resonanz-Absorption
durch die Elektronen mit dem niederen Energiezustand auf, die dadurch in den héhe-
ren Zustand versetzt werden. Bei der EPR-Spektrometrie wird eine elektromagneti-
sche Welle konstanter Frequenz in das MelRsystem eingespielt, wahrend die Starke
des angelegten magnetischen Feldes kontinuierlich geandert wird. Dadurch wird ein
von der magnetischen Feldstarke abhangiges Absorptionsspektrum gewonnen. Das

Spektrum einer gemessenen Substanz wird von verschiedenen Faktoren beeinfluft.

Der g-Faktor kann direkt aus der Feldstarke im Maximum des Spektrums bestimmt
werden. Er hangt im Wesentlichen von der Elektronen-Konfiguration ab und gibt da-
mit Aufschlufd Gber die Art der gemessenen Substanz. Weitere Informationen liefert
die symmetrische Aufspaltung des Absorptionsmaximum in eine Reihe von Maxima,
die durch die sogenannte hyperfeine Wechselwirkung bedingt wird. Dabei handelt es
sich um die Wechselwirkung des Elektrons mit benachbarten Atomkernen, die eben-
falls ein magnetisches Moment besitzen. Aus Anzahl der Aufspaltungen und GroRe
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der Verschiebungen kénnen Informationen Uber den Aufbau der beteiligten Molekile
gewonnen werden. Schlieflich ist die Flache unter dem Resonanzsignal der Kon-

zentration der gemessenen Substanz proportional.

Zusatzlich sind Amplitude und Breite der Spektrallinien von zwei Zeitkonstanten ab-
hangig. Die Spin-Gitter-Relaxationszeit (T1) gibt an, wie schnell die durch die
Absorption angeregten Elektronen wieder in den niedrigeren Energiezustand zuruck-
springen. Sie ist abhangig von der Starke der Koppelung der Spins in der molekula-
ren Umgebung. Die Spin-Spin-Relaxationszeit (T2) gibt an, wie schnell Elektronen
mit entgegengesetztem Spin ihren Spin (und damit ihre Energie) austauschen. Je
kleiner diese Zeitkonstanten sind, desto breiter und flacher fallen die gemessenen
Signale aus, da die gemessene Energie eines Zustandes gemaf der Heisenberg-

schen Unscharferelation immer starker streut.

Die Gesamtheit der genannten Informationen, die aus einem Absorptionsspektrum
gewonnen werden kénnen, macht die EPR-Spektrometrie zu einem sehr genauen
Verfahren, das in biologischen Systemen mit Erfolg zur Bestimmung von freien Radi-

kalen eingesetzt werden kann.

Die Untersuchung von Sauerstoffradikalen mit dieser Methode wird allerdings stark
durch die Instabilitédt der Sauerstoffradikale erschwert. Die Toxizitat der Sauerstoffra-
dikale bedingt die Notwendigkeit ihres schnellen Abbaus in biologischen Systemen.
Die Radikale werden sofort nach ihrer Entstehung wieder in weniger reaktive Verbin-
dungen umgewandelt — bei der Zersetzung von Mikroorganismen, bei weiterfihren-
den intrazellularen Reaktionen oder durch den Abbau Uber verschiedene enzymati-
sche Reaktionen zum Schutz der eigenen Zelle. Diese Reaktionsfreudigkeit fuhrt zu
einer sehr geringen Halbwertzeit, die eine genaue quantitative Erfassung praktisch

unmadglich macht.

Die Spin-Trapping-Technik bietet einen Ausweg aus diesem Problem. Bei der Ver-
wendung dieser Methode werden sogenannte Spinfallen oder Spintrap-Molekule be-
nutzt, die mit den Radikalen reagieren und ein stabileres Zwischenprodukt (das Spi-
naddukt) bilden, das mit Hilfe der EPR-Spektrometrie erfal3t werden kann. Bei den
Spintrap-Molekulen handelt es sich um diamagnetische Substanzen (meist Nitrone
oder Nitrosoverbindungen), die erst in Verbindung mit einem freien Radikal ein Ab-
sorptionsspektrum erzeugen. Dieses Spektrum ist sowohl von der Art des Spintrap-

Molekdls als auch von den Eigenschaften des gebundenen Radikals abhangig, wobei
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insbesondere die Aufspaltung der Spektrallinien durch die hyperfeine Wechselwir-

kung zur Identifizierung verwendet wird.

Eine der wichtigsten Komponenten im Abwehrsystem des menschlichen Organismus
bilden die Leukozyten, speziell die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten,
welche die Uberwiegende Mehrheit der zirkulierenden Leukozyten darstellen. Ihre
grolde Zahl, ihre Mobilitat und ihre hohe Sensitivitat auf chemotaktische Reize verset-
zen sie in die Lage, schnell und in groRer Anzahl am Ort einer akuten bakteriellen
Infektion zu wirken. Durch Phagozytose und anschlieende Abtétung der Mikroorga-

nismen bilden sie eine wirksame erste Barriere gegen Krankheitserreger.

Die Abtétung und der Abbau der Mikroorganismen nach deren Phagozytose beruht
auf sauerstoffabhangigen und sauerstoffunabhangigen Prozessen. Die sauerstoff-
unabhangige Freisetzung lysosomaler Enzyme hat einen wesentlichen Anteil am Ab-
bau der Mikroben. Bei der Abtotung von Krankheitserregern kommt die entschei-

dende Bedeutung der Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite zu.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Verwendung der EPR-Spektroskopie mit der
Spin-Trapping-Technik fur die Erfassung der Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale
mit Halbwertzeiten im Nano- und Mikrosekundenbereich in humanen neutrophilen
Granulozyten wahrend der Phagozytose. Insbesondere wurde die Wirkung verschie-
dener Stereoisomere von Retinoiden und Carotinoiden, die in der Dermatologie ein-
gesetzt werden, auf die Kaskade von Ereignissen untersucht, die mit der sauerstoff-
abhangigen mikrobiziden Aktivitat assoziiert ist, sowie der modulierende Einflul von
UV-Strahlung.

FUr den Nachweis der freien Radikale wurden zwei Spintrap-Molekulle verwendet, die
eine gleichzeitige Erfassung von Superoxidanion und Hydroxylradikal erlauben. Zur

Bestimmung von Superoxidanion wurde 5,5-Dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO) ver-
wendet, das mit dem Superoxidanion ("0, ) das Addukt DMPO-OOH bildet. Durch

die Zugabe von DMSO stabilisiert sich dieses Addukt. Das Spintrap-Molekul o-4-
Pyridyl-1-oxid-N-tert-butylnitron (4-POBN) reagiert in Gegenwart von Ethanol mit sehr
hoher Empfindlichkeit auf die Anwesenheit von Hydroxylradikal (*OH) mit der Bildung
des Adduktes 4-POBN-CH(CH3)OH.

Retinoide und Carotinoide werden in der Dermatologie und Dermatoonkologie erfolg-
reich eingesetzt. Das Hauptgebiet der klinischen Anwendung von Retinoiden liegt bei

der Therapie der Psoriasis (insbesondere in Kombination mit anderen Behandlungs-
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modalitaten), verschiedener Genodermatosen und der schweren Akne, sie werden
aber beispielsweise auch bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Das Carotinoid 13-
Carotin wird in der Pravention der Haut vor UV-Schadigungen zusammen mit ande-
ren Vitaminen eingesetzt. Die Supplementierung mit R-Carotin in Kombination mit
topischer Anwendung bildet einen effizienten Schutz gegen Entziindungsvorgange

und UV-induzierte Hautalterung.

Die biologische Aktivitat der Retinoide wird u.a. durch extra- und intrazellulare Trans-
portproteine und Retinoidrezeptoren vermittelt. Wesentlich fir ihre Wirkung ist der
regulierende Einflul®, den sie auf Differenzierung und Proliferation austuben. So ver-
starken die Retinoide Acitretin und Etretinat die Differenzierung der Keratinozyten
und hemmen die Proliferation in der Basalzellschicht. Eine wichtige Rolle bei ihrer
Wirkung spielt aulRerdem ihr Einflul auf zirkulierende neutrophile Granulozyten. Da-
zu zahlen der Einfluy auf die Migration der Neutrophilen in die Epidermis sowie im-
munmodulatorische und antiinflammatorische Effekte. Insbesondere wird die antioxi-
dative Aktivitat verschiedener Retinoide und Carotinoide als Mechanismus diskutiert,
der der Infiltration der Epidermis durch neutrophile Granulozyten und der Freisetzung
von freien Radikalen in der Haut entgegenwirkt. Fur Carotinoide konnte neben der
ebenfalls vorhandenen antioxidativen Wirkung auch ein direkter EinfluR auf das Im-
munsystem gezeigt werden. Carotinoide verstarken die Immunabwehr, indem sie die

Zytotoxizitat der Makrophagen gegenuber Tumorzellen erhdhen.

Die neutrophilen Granulozyten reagieren auf chemotaktische Reize, die beispielswei-
se bei lokalen Infektionen ausgesandt werden und sind in der Lage, das Gewebe zu
infiltrieren und Infektionserreger durch Phagozytose und anschlieRende Abtétung zu
bekadmpfen. Der Abtétungsmechanismus, der wahrend und nach der Phagozytose
zum Einsatz kommt, beruht wesentlich auf der Bildung von reaktiven Sauerstoff-
radikalen. Zu Beginn der Phagozytose reagiert molekularer Sauerstoff durch Vermitt-
lung von NADPH-Oxidase zu Superoxidanion, das seinerseits zum grof3en Teil spon-
tan oder durch die Wirkung von Superoxiddismutase zu Wasserstoffperoxid dismu-
tiert. Wasserstoffperoxid ist ein wichtiger Reaktionspartner fur weitere Reaktionen, in
deren Verlauf insbesondere das Hydroxylradikal eine zentrale Rolle spielt. Das
Hydroxylradikal hat eine direkte mikrobizide Wirkung auf die phagozytierten Erreger
und wird im wesentlichen Uber zwei voneinander unabhangige Reaktionswege gebil-
det. Bei der Haber-Weiss-Reaktion entsteht Hydroxylradikal aus Wasserstoffperoxid

bei gleichzeitiger Reduktion von Superoxidanion zu molekularem Sauerstoff, wobei
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Eisenionen als Katalysator auftreten. Bei der Myeloperoxidase-H,O»-Chlorid-
Reaktion reagiert Wasserstoffperoxid mit Chlorid zu dem hochreaktiven Hypochlorit,
wobei das Enzym Myeloperoxidase als Katalysator wirkt. Das gebildete Hypochlorit

kann auRerdem mit dem Superoxidanion zu Hydroxylradikal reagieren.

Die zur Untersuchung verwendeten neutrophilen Granulozyten wurden durch Dich-
tegradientenzentrifugation aus peripher-vendsem heparinisierten Blut von Blutspen-
dern, von Patienten mit Psoriasis vulgaris (Schuppenflechte) sowie von Probanden
im Rahmen einer Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie gewonnen. Die Stimulati-

on der neutrophilen Granulozyten erfolgte durch Zusatz von opsoniertem Zymosan.

Parallel zu den Radikalmessungen an Granulozyten untersuchten wir den Einflul}
vonr Retinoid- und Carotinoid-lsomeren auf die Oxidationsreaktion von Hypoxanthin
zu Harnsaure im nicht-zellularen Xanthin/Xanthinoxidase-System, bei der Was-
serstoffperoxid und Superoxid freigesetzt werden. Dadurch konnten wir Aussagen
uber die rein antioxidativen Wirkungen der Retinoide sowie Uber den direkten Einfluf}
der Retinoid- und Carotinoid-lsomere auf die eisenabhangige Haber-Weiss-Reaktion
gewinnen, die zur Bildung von Hydroxylradikal aus Wasserstoffperoxid und Super-
oxidradikal fihrt.

Aus den Ergebnissen der Untersuchung von Retinoiden der ersten Generation (13-
cis- und 9-cis-Retinsaure) im Xanthin/Xanthinoxidase-System ist eine deutliche anti-
oxidative Aktivitat dieser Retinoide zu erkennen, sowohl in Bezug auf Superoxidanion
als auch in Bezug auf Hydroxylradikal. Bei der Untersuchung der gleichen Retinoide
in stimulierten neutrophilen Granulozyten war der Effekt weniger eindeutig. Wahrend
die Zugabe von 13-cis-Retinsaure eine signifikante Verminderung der Produktion von
Superoxidanion bewirkte, hatte der Zusatz von 9-cis-Retinsaure sowie der ebenfalls
getesteten all-frans-Retinsaure eine leichte Erhdhung der Superoxidanionproduktion
zur Folge, die bei niedrigeren Konzentrationen starker ausgepragt war. Auf die Bil-
dung von Hydroxylradikal in den Granulozyten wirkte keine der getesteten Substan-

zen signifikant.

Ahnliche Ergebnisse wurden fir die untersuchten Retinoide der zweiten Generation
gefunden. Das in der Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion zugegebene Acitretin bewirk-
te eine deutliche Verminderung der gebildeten Radikale, wahrend die Zugabe von
Acitretin zu den stimulierten Granulozyten eine Erhdhung der Produktion von Super-

oxidanion insbesondere bei niedrigen Konzentrationen bewirkte. Der Einflu® der an-
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deren beiden Retinoide der zweiten Generation auf die Radikalproduktion in stimu-
lierten Granulozyten war nicht signifikant. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, daf3
die in vitro zu beobachtende antioxidative Wirkung der Retinoide wahrend der Pha-
gozytose von anderen, teilweise entgegengesetzten, Wirkungen uberlagert wird. Die-
se unterschiedlichen und konzentrationsabhangigen Wirkungen von Retinoiden kon-
nen im therapeutischen Einsatz von Bedeutung sein. Bei niedrigen Konzentrationen
wird die Phagozytose und die mikrobizide Aktivitdt im entzindeten Gewebe unter-
stltzt, gleichzeitig aber eine antioxidative Wirkung auf freigesetzte Radikale in der
Umgebung ausgeubt und damit weiterer Schaden durch die erhéhte Radikalbildung

verhindert.

Die Untersuchungen zur Bildung von Sauerstoffradikalen in neutrophilen Granulozy-
ten von gesunden Probanden und von Patienten mit Psoriasis vulgaris bei Zusatz
verschiedener Substanzen, die die hierfur relevanten Reaktionswege beeinflussen,
ergaben, dal sich die gemessenen Werte fur die Psoriasispatienten deutlich von den
Werten flr gesunde Probanden unterschieden. Bei Zugabe von Katalase, Natriuma-
zid und insbesondere von Eisenionen waren die gemessenen Veranderungen der
Radikalproduktion bei Psoriasispatienten deutlich starker ausgepragt. Das deutet auf
eine Verschiebung bei den Reaktionen hin, die zur Radikalbildung fuhren. Als Ursa-
che konnen eine Reihe von biochemischen Veranderungen angenommen werden.
Dazu zahlen die verminderte Verfigbarkeit von Superoxidanion aufgrund der ver-
minderten Aktivitat der NADPH-Oxidase oder eines erhohten Verbrauch von NADPH
in den Entzindungsprozessen, eine verminderte Aktivitat der SOD und der Myelope-
roxidase sowie die erhdhte Bindung von dreiwertigem Eisen durch eisenbindende

Proteine wie Lactoferrin.

Einige Patienten mit Psoriasis vulgaris wurden in einer Paralleluntersuchung zur Wir-
kung von Retinoiden im Rahmen einer Acitretin/PUVA-Kombinationstherapie in Zy-
mosan-stimulierten neutrophilen Granulozyten untersucht. Die geringe Zahl der un-
tersuchten Patienten sowie Unterschiede in Stadium und Verlauf der Krankheit er-
schweren allerdings eine statistisch relevante Aussage uber die Ergebnisse der Mes-
sungen. Da der Therapieansatz individuell an jeden Patienten angepalt wurde, wa-
ren auch die Dosierung von UV-Strahlung und Retinoidgabe nicht identisch, was
Aussagen uber die Ergebnisse weiter erschwert. Entsprechend konnte kein signifi-
kanter Einflul der Therapie auf die Radikalbildung gefunden werden. Bei den meis-

ten Messungen war aber eine deutliche Tendenz zu einer Verminderung der Radi-

110



kalbildung 2 — 3 Wochen nach Therapiebeginn auszumachen. Bei der Interpretation
dieser Ergebnisse muld auch berucksichtigt werden, dal} der verwendete Photoakti-
vator (Psoralen) ebenfalls Wirkungen auf die Membranen und die Freisetzung von
Radikalen hat, die sich nicht von den Wirkungen des Retinoids trennen lassen. Wenn
man aul’erdem die Ergebnisse der Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie zur Wir-
kung von R-Carotin gegen UV-Schadigungen in neutrophilen Granulozyten in Be-
tracht zieht, bei der unter analogen Bedingungen, aber ohne Einsatz von Psoralen,
ein protektiver Effekt nachgewiesen werden konnte, dann ist eine protektive Wirkung

von Acitretin ebenfalls wahrscheinlich.

Die Untersuchungen des Einflusses verschiedener Carotinoide auf die Freisetzung
von Radikalen in stimulierten neutrophilen Granulozyten sowie im Xanthin/Xanthin-
oxidase-System zeigten ahnliche Ergebnisse wie die analogen Untersuchungen der
Retinoide. Wahrend die Carotinoide in der Xanthin/Xanthinoxidase-Reaktion einen
hemmenden (all-frans-3-Carotin) oder keinen signifikanten Einflu® auf die Radikalbil-
dung hatten, war die Situation bei den Messungen in stimulierten neutrophilen
Granulozyten komplexer. So wurde die Produktion von Superoxidanion erhoht (all-
trans-3-Carotin), vermindert (13-cis-R-Carotin), oder konzentrationsabhangig erhoht
oder vermindert (9-cis-R-Carotin). Ahnlich wie bei den Retinoiden sind hier jedem
Isomer spezifische Aktivitaten zugeordnet. Dabei sollte auch in Betracht gezogen
werden, dal} die UV-Strahlung die Transisomerisierung von Carotinoiden und Reti-

noiden in Richtung der 13-cis-Isomere bevorzugt.

In der bereits erwahnten Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie untersuchten wir
die Wirkung einer oralen Supplementierung mit R-Carotin auf die Radikalbildung in
stimulierten neutrophilen Granulozyten von Probanden wahrend und nach einer kon-
trollierten UV-Bestrahlung. Wahrend bei der Placebo-Gruppe ein deutlicher Abfall der
Radikalbildung zu beobachten war, der offensichtlich durch die UV-Schadigung der
neutrophilen Granulozyten verursacht wurde, war die Radikalbildung bei der R3-
Carotin-supplementierten Gruppe im Vergleich zu den Anfangswerten erhoht. Das
zeigt eine protektive Wirkung von R-Carotin in Bezug auf die Fahigkeit der neutrophi-
len Granulozyten zur Radikalbildung. Auch der gemessene Abfall des R-Carotin-
Serumspiegels wahrend der Bestrahlungsphase deutet auf eine Hemmung der UVA-
vermittelten photooxidativen Reaktionen, die zu einer erhdhten Freisetzung von Ra-

dikalen fuhrt. Die Rickkehr zu Normalwerten in der Radikalproduktion nach Bestrah-
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lungsende bei R-Carotin-supplementierten Patienten korreliert gut mit dem Rickgang

UV-bedingter Schadigungen wie der Erythembildung.

In unserer Arbeit ist es uns gelungen, die Wirkung der Retinoide und Carotinoide so-
wohl in einem zellularen als auch in einem nicht-zellularen System zu analysieren.
Wir untersuchten diese Substanzen in Verbindung mit der UV-Strahlung im Rahmen
einer therapeutischer Behandlung sowie mit sonnenlichtahnlicher Strahlung. Diese
Aspekte sind in der dermatologischen Kombinationstherapie von starker Relevanz
und wurden bisher wenig untersucht. Die Rolle der Protektion gegen UV-
Schadigungen nimmt durch veranderte Umweltbedingungen und Kulturverhalten der

Europaer weiter zu.

Offene Fragen bleiben in Hinsicht auf den genauen Verlauf der photooxidativen Pro-
zesse auf molekularer Ebene sowie die Wirkung dieser Substanzen in anderen Zell-
systemen (Keratinozyten, Langerhans-Zellen). Interessant ware auch die Suche nach
neuen wirksamen Antioxidanten oder die Kombination von R-Carotin mit anderen

Wirkstoffen, um einen effizienteren Schutz zu gewahrleisten.
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