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Abstract

Panax Ginseng und im Speziellen Extrakte aus Blattern oder Wurzel werden in der
Traditionellen Chinesischen Medizin seit Jahrhunderten aufgrund des antioxidativen
Potenzials medizinisch verwendet. Neben dem Haupteinsatz als oral eingenommenes
Adaptogen wird der Extrakt zunehmend in Dermatika eingesetzt. Evidenz in Bezug auf
die tatsachliche Wirksamkeit ist jedoch rar; zudem wurden viele in vitro-Studien
lediglich mit reinem Extrakt, nicht jedoch mit Formulierungen durchgefuhrt. Potenzielle
Synergien oder Wirkungsveranderungen mit dermal verwendbaren kosmetischen

Formulierungen sind noch nicht erforscht.

Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, das Potenzial von Korean Red Ginseng
(KRG)-Extrakt als Radikalfanger konzentrationsabhangig als Reinstoff sowie in dermal
verwendeten O/W-Nanoemulsionen (NEs) zu untersuchen. Das gewahlte in vitro-
Modell zur Untersuchung der Effektivitat von KRG-Extrakt waren immortalisierte
HaCaT-Zellen, welche nach Inkubation mit Untersuchungslésungen durch UVA-
Strahlung oder Wasserstoffperoxid (H202) oxidativem Stress ausgesetzt wurden. Als
Positivkontrolle dienten Ascorbinsaure sowie ein pflanzliches Antioxidans (Hypercium
Perforatum (HYP)-Extrakt). Die Methode wurde vorab bzgl. Bestrahlungsintensitat
optimiert, sodass trotz Auslosung von oxidativem Stress eine Zellviabilitat von 80%
nicht unterschritten wurde. Der Effekt der verschiedenen Behandlungen auf die
Zellviabilitat wurde mittels  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
Bromid (MTT) Assays ermittelt, wahrend antioxidative Effekte mittels 2',7° -

Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (DCF) Assay erfasst wurden.

Die Ergebnisse nach Bestrahlung zeigten, dass KRG- sowie HYP-Extrakt in Reinform
zu keiner Senkung des ausgeldsten oxidativen Stresses im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle fihrten. Eingebettet in NE fuhrten beide Extrakte zu einer
Reduktion von UVA-induziertem Stress, nicht jedoch zur Reduktion von H202-
induziertem Stress. Bezlglich Zellviabilitdt zeigten die weder Reinextrakte noch
extrakthaltige NE negative Effekte im Zusammenhang mit UVA-Strahlung, sodass von

einer guten Hautvertraglichkeit ausgegangen werden kann.

Zusammengefasst zeigte sich, dass die in vitro-Radikalfanger-Kapazitat der
getesteten KRG- und HYP-Formulierungen im vorliegenden experimentellen Setup

primar durch das Vorliegen der NEs bedingt war.



Abstract

Panax ginseng extracts from leaves or roots have been used in traditional Chinese
medicine for centuries due to their antioxidant capacity. Korean red ginseng (KRG) root
extract is primarily used as adaptogen taken via the oral route but is increasingly
marketed in dermatological products. However, evidence of its effectiveness after local
application on the skin is scarce. Moreover, most in vitro studies have been conducted
with pure extract. Potential synergies or interactions with other additives within

dermally applied vehicles have not been yet examined.

Therefore, the aim of this study was to investigate the potential of KRG extract as a
radical scavenger in a concentration-dependent manner, both as a pure substance and
in O/W nanoemulsions (NE) for dermal use. Immortalised HaCaT cells were chosen
as in vitro model to investigate the effectiveness of KRG extract: cells were first
incubated with either a test solution of KRG or positive control (ascorbic acid,
Hypercium perforatum extract, HYP) and then subjected to oxidative stress by means
of UVA radiation and/or hydrogen peroxide treatment. The treatments and irradiation
intensity were optimised beforehand to maintain cell viability above 80% despite the
induction of oxidative stress. Effect of treatments on cell viability was determined using
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assays, while
antioxidant effects were determined using the 2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCF) test.

The results after irradiation with 0.25 J/cm? showed that KRG and HYP extracts in their
pure form did not lead to a reduction in oxidative stress compared to an untreated
control. When embedded in NE, both extracts led to a significant reduction in UVA-
induced oxidative stress, but no such effect was observed after treatment with
hydrogen peroxide. Regarding cell viability, neither extracts nor extract-loaded NE had
a negative impact on cell viability in context with UVA at 0.25 J/cm?; thus, good skin

compatibility can be assumed.

In summary, it can be concluded that the in vitro radical scavenging capacity of the
tested KRG and HYP formulations in this setup was primarily caused by the tested NE
as vehicles, which should be subject to further investigations.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Durch Umweltfaktoren bedingter oxidativer Stress bezeichnet ein Ungleichgewicht
zwischen oxidativen und antioxidativen Prozessen auf zellularer Ebene, der zugunsten
der Oxidation verschoben ist. Es kommt zu einer Uberlastung des korpereigenen
antioxidativen Systems; Zellstrukturen wie Proteine, Lipide und DNA werden dadurch
geschadigt. Es folgen Funktionsstorungen, Entztindungen und auf Dauer chronische
Krankheitsbilder. So tragt permanenter oxidativer Stress zur Entstehung von
Arteriosklerose, Diabetes oder Krebserkrankungen bei, spielt aber auch eine

entscheidende Rolle bei vorzeitiger Hautalterung [14, 15].

Ein wichtiger Umweltfaktor in Bezug auf ,Photoageing®, also vorzeitige lichtbedingte
Hautalterung, ist die UV-Strahlung der Sonne. Diese ist ein potenter Induktor fur
oxidativen Stress in den Keratinozyten der Oberhaut und I6st als wichtigster externer
Faktor neben hohen Temperaturen, falscher Ernahrung und Rauchen oxidative
Entzindungsprozesse im Korper und der Haut im Besonderen aus [131, 132]. Durch
Licht gealterte Haut besitzt einen eher faltigen und sproden Phanotypus; bei starker

UV-Exposition wird sie dick, ledrig und verliert zusehends ihre Elastizitat [34].

Um UV-bedingter Hautalterung entgegenzuwirken, werden Kosmetika mit
mineralischen oder chemischen UV-Filtern verwendet, welche den UV-induzierten
Ablauf oxidativer Prozesse in den Keratinozyten verlangsamen [56]. Als kosmetische
Zusatze in Sonnenschutz- und Hautpflegeprodukten werden jedoch auch
Antioxidantien verwendet. Ein Vertreter pflanzlicher Extrakte, der aus dem asiatischen
Markt in den europaischen Raum eingefuhrt wurde, ist Korean Red Ginseng (KRG)-
Extrakt. Dieses Vielkomponentengemisch weist laut Literatur in Reinform antioxidative
Effekte in vitro und in vivo am Tier auf [134, 135]; jedoch gibt es wenige Studien, die
sich mit der Einbettung von KRG in kosmetische Vehikel und deren Effekt auf oxidative

Prozesse befassen.

Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, KRG-Extrakt in kosmetische O/W-
Nanoemulsionen (NE) einzuarbeiten, da diese eine gute Hautvertraglichkeit
ausweisen [133], und den Einfluss der Formulierungen auf oxidative Prozesse und
Zellviabilitat in vitro zu messen. Zu diesem Zweck wurden die Formulierungen auf
humane immortalisierte Keratinozyten (human adult low calcium high temperature,

HaCaT-Keratinozyten) aufgetragen, welche nach Inkubation mit den Vehikeln unter

1



oxidativen Stress gesetzt werden. Ziel war es, eine potenzielle Senkung UVA-
bedingten Hautalterung durch Messung antioxidativer Effekte von NE mit und ohne

pflanzliche Antioxidantien zu messen.

Zunachst wurde eine Methodenvalidierung bezuglich der UVA-Bestrahlungstechnik an
HaCaT-Zellen durchgefihrt. Es wurde die optimale UVA-Bestrahlungsdosis ermittelt,
bei der eine signifikante ROS-Bildung in HaCaT-Keratinozyten induziert wurde, jedoch
gleichzeitig die Zellviabilitat in keinem zu groRem Ausmaly sank. Die verwendete
Methodik wurde aus aktueller Literatur zur Untersuchung der Wirksamkeit chemischer
UV-Filter gegen ROS-Bildung in Keratinozyten entnommen und adaptiert [56]. Hierbei
wurde die Auslésung von oxidativem Stress durch UVA-Strahlung sowie
Wasserstoffperoxid (H202) via Fluoreszenzfarbstoff gemessen. Die Zellviabilitat der

HaCaT-Keratinozyten wurde mittels MTT-Test ermittelt.

Nach Etablierung einer adaquaten UVA-Bestrahlungstechnik wurde KRG-Extrakt in
Reinform sowie innerhalb der hergestellten NE auf seine Effektivitdt bezuglich der
Reduktion des ausgeldsten oxidativen Stresses untersucht. Als antioxidative
Positivkontrolle diente Vitamin C, als pflanzliche Positivkontrolle diente Hypericum

Perforatum (HYP)-Extrakt in Reinform sowie in NE.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Die Haut — Aufbau und Funktionen

Mit annahernd 2 m? Oberflache ist die Haut das grofite Organ des Menschen. Von

einer beispielhaft 70 kg schweren Person entfallen mindestens 5 kg auf die Haut [1].

Als Barriere zwischen AufRen- und Innenwelt fallen der Haut vielfaltige Aufgaben zu,
welche einen wirksamen Schutz vor mechanischen, physikalischen und chemischen
Reizen sowie gegen das Eindringen von Mikroorganismen sicherstellen. Die Haut ist
damit auch ein Teil des kdrpereigenen Immunsystems. Ein prophylaktischer Schutz vor
Infektionen wird neben der dicht gewachsenen Hornschicht der Epidermis durch einen
Saureschutzmantel mit einem pH-Wert von 4,5 bis 6,2 erreicht. Sollte durch eine
Verletzung der Zugang ins Korperinnere fur Krankheitserreger gedffnet werden, so
reagiert die Haut mit der Auslosung einer zunachst unspezifischen Immunantwort
gegen den eingedrungenen Erreger. Im Bedarfsfall kann aber auch eine spezifische
Immunantwort ausgelost werden [3, 4, 5]. Die Vermittler sind Langerhans-Zellen. Sie
kénnen Antigene phagozytieren und den Vorlaufern von Immunzellen in Lymphknoten

prasentieren [1].

Weiters werden informative externe Reize Uber zahlreiche Nervenendigungen in der
Dermis mit Ort und Starke wahrgenommen und ermoglichen das Empfinden von

Schmerz, Juckreiz und Temperaturschwankungen [3, 5].

Die verhornten Zellhillen des Stratum corneum, der dulRersten Schicht der Epidermis,
sowie das von Talgdrusen sezernierte Sebum, welches die Haut mit einem Fettfilm
wasserdicht macht, fungieren als Schutz vor unkontrolliertem Wasserverlust [1]. Durch
eine dynamische Durchblutung sowie das gezielte Verdunsten von Schweil}flissigkeit
auf der Hautoberflache ist eine adaptive Temperaturregulation moglich [3, 4]. Hierzu
notwendig sind Schweil3drusen, welche eine Kuhlung durch Verdunstung von
Flussigkeit auf der Hautoberflache erreichen. Die Gesamtheit der Schweil3drisen

produziert einen Liter Schweild pro Stunde bei moderater Bewegung [1].

Auch im Stoffwechsel spielt die Haut eine wesentliche Rolle, etwa bei der von
Sonnenstrahlung katalysierten Herstellung von Vitamin D sowie als grofter

Speicherort fur Fettgewebe [1, 9].



Zum Schutz gegen Strahlennoxen kann die Haut neben der Absorption von Licht auch
Lichtanteile reflektieren. In der Haut wird Melanin hergestellt, ein endogenes Pigment
mit der Aufgabe des mechanischen und antioxidativen Schutzes vor UV- bedingten
DNA-Schaden [6]. Die Haut kann die durch Strahlung entstandenen Schaden in der
DNA auch zu einem gewissen Grad reparieren. In Phasen starker

Strahlungsexposition kann die Haut bestimmte Ebenen der Epidermis vergrofern [5].

In den folgenden Unterkapiteln wird der Aufbau der Hautschichten (Abbildung 1) im
Detail naher besprochen. Die Haut besteht aus drei grob eingeteilten Zonen: Der

Epidermis, der Dermis und der Subcutis [1, 6].
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Abbildung 1: Schematischer Querschnitt durch die menschliche Haut,
abgedruckt mit Genehmigung von Springer Nature [6]

2.1.1 Epidermis

Die Epidermis, auch Oberhaut genannt, stellt die au3erste Hautschicht dar und ist ein
mehrschichtiges, nach auf’en zunehmend verhornendes Plattenepithel ohne
BlutgefalRe (Abbildung 2). Ihre Dicke reicht von 40 ym bis 1,6 mm. So ist die Epidermis
an den Augenlidern am dunnsten, an den mechanisch am starksten belasteten Zonen
der Haut, wie den Handflachen und Ful3sohlen, am starksten ausgepragt [1, 7]. Der
Uberwiegend vorliegende Zelltyp mit einem Anteil von 95 % an der Gesamtzellzahl der

Epidermis wird durch die Keratinozyten gestellt [1].
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Abbildung 2: Strukturiibersicht der Epidermis,
abgedruckt unter CC BY 4.0 Open Access [38]

In ihrer rund vierwdchigen Lebensspanne durchwandern die Keratinozyten die
gesamte Epidermis von innen nach aullen und unterliegen dabei einem
Differenzierungs- und Reifeprozess [1]. Keratinozyten entstehen aus adulten
Stammzellen in der Basalzellschicht der Epidermis und werden mit zunehmender
Differenzierung abgeflacht und verhornt. Sie produzieren fortlaufend Keratin, ein
hydrophobes Protein, welches Filamente und damit das Zytoskelett der Keratinozyten
ausbildet. In einem spateren Reifestadium produzieren die Keratinozyten in
Keratohyalingranula ein weiteres Protein, Filaggrin. Nach seiner Freisetzung sorgt es
fur die Quervernetzung der Keratin-Filamente. Mit der steigenden Keratin- und
Filaggrin-Konzentration in den Zellen folgt eine zunehmende Verhornung und
gleichzeitige Abflachung der Keratinozyten. In diesem Prozess verlieren sie ihren
Zellkern, das Cytoplasma und alle weiteren Zellorganellen [1, 2]. Nach Erreichen der

Hornschicht der Epidermis werden die nun ganzlich verhornten Keratinozyten



sukzessive in die Umwelt abgeschilfert [7]. Die Epidermis ist daher ein vielzelliges und

vielschichtiges Plattenepithel, welches sich permanent selbst erneuert [2, 4].

Anhand der Reifestadien der Keratinozyten teilt man die Epidermis in vier Schichten
ein: Das Stratum corneum, auch Hornschicht genannt, ist die auRerste Zellebene der
Epidermis und besteht aus abgeflachten, verhornten sowie zellkernlosen
Keratinozyten [2]. Durch die Quervernetzung der Protein Vorstufen Involucrin und
Loricrin sowie die Uberbriickung der Keratin Filamente durch das Protein Filaggrin
entsteht im Zuge der Verhornung eine stark wasserabweisende, verhartete Schicht in
der Plasmamembran der Keratinozyten. Zusatzlich sind eine Reihe von Lipiden,

darunter Ceramide und Sterole zur Stabilisierung der Hornschicht involviert [1, 6].

Als aulierstes Barriere- und Speichersystem der Haut untersteht dem Stratum
corneum der Schutz vor Fremdstoffen sowie die Pravention einer unverhaltnismaligen
Wasserverdunstung. Ein pH-Wert von 5,5 ermdglicht bestimmten Mikroorganismen,
wie Staphylokokken und Propionibakterien das Ansiedeln auf der Hautoberflache [7].
Das schwach saure Milieu schafft eine unwirtliche Umgebung fir andere, pathologisch
relevante Bakterien und Pilze, wodurch deren Wachstum und Proliferation stark
eingeschrankt wird [8]. An unbehaarten Stellen der Haut wie den Handinnenflachen
und den Ful3sohlen bildet das einzellreihige Stratum lucidum die innerste Zellschicht
des Stratum corneum. Die Keratinozyten sind in dieser Zellebene dichter als in der

daruber liegenden Hornschicht [5].

Das Stratum granulosum (Kornerzellschicht) ist mit zwei bis funf Zelllagen deutlich
dinner und besteht aus flachen Zellen mit kleinen Zellkernen. Der Name leitet sich ab
von den in den dortigen Keratinozyten synthetisierten Keratohyalingranula [6]. Weiters
werden hier durch die Keratinozyten Ceramide hergestellt. Ceramide gehoéren zu den
epidermalen Lipiden und gewahrleisten mit ihrer amphiphilen Struktur zusammen mit
freien Fettsduren und Cholesterol eine aufrechte Barriere- und Schutzfunktion der

Hornschicht in Form von multilamellaren Komplexen [7, 10].

Darunter liegt das Stratum spinosum (Stachelzellschicht). Hier formieren sich lebende
polygonale Keratinozyten zum grof3ten Abschnitt der Epidermis mit vier bis acht
Zellebenen. Die Schicht zeichnet sich durch ihre Vielzahl an Zellverbindungen aus,

darunter Desmosomen, Adherens und Gap Junctions [6, 7]. Die Desmosomen als



Interzellularbriicken erscheinen als stachelartige Fortsatze der Zellen und sorgen

gemeinsam mit Tonofibrillen fir eine Stabilisierung des Zellverbandes [5, 7].

Die innere Grenze der Epidermis wird durch das Stratum basale, zu deutsch
Basalzellschicht, gebildet. An der Basalmembran haftet eine einzellreihige Schicht aus
zylindrischen Stammzellen der Epidermis Uber Hemidesmosomen adharent an. Das
Stratum basale ist die einzige teilungsaktive Schicht der Keratinozyten, alle weiter
aulerlich liegenden Epidermisschichten beinhalten teilungsinaktive Keratinozyten. Je
weiter sie in der Epidermis nach auf3en vordringen, desto weiter ausdifferenziert sind
sie und synthetisieren fortlaufend mehr Produkte. Dazu gehdéren Tonofibrillen,
Keratinosomen und ab der Kornerschicht auch Keratohyalingranula. Diese Produkte

verleihen der Epidermis zunehmend mehr Stabilitat und Widerstand [5, 6].

Nach der Mitose in der Basalzellschicht brauchen die Keratinozyten 14 Tage, um durch
die Epidermisschichten bis zum Stratum corneum durchzudringen. Dort angekommen
wird eine Zeitspanne von weiteren 14 Tagen fur den Prozess der Verhornung und
Abschilferung als Hautschippchen in die Umwelt bendétigt. Der Lebenszyklus eines
Keratinozyten bei einem Menschen ohne Hauterkrankungen dauert somit etwa 28
Tage [6].

Neben den anteilsmaflig am meisten vorliegenden Keratinozyten gibt es noch weitere
Zellarten mit anderen Funktionen in der Epidermis. Die Melanozyten sind dendritische
Zellen im Stratum basale. Sie synthetisieren das Pigment Melanin, ausgehend von der
Aminosaure Phenylalanin, die in Tyrosin umgewandelt wird. Das Enzym Tyrosinase
wandelt Tyrosin weiter in L-DOPA und Dopachinon um, letztere ist eine metastabile
Vorstufe zur weiteren Umwandlung in Eumelanin und Phaomelanin. Melanin wird in
Melanosomen angereichert und diese kdnnen an bis zu 36 Keratinozyten Ubertragen
werden, die dem Melanozyten benachbart sind. Neben der Art des hergestellten
Melanins bestimmen auch die Groe der Melanosomen sowie das Ausmal der
Exposition von UV-Strahlung den Pigmenttyp der Haut. So schitzt das schwarz-braun
gefarbte Eumelanin die Keratinozyten sowohl mechanisch als absorbierender Schirm
Uber den Zellkern als auch funktionell als Radikalfanger vor UV-Strahlung
verursachten DNA-Schaden. Weitere Melanin-Arten sind das rot-gelb gefarbte
Phaomelanin sowie das rot gefarbte Trichrome. Je nach Art der Zusammensetzung
des Melaninpigments sowie das Ausmal} der Melaninproduktion stimulierenden UV-
Exposition ergibt sich die Hautfarbe. Diese steht in einem direkten Verhaltnis zur
7



Menge an produziertem Eumelanin sowie die der Haut extern zugefuhrter UV-
Strahlung [1, 5, 6, 37].

Einen weiteren Zelltyp verkorpern die Langerhans-Zellen. Sie entstehen als
dendritische Zellen aus Monozyten im Knochenmark, lagern sich im Stratum spinosum
an und sind Bestandteil des Immunsystems [6]. Sie erkennen und phagozytieren, die
sie erreichenden fremden Antigene, aktivieren Makrophagen in der Haut und bewegen
sich in nahegelegene Lymphknoten. Dort prasentieren sie die Antigene auf ihrer
Oberflache den naiven T-Helferzellen, deren Reifung dadurch stimuliert wird. Es erfolgt
zunachst eine primare Immunantwort durch die Makrophagen Aktivierung, gefolgt von
einer sekundaren Immunantwort, welche durch die Antigenprasentation in den
Lymphknoten ausgeldst wird [1, 6, 7]. Die Langerhans-Zellen spielen eine kardinale
Rolle bei Soforttyp- und zellvermittelten verzdogerten Immunreaktionen, so auch bspw.

bei der Sensibilisierung gegenuber Kontaktallergenen [5].

Einen dritten Zelltyp stellen die Merkel-Zellen dar. Sie halten sich in der
Basalzellenschicht der Epidermis auf und zeigen ein verstarktes Vorkommen in
Hautarealen mit hoher taktiler Empfindlichkeit, wie bspw. behaarte Hautstellen,
Rektum und Labialepithel. Merkel-Zellen stehen oft in nachster Nahe zu freien
Nervenendigungen, der Komplex aus beiden Komponenten wird auch als Merkel-
Scheibe bezeichnet. Merkel-Scheiben sind Bestandteil des korperlichen
Mechanorezeptoren-Systems fur den Tastsinn, im Wesentlichen zur Empfindung

sanfter Bertihrungen [1, 5].

2.1.2 Dermis

Die Dermis, auch Lederhaut genannt, ist die der Epidermis unterlagerte Hautschicht.
Durch ihr fibroelastisches Bindegewebe verleiht sie der Haut als Ganzes Elastizitat
und Zugfestigkeit. An mechanisch stark beanspruchten Zonen des Koérpers, wie den
Handinnenflachen und den Fulsohlen ist sie mit einem ausfuhrlicheren Profil

ausgebildet.

Aufgrund des unterschiedlichen Musters, wie die Papillen der Dermis, die in die
Epidermis hineinragen, besteht die Maoglichkeit der Unterteilung in Felder- und
Leistenhaut. Dabei lagern sich die Papillen entweder gruppenweise zusammen und

bilden auf der Hautoberflache ersichtliche Felder oder sie liegen kammartig vor und
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lassen die Hautoberflache als ein Abbild von Leisten erscheinen. Felderhaut besitzt
Haare, Schweil® und Talgdrisen wahrend Leistenhaut nur Schweil3drisen besitzt und

typischerweise ein Vorkommen auf unbehaarten Korperstellen assoziiert wird [2].

Die Dermis besteht aus Fibroblasten, welche wiederum Fasern und eine amorphe
Matrix herstellen. Die Kollagenfasern sind mit 70-75 % des Trockengewichts der
Dermis die Hauptstrukturproteine und geben der Haut mal3geblich mechanische
Stabilitat. Weitere 3 % des Dermis-Trockengewichts entfallen auf die elastischen
Fasern Elastin und Fibrillin. Diese treiben das Ruckschnellen der Dermis nach
mechanischer Beanspruchung voran. lhre Anzahl im Bereich des Gesichts sowie des

Nackens ist hoher und nimmt allgemein ab dem 30. Lebensjahr kontinuierlich ab.

Die Zellen und Fasern der Dermis werden von einer amorphen Matrix umgeben. Darin
enthalten sind Proteoglykane wie Hyaluronsaure, Heparin- und Chondroitinsulfat als
Gerustbildner. Diese binden Wasser und darin geloste Biomolekule und Transmitter an
sich und formieren die Matrix als ein poroses Gel. In diesem sind wiederum die

Faserproteine eingebettet [5, 6].

Die Lederhaut hat, abhangig von der betrachteten Hautstelle, eine Dicke von 500 ym
-5 mm [1]. Sie wird in zwei Schichten unterteilt: Das Stratum papillare (Papillarschicht)
ist aus feinen, locker angeordneten Fibrillen und Fibroblasten zusammengesetzt und
ragt mit dermalen Papillen in die Epidermis hinein [2, 5, 6]. Neben den in der Epidermis
befindlichen Merkel-Zellen, die fir das Empfinden von Bertuhrung wesentlich sind, gibt
es in den Dermispapillen der unbehaarten Leistenhaut Meissner-Tastkorperchen. Sie

fungieren als Tast- und Druck-Mechanorezeptoren [2, 5].

Das Stratum reticulare (Geflechtsschicht), besteht aus dicht gelagerten Blndeln von
Kollagen und Elastinfasern sowie Fibroblasten und grenzt an die Subcutis. Im
Vergleich zum Stratum papillare weist es jedoch einen héheren Anteil an Fasern als
Zellen auf [5]. Beide Schichten sind reich durchzogen von Blut- und Lymphgefalien
sowie peripheren Nervenfasern und beinhalten auch die Gange von Talg- und
Schweildrisen [2, 5]. Im Stratum reticulare liegen die Urspriinge von samtlichen
Haarfollikeln und Schweildrisen. Die Vater-Pacchini Kérperchen sind eine weitere Art
von Mechanorezeptoren. Sie liegen tief in der Dermis und sind zustandig fur die

Wahrnehmung von Beschleunigung und Vibration [5].



2.1.3 Subcutis

Die Subcutis, (Unterhaut) schlie3t ohne klare Grenze an die Dermis an und stellt
grundsatzlich ein lockeres Bindegewebe dar. Darin ist das subkutane Fettgewebe,
Panniculus adiposus, in Form von Lappchen eingebettet. Bei normalgewichtigen
Patienten sind bis zu 80 % des gesamten Korperfetts im subkutanen Fettgewebe
eingelagert. Es dient als Isolationsschicht, als dampfende Schutzzone bei aulieren
Traumata und zudem als Energiereserve flir den Korper. Es nimmt auch eine
endokrine Funktion wahr, da es das Sattigungshormon Leptin freisetzt. Leptin wirkt am
Hypothalamus und reguliert Hunger sowie den Energiestoffwechsel [1, 7]. In der
Subcutis liegt der Ursprung der Blut- und LymphgefalRversorgung der Gbergeordneten
Hautschichten. Die GefalRe verlaufen zunachst in das untere Stratum reticulare wo sie
sich in einem ersten groRen Gefalinetz, genannt Plexus, zusammenschlieen. Daraus
gehen u.a. weiter aufsteigende Gefalle hervor, welche sich wiederum in einem zweiten
Plexus in oberen Stratum reticulare bindeln. Dieses zweite Gefalinetz versorgt die
Papillen des Stratum papillare mit Kapillaren und stellt damit in weiterer Folge die

Versorgung der Epidermis mit Nahrstoffen durch Diffusion sicher [7].

2.2 UV-Strahlung S S

0 strahlung
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Abbildung 3: Uberblick des

und UVC (10 - 280 nm) Wellen. Die Sonne deckt  elekiromagnetischen Spektrums, abgedruckt
mit Genehmigung von Springer Nature [126]
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mit ihrer Emission den gesamten Bereich des ultravioletten Lichtes ab, jedoch erreicht
aufgrund der abschirmenden Ozonschicht der Erde nur ein sehr kleiner Teil der UVB-
Strahlung die Erdoberflache. Mit einem Gesamtanteil von 99% des einfallenden UV-
Lichtes ist der Rest UVA-Strahlung. UVC-Strahlung wird ganzlich durch die

Ozonschicht zurickgehalten.

Trotz seiner verborgenen Natur birgt ultraviolettes Licht aufgrund seiner Energie,
Risiken fur die Gesundheit. UVA-Wellen tragen zur Hautalterung bei und werden in
Verbindung mit der Entwicklung bestimmter Hautkrebsarten gebracht. UVB-Wellen
sind maR3geblich an der Entstehung von Sonnenbranden beteiligt, worin wiederum die

Ursache flur das Auftreten von einer Vielzahl an Hautkrebsarten liegt [11].

2.3 Oxidativer Stress

Oxidierende und reduzierende Prozesse sind essenzielle Bestandteile fur eine vitale
Zellhomodostase der Eukaryoten. Redoxprozesse steuern den Elektronentransfer
zwischen Molekulen, oft werden Elektronen auch auf Tragermolekilen, den
Reduktionsaquivalenten, zwischengespeichert. Im Verlauf der folgenden Zellatmung
werden die Elektronen wieder kollektiv freigesetzt, um ATP (Adenosintriphosphat) zu

generieren.

Ein Oxidans ist ein Stoff, der eine Oxidation verursacht. Hauptvertreter sind ROS
(,Reaktive Sauerstoff Spezies®), die im Zuge des Metabolismus als Nebenprodukt
entstehen. Hingegen vermag ein Antioxidans wie Vitamin C die Oxidation von Stoffen
zu unterbinden. Der Begriff oxidativer Stress wurde 1985 von Helmut Sies in der
Publikation: ,Oxidative stress: Damage to intact cells and organs” gepragt. Damals
Uberwiegt der schon in der Titellberschrift ersichtliche negative Konsens Uber die
Eigenschaften des oxidativen Stresses im Korper [12]. In den Jahren 1991 und 2007
wurde diese ursprungliche Definition umgewandelt und erweitert. So heil3t es heute:
Oxidativer Stress wird als ein Gleichgewicht zwischen pro- und antioxidativen
Prozessen im Korper gesehen, welches zu Gunsten der pro-oxidativen Prozesse
verschoben ist. Dieses Ungleichgewicht zugunsten der Oxidantien kann zu Stérungen
im Redox-Signalling und zu einer schleichenden Uberlastung des antioxidativen
Systems fuhren. Zellstrukturen wie Proteine, Lipide und DNA werden geschadigt. Es
folgen Funktionsstérungen, Entztindungen und auf Dauer chronische Krankheitsbilder.

So auldert sich permanenter oxidativer Stress bspw. in vorzeitiger Hautalterung, tragt
1



aber auch zur Entstehung von Arteriosklerose, Diabetes oder Krebserkrankungen bei
[13, 14, 15].

Reaktive Sauerstoffspezies sind eine der Ursachen und Vermittler von oxidativem
Stress. Sie entstehen hauptsachlich als Nebenprodukt des aeroben Metabolismus,
insbesondere bei der Zellatmung der Mitochondrien. Es handelt sich dabei um eine
Gruppe stark reaktiver Oxidantien, die auf biomolekularer Ebene stark mit den
Komponenten lebender Organismen reagieren [14, 18, 20]. Bei oxidativem Stress
Ubersteigt die ROS-Konzentration die Kapazitat der antioxidativen Abwehr. Dies wird
erreicht durch eine gesteigerte ROS-Produktion und / oder eine gesenkte antioxidative
Aktivitat, welche den oxidativen Vorgangen entgegensteuert [15]. Ohne Ausgleich

resultieren aus permanentem oxidativem Stress oxidativer Schaden [18].

Davon abzugrenzen ist der physiologische oxidative Stress (Eustress). Denn in
niedrigen Konzentrationen haben ROS eine positive, die Zellen zur metabolischen
Arbeit anregende Wirkung. Wenn die ROS-Konzentration steigt, adaptieren sich die
Zellen, zunachst durch Steigerung der Proliferationsrate, Aktivierung von
Signalkaskaden und Erhéhung der Produktion von Schutzproteinen gegen oxidativen
Stress. Steigt die ROS-Konzentration Uber diesen stimulierenden Level hinaus,
konnen die Abwehrmechanismen nicht langer den vollen Schutz leisten und erste
Schaden auf molekularer Ebene treten auf. Bei Fortsetzung der ROS-Belastung wird
die Zelle zunachst teilungsinaktiv und kann, wenn der angerichtete Schaden

irreparabel ist, im Rahmen der Apoptose bzw. Nekrose absterben [14, 22].

Eine unverzichtbare Rolle in der Redox-Regulierung, Signaltibertragung und normalen
Zellfunktion spielt H202, dem eine grundlegende second messenger- Funktion ahnlich
wie ATP und Ca?*zugeschrieben wird. [18, 21]. So diffundiert es in Zellen und Gewebe,
um dort die Proliferation anzuregen, Immunzellen zu rekrutieren oder die Zellform
abzuwandeln [21]. AuRerdem verstarkt es die Bildung von proinflammatorischen
Zytokinen und die Aktivierung des Nuklear Faktor kB-Signalweges [20]. Durch die
Aktivitat der ROS entstehen weiters eine Reihe elektrophiler Sekundarprodukte. Zu
diesen gehdren u.a. a-, B-ungesattigte Fettsduren sowie w-6- und w-3-ungesattigte
Fettsauren [15]. Wie bei anderen sekundaren Botenstoffen mussen auch
H202vermittelte Signale nach einer Reaktion auf einen Reiz wieder desensibilisiert
werden. Der Korper erreicht dies einerseits durch antioxidative Abwehrmechanismen,
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andererseits durch negative Ruckkopplungsschleifen, welche die Produktion sowie

den Auf- und Abbau der Proteinkomplexe in der Mitochondrienmembran hemmen [22].

2.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Unter diesem Begriff fasst man im weiteren Sinne Sauerstoff beinhaltende chemische
Substanzen mit einer grolRen Elektrophilie und hoher Reaktionsbereitschaft
zusammen [15, 20]. Dabei wird das bei den ROS-Molekilen vorherrschende
Elektronendefizit bzw. eine starke Polarisierung durch eine kovalente Bindung mit
einem Elektronenpaar eines Nukleophils ausgeglichen. Molekule aus der Gruppe der
ROS sind entweder ein Radikal mit einem ungepaarten Elektron im aufRersten Orbital
oder sie sind kein Radikal, besitzen aber aufgrund ihrer Struktur dennoch die Fahigkeit
anderen Biomoleklulen wie Proteinen, Lipiden oder Nukleinsauren Elektronen zu
entziehen. Fur Letzteres ist Wasserstoffperoxid als Beispiel zu nennen. Dort sind die
beiden Elektronenpaare der Sauerstoffe positiv polarisiert und daher stark elektrophil
[15].

Eine gemeinsame Eigenschaft von Radikalen ist das Auslosen einer Kettenreaktion.
Sobald ein Radikal seinen Elektronenhaushalt ausgeglichen hat, entsteht bei seinem
Elektronendonor wiederum ein Elektronenmangel und damit erneut ein
reaktionsfreudiges Radikal. Das Durchbrechen dieser Kette nur mit an die Radikale
bindende und sie neutralisierende Antioxidantien mdglich oder wenn zwei Radikale

miteinander reagieren [18, 20].

Entgegen ihrer einigermalien eindeutigen Bezeichnung ist die Gruppe der ROS in ihrer
Zusammenstellung breiter gefachert als scheint. So fasst man unter dem Begriff ROS
typische Vertreter wie das Superoxid-Anion-Radikal (O27"), das Hydroxyl-Radikal
(*OH), Singulett-Sauerstoff ('02), Wasserstoffperoxid (H202) und Ozon (O3), aber auch
RNS (reaktive Stickstoffspezies) wie Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxynitrit (ONOO-)
sowie hypochlorige Saure (HOCI), ein RCS (Reaktive Chlorspezies), zusammen
[15, 16]. Mit einer steady-state-Konzentration von 1-10 nM ist H202 das am haufigsten

auftretende ROS-Molekiil in den Zellen des Korpers [23].
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2.3.1.1 Intrinsische Ursachen fiir ROS

Als aerober Organismus bildet der Korper selbst Uber enzymatische und
nichtenzymatische Reaktionen ROS. Der primare Ursprung von ROS liegt in der
Elektronentransportkette der Mitochondrien; aber auch Peroxisomen, das
endoplasmatische Retikulum und Enzyme wie Xanthin-Oxidasen, NADPH
(Nicotinamid Adenin Dinucleotid Phosphat)-abhangige Oxidasen, entkoppelte
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthasen sowie CYP-450 Enzyme sind in der Lage
ROS wie das stark reaktive Superoxid-Radikal Anion (O2*) zu bilden [18, 20].
Peroxisomen erzeugen durch die B-Oxidation von Fettsauren und ihrer Flavin-Oxidase
Aktivitat zwar ROS, sie beseitigen es jedoch parallel durch den durch die Katalase
vermittelten Abbau von H202. Das endoplasmatische Retikulum (ER) besitzt allgemein
ein oxidatives Milieu, welches die Ausbildung von Disulfidbricken und die Faltung
naszierender Proteine begunstigt. Bei einer falschen Faltung des Proteins und
Ausldsung einer Entfaltung wird im ER Stress ausgelost. Dieser bewirkt wiederum eine
verstarkte Redox-Signalling-Aktivitat und Akkumulation von ROS [20, 24, 25].

Um die intrinsische Entstehung von ROS besser nachzuvollziehen, werfen wir
zunachst einen genaueren Blick auf die Elektronentransportkette (Abbildung 4): die
mitochondriale Elektronentransport- bzw. Atmungskette ist ein Multi-Enzym Komplex,

welcher in der inneren Mitochondrien-membran verankert ist.

Inter-
membrane
space

Abbildung 4: Die mitochondriale Elektronentransportkette mit den Stellen der Produktion von O3z",
abgedruckt mit Genehmigung von Mary Ann Liebert, Inc.[19]

Bei der Zellatmung handelt es sich um eine fortlaufende Reduktionsreaktion, bei der
die im Citratzyklus gebildeten Reduktionsaquivalente NADH und FADH:2 (Flavin Adenin
Dinukleotid) je zwei Elektronen an den Komplexen | und Il abgeben [19]. Diese

Reaktion setzt Energie frei und lauft daher freiwillig ab [18]. Die gewonnenen
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Elektronen werden weiter Uber Ubichinon-Carrier, Komplex Ill, Cytochrom C und
schliel3lich Komplex IV geleitet. Von diesem werden sie auf Sauerstoff, dem Teil der
Atmungskette mit dem héchsten Redoxpotential, transferiert. Dabei entsteht Wasser.
An den transmembranaren Komplexen [, Ill und IV wird parallel die freigewordene
Energie genutzt, um die ebenfalls bei den Redoxreaktionen der Atmungskette
freigesetzten Protonen von der Matrix in den Intermembranraum der Mitochondrien zu
pumpen. Der entstandene Protonengradient stellt in weiterer Folge den Hauptantrieb
fur den transmembranaren Komplex V, die ATP-Synthase, dar. Hier bewirkt der
Ruckfluss der Protonen in die Mitochondrienmatrix iber Komplex V die Synthese von
ATP aus ADP und anorganischem Phosphat [18, 19].

Konkret entstehen ROS jetzt an bis zu zwdlf verschiedenen Stellen beim reversen
Elektronentransfer in den Mitochondrien. Der grof3te Anteil wird bei der Aktivitat von
Komplex | und Il freigesetzt [22]. Jedoch arbeitet das System der Zellatmung sehr
effizient, denn nur etwa 2 % des in den Mitochondrien umgesetzten Sauerstoffs wird

zum Superoxid-Radikal-Anion reduziert [19, 20].

Abbildung 5: Lewis-Formel von O2~, abgedruckt
unter CC BY 4.0 Open Access [18]

Wie in der Lewis-Formel in Abbildung 5 ersichtlich, enthalt Oz urspringlich sieben
Elektronen in seiner auflersten Valenzschale. Nach Aufnahme eines Elektrons
komplettiert einer der beiden Sauerstoffe sein aulderstes Orbital durch Bildung eines
Elektronenpaares, das zweite Orbital bleibt weiter unvollstandig. Das Superoxid-
Anion-Radikal hat daher eine Ladung von -1 [18]. Oz~ ist hoch reaktiv und reagiert
rasch weiter, um andere ROS-Spezies zu bilden. So ist eine Reaktion mit anderen
Radikalen wie NO+« mdglich, um Peroxynitrit zu bilden, ein seinerseits wieder starkes
RNS. Aber auch eine Protonierung des negativ geladenen Oz ist moglich, damit das
Hydroxyl-Radikal (*OH) entsteht. *OH ist u.a. ein Unterstlitzer von oxidativen
Prozessen an Membranlipiden und Proteinen. Der Groldteil des entstandenen Oz~
reagiert jedoch spontan oder unter der Einwirkung der Superoxid-Dismutase weiter zu
H202. Neben diesen nichtenzymatischen Quellen kann H202 im Kérper auch aus der
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Enzymaktivitat von Xanthin oder NADPH abhangigen Oxidasen sowie der
endothelialen Stickoxidsynthase oder metabolischen Enzymen aus der Familie der
Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen oder Cytochrom P450 Enzymen entstammen
[19, 20]. Diese und weitere intrazellulare Ursachen fur einen erhdhten ROS-Spiegel

sind in Abbildung 6 illustriert.

Plasma membrane Endoplasmatic reticulum
(NADPH oxidase, lipoxygenases, (Alavoproteins, Cytochrome P450)

quinone oxidase) \ /

Chloroplasts complexes of Peroxisomes (Oxidases,

photosystem | and 11 flavoproteins)
Cytoplasm Mitochondria (electron
Xanthine oxidase, transport chain, complex

NOS isoforms I, W and 1)

Abbildung 6: Hauptquellen der intrazelluldren ROS-Produktion,
abgedruckt unter CC BY 4.0 Open Access [24]

Die intrinsische Bildung von ROS schreitet schneller voran, wenn zur gleichen Zeit
Induktoren im Korper vorliegen. So sind eine Unterversorgung der Mitochondrien mit
Sauerstoff, falsches Falten der Proteine im ER, sowie die aktivierten Onkogene und
der gesteigerte Metabolismus in Krebszellen flir eine gesteigerte Produktion von ROS
in kurzerer Zeit verantwortlich. Intrazellulare Gegenspieler im Gleichgewicht eines
optimalen oxidativen Zellstatus sind diverse Radikalfanger wie Glutathion, NADPH,
diatetische Antioxidantien wie Vitamin C und E sowie die Aktivierung des NRF2 und
von Tumor-Suppressor-Genen wie BRCA 1 (Breast Cancer gene 1) oder p53
(Abbildung 7) [20].

Inducers Metabolic
=

s N
e J/\ ;\ ......

Abbildung 7: Intrazelluldre Radikalinduktoren und -fénger,
abgedruckt mit Genehmigung von Springer Nature [20]
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2.3.1.2 Extrinsische Ursachen fiir ROS

Neben der stetigen intrinsischen Entstehung koénnen auch aufiere Einfliusse die
Generierung von ROS im Korper férdern. Prominente Vertreter sind energiereiche
Strahlung wie ionisierende und UV-Strahlung. Weiters unterstutzt der Konsum von
Alkohol, Tabakprodukten, gerducherte Fleischwaren sowie die Einnahme bestimmter
Arzneimittel und die vorhandene Luftschadstoff Konzentration die Formation von ROS
[24, 27].

cytochrome ¢

v
APOPTOSIS

Abbildung 8: Signaltransduktionswege der UV induzierten Apoptose. UV-
Strahlung schédigt nukledre DNA, aktiviert Todes Rezeptoren (wie CD95)
und induziert die Bildung von ROS, abgedruckt mit Genehmigung von
Elsevier [30]

Von all diesen ist UV-Strahlung jener extrinsische Faktor, der unsere Haut am
haufigsten belastet. Die Uberexposition fiihrt zur Entstehung von geschéadigten Zellen
in der Epidermis; flachig wird dieses Ereignis als Sonnenbrand bezeichnet. Die meist
irreversibel geschadigten Zellen leiten die Apoptose ein, um das Risiko einer malignen
Weiterentwicklung im Keim zu ersticken und damit das umliegende Gewebe zu
schitzen. Abbildung 8 zeigt die grundsatzlichen Targets der UV-Strahlung und jene
Signalkaskaden, welche in Gang gesetzt werden, um die Apoptose der betroffenen

Zelle zu erwirken [30, 31]. Damit UV-Strahlung eine Wirkung in der Zelle haben kann,
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wird ein Chromophor bendtigt, das die Strahlung absorbiert und in ein biochemisches
Signal umwandelt. In den meisten Fallen wird dieses Chromophor durch die
genomische DNA gestellt, aber auch eine Interaktion mit Todesrezeptoren ist moglich.
Dies fuhrt zu einem starken Stressanstieg der Zelle, aktiviert das Immunsystem und
kann bei Bestandigkeit die Apoptose der Zelle auslésen. UV-Strahlung kann die
Apoptose der Zelle Uber drei Wege herbeifuhren. Einerseits durch Aktivierung des
extrinsischen Weges Uber den GD95/Fas-Todesrezeptor, weiters den hauptsachlich
durch DNA-Schaden ausgeldsten intrinsischen Weg durch die Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien und schlie3lich durch die beschleunigte Bildung
von ROS [30, 34].

2.3.1.3 Photoaging

Im Gegensatz zum chronologischen Altern versteht man unter Photoaging einen durch

ubermalige UV-Exposition beschleunigten Alterungsprozess der Haut.

Beim chronologischen Altern sind Prozesse wie die Atrophie der Epidermisschichten,
die Reduktion der Zahl der Fibroblasten sowie eine Verminderung der Komponenten
der extrazellularen Matrix wesentlich. Zu letzterem gehort der erhohte Abbau der
Kollagenfasern durch Metalloproteinasen, die Reduktion von Elastin-Fasern sowie
Glycosamino- und Proteoglykanen dazu. Gesammelt flihren diese Vorgange zum
typisch klinischen Bild einer gealterten Haut mit Falten, Sprodigkeit und Verlust der
Elastizitat [34]. Auf molekularer Ebene betrachtet, verzeichnet man bei gealterter Haut
allgemein geschadigte Mitochondrien, Deletionen von Basenpaaren in mitochondrialer
DNA sowie hohe ROS-Konzentrationen und oxidativer Stress in Dermis und Epidermis
[32].

Photoaging hingegen tritt nur auf sonnenexponierten Zonen der Haut wie Gesicht,
Nacken, Dekolleté und Handen auf. Ihr Erscheinungsbild ist ebenfalls von tiefen Falten
gepragt, jedoch erscheint die Haut dicker, ledriger und mit einer ungleichmaligen
Pigmentierung. Die auf der Erde eintreffende UV-Strahlung der Sonne setzt sich zu
5 % aus UVB und zu 95 % aus UVA-Strahlung zusammen. Die Wellenlange der UV-
Strahlung bestimmt die Eindringtiefe in die Haut, so reichen UVB-Wellen nur bis in die
Epidermis, langwellige UVA-Wellen kdnnen jedoch weiter in die Dermis vordringen.
Beide Arten verursachen grundsatzlich Schaden in der Haut. Allerdings agiert die
energiereichere UVB-Strahlung schneller und intensiver als die UVA-Strahlung bei der
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Interaktion mit molekularen Chromophoren in den Zellen. Besonders wichtige Targets
der UV-Strahlung sind nukleare und mitochondriale DNA sowie Proteine, die dadurch
modifiziert und in ihrer Funktion eingeschrankt werden. Mit hdherer Expression von
Metalloproteinasen, Abbau von Kollagen, Elastin und Glykoprotein sowie die
Fragmentierung des bestehenden Kollagens sind die sonstigen ausgelosten Prozesse
jenen des normalen chronologischen Alterns ahnlich, laufen aber in einer hdéheren
Geschwindigkeit ab [32, 33, 34].

Dauerhafte UV-Exposition steigert die Melaninproduktion, welche eigentlich bei einem
normalen chronologischen Alterungsprozess pro Dekade um 10-20 % ihres
Ursprungswerts gesenkt wird. Melanin, ein photoprotektives Pigment, schutzt die
Hautzellen vor UV-Strahlung durch Absorption dieser. Die dafur hochgefahrene
Melanogenese ist selbst pro oxidativ und steigert intrinsische ROS-Level innerhalb der
betroffenen Zellen, was wiederum bedeutet, dass jene anfallig fir oxidativen Stress
sind. Weiters kann bei fortlaufender UV-Exposition das hergestellte Melanin weiter
oxidieren, wodurch nicht nur der Schutz vor UV-Strahlung, sondern parallel auch die

ROS-Konzentration in den Zellen weiter ansteigt [32].

Ein nicht zu vernachlassigender Teil der Sonneneinstrahlung ist Infrarot-Licht. Mit etwa
54 % stellt es den Hauptteil an der gesamten auf der Erde einfallenden Solarenergie
dar. Infrarot schlie3t Wellenlangen von 780 nm bis 1 mm ein [31]. Man geht davon aus,
dass zumindest Anteile der Infrarot-Strahlung bis in das subkutane Fettgewebe
vordringen [127]. Im Gegensatz zu ultraviolettem Licht kann Infrarot allein keine
malignen Zellveranderungen bewirken, jedoch modifiziert es die Wirkung der UV-
Strahlung im Korper. So wurde in Studien mit humanen epidermalen Melanozyten
gezeigt, dass die gleichzeitige Bestrahlung der Zellen mit UV und IR zu einem
signifikanten Rickgang der durch UV ausgelosten Apoptose flhrt. Weiters hemmt IR
die durch UV ausgeloste Hochregulierung der Expression von CD95/Fas Rezeptoren
und damit auch die Aktivierung von Caspase 8, einem Schlisselenzym des

extrinsischen Weges der Apoptose [31].
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2.3.1.4 Schaden durch ROS

Die groRten Mengen ROS werden in den Mitochondrien im Zuge der oxidativen
Phosphorylierung von ADP und organischem Phosphat zu ATP gebildet. Die dabei
genutzte Elektronentransportkette transferiert Elektronen entlang eines Redox-
Potenzial Gefélles von einem Intermembrankomplex zum Nachsten und gibt
schlussendlich die Elektronen an Sauerstoff als finalen Akzeptor ab. Ein kleiner Anteil
Elektronen geht in diesem Transfer aus dem System der inneren
Mitochondrienmembran verloren und reagiert mit O2 zum Superoxid-Radikal-Anion.
Die intrinsisch gebildeten ROS sowie extrinsische Faktoren, welche die Entstehung
von ROS férdern, bringen das Gleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen
Prozessen zunehmend aus dem Lot. Die Zellen konnen sich jedoch eine gewisse Zeit
an den erhohten oxidativen Stress in Form von hoherer Proliferation oder Steigerung

ihrer antioxidativen Abwehrmechanismen anpassen [14, 18, 27].

Auf zellularer Ebene bewirkt der gesteigerte oxidative Stress zunachst reversible, bei
langerer Dauer irreversible Schadigungen der Makromolekile (Abbildung 9),
Membranen und Organellen der Zelle. Grundsatzlich wirkt anhaltender ROS destruktiv
auf DNA bzw. RNA durch oxidative Veranderungen an Nukleotid-Basen. Weiters
werden ungesattigte Fettsauren oxidiert und Proteine kdnnen irreversibel oxidativ

carbonyliert werden. Damit geht beiderseits ein Funktionsverlust einher [18, 28].
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\ Abbildung 9: ROS-Schéden auf biomolekularer

Elevated levels of oxidative DNA Ebene, abgedruckt unter CC BY 4.0 Open Access
damage markers in cancer patiensts [1 8]
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Die Signallbertragung wird zunehmend gestort und eine Reihe metabolischer
Veranderungen treten auf. So kommt es durch die Beschadigung der Mitochondrien
zu einer verringerten Leistung und damit niedrigeren ATP-Konzentrationen. Parallel ist
die Glykolyse durch die Hemmung des Schlisselenzyms Glycerol-3-phosphat-
Dehydrogenase ebenfalls eingeschrankt. Weitere kaskadenartige Folgen des
erhdhten oxidativen Stresses in der Zelle sind u.a. die Erhéhung der
zytoplasmatischen Ca?* Konzentration aufgrund deaktivierter Calciumpumpen. Eine
Depolarisation der Zellmembran, welche durch eine Deaktivierung der essenziellen K*,
Ca?* und Na* lonenkanale bedingt ist, bewirkt eine gesteigerte Durchlassigkeit der
Zellmembran und eine Verringerung des Glutathion-Spiegels in der Zelle. Parallel
steigt die Konzentration von oxidiertem Glutathion in der Zelle, welche wiederum daflr

sorgt, dass mehr ATP verbraucht wird, um es aktiv aus der Zelle zu pumpen [28].

Rund 70 % der trockenen Zellmasse wird durch Proteine gestellt. Zudem reagieren sie
stark und schnell mit Oxidantien. Es ist daher nicht weiter verwunderlich, dass Proteine
sehr empfindlich gegenuber oxidativem Stress sind und dadurch leicht modifiziert
werden konnen. Die haufigste durch oxidativen Stress hervorgerufene Veranderung
an Proteinstrukturen ist die Dehydrierung. Dabei wird ein Wasserstoffatom aus der
Valenz mit einem Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff oder Schwefelatom gespalten.
Zuruck bleibt ein Radikal mit einem aus der ursprunglichen Bindung abgeleiteten
Zentralatom. Diese Radikale reagieren gerne und rasch mit O2, da die Oo2-
Konzentration in Relation zur Radikaldichte bei oxidativem Stress jedoch trotzdem
gering ist, kommt es gehauft auch zur Dimerisierung der Radikale. Dabei wurde
beobachtet, dass reine Kohlenwasserstoffradikale schneller zu Dimeren flihren als
Heteroatomradikale, was aber auch aus dem Umstand hergeleitet werden kann, dass

jene Radikale haufiger auftreten als andere [29].

Neben den Proteinen ist hauptsachlich die mitochondriale DNA von der schadlichen
Einwirkung des oxidativen Stresses betroffen. So beobachtete man in Studien, dass
die spontane Entfernung von bis zu 5000 Basenpaaren aus der mitochondrialen DNA
bei sonnenexponierten Hautarealen zehnmal so haufig aufgetreten ist, wie in
sonnengeschuitzten Bereichen der Haut [32]. Diese wird bspw. als direkte Modifikation
in Form der Ausbildung von Dimeren aus Pyrimidinbasen zwischen den beiden DNA-

Strangen durchgeflhrt. Ebenfalls moglich ist das Auslésen von oxidativem Stress,
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welcher indirekt zu DNA-Schaden fuhrt. So werden dadurch u.a. Guaninbasen zu 8-
Oxo-7,8-Dihydroguanin-Derivaten oxidiert [33, 34].

Permanenter oxidativer Stress wird je nach Anpassungsfahigkeit der Zelle sowie
Verfugbarkeit der entsprechenden Gegenmalinahmen, wie z.B. Antioxidantien, friher
oder spater zu ihrer Seneszenz oder Apoptose fuhren. Zu den starksten Induktoren fir
Apoptose gehdren die durch UV-Strahlung hervorgerufenen Schaden in der DNA,
welche die Hauptursache fur die Aktivierung der Caspase 9, dem Schlusselenzym des
intrinsischen Weges der Apoptose, sind. UV-Strahlung kann die Apoptose neben
diesem auch via extrinsischen Weg durch Hochregulierung der Expression von
CD95/Fas Rezeptoren auslosen. Weiters kann sie eine Mehrproduktion von ROS
bewirken, welche die bereits vorhandenen pro-oxidativen Belastungen und Schaden

der Zelle weiter verscharft [31].

2.4 Antioxidantien

Unter einem Antioxidans versteht man eine Substanz, welche mit einem Oxidans
reagiert, um dessen Reaktionsfahigkeit mit Zielstrukturen zu unterbinden. Wie bereits
besprochen besitzen ROS in moderaten Konzentrationen unverzichtbare Aufgaben flr
die Homoostase, darunter die Signaltransduktion und die Abwehr von
Krankheitserregern. Jedoch schutzt sich der Korper vor Ubermafiger und damit
potenziell schadlicher Oxidantienaktivitat mit einem ausgekliigelten antioxidativen
System aus intern hergestellten und extern zugefiuhrten Antioxidantien [35, 40]. Zu den
Funktionen der Antioxidantien zahlen u.a. die Hemmung der ROS-Produktion, das
Abfangen freier Radikale, die Umwandlung von ROS in weniger schadliche

Komponenten sowie die Unterbrechung von oxidativ bedingten Kettenreaktionen [39].

Man unterscheidet zwischen enzymatischen, nicht-enzymatischen und diatetisch
zugefihrten Antioxidantien [41]. Der Vollstandigkeit halber sind synthetisch
hergestellte Antioxidantien als Lebensmittelzusatzstoff zu erwahnen, deren primare
Aufgabe jedoch im Erhalt der Verzehrbarkeit von Nahrungsmitteln liegt, ohne deren

Geschmack oder Nahrwert negativ zu beeinflussen [35].
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2.4.1 Enzymatische Antioxidantien

Antioxidative Enzyme bedienen sich eines mehrstufigen Prozesses, um aus
schadlichen oxidativen Substraten zunachst H202 und schlieRlich H20 herzustellen.
Ihre Aktivitat ist im physiologischen Zustand direkt proportional zur Konzentration der
ROS im Korper. Eine Abweichung der Enzymkonzentrationen aus dem Normbereich
kann erste Auskunft Uber Probleme im Gleichgewicht zwischen oxidativen und
antioxidativen Prozessen geben. So fungieren niedrige Enzymkonzentrationen neben
einer gleichzeitig erhohten ROS-Konzentration im Korper als Biomarker fur ein
geschwachtes antioxidatives Abwehrsystem [35, 36]. Enzyme des antioxidativen
Systems besitzen zudem Reparaturkapazitaten. Sie kénnen den durch ROS
angerichteten Schaden an DNA, Proteinen oder Zellmembranen bis zu einem
gewissen Grad beseitigen und schiutzen gleichzeitig vor neuen Schaden durch die

Reduktion von Peroxiden und Abstoppen von oxidativen Kettenreaktionen [41].

Zu den wichtigsten antioxidativen Enzymen des Korpers gehort die Glutathion-
Peroxidase, die Katalase sowie die Superoxid-Dismutase. Die Glutathion-Peroxidase,
vorwiegend in Mitochondrien und Cytoplasma ansassig, katalysiert die Reduktion von
zellschadigenden Peroxiden wie H202 und Lipid Peroxiden in H20 und Lipid-Alkohole.
Parallel wird hierbei Glutathion zu Glutathion-Disulfid oxidiert. Um die Glutathion-
Konzentration wieder zu erhdhen, wird eine ausreichende Aktivitat der Glutathion-
Reduktase bendtigt. Diese ist wiederum auf das Reduktionsaquivalent NADPH
angewiesen. Die Glutathion Reduktase oxidiert NADPH zu NADP*, gleichzeitig wird
Glutathion-Disulfid zu Glutathion reduziert, um wieder fur die Entgiftung von Peroxiden
bereitzustehen. Die Glucose-6-phosphat Dehydrogenase ist ein weiteres
unverzichtbares Enzym, da es das oxidierte NADP™* als die reduzierte NADPH Form
regeneriert [35, 39].

Der Superoxid-Dismutase (SOD) kommt eine direkte Rolle in der Pravention von
oxidativ bedingten Zellschaden zu. Als eine der starksten intrazellularen Antioxidantien
ist sie imstande die hoch reaktiven Superoxid-Radikal Anionen zu disproportionieren.
Es entstehen O2 und H20z, letzteres wird weiter Uber die Glutathion-Peroxidase oder
die Katalase zu H20 reduziert [36, 40].

FUr die regulare Aktivitat der antioxidativen Enzyme ist die ausreichende Prasenz von
bestimmten Kofaktoren wie Selen, Kupfer, Magnesium und Zink, auch als antioxidative
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Mineralien bezeichnet, unerlasslich [36]. Von der SOD existieren vier Isoformen, die
man anhand ihrer Lokation und verwendeten Kofaktoren einteilt. So nutzt SOD1 im
Zytosol Zink und Kupfer, SOD2 in den Mitochondrien Magnesium und SOD3 im
Extrazellularraum wiederum Zink und Kupfer als Kofaktoren fur eine ordnungsgemalle
Funktion [35, 39].

2.4.2 Endogene nicht enzymatische Antioxidantien

Neben den Enzymatischen bildet der Korper eine Reihe nicht enzymatischer
Antioxidantien. Sie zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus, freie Radikale und
Oxidantien, insbesondere ROS, zu inaktivieren. Ebenfalls kdnnen sie oxidativ
getriebene Kettenreaktionen unterbrechen, nicht jedoch konnen sie direkt oxidative
Schaden reparieren [36, 41]. Im Gegensatz zu Enzymen werden nicht enzymatische
Antioxidantien bei Reaktion mit ROS verbraucht und mussen ersetzt werden. Dies
kann durch ihre Neusynthese oder durch die Recyclingaktivitat von Enzymen, wie

schon bei Glutathion beschrieben, gelingen [40].

Typische Vertreter der nicht enzymatischen Antioxidantien finden sich als extra- und
intrazellulare Proteine ubiquitar im Korper (Abbildung 10). Neben small molecules wie
Glutathion, Coenzym Q1o, Harnsaure, Bilirubin und Melatonin gibt es metallbindende
Proteine (MBP) wie Albumin, Ceruloplasmin, Ferritin, Transferrin und Myoglobin. MBP
sind die Hauptakteure der antioxidativen Kapazitat im Blutplasma. Hervorzuheben ist
ihre Eigenschaft, die stark redoxaktiven freien Eisen- und Kupfer-lonen im Blut oder
Gewebe zu binden und aus dem Gleichgewicht der Fenton-Reaktion (Abbildung 11)
zu entfernen. Bei dieser Reaktion reagiert Fe?* mit H202 zu Fe3* und *OH. Das
Hydroxylradikal ist ein wesentlich starkeres ROS als H202, welches bei erhdhtem
oxidativem Stress, gesenkter MBP-Konzentration aber auch im Rahmen einer
Hamochromatose verstarkt hergestellt wird. Durch das vorzeitige Binden von Fe?* an
MBP wird der H202 Spiegel im Plasma bzw. im Gewebe und die Neusynthese starker
ROS gesenkt [40, 41].
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Abbildung 10: Ubersicht der Signalkaskaden nicht enzymatischer Antioxidantien,
abgedruckt unter CC BY 3.0 Open Access [97]

Fe** + «0% —> Fe?* + 0,°
Fe?* + H,0,— Fe* + *OH + OH"-

Abbildung 11: Fenton-Reaktion, abgedruckt
mit Genehmigung von Elsevier [41]

Albumin hat neben seiner Aufgabe der Regulation des osmotischen Drucks zusatzlich
aufgrund des hohen Anteiles an Aminosauren mit Schwefel in der Struktur, die
Eigenschaft eines Antioxidans. Methionin und Cystein agieren als Radikalfanger fur
zahlreiche ROS. Die auf der Proteinoberflache exponierten -SCH3 oder -SH Gruppen
bieten einen direkten Angriffspunkt fir ROS und schitzen das gesamte Protein vor
den schadlichen Einwirkungen. So oxidiert bspw. das Schwefelatom von Methionin
unter Einwirkung von H202 zum Sulfoxid und H202 wird parallel zu H20 reduziert. Um

die urspruingliche antioxidative Abwehr wiederherzustellen, ist eine Reduktion vom
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Sulfoxid zur Thiolgruppe unter Verbrauch von NADPH, das zu NADP* oxidiert wird,
notwendig (Abbildung 12) [40, 41, 42].

Oxidation: Proteiny,, + H,0, — Proteiny.tso + H,0
Reduktion: Proteiny..so + NAD(P)H + H* —
Proteiny,. + NAD(P)* + H,0
H,0, + NAD(P)H + H* - NAD(P)* + 2 H,0

Abbildung 12: Reaktion von Methionin mit der reaktiven Sauerstoffspezies H202

Sowohl Ubiquinol (CoQioH2) als auch das um ein Wasserstoff-Atom armere
Ubisemiquinon (CoQ1oH), beides reduzierte Formen des Coenzym Qio, flhren
antioxidative Arbeiten aus. Dazu wird die Ubertragung von Wasserstoff auf freie
Radikale genutzt, um deren Bindungen abzusattigen und dadurch ihren Beitrag zur

ROS-Belastung zu senken.

Das bereits beschriebene Glutathion fungiert nicht nur als Reduktionsmittel bei der
Glutathion Peroxidase, sondern besitzt auch selbst antioxidative Eigenschaften. Durch
seine Tripeptid-Struktur aus Glycin, Cystein und Glutaminsaure ist es gut wasserloslich
und im Korper mit Konzentrationen von bis zu 10 mM sowohl in Zytoplasmen, in
Zellkernen als auch in den Mitochondrien omniprasent. Mit der Thiolgruppe im
Cysteinteil ist es Glutathion, wie auch schon den MBP, méglich Radikale abzufangen

und Metallionen, wie Fe3*, zu komplexieren [41].

2.4.3 Exogene Antioxidantien

Antioxidantien werden auch in der Natur und vor allem in Pflanzen gebildet. Als
sekundare Inhaltsstoffe werden sie verstarkt bei Stressbedingungen wie
Klimaveranderungen oder Befall mit Krankheitserregern hergestellt. Durch den
Verzehr von pflanzlichen Lebensmitteln gelangen diese Phytoantioxidantien in den
menschlichen Koérper, wo sie sowohl vor als auch nach ihrer Resorption ebenfalls
antioxidative Wirkungen zeigen. Die Gruppe der Polyphenole ist mit ihrer
Strukturvielfalt am haufigsten vertreten und wird zusammen mit anderen

reprasentativen Beispielen in dieser Arbeit naher beleuchtet [47, 50].
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2.4.3.1 Polyphenole

Polyphenole zahlen zu den haufigsten Bestandteilen unserer Erndhrung. Sie sind in
einer Reihe von frischen und wenig verarbeiteten Lebensmitteln zu finden, darunter
Beeren, Zitrusfrichte, Spinat, Grinkohl, Hafer, Tee, Kaffee aber auch Rotwein. Den
Polyphenolen wird ein breites Spektrum an Eigenschaften zugeschrieben, welche
Auswirkungen auf diverse, insbesondere chronisch und inflammatorisch gepragte
Krankheitsbilder haben kénnen. So mildern Polyphenole nicht nur effektiv oxidativen
Stress, sondern sind zudem imstande die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
und deren Signaltransduktionswege zu hemmen, was bspw. die Progression von
Atherosklerose, Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ 2 verlangsamt. Polyphenole
modulieren zudem den Stoffwechsel der Adipozyten, regulieren die Lipidhomdostase
durch Minimierung der LDL-Oxidation und Steigerung der HDL Cholesterin Synthese.
Sie zeigen auch Ansatze gegen Karzinogenese, dies umfasst die potenzielle
Modulation des Zellzyklus mit Induktion der Apoptose und Hemmung der
Tumorangiogenese [50, 64]. Einige Humanstudien unterstitzen diese zunachst in vitro
beobachteten Hypothesen und besagen, dass Polyphenole das Mortalitatsrisiko
senken sowie die Pathogenese von Diabetes, kardiovaskularen Erkrankungen und
auch Krebserkrankungen verlangsamen [45, 47, 60, 61]. Diese Korrelationen sind
jedoch nicht in allen bisher durchgeflihrten Studien mit phenolischen Komponenten
aus Pflanzen nachweisbar bzw. oft nicht mit einem signifikanten Unterschied zu keiner
Polyphenolbehandlung assoziiert [62, 63]. Ein Uberangebot, insbesondere bei
Einnahme konzentrierter Einzelsubstanzen hat das Potenzial zu gegenteiligen

Effekten mit einer Erhdhung des oxidativen Stresslevels im Korper [14, 45, 47, 50].

Polyphenole sind eine sehr heterogene Strukturgruppe. Als zentrales Element teilen
sich alle Vertreter dieser Gruppe mindestens einen aromatischen Ring, der mindestens
eine Alkoholgruppe tragt, jedoch ist die sonstige Ausfihrung in die Peripherie sehr
unterschiedlich [50]. Abbildung 13 zeigt einen Uberblick tiber die Strukturvielfalt.
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Abbildung 13: Strukturiibersicht der Polyphenole,
abgedruckt unter CC BY 4.0 Open Access [50]

2.4.3.2 Flavonoide

Eine ubiquitar in der Flora auftretende Polyphenolgruppe sind die Flavonoide. Laut
Literatur gibt es 8000-10000 Flavonoide, wobei nur ein kleiner Bruchteil davon in den
meisten Pflanzen in der bevorzugt glykosylierten Variante vertreten ist [49, 51, 52]. Das
Flavonoid-Grundgerust besteht aus 15 Kohlenstoffatomen, die in drei Ringen (A, B, C)
in bestimmter Weise angeordnet sind (Abbildung 14).

Abbildung 14: Basisstruktur eines Flavonoids, abgedruckt
mit Genehmigung von American Chemical Society [49]
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Zu ihren Aufgaben innerhalb der Pflanze gehoren die Katalyse der Photosynthese, die
Regulation an der Phosphorylierung beteiligter Eisenkanale sowie das Binden und
Abfangen freier Radikale, welche bei der photosynthetischen Elektronentransportkette
oder in Stressbedingungen anfallen. Das Anlocken von Insekten zur Pollenbestaubung

ist aufgrund ihrer strukturbedingten Farbung ebenfalls moglich [49].

2.4.3.3 Vitamin C

Vitamin C oder Ascorbinsaure ist eine gut wasserldsliche, thermolabile organische
Verbindung mit der Summenformel CsHsOs. Chemische Besonderheit hinsichtlich
seiner Aziditat erlangt die Struktur durch ihren funfgliedrigen Laktonring, in dem ein
Endiol eingebaut ist. Eine Alkoholgruppe ist mesomeriestabilisiert und strukturbedingt
bei physiologischem pH-Wert so azid wie eine Carbonsaure und gibt daher leicht ihr
Proton ab. Die Ascorbinsaure liegt in unserem Korper daher gehauft als Ascorbat-
Anion, ein Radikal, vor. Da es jedoch durch die Keto-Enol-Tautomerie stabilisiert ist,
wird die negative Ladung Uber den ganzen Laktonring delokalisiert. Damit ist es im
Vergleich zu anderen Radikalen im Korper deutlich weniger aggressiv und langlebiger.
Folgende Reaktionsmechanismen sind in Abbildung 15 illustriert: in Gegenwart eines
zweiten Ascorbat-Anion-Radikals oder eines starkeren ROS, wie z.B. des Superoxid-
Anion-Radikals, werden die Ascorbat-Anion-Radikale weiter zu Dehydroascorbinsaure
(DHA) oxidiert. Radikale, die diese Reaktion eingehen, werden aus dem Gleichgewicht
entfernt, fur zuletzt genanntes Beispiel bedeutet dies, dass O2" zu H202 reduziert wird.
Uber korpereigene Peroxidasen kann gebildetes H202 weiter zu H20 reduziert werden
[43,44]. Wenn das Ascorbat-Anion-Radikal nicht mit einem anderen Radikal reagiert,
um selbst zu DHA oxidiert zu werden, ist eine Reduktion uber die Ascorbat-Radikal
Reduktase (ARR) mdglich, die sowohl aus Ascorbat-Anion-Radikalen aber auch aus

DHA wieder Ascorbinsaure / Ascorbat unter Verbrauch von NADPH generiert.
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Vitamin E oder Alpha-Tocopherol ist der primare Radikalfanger fur Lipid- und
Lipidperoxidradikale, die bei der Lipidperoxidation entstehen. Vitamin E neutralisiert
diese Radikale und generiert stabile Lipidalkohole bzw. Hydroperoxide, wird jedoch bei
diesem Schritt selbst zum Radikal. Vitamin C kann das oxidierte Tocopherol-Radikal
wiederum in seinen ursprunglichen Zustand nach dem bereits erlauterten Schema

reduzieren [44].

GSSG, NAD(P)” 2GSH., NAD(P)H

Ascorbate (Asc) Ascorbyl radical (Asce) Dehydroascorbate (DHA)
CH,O0H CH,OH
H OH H OH
O O.

(0]
H

Non-enzymatic
Antioxidation

N

Qﬁcal peroxide

Ascfdependent
substrate Enzyme product

Abbildung 15: Redoxhaushalt und Strukturen des Vitamin C im Kérper,
ARR = Ascorbat Radikal Reduktase, abgedruckt unter CC BY 4.0 Open
Access [44]

Vitamin C hat in zahlreichen Studien seine hohe antioxidative Wirkung gezeigt und
unterstitzt neben der Senkung des oxidativen Stresses die Kollagensynthese, das
Immunsystem, eine gesunde Haut und gesteigerte Wundheilung [43, 57, 58]. Da
Menschen Vitamin C nicht selbst herstellen kdnnen, ist dessen Aufnahme Uber die
Nahrung unerlasslich. Hauptquellen stellen hier frisches, unverarbeitetes Obst und
Gemduse, v.a. Zitrusfrichte, Kiwis, Paprika und Brokkoli dar. Besonders Kinder,
Senioren und Menschen mit chronischen Leiden wie kardiovaskularen Krankheiten,

Diabetes oder Krebserkrankungen sind aufgrund ihres veranderten Metabolismus und
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schlechterer Absorption anfalliger fur einen Vitamin-Mangel. Ein Lebensstil, der von
Rauchen oder Alkoholkonsum gepragt ist, erhdht das Level an oxidativem Stress im

Korper und fordert die Gegenwehr der Antioxidantien zusatzlich [43].

Die von 1992 bis 2002 durchgefuhrte EPIC-Studie, bei der eine gesunde Kohorte aus
rund 40.000 Menschen von 29 bis 69 Jahren teilnahm, kam zum Schluss, dass der
tagliche Verzehr von mind. 250 g Gemuse und 300 g Fruchten zu einer signifikanten
Senkung der Sterblichkeit fuhrt. FUr Frichte und Wurzelgemuse bestand zudem eine
Dosis-Wirkungsbeziehung. Als Begrundung fur diesen Schluss wird die gesamte
antioxidative Kapazitat der Studienernahrung angesehen mit ihnrem hohen Anteil an
Antioxidantien wie Vitamin C, Vitamin A Carotinoide und Lycopin. Dennoch konnte

keiner Einzelsubstanz die Senkung der Mortalitat per se zugeordnet werden [48].

Eine Meta-Analyse untersuchte insgesamt 69 prospektive Studien zur Auswirkung der
Antioxidantien Vitamin C, Vitamin E und Vitamin A-Carotinoiden auf
Gesundheitsrisiken. Dabei wurde sowohl die in Lebensmitteln gebundene verzehrte
Menge als auch die Blutkonzentrationen dieser Antioxidantien in
Studienteilnehmerinnen ermittelt. Allgemein wurde festgestellt, dass ein hoher Obst-
und Gemusekonsum mit einem geringeren Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen,
Krebserkrankungen und einer gesenkten Gesamtmortalitat assoziiert ist. Jedoch ist
hinsichtlich Dosis-Wirkungsbeziehung zu erwahnen, dass Antioxidantien die Risiken
der Erkrankungen zwar senken, sehr niedrige und sehr hohe Mengen an
Reinsubstanzen aber keinen wesentlichen Vorteil liefern. Die Empfehlung von héherer
antioxidativer Einnahmegilt daher nicht fir Arznei- und Nahrungserganzungsmittel
[45].

Vitamin C wirkt in sehr hohen Dosen pro-oxidativ und wird aktuell in Studien als
intravendse  Zusatztherapie  hinsichtlich  gesteigerter  Vertraglichkeit  von
Chemotherapie bei  Prostatakarzinom untersucht. Die Ergebnisse sind
widersprichlich: so kommt eine Phase |I-Studie mit Docetaxel plus hochdosiertem
intravends appliziertem Vitamin C (1 g/kg zweimal wochentlich) zu keinem
signifikanten Vorteil im Vergleich zur reinen Chemotherapie [55]. Hingegen zeigt eine
andere Phase II-Studie mit Gemcitabin und Paclitaxel plus hochdosiertes Vitamin C
(75 g dreimal wochentlich) eine Verbesserung des Uberlebens bei gleichbleibender
oder verbesserter Lebensqualitat und Sicherheit der Chemotherapie [54].
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2.4.3.4 Hypericum perforatum L.

In dieser Arbeit wurde Hypericum perforatum-Extrakt (Johanniskraut-Extrakt, HYP) als
pflanzliche Referenz zur besseren Einschatzung des antioxidativen Potenzials von
KRG-Extrakt eingesetzt. Echtes Johanniskraut ist heutzutage nur noch selten in
Europa und im westasiatischen Bereich wildvorkommend. Der hohe Bedarf wird wie
auch beim Ginseng durch angelegte Kulturen gedeckt, die sich bei HYP v.a. in Mittel-
und Osteuropa befinden [26]. Die ausdauernde, mehrjahrige Pflanze besitzt eine
Wuchshohe von 20-100 cm und langlich elliptische Blatter, dessen Rander und
Flachen mit durchscheinenden Oldrisen und vereinzelt mit dunklen
Hyperizinbehaltern gesaumt ist. Zu seinen wesentlichen Inhaltsstoffen zahlen
Quercetinglykoside wie Hyperosid, Quercetin und Rutosid, weiters Naphtodianthrone
wie Hyperizin und Pseudohyperizin und Phloroglucine, wozu Hyperforin und
Adhyperforin zahlen. Die Napthodianthrone besitzen durch ihren
mesomeriestabilisierten Aufbau eine intensive Farbung und sind charakteristische

Farbgeber flr die makroskopisch gut erkennbaren Hyperizinbehalter [78, 79].

Als Phytopharmakon ist HYP als mildes Antidepressivum zur Behandlung leichter bis
mittelschwerer Depressionen im Einsatz. Fur diese Wirkung wird eine Summe von
noch nicht im Detail bekannten Einzelwirkungen, sprich der Gesamtextrakt,
herangezogen. Ging man kurz nach der Entdeckung des antidepressiven Effekts vom
Johanniskraut noch davon aus, dass die Hyperizine und ihre Hemmung der
Monoaminooxidase hauptverantwortlich fir die Wirkung sind, sieht man heute
vorwiegend die Hemmung der Wiederaufnahme der Neurotransmitter Serotonin,
Noradrenalin, Dopamin, GABA und L-Glutamat durch Hyperforin und andere
Bestandteile. Aus einer Humanstudie mit 147 Patienten ging hervor, dass sich ein
Hyperforin-Gehalt von 5 % positiv hinsichtlich der antidepressiven Wirkung im

Vergleich zu einem Hyperforin-Gehalt von nur 0,5 % zeigt [78, 116].

In  Tiermodellen  wurde  weiters eine  wundheilungsfordernde  sowie
entzindungshemmende Wirkung flr Johanniskraut nachgewiesen. Eine kurzlich
durchgefiihrte Tierstudie zeigte, dass der in einem Hydrogel eingebettete Callus-
Extrakt von HYP neben einem ausgepragten antibakteriellen Effekt auch die Migration
der Fibroblasten sowie die Reepithelialisierung fordert. Zusatzlich prasent ist eine
antiphlogistische und antioxidative Wirkung, v.a. durch die enthaltenen Flavonoide

[78, 117]. In einer in vitro-Studie konnte in humanem Vollblut die hemmende Wirkung
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von Hyperforin auf die Prostaglandin - Synthese bzw. dessen Umwandlung aus
Prostaglandin Hz gezeigt werden. Hyperforin hatte allerdings weder einen Effekt auf
die Aktivitat der Enzymfamilie der Cyclooxygenasen noch auf andere Prostaglandine
und Thromboxane [118].

In dieser Arbeit kam der getrocknete Extrakt von Hypericum perforatum L. zum
Einsatz. Der freundlicherweise von Apomedica Pharmazeutische Produkte GmbH
(Graz, Osterreich) bereitgestellte Trockenextrakt (Ch. Nr.: 15044) wurde nach Ph. Eu.
11.0 mit 60 % (v/v) Ethanol und DEV (Droge-Extrakt Verhaltnis) 3,5-6:1 hergestellt,

wobei mindestens 0,1-0,3 % (w/w) Hypericine enthalten sind [136].

2.5 Panax ginseng C.A. Meyer

2.5.1 Herkunft und Beschreibung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Extrakte der Pflanze Panax ginseng auf Zellen
appliziert. Die mehrjahrige Staudenpflanze wachst wild in den gebirgigen Waldern
Ostasiens, u.a. in der Mandschurei, Nordkorea und entlang der sudlichen Ostkuste
Russlands, jedoch ist sie auch in diesen Ursprungsregionen sehr selten anzutreffen
[4, 26, 72]. Handels- und Arzneiware stammt hauptsachlich aus in Stidkorea und China
angelegten Kulturen. Die Kultivierung erfordert viel Zeit und intensive Pflege, u.a. darf
in der Erde seit mindestens zehn Jahren kein Ginseng gewachsen sein, da sonst
Wurzelfaule entstehen kann. Weiters muss man die Pflanzen permanent kiinstlich
beschatten und vor direkter Sonneneinstrahlung schiitzen, da wilder Ginseng auch nur
im Halbschatten gedeiht. Nach einer langen Wuchszeit von vier bis sieben Jahren
werden sie mit einer Lange zwischen 8-20 cm und einer Dicke von zwei cm geerntet.
Dunne Enden, sog. ,slender tails®, werden von der Wurzel abgetrennt, um die
Ganzdroge mit weniger Verzweigungen zu erhalten. Die abgeschnittenen Teile werden
separat vermarktet [4, 16, 26, 79].

Als eine der altesten Heilpflanzen Asiens steht Ginseng schon seit 200 vor Christus in
der TCM flr Gesundheit und ein langes Leben. Bevor er in Kulturen angelegt wurde,
war Ginseng aufgrund seiner langen Wuchsdauer und seltenen Fundorten wertvoller
als Gold und seine Verwendung dem Adel vorbehalten. Im 17. Jahrhundert kam
Ginseng durch die Seefahrt nach Europa, erlebte dort aber erst im 20. Jahrhundert
eine breitere Bekanntheit [10, 16, 77, 78].
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Der volle botanische Name des Ginsengs lautet ,Panax ginseng C.A.Meyer* und geht
zurlck auf den deutsch-russischen Botaniker und Pharmazeuten Carl Anton von
Meyer, der Panax ginseng und drei weitere Arten 1842 in einer Publikation erstmals
beschrieben und in Abbildungen gezeichnet hat [82]. Der Gattungsname Panax wird
aus dem Griechischen hergeleitet und setzt sich aus den Woértern ,pan“ = alles und
,=axos“ = Heilmittel zusammen [83]. In Mandarin bezeichnet man die ganze Pflanze
Panax ginseng als auch die arzneilich genutzte Wurzel Ginseng radix mit dem Wort

Rénshén (A%), das Ubersetzt Menschenkraut oder gegabelte Wurzel bedeutet

[80, 81].

Panax ginseng (= Echter Ginseng, Koreanischer Ginseng) gehort zur Familie der
Araliaceae und ist eine Staude die etwa 60-80 cm hoch wird. Sie besitzt einen kahlen
runden Stangel mit drei bis vier Verzweigungen auf dessen Enden wiederum vier bis
funf handférmig angeordnete Blatter sitzen. In der Blltezeit von Juni bis Juli blihen ein
bis drei Doldenblitenstande mit jeweils 15-30 zwittrigen Bliten. Nach Befruchtung
entwickeln sich aus dem unterstandigen Fruchtknoten scharlachrot glanzende
Steinfrichte mit je zwei Samen in Form von erbengrof3en Kugeln (siehe Abbildung 16)
[4, 26, 79].

Der hauptsachlich verwendete Teil der Pflanze ist die Wurzel, Ginseng radix. Aufgrund
ihres aulReren stark anthropomorphen Erscheinungsbildes bezeichnet man diese auch
als ,Menschenwurzel®. Der Glaube besagt, dass je alter die Pflanze und je starker
anthropomorph die Wurzel, umso wertvoller und wirksamer ist sie. Diese Similaritat
gekoppelt mit der Singularitat machen Ginseng seit Jahrtausenden zum Sinnbild far
Lebenskraft und Vitalitat und seit jeher wird er als Adaptogen zur Unterstlitzung und
Kraftigung des Korpers bei Mudigkeits- und Schwachegefiihl sowie Leistungs- und

Konzentrationsabfall eingesetzt [4, 10, 79].
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Abbildung 16: Spross mit Fruchtstand des Panax Ginseng C.A.Meyer,
abgedruckt mit Genehmigung von Springer Nature [128]

2.5.2 WeilRer, Roter und Schwarzer Ginseng

Unter der Art Panax ginseng gibt es abgeleitete Unterarten, welche sich im Hinblick
der Weiterverarbeitung der Wurzel in Morphologie und Inhaltstoffen stark
unterscheiden. Abbildung 17 zeigt einen detaillierten Uberblick Giber diese Unterarten,
die sich im Kern nur in der Verarbeitungsart und ihrer enthaltenen Inhaltsstoffe
voneinander unterscheiden. Beim weilen Ginseng wird die frisch geerntete und
gewaschene Wurzel vom hellbraunen Kork befreit, mit SO2 gebleicht und anschliefRend
durch Sonneneinstrahlung bzw. bei 100-200 °C getrocknet. Durch die Schalung gehen
samtliche Anteile der in der Rinde befindlichen Inhaltsstoffe verloren. Roter Ginseng
entsteht aus frisch geernteten, ungeschalten und gewaschenen Ginsengwurzeln,
welche in Bambuskorben einer Dampfsterilisation bei 100-130 °C fur zwei bis drei
Stunden unterzogen und danach getrocknet werden. Die Trocknung erfolgt zunachst
im Trockenschrank bei 50 °C, gefolgt von vier bis funf Tagen Sonnentrocknung.
Schlussendlich betragt der Wassergehalt in der roten Ginsengwurzel noch 15 %. Im
Prozess des Dampfens und des Trocknens karamellisieren die in der Wurzel
enthaltenen Zucker und geben eine kraftig rote Farbe. An der Wurzel anhaftende
Mikroorganismen werden effektiv abgetotet, jedoch verandert sich die Komposition der
Inhaltsstoffe [4, 10, 84, 89]. Schwarzer Ginseng wiederum erfahrt nicht nur einen,
sondern bis zu neun Zyklen der Bedampfung mit Wasserdampf bei 100 °C fur je zwei
bis drei Stunden. Die Trockenzeiten dazwischen variieren je nach Hersteller. Durch

das mehrmalige Ausfuhren des Dampfens fallt die auch beim roten Ginseng
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ablaufende Maillard-Reaktion intensiver aus und das Inhaltsstoffspektrum verandert
sich im Vergleich zum weil3en und roten Ginseng [84,91]. Nach Ph.Eu. 11.0 sind nur

der weile und der rote Ginseng als getrocknete Wurzeln offizinell [9].

In dieser Arbeit kam der traditionelle rote koreanische Ginseng (KRG) als
Trockenextrakt zum Einsatz. Der freundlicherweise von der KGV Korea Ginseng
Vertriebs GmbH Dbereitgestellte Rote Ginsengwurzel Trockenextrakt (Ch. Nr.:
23008216 // 14.12.2023) wurde nach Ph. Eu. 11.0 mit 60 % (v/v) Ethanol und DEV

3 - 4:1 hergestellt, wobei mindestens 4 % (w/w) Ginsenoside enthalten sind [86, 87].
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2.5.3 Ginseng radix Ph.Eur.: Inhaltsstoffe

Als Speicherorgan der Pflanze ist die Ginsengwurzel reich an Inhaltsstoffen, allen
voran die Ginsenoside als charakteristische Hauptvertreter. Dabei handelt es sich
vorwiegend um Triterpensaponine vom tetrazyklischen Dammaran-Typ, die
bisdesmosidisch verknupft sind [4, 10]. Saponine sind eine Strukturklasse, bei denen
die Vertreter immer einen apolaren Aglykonanteil und einen polaren Glykosidanteil
besitzen. Das Aglykon wird durch ein Steroid- oder ein polyzyklisches
Triterpengrundgerust verkorpert, das Glykosid besteht aus einem oder mehreren
Zuckerresten, die an einer oder mehreren Stellen am Aglykon gebunden sind. Man
spricht von monodesmosidischen Saponinen bei einer gebundenen Zuckerkette und
von bisdesmosidischen Saponinen, wenn zwei Zuckerketten vorliegen, die an
unterschiedlichen Positionen des Aglykons gebunden sind. Aufgrund ihres
amphiphilen Aufbaus weisen Saponine eine Oberflachenaktivitat auf, die es ihnen
ermdglicht Membranen zu schadigen und in Reaktion mit Wasser stabile Schaume zu
bilden. Viele Saponine bilden mit Cholesterol Komplexe und sind zudem auch noch in

hoher Verdinnung hamolytisch aktiv [4, 88].

Die wichtigsten Ableger der mit bis zu 4 % in der Ginsengwurzel vorkommenden
Triterpensaponine sind das in Abbildung 18 dargestellte (20S) Protopanaxadiol und
das (20S) Protopanaxatriol, wobei sich letzteres strukturell nur in der zusatzlichen

Hydroxylgruppe am C-6 unterscheidet.

Die Bezeichnung der rund 50 bekannten Ginsenoside mit Buchstaben erfolgt anhand
ihrer steigenden Rf-Werte bzw. sinkender Polaritat bei der Auftrennung mittels
Dunnschichtchromatographie. Untergestellte Zahlen unterscheiden dann weiter bei
kleinen Abwandlungen im Glykosidmuster bei der gleichen Struktur [89, 130]. Zu den
Protopanaxadiolen gehdren u.a. Ginsenosid Ra1, Ra2, Rb1, Rb2, Rc und Rd, zu den
Protopanaxatriolen zahlen u.a. Ginsensoid Rg1, Rg2, Re, Rh und Rf. In Abbildung 19
und 20 sind Rg1 und Rb1 dargestellt, ausgehend vom selben Grundgerust sind nur
die Substitutionen mit Zuckerketten verschieden und Rg1 tragt als Protopanaxatriol
eine dritte OH-Gruppe am C-6 [91].
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H,C TCH,

Protopanaxadiol (R = H)
Protopanaxatriol (R = OH)

Abbildung 18:  Strukturen von (20S) Protopanaxadiol und (20S)
Protopanaxatriol, zugrunde liegt ein Triterpensaponin vom Dammaran-Typ,
abgedruckt mit Genehmigung von Springer Nature [4]

Abbildung 19: Struktur von Ginsenosid Rg1 Abbildung 20: Struktur von Ginsenosid Rb1
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Der Gehalt der Ginsenoside nimmt mit dem Alter der Wurzel zu und da sich
Protopanaxadiole bevorzugt in der Rhizodermis anlagern, besitzen diese Ginsenoside
héhere Konzentrationen in den bei der Verarbeitung entfernten dinnen Haarwurzeln
als in der Hauptwurzel. Protopanaxatriole sind hingegen gleichmallig auf das
Wurzelwerk aufgeteilt [4, 26, 89]. Nach Ph.Eur.11.0 mussen in der Rohwurzel
mindestens 0,4 % und nach zehnfacher Anreicherung im Trockenextrakt mindestens
4 % Ginsenoside, berechnet als Ginsenosid Rb1, enthalten sein [9, 86]. Durch die
Hitzebehandlung zur Herstellung von schwarzem Ginseng werden die enthaltenen
Ginsenoside im grof3en Stil in neue Formen umgewandelt. So sinkt mit der Dauer der
Prasenz der erhéhten Temperatur die Konzentration an nattrlichen Ginsenosiden wie
Rg1, Re, Rf und samtlichen malonierten Strukturen wie Rb1, Rb2 und Rc zusehends,
wahrend jene der neuen transformierten Ginsenoside wie Rg2, Rg6, Rh1 und Rs4

stetig steigt.

Eine HPLC-ELSD Auswertung (Abbildung 21) zeigt, dass sich die Ginsenosidspektren
von weillem (B) und rotem (C) Ginseng sehr ahnlich sind. Zu beobachten ist ein
leichter Anstieg der Ginsenosidarten beim roten Ginseng (12,13,16,17), der durch die
Exposition gegenuber erhdhten Temperaturen und Druck bei der Dampfsterilisation
bedingt ist. Bei anhaltender thermischer Belastung wie beim schwarzen Ginseng (D)
geht die Konzentration der natiurlichen Ginsenoside, die im weillen Ginseng (B)
enthalten sind, wieder zurlck, jedoch erhoht sich dennoch die Gesamtmenge an
Ginsenosiden durch die vermehrte Bildung von transformierten Formen (8-19)
[89, 90, 91].
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Abbildung 21: HPLC-ELSD-Chromatogramme von Ginsenosiden in koreanischem weilem Ginseng (B), rotem
Ginseng (C) und schwarzem Ginseng (D) Peaks: 1, Rg1; 2, Re; 3, Rf; 4, Rb1; 5, Rc; 6, Rb2; 7, Rd; 8, Rg6; 9, F4;
10, Rk3; 11, Rh4; 12 und 13, 20(S)- und 20(R)-Rg3; 14 und 15, 20(S)- und 20(R)-Rs3; 16, Rk1; 17, Rg5; 18, Rs5;
19, Rs4. Die genaue Durchflihrung ist andernorts beschrieben, abgedruckt mit Genehmigung von Elsevier [90]

Neben den Ginsenosiden enthalt Ginseng noch weitere charakteristische Inhaltsstoffe.
Zu diesen gehoren lipophile Polyacetylene (Kettenlange C17) mit den Vertretern
Panaxytriol, Panaxydol und Panaxynol sowie &therisches Ol. Die Sesquiterpene
Eremophilen, B-Elemen und weitere Terpenoide tragen zur typischen Duftnote der

Wurzel bei, gehen aber bei der Dampfsterilisation grofteils verloren [4, 10].
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2.5.4 Biologische Effekte von Ginsengextrakt bei oraler Anwendung

Hinter der Zuschreibung des Allheilmittels aus Asien stecken einige in mehreren
Studien belegte Wirkungen. Es folgt daher ein Uberblick aus Meta-Analysen, wobei

meist der Gesamtextrakt aus der Haupt- und Nebenwurzel zur Anwendung kommt.

Zunachst gibt es Evidenz bezuglich antioxidativer Effekte. So zeigt eine 2023 erstellte
Meta-Analyse, dass die Einnahme von Ginseng Uber eine Woche hinweg die
Biomarker des oxidativen Stresses positiv verandert. Ginseng reduzierte die Serum-
Konzentration von Malondialdehyd, ein Marker fur die Lipidperoxidation. Parallel stieg
die gesamte antioxidative Kapazitat, besonders Werte der SOD, Glutathion und
Glutathion-Reduktase signifikant [96].

Ginseng kann weiters bei Krebserkrankungen die Lebensqualitat verbessern sowie die
Mudigkeit mildern. Aus einer Meta-Analyse von sieben randomisierten kontrollierten
klinischen Studien geht hervor, dass Ginseng eine moderate Reduktion der Krebs
bedingten Mudigkeit (Cancer Related Fatigue, CRF) bewirkt, weiters gibt es eine
positive Auswirkung auf das korperliche wie emotionale Wohlbefinden [102].
Verschiedene zwischen 2010 und 2018 durchgefiihrte klinische Studien bestatigen die
Wirkung von den zwei am haufigsten vorkommenden Ginsengarten (Panax
quinquefolius & Panax ginseng) bezuglich der Milderung der Symptomatik von CRF
[103].

Eine 2020 durchgefuhrte Meta-Analyse kommt zum vagen Schluss, dass die
Einnahme von Ginseng einen unterstitzenden Effekt bei saisonalen Infektionen des
oberen Respirationstraktes haben kann, insbesondere als Zusatz bei einer parallel
verabreichten Influenza-Impfung. Jedoch sind durch die kleinen Populationen bei den
Studien keine Schlisse mit Sicherheit moglich [99]. In Tier- und in vitro- Modellen
konnte man bereits mehrfach eine Steigerung der Immunabwehr durch Ginseng
feststellen. So verstarkt Ginseng die Lymphozyten Proliferation, die systemische wie
schleimhautspezifischen Antikdrperkonzentrationen und steigert die virale Clearance
in der Lunge. Ginseng mildert weiters die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und aktiviert parallel Phagozyten und naturliche Killerzellen [100]. In einer
2022 durchgefuhrten 24-wochigen placebokontrollierten Studie wurde an 350
Probanden der Effekt von KRG auf die Konzentration der Antikorpertiter nach
Verabreichung der zweiten bzw. dritten COVID-19 Impfdosis untersucht. Die
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Bildungsrate der Antikorper in der KRG-Gruppe blieb 12 Wochen nach der zweiten
Dosis hoher als die der Kontrollgruppe, insbesondere ist dieser Effekt bei Personen
uber 50 Jahren zu beobachten [101].

Ginseng hat auch eine positive Wirkung auf die Verbesserung des Gedachtnisses,
insbesondere im Bereich des visuellen und in manchen Studien auch im Bereich des
verbalen Gedachtnisses. So konnte in einer taglichen Behandlung mit 450 mg
Ginseng-Extrakt aus Ginsengsprossen uber 12 Wochen gezeigt werden, dass
Probanden (Alter 55-75 mit SCI) im Vergleich zu einer aquivalenten Placebogruppe
signifikante Verbesserungen bei RCFT (Rey Complex Figure Test) und SVLT (Shiraz
Verbal Learning Test) zeigen. Dabei handelt es sich um Testungen um das visuelle und
verbale Gedachtnis unmittelbar nach Zeigen eines Bildes bzw. Aussprechen eines
Wortes und nach 20-30 Minuten zu selbigem Bild / Wort zu testen [95].

Wichtig zu erwahnen ist, dass bei einer Behandlung mit Ginseng sonstige kognitive
Verbesserungen wie Aufmerksamkeit, Exekutivfunktionen bzw. der Erhalt kognitiver
Funktionen bei Morbus Alzheimer Patienten gegen Placebo ganzlich ausbleiben.
Ebenso steigt die visuelle Gedachtnisleistung nur bei einer Alterskohorte tber 60
Jahren signifikant an und dies auch nur dann, wenn eine entsprechend hohe Dosis
verabreicht wird (450 mg/d) [93]. Andere Studien zeigen wiederum, dass die verbale
Gedachtnisleistung nicht, wohl aber die visuelle Gedachtnisleistung bei der Einnahme

von 3 g Ginseng taglich Uber 6 Monate signifikant verbessert wird [94].

Als wichtiges Fazit ist zu ziehen, dass Ginseng keine Therapie mit Arzneimitteln
ersetzen kann und auch nicht bei schweren Krankheitsbildern die Ursache bekampft,
sondern vorwiegend Begleitsymptome lindert. So hilft bspw. Ginseng bei der
Symptomatik von mild oder subjective cognitive impairment, kann aber nicht das
Fortschreiten von Morbus Alzheimer verlangsamen. Ginseng wurde in den meisten
klinischen Studien tGberwiegend gut vertragen und gilt als sicher in der Anwendung bei

gesunden Patienten bei einer kurzfristigen Einnahme von bis zu 12 Wochen.

2.5.5 Dermale Anwendung von Ginsengextrakt

Ginsengextrakt findet sich ausgehend vom asiatischen Markt zunehmend auch in

dermalen Pflegeprodukten. Der Hintergrund liegt auf der potenziellen Nutzung der
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oben beschriebenen antioxidativen Effekte im Sinne der Gesundhaltung der Haut,

beispielsweise zur Reduktion von lichtbedingter Hautalterung [104, 115].

Dieser vornehmlich durch UV-Strahlung verursachte Photoaging-Prozess tritt in Form
von Verdickung der Haut, Verlust der Hautelastizitat, vermehrter Faltenbildung und
erhdohter Melaninsynthese in Erscheinung [33, 34]. Die im Ginseng enthaltenen
Ginsensoide stellen eine Gegenwehr dar und besitzen eine antiinflammatorische,
hautaufhellende und feuchtigkeitsspendende Wirkung [106, 107, 108].

Durch die UV-Strahlung induzierte ROS-Produktion werden Matrix-Metalloproteinasen
hochreguliert. Dabei handelt es sich um eine Enzymgruppe, welche extrazellulare
Matrixproteine, u.a. Kollagen, aktiv abbaut. Ginsenoside steigern die Kollagen-
Synthese und hemmen parallel die Expression dieser Matrix-Metalloproteinasen [104,
108]. In Studien an haarlosen Mausen, die Uber finf Wochen zwecks Faltenbildung
mit UV-Strahlung bestrahlt wurden, konnte man einen besseren Erhalt der
Hautelastizitat mit geringerer Faltenbildung feststellen, wenn die Mause parallel mit
einer taglichen Ginseng-Dosis geflttert wurden bzw. Sonnencreme appliziert wurde.
Ebenso verdickte die Haut im Vergleich zu einer nichtbehandelten Kontrollgruppe unter
UV-Bestrahlung weniger stark [108]. In einer 24-wochigen randomisierten
kontrollierten klinischen Studie, bei der 3x taglich 250 mg eines roten Ginseng-
Extraktes als Kapselformulierung peroral verabreicht wurde, konnte ein Rickgang der
Tiefe von Augenfalten sowie eine Erhéhung der Elastizitat und Feuchtigkeit der Haut
festgestellt werden [107]. Das Enzym 11B-Hydrosteroid-Dehydrogenase Typ 1 (11B-
HSD1) wandelt inaktives Cortison in aktives Cortisol um. Seine Expression wie seine
Aktivitat werden durch erhdhte Sonnenexposition beglnstigt. Daher entsteht mehr
Cortisol in der Haut, welches wiederum zu einem erhdhten Kollagen- und Elastinabbau
fuhrt. Ginsenoside fuhrten zu einer Senkung der 113-HSD1 Expression und senkten
damit die Cortisolkonzentrationen in der Haut, wodurch ein Anti-Aging-Effekt entsteht
[1086].

In Melanozyten bremsen Ginsensoide eine durch Uberhdhte Sonnenexposition

ausgeloste Hyperpigmentation durch Hemmung des Transkriptionsfaktors MITF, der

u.a. die Expression von Enzymen in Melanozyten reguliert, sowie durch Hemmung der

Tyrosinase, dem ersten Schllisselenzym in der Melaninsynthese. Des Weiteren wird

die ebenfalls durch die Sonneneinstrahlung induzierte Proliferation der Melanozyten

durch Ginsenoside gestoppt [104]. Durch diese Intervention bei der Synthese, dem
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Transkriptionsfaktor und den Signaltransduktionswegen von Melanin besitzt Ginseng
einen hautaufhellenden Effekt [105]. In haarlosen- UV-bestrahlten Mausen, die taglich
mit Sonnencreme behandelt oder mit Ginseng-Extrakt gefiittert wurden, konnte nach
der dritten Behandlungswoche in beiden Gruppen ein Sinken der Melaninproduktion
beobachtet werden. Ahnliche hautaufhellende Ergebnisse konnte in einer
randomisierten kontrollierten klinischen Studie gezeigt werden, bei der eine Creme mit
3 % rotem Ginseng-Extrakt taglich fir ein Monat topisch in der T- und U-Zone des
Gesichts appliziert wurde. In der T-Zone gab es zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Hauttones, jedoch
unterschieden sich die Wangen in der U-Zone, wobei die Versuchsgruppe einen
hautaufhellenden Effekt verzeichnete. Es ist jedoch wichtig zu erwahnen, dass die
Versuchsgruppe an der Baseline einen dunkleren Hautton hatte als die Kontrollgruppe
[108].

Einzelnen Ginsenosiden wurde in Studien an HaCaT-Zellen und humanen
Fibroblasten, bei denen oxidativer Stress mittels UV-Strahlung induziert wurde, eine
antioxidative Wirkung nachgewiesen. Durch die vor der Bestrahlung erfolgte
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen der Ginsensoside Rb3, Re oder Rd
konnte die nachfolgend entstehende ROS-Konzentration in den Zellen im Vergleich zu
einer unbehandelten Kontrollgruppe reduziert werden. Des Weiteren reduzieren diese
Ginsenoside die Aktivitat von Pro-Matrix Metalloproteinase-2 und 9, die ihrerseits
durch den UV-induzierten oxidativen Stress angeregt wurden, mehr extrazellulare
Matrixproteine wie Kollagen abzubauen. Gleichzeitig steigern sie aber die antioxidative
Kapazitat durch Erhdhung der Glutathion- (GSH) und Superoxid-Dismutase (SOD)
Spiegel, die hochreaktive Oxidantien im Korper umwandeln und den oxidativen Stress
damit senken [110, 111, 112].
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Daruber hinaus hat Ginseng einen antiphlogistischen Effekt. Zu diesem Ergebnis kam
eine Studie, in der zunachst humane Keratinozyten mittels Lipopolysaccharide (LPS)
zur erhohten Zytokinproduktion angeregt wurden. Durch die Applikation von
Formulierungen aus koreanischem rotem Ginseng konnten die Spiegel der
entzindungsfordernden Zytokine TNFa und IL-8 gesenkt werden. Mit der gesunkenen
TNFa Produktion lasst auch die vitalisierte Aktivierung der daran anschlieRenden
Entzindungskaskaden uber MAP-Kinasen und NF-kB im Zytosol und AP-1 im Zellkern
zusehends nach. KRG-Extrakt kann demnach HaCaT-Keratinozyten vor der durch UV-
Strahlung bedingten Apoptose bewahren (Abbildung 22). Dies gelingt durch
Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotenzials, Hemmung der MMPs sowie
durch Abschwachung des p53 und JNK-p38 Signalwegs, welche beide durch die
Bestrahlung mit UV induziert werden [104].
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Abbildung 22: Die Zielstrukturen der Komponenten von KRG in einem Keratinozyten,
abgedruckt unter CC BY 4.0 Open Access [104]
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2.6 Nanoemulsionen als Trager fliir Pflanzenextrakte

Bei einer Nanoemulsion handelt es sich um ein zweiphasiges flissiges System, wobei
eine Phase als feine nanoskalige Tropfchen in einer kontinuierlichen zweiten Phase
dispergiert ist. Die TropfchengréfRe der verteilten Phase zieht sich dabei Gber eine
Spanne von 20 — 500 nm, die entstandene Emulsion wird daher als Nanoemulsion
bezeichnet [120, 121]. Von den beiden nichtmischbaren Flussigkeiten ist eine dliger,
die andere wassriger Natur. Je nachdem welche Phase in der jeweils anderen verteilt
ist, spricht man von Ol in Wasser (O/W) und Wasser in Ol (W/O) Systemen bzw.
diversen weiteren Konstellationen bei multiplen Verteilungen (z.B. W/O/W) [121].

Typische O/W-NEs enthalten einen Formulierungsanteil von 5-20 % an Lipidtropfchen.

NEs sind in einer fertigen Formulierung kinetisch metastabil, aber thermodynamisch
instabil durch die molekularen Interaktionen an den Phasengrenzen und der
treibenden Kraft zum Erreichen des energetisch gunstigeren Zustandes der
Phasentrennung. Die innere Phase wird daher stabilisiert durch Emulgatoren.
Emulgatoren sind amphiphile Moleklle, die in ihrer Struktur sowohl lipophile als auch
hydrophile Anteile besitzen, um als Vermittler zwischen den beiden Phasen zu agieren.
Sie reduzieren die Oberflachenspannung der Nanoemulsion und stabilisieren damit
die Dispersion der inneren Phase [122]. Ohne diese Stabilisierung ist der Erhalt des
Herstellungszustandes der Nanoemulsion nur von kurzer Dauer, Phanomene wie
Aggregation, Sedimentation oder Aufrahmung folgen dem Bestreben, den energetisch

gunstigen Zustand getrennter Phasen zu erreichen [123].

NEs bilden sich nicht spontan aus. Damit sie dennoch hergestellt werden konnen, ist
eine externe Energiezufuhr z.B. in Form von mechanischen Scherkraften notwendig.
Man bedient sich hierzu sog. high- oder low-energy emulsification methods [122]. Bei
hochenergetischen Verfahren kommen Maschinen zum Einsatz, die unter Anwendung
grolier Mengen Energie starke Scherkrafte erzeugen. Diese wirken stark disruptiv auf
das Ol/Wasser Gemisch und erzeugen aus groben, fein verteilten Trépfchen mit hoher
kinetischer Energie. Typische Verfahren dafur sind Hochdruckhomogenisation,
Mikrofluidisierung und insbesondere im Labormalistab auch Ultraschallbehandlung.
Niedrigenergetische Verfahren zur Herstellung von NEs basieren auf der spontanen
Bildung kleinster Tropfchen in der kontinuierlichen Phase, wenn die
Umgebungsbedingungen bzw. die Zusammensetzung des zu bearbeitenden

Gemisches verandert wird. Durch verschiedene Phasenumkehr Techniken wird so die
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innere Energie des Systems zuganglich gemacht und genutzt, um spontan NEs zu
erzeugen. Diese Verfahren sind energieeffizienter und kostengtinstiger, jedoch werden
im groRindustriellen MaRstab v.a. Ol in Wasser Emulsionen immer noch klassisch mit
hochenergetischen Verfahren wie der Hochdruckhomogenisation erzeugt
[119, 120, 121].

In dieser Arbeit diente LIPOID S75® als Emulgator fiir samtliche NEs. Hinter dem
Begriff steckt eine Sammlung verschiedener Phospholipide, wobei Phosphatidylcholin
(PC) der wichtigste Bestandteil ist. PC ist ein zwitterionisches Molekul, welches bei pH
= 7 keine Nettoladung besitzt und sich durch seine charakteristische amphiphile
Struktur (Abbildung 23) ideal fur pharmazeutische oder kosmetische Formulierungen
eignet. Je nach vorhandenem apolaren Kohlenstoffkettenresten unterscheidet man
zwischen differenten Phosphatidylcholinen, die auch als Lecithin bezeichnet werden.
Im konkreten Fall von LIPOID S75® stammt Phosphatidylcholin aus Soja (S) und hat

einen Massenanteil von = 70 % am Gesamtprodukt [124].
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Abbildung 23: Struktur eines Phosphatidylcholins. Die apolaren Seitenketten sind in diesem
Fall Palmitinsdure und Olséure, welche an den Gyilcerinteil in der Mitte verestert sind.
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2.7 Angewendete Testmethoden

2.7.1 Prinzip des ROS-Assay

Zur Quantifizierung der intrazellularen ROS kam der Fluoreszenz-Farbstoff:
DCFH2- DA (2',7° - Dichlorodihydrofluorescein Diacetat) in einer Konzentration von
25 uM zum Einsatz. Dabei handelt es sich um die lipophile Vorstufe des Farbstoffes,
der zunachst leicht die Zellmembran durchdringt und durch zytosolische Esterasen
deacetyliert wird um die polare Zwischenform 2°7° - Dichlorodihydrofluorescein
(DCFHg2) freizusetzen. DCFH2 ist durch die hohe Polaritat in den Zellen gefangen und
wird in Anwesenheit von Oxidantien in seine fluoreszenzaktive oxidierte Form 2°, 7° -
Dichlorofluorescein (DCF, Abbildung 24) Uuberfuhrt [73, 74]. DCF ist stark
fluoreszierend und wurde in diesem Versuch bei einer Anregungswellenlange (Aex) von
485 nm und einer Emissionswellenlange (Aem) von 523 nm vermessen. [73, 113]. Eine
héhere intrazellulare ROS-Konzentration bewirkt eine starkere Umwandlung von
DCFH2 in DCF und bildet damit direkt proportional anhand der Fluoreszenz-Intensitat

das Ausmal} des intrazellularen oxidativen Stresses ab [56].
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Abbildung 24:Umwandlungsschritte von DCFH2-DA in DCF durch den Metabolismus von Zellen
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2.7.2 Prinzip des MTT-Assays

Nachdem auf einer Platte der ROS-Assay durchgefuhrt worden war, folgte ein MTT-
Assay. Dabei handelt es sich um einen Test zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitat von Zellen, er findet daher breite Anwendung zur Uberpriifung der
Zelluberlebensrate nach Applikation von Substanzen. MTT-Tests nutzen die Prasenz
aktiver Enzyme (NADH-abhangiger Dehydrogenasen) in vitalen Zellen, die imstande
sind, Tetrazoliumsalze in charakteristische Chromophore umzusetzen. Bei der
Inkubation dringt das schwach gelbe MTT in die Zelle ein und wird von den
Mitochondrien und einem durch Stoffwechselaktivitat bedingten reduzierenden Milieu
im Zytosol in wasserunl6sliche, tiefblau gefarbte Formazankristalle umgewandelt
(Abbildung 25). Die Quantifizierung des Formazans erfolgt spektrophotometrisch,
wobei die Intensitat des entstandenen Farbstoffs in direkter Korrelation zur Zahl der
metabolisch aktiven Zellen steht. Mittels Dimethylsulfoxid (DMSO) werden die Zellen

lysiert, das Formazan dabei freigesetzt und wieder in Losung gebracht [66, 67].

T Formazan-

Abbildung 25: Umwandlung von MTT (gelb) durch NADH abhé&ngige Reduktasen in Formazan (blau),
abgedruckt mit Genehmigung von Springer Nature [66]
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3 Materialien & Methoden

3.1 Reagenzien

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind alle Materialien aufgelistet, die zur Vorbereitung

sowie zur Durchflihrung der durchgefihrten Assays benétigt wurden.

Tabelle 1: Reagenzienauflistung

Substanz

Hersteller / Vertrieb

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Gibco (Waltham, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) — farblos, ohne Phenolrot

Sigma-Aldrich / Merck (St. Louis, USA)

Gentamicinsulfat

Sigma-Aldrich / Merck (St. Louis, USA)

L-Glutamin

Sigma-Aldrich / Merck (St. Louis, USA)

Trypsin

Sigma-Aldrich / Merck (St. Louis, USA)

Fetales Kalberserum (FBS)

Gibco (Waltham, USA)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

ohne Ca?* / Mg?* Zusatz

VWR (Radnor, USA)

DCFH2-DA

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

MTT

Millipore / Merck (Billerica, USA)

KRG-Extrakt

KGV Korea Ginseng Vertrieb (Lohmar,
Deutschland)

HYP-Extrakt

Apomedica (Graz, Osterreich)

Ascorbinsaure

Gatt-Koller (Absam, Osterreich)

H202

Gatt-Koller (Absam, Osterreich)

DMSO

Sigma-Aldrich / Merck (St. Louis, USA)

3.2 Human adult low calcium high temperature (HaCaT)

Keratinozyten als Zelllinie

Zur Durchfiihrung der ROS-

und MTT-Assays wurden HaCaT-Keratinozyten

verwendet (Abbildung 26), die von Cell Lines Service GmbH (CLS; Eppelheim

Deutschland) gekauft wurden. Es handelt sich hierbei um die erste humane Zelllinie,
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welche spontan via Anderung der Kulturmediumsbedingungen immortalisiert wurde.
HaCaT-Zellen zeigen ein den humanen Keratinozyten in vivo ahnliches Verhalten im
Hinblick auf Differenzierung und Keratinisierung, denen sogar die Fahigkeit eine
intakte Epidermis nach einer Transplantation zu rekonstruieren erhalten bleibt. Der
Name HaCaT richtet sich nach den ursprunglich notwendigen Mediums-Parametern,
die flr eine erstmalige Kultivierung unverzichtbar waren: eine niedrige
Calciumkonzentration (0,2 M) und eine leicht erhdhte Temperatur (37 - 38,5 °C) [65].

Abbildung 26: HaCaT — Zellen unter dem Mikroskop
(Passage 40, ® Mag. Tanja Pfleger)

HaCaT-Zellen sind heutzutage eine Standardzelllinie flr in vitro-Versuche, da sie unter
standardisierten Kulturbedingungen ein geeignetes in vitro-Modell darstellen, um
Ablaufe in echten humanen Keratinozyten darzustellen. So konnten HaCaT-Zellen, die
mit einer Konfluenz von 80% und einer niedrigen extrazellularen Ca2*-Konzentrationen
kultiviert wurden, verwendet werden, um Entzindungs- und Reparaturreaktionen in
Keratinozyten zu untersuchen. Der Vorteil der HaCaT-Keratinozyten gegeniber den
sonst eingesetzten primaren humanen Keratinozyten besteht v.a. in der
Unabhangigkeit von der Spender-Varianz sowie der langeren Lebensdauer in der
Zellkultur [69].
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Auch in Bezug auf oxidativen Stress finden sich Daten mit HaCaT-Keratinozyten. In
Studien, bei denen Feinstaub bestimmter PartikelgroRen eingesetzt wurde, um
HaCaT-Keratinozyten unter oxidativen Stress zu setzen, konnte durch das
vorhergehende Auftragen von Phenylpropanoid-haltigen Zubereitungen die
antioxidative Kapazitat gesteigert werden. Inhaltsstoffe von Propolis wie Kaffesaure
konnten die durch den Feinstaub hochregulierten pro-oxidativen Prozesse wie ROS-
Produktion, Lipid-Peroxidation und Glutathion-Oxidation signifikant senken [70, 114].
Mit der Testung auf intrazellularen oxidativen Stress (ROS-Assay) geht auch immer
eine Uberpriifung der Zellviabilitat einher. So gestaltete sich auch der in dieser Arbeit
durchgefuihrte Versuchsaufbau aus einem ROS-Assay, dem ein MTT-Assay folgte
[56, 70].

Bei einer weiteren Studie wurde Fucoxanthin (2,5 — 40 pM), ein Carotinoid aus
Braunalgen, auf HaCaT-Keratinozyten aufgebracht, welche im Anschluss mittels einer
1 mM H202-Lésung unter oxidativen Stress gesetzt wurden. Nach Bestimmung des
oxidativen Stresses mittels dem auch in dieser Arbeit verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffes DCFH2-DA, dessen Fluoreszenzintensitat direkt proportional
zur ROS-Konzentration in der Zelle ist, wurde ebenfalls ein MTT-Test angeschlossen
[125].

3.3 Kultivierungsbedingungen

FUr die Kultivierung der HaCaT-Keratinozyten wurde Dulbecco Modified Eagles
Medium (DMEM) der Firma Sigma-Aldrich / Merck verwendet. Es unterscheidet sich
zum Basalmedium nach Eagle durch seine bis zu vierfach erhéhten Konzentrationen
an zugesetzten Aminosauren und Vitaminen. Weiters beinhaltet NaHCO3, welches
zusammen mit COz2 im Inkubator ein effektives Puffersystem ergibt. In Kombination mit
einer 5-10 % CO2 Atmosphare koénnen die freigesetzten HCOs lonen den
physiologischen pH-Wert des Mediums selbst bei rasch proliferierenden Zellen mit
erhohter Stoffwechselproduktfreisetzung langer konstant halten. Der in unserem Fall
ebenfalls zugesetzte Indikator-Farbstoff Phenolrot zeigt durch seine Entfarbung von
Rot zu Gelb an, wenn das Medium zu sauer (pH-Wert < 6,4) geworden ist und ein

Mediumswechsel vorgenommen werden muss [66, 67].

52



Der DMEM-Originalrezeptur wurden vor Durchfuhrung der Zellkulturversuche weitere
Zusatze hinzugefugt, die aufgrund ihrer geringen Stabilitat meist nicht vom Hersteller
direkt mitverarbeitet werden. (Tabelle 2). Das modifizierte DMEM wird im weiteren
Verlauf der Arbeit als DMEM 10 % bezeichnet, wobei die 10% den Anteil des fetal

bovine serum (FBS, fetales Kalberserum) am Gesamtvolumen ausmachen.

Tabelle 2: Zusammensetzung von DMEM 10% FBS

Bestandteil Volumen
DMEM 1000 mL
FBS 100 mL
Gentamicin-Stammlésung (110 mg/mL | 2 mL
H20)

L-Glutamin-Stammlésung (29,23 mg/mL | 2 mL
H20)

L-Glutamin ist eine Aminosaure, die sich aufgrund ihres hohen Stickstoffanteils in der
Zellkultur etabliert hat. Sie fungiert als Energiequelle und Pracursorlieferant fur die
Ribonukleotidsynthese und wird Kulturmedien daher in Konzentrationen von 2-4 mM
beigemengt, um die rasche Proliferation und Wachstum von Zellen sicherzustellen
[66, 67].

Zur Vorbeugung von Kontaminationen wird dem Medium Gentamicin zugesetzt. Es ist
sowohl gegen grampositive als auch gramnegative Bakterien wirksam und in
wassrigen Losungen bis zu flinf Tage stabil. Im Gegensatz zu einer aquivalent
wirksamen Kombination aus Penicillin G und Streptomycin, welche im wassrigen

Milieu nur drei Tage stabil bleibt, um eine Besiedelung mit Bakterien zu verhindern [66].

Fetal Bovine Serum (FBS, fetales Kalberserum) ist eine von Rinderféten gewonnene
Fraktion geronnenen Blutes, welche als Zusatz zu Kulturmedien eine Reihe von
Aufgaben in der Zellkultur Gbernimmt. Als biologische Flissigkeit reichert FBS das
Kulturmedium mit Wachstums- und Adhasionsfaktoren, Cytokinen, Hormonen,
Bindungs- und Transportproteinen, Aminosauren, Vitaminen, Spurenelementen,
weitere Puffer- und Neutralisationssysteme sowie Fettsauren und Lipide in Form von
Lipoproteinen an. Dieser Umfang an wachstums- und proliferationsférdernden
Bestandteilen macht es zu einer optimalen Nahrungsquelle fur kultivierte Zellen.
[66, 67, 68].
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3.4 UVA-Bestrahlung

Im Zuge der Versuche wurden die HaCaT-Zellen kunstlicher UVA-Strahlung als
physikalischen Induktor fur oxidativen Stress exponiert. Als Vergleich diente eine
unbehandelte Kontrollgruppe sowie eine Gruppe, die mit H202 als chemischem
Induktor fur oxidativen Stress behandelt wurde. Zur Bestrahlung wurde ein
Sonnenlichtsimulator (UVACube 400, Hoenle AG, Gilching, Deutschland) eingesetzt,
wobei durch Verwendung des H1-Filters der Anteil an UVB-Strahlung ganzlich
eliminiert wurde [92]. Abbildung 27 zeigt das Gerat und die notwendigen Utensilien zur
Bedienung und Messung der Strahlenintensitat. Mithilfe des Einsatzes von
Edelstahlgittern bestimmter Maschenweiten konnte die Bestrahlungsstarke konstant
gehalten werden. Deren Spannweite lag fur die hier vorliegende Arbeit zwischen
1.3 — 1.6 mW/cm? bei einem angestrebten Erhaltungswert von 1.4 mW/cm? [92]. Die
Bestrahlungsdosis wurde im Rahmen der Methodenvalidierung zwischen 0,25 — 0,75
J/icm? variiert. Ziel war es die Bestrahlungsintensitat so zu wahlen, um Fluoreszenz in
den Zellen zu detektieren, jedoch gleichzeitig eine Zellviabilitat von mindestens 80%

nach der Bestrahlung zu erhalten.

Abbildung 27: UVA-Cube 400. AuBenansicht (links), notwendige Utensilien zur Messung (rechts oben) sowie in der
Aufwédrmphase zum Einsatz kommende Sensor mit aufgelegtem Wellplattendeckel (rechts unten)
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3.5 Versuchsdurchfihrung

Der Versuchsaufbau gliederte sich in zwei Tage. Am ersten Tag wurden aus einer zu
70-80 % bewachsenen Zellkulturflasche 5x10* HaCaT-Zellen / 100 uL in je zwei
96- well-Platten (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) angesetzt. Die Zellen wurden fir
24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO:2 inkubiert. Nach der Ausbildung
eines HaCaT-Monolayers Uber Nacht wurde am zweiten Tag zunachst mit einem ROS-
Assay fortgefahren, dem ein an den gleichen Zellen durchgefuhrter MTT-Assay folgte.

3.5.1 Tag 1: Passagieren und Aussaen der Zellen

Vor Beginn des Versuchs wurden alle notwendigen Reagenzien auf etwa 37 °C
vorgewarmt. Dazu empfahl es sich circa 15 - 30 Minuten vor dem Start ein temperiertes

Wasserbad zu nutzen. [66]

In der Laminar Flow-Werkbank (Abbildung 28) wurde das Zellmedium (DMEM 10%)
aus der Kulturflasche abgesaugt. Zum Waschen des Kulturbodens wurden 10 mL
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) in die Flasche abgelassen, diese ebenerdig
abgelegt und der Zellrasen mittels sanfter kreisformiger Bewegungen in Form einer
Achterschleife gewaschen. Hierbei wurden tote Zellen, Zellprodukte und Serumreste
entfernt, welche die Wirkung des nachfolgend aufgetragenen Enzyms Trypsin

beeintrachtigen konnten [66, 67].

Abbildung 28: Laminar Flow-Werkbank zur Durchfiihrung steriler Arbeiten in der Gefahrenstufe 1
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Das PBS wurde abgesaugt und 3 mL Trypsin tropfenweise entlang des
Flaschenbodens abgegeben. Dann wurde die Kulturflasche fir 12 Minuten bei 37 °C
und 5 % (v/v) COz2 inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde mit Hilfe eines
Mikroskops kontrolliert, ob sich die Zellen nach der Einwirkung der Protease Trypsin
ausreichend abgeldst hatten. Durch Abklopfhiebe an den Flaschenflanken konnte
dieser Prozess mechanisch unterstitzt werden. Nach Wiedereinbringen der
Zellkulturflasche in die Laminar Flow Werkbank wurden 6 mL DMEM 10 % entlang des
Flaschenbodens abgelassen. Die Flasche wurde aufgestellt, damit sich die bereits von
Adharenzboden gelosten Zellen nicht direkt wieder absetzten. Die nun insgesamt 9 mL
Zellsuspension (3 mL Trypsin + 6 mL DMEM 10%) wurden 5 Minuten mit einer 10 mL
Pipette homogenisiert. Es folgte die Verfrachtung der Zellsuspension in ein 30 mL
Zentrifugenrohrchen, welches mit dem entsprechenden Gegengewicht von 9 mL Aqua
bidestillata, fur 5 Minuten bei 140 g zentrifugiert wurde. Nach der Zentrifugation wurde
der Uberstand vollstandig abgesaugt, das Zellpellet in 10 mL frischem DMEM 10 %
geldst und erneut flr etwa zwei Minuten homogenisiert. Aus dieser Zellsuspension

wurde 1 mL Aliquot entnommen und in ein Zellzahlrdhrchen Uberfuhrt.

Der Cell Counter (Abbildung 29: Vi-Cell® XR, Beckman Coulter, Inc., CA, USA) zahlte
mittels Durchflusszytometrie die Zellen im Zellzahlréhrchen und bildete den Mittelwert
aller gezahlten sowie aller lebendigen Zellen aus 50 Aufnahmen und stellte diese Zahl

mit der Einheit Zellen / mL dar. FUr den Versuch wurden 50.000 Zellen/well (pro

Abbildung 29: Zellzdhler und Zellviabilitdtsanalysator
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100 pL) bzw. 500.000 Zellen / mL bendtigt. Abbildung 30 zeigt beispielhaft eine
Berechnung der notwendigen Mischverhaltnisse aus Zellsuspension und
Verdinnungsmedium (DMEM 10 %). Die leere Zellkulturflasche wurde mit 10 mL PBS
gespult und 10 mL frisches DMEM 10% hinzugegeben. Dazu wurden 3 mL
Zellsuspension gegeben, diese mit einer sachten Achterschleifen-Kreisbewegung

verteilt und die Kulturflasche im Anschluss in den Inkubator zurtickgestellt.

Die nach berechneten Angaben frisch verdunnte Menge Zellsuspension wurde in zwei
96-well Platten zu je 100 pL / well ausgesat. Zu beachten ist, dass die beiden
aulersten Spalten (1 & 12) anstelle der Zellsuspension mit der gleichen Menge DMEM
10 % als Leerwert beflllt wurden. Weiters blieben die beiden auliersten Zeilen sowie
die Spalte Nummer 8 in jedem Versuch ganzlich frei. Effektiv wurden demnach statt 96
nur 66 wells befullt. Davon 54 mit Zellsuspension sowie zwolf mit DMEM 10 %. Die
beiden Platten wurden im Anschluss fir 24 h im Inkubator bei 37 °C und 5% CO2
inkubiert.

Zelizai bei celicounter: 1.6 30- 000 celis/mt /] / 63 w1 OG

Bendtigtes Volumen an Zellsuspension berechnen:

in 8 Spalten mit je 6 wells sollen Zellen ausgesat werden, 2 Platten = s *6%2 =/[O‘8 wells

9/293 wells * 100 ul / 1000 = /{@(8 ml Zellsuspension bendtigt, aufrunden! - /(l, mi

(z.B.: 6 Spalten mit 6 wells fiir 2 Platten = aufgerundet 16 mi)

Gewiinschte Zellzahl/ml berechnen:

Tad.00°

wir wollen 5% 107 zellen/well, also in 100 i - *10= Zellen/ml

(2.B.: 15.000 Zellen/well > 15.000 Zellen/200 pl = 75.000 Zellen/mi)

Mischungsverhiltnis Zellsuspension:Medium ber%n n o
Q%I o0 : . 530.&00 5 6&/( -
Gewiinschte Zellen/ml * bendtigtes Volumen / tatsachliche Zellen/ml = ml Zellsuspension

b 4 3 mt+68‘/l pl Zelisuspension
42 - 631 813"ng Medium

{ :
_ Bendtigtes Volumen Zellsuspension — verwendete ml Zellsuspension =
> 8 ml + 318 pl Medium

Abbildung 30: Ermittlung der gewlinschten Zellzahl/mL sowie der notwendigen Zellsuspension
nach Auszéhlung mit dem Vi-Cell® XR Cellcounter
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3.6 Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS)-Assay

3.6.1 Tag 2: Probenvorbereitung

Die Testkonzentrationen fir KRG-Extrakt wurden gemaR einer friheren Studie
angepasst, in der serielle Konzentrationen von Ginsengblattextrakt (10—250 pyg/ml) an
UVA-induzierten HaCaT-Keratinozyten getestet wurden [137]. In der vorliegenden
Studie wurden die Zellen mit steigenden Konzentrationen von KRG-Extrakt (25-250
pMg/ml  Endkonzentration) behandelt. Zuvor wurde der KRG-Extrakt in einer
Konzentration von 40 % (v/v) Ethanol gel6st und fur die Dauer einer Minute unter
Verwendung eines Vortex-Schuttlers vermengt. Die in Ethanol gelOsten
Stammldésungen wurden in weiterer Folge in PBS-Puffer verdliinnt und einer erneuten
Schittelung von einer Minute unterzogen. Im Rahmen der Untersuchung wurden
Vehikelkontrollen mit einer Endkonzentration von 0,25 % (v/v) Ethanol 40 % (v/v)
hinzugefugt. Als pflanzlichen Kontrolle wurde HYP-Extrakt ausgewahlt und auf seine
antioxidative Aktivitat getestet (Endkonzentration 12,5 ug/ml). Vor der Behandlung der
Zellen wurde der HYP-Extrakt in DMSO gel6st. Die in DMSO geléste Stammlésung
wurde in PBS-Puffer gegeben. Im Rahmen der Untersuchung wurde eine
Vehikelkontrolle mit einer Endkonzentration von 0,125 % (v/v) DMSO durchgefuhrt.

Die NEs wurden in verschiedenen Verdunnungen an Zellen getestet, um die gleichen
Konzentrationen wie beim reinen KRG-Extrakt zu erreichen. Die NEs wurden in PBS-
Puffer verdinnt, um Verdlinnungen von 1:100, 1:200 und 1:400 zu erhalten. Die
Endkonzentrationen des KRG-Extrakts, die auf die Zellen aufgetragen wurden, lagen
zwischen 25 und 100 ug/ml. Im Rahmen der pflanzlichen Kontrolle wurde NE_HYP in
PBS-Puffer verdinnt, um eine Verdinnung von 1:200 zu erreichen, was einer
Endkonzentration des HYP-Extrakts von 12,5 pg/ml entspricht. Fir KRG- und HYP-
Extrakt wurden Vehikelkontrollen in Form von extraktfreien Nanoemulsionen
(NE_blank) hinzugefugt.

3.6.2 Durchfiihrung des ROS-Assays

Die Durchfihrung des ROS-Assays zur Bewertung der UV-induzierten ROS-Bildung
in HaCaT-Keratinozyten erfolgte auf Grundlage eines Protokolls von Hofer et al. [56]
mit mehreren Modifikationen. Zur Validierung der angewandten Methode wurden

Vorstudien mit Ascorbinsdure als starkem Antioxidans durchgefihrt. Zur
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Demonstration der Unterschiede zwischen der UV-Schutzkapazitat des Antioxidans
KRG-Extrakt und dessen alleinigen Radikalfangerpotenzial wurde als Positivkontrolle
der ROS-Generator H202 verwendet. Vor der UV-Behandlung wurden die Zellen eine
Stunde lang mit KRG-Extrakt (25-250 ug/mL) vorbehandelt, und unbehandelte Zellen
(keine UV-Behandlung, mit Puffer behandelt) wurden als Kontrolle verwendet. Die
Durchfihrung aller Behandlungen, Expositionen und Kontrollen erfolgte simultan unter
Verwendung einer 96-Well-Platte (n = 4). Die Zellen wurden in 96-Well-Platten mit
einer Dichte von 5 x 10* pro Well ausgesat. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
und Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen zweimal mit vorgewarmtem
Phosphatpuffer (PBS) gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 50 ul pro Well
25 yM DCFH-DA in PBS zusammen mit 50 pl Probenlésung (KRG-Extrakt oder Puffer)
inkubiert. Nach einer Inkubation von einer Stunde bei 37 °C unter einer 5% COa2-
Atmosphare im Dunkeln wurden die Zellen zweimal mit vorgewarmtem Phosphatpuffer
(PBS) gewaschen und die 96-Well-Platte in drei Teile geteilt. Ein Teil der Proben wurde
mit 100 mM H202 (200 pl, in PBS) als positive Kontrolle behandelt, ein weiterer Teil
wurde mit einer Bestrahlungsdosis von 0,25 J/cm? bestrahlt, wahrend sich die Zellen
in 200 ul PBS befanden, und der dritte Teil blieb unbehandelt (mit Puffer, ohne H202-
Behandlung, ohne UV-Behandlung). Um die unbehandelten Zellen und jene, die mit
H202 behandelt wurden, vor UVA-Bestrahlung zu schitzen, wurden Alufolie und eine
schwarze, UV-protektive Kunststofffolie um die Platte gewickelt. Die Messung der
Fluoreszenz von DCF erfolgte unmittelbar nach der Bestrahlung unter Verwendung
eines Multiwell-Plattenlesegerats (Exzitation 485 nm/Emission 538 nm; Tecan™
Infinite 200, Tecan Ltd., Maennedorf, Schweiz). Der Workflow des Experiments kann
der Abbildung 31 entnommen werden. Die Einteilung der 96-well Platte und das

Pipettierschema kénnen in Abbildung 32 nachvollzogen werden.

Dem verwendeten PBS wurden zusatzlich Calcium- und Magnesiumsalze
hinzugesetzt. Die beiden Kationen werden zur Foérderung der Zelladhasion an den
well-Platten bendtigt, die unter den haufigen Waschvorgangen in diesem ROS-Assay
in Mitleidenschaft gezogen wurde [46, 59]. Tabelle 3 zeigt die Zusammensetzung des
im weiteren Verlauf bezeichneten PBS+.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Phosphatpuffers PBS+

CaCl2 2H20 2,659

KCI 0,29
KH2PO4 0,29

MgCl2 6H20 0,19

NaCl 8,09
NazHPO4 2H20 0,764 g
Aqua purificata ad 1000 mL

Abbildung 31: Workflow des ROS-Assay. Nach Ausbildung eines HaCaT-Monolayers fiir 24 Stunden wurden die
wells zundchst mit 50 uL DCFH2-DA (gelb) behandelt und dann je nach Spalte entweder mit 50 uL PBS+ (grau), 50
uL Vehikelkontrolle (lila) oder 50 uL KRG- / HYP-Formulierung fiir 1 Stunde inkubiert. Nach Waschen der wells,
erfolgte je nach Bereich die Zugabe von 200 uL PBS+ (grau) oder 200 uL H202 -Verdiinnung (orange) sowie das
Abdecken der Spalten 1-8 von allen AuBenseiten mit Alu- und Schwarzfolie. Die Platte wurde mittig im UVA-Cube
bestrahlt fiir eine gewisse Zeit und im Anschluss die Fluoreszenz des DCF-Farbstoffes im Tecan™ vermessen.
Erstellt in https://BioRender.com
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Abbildung 32: Pipettierschema mit den oben ersichtlichen drei Bereichen unbehandelt / untreated (blau), mit H20:
behandelt/treated (orange) und mit UVA bestrahlt/ UVA treated (violett). Jeder Bereich besteht aus drei Zellspalten,
wobei die erste jeweils mit PBS+, die zweite mit der Vehikelkontrolle und die dritte mit der KRG bzw. HYP-
Formulierung inkubiert wird. Spalte 1 und 12 sind zellfrei und dienen als blank.

3.6.3 UVA-Bestrahlung

Die UVA-Bestrahlung wurde mit einem Sonnensimulator (SOL500 + UVACube 400,
Hoenle, Gilching, DE) mit H1-Filterglas durchgefihrt, um UVB-Strahlung zu
eliminieren. Vor jeder Verwendung wurde die UVA-Bestrahlungsstarke mit einem UVA-
Messgerat (UV-Messgerat 3.0 mit UVA-Oberflachensensor, Hoenle, Gilching, DE)
durch den Deckel einer 96-Well-Platte gemessen, um die Strahlungsintensitat zu
simulieren, die die Zellen erreicht. Gemal} dem Protokoll von Steiner et al. [92] wurde
eine Kombination aus zwei Edelstahlgittern mit Maschenweiten von 30 und 120 (0,6
mm und 0,125 mm Offnung) zwischen Lichtquelle und bestrahlten Zellen verwendet,
um eine Bestrahlungsstarke von 1,6 — 1,7 mW/cm? zu erreichen. Der UVACube lief bei
geodffneter Blende leer fur mindestens 30 Minuten vor, um eine sichere Temperatur und

Bestandigkeit der Bestrahlungsintensitat zu gewahrleisten. Die Bestrahlungsdosis
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wurde durch Variieren der Belichtungszeit unter Verwendung der folgenden Gleichung

angepasst:

benétigte Strahlendosis [J /cm?] x 1000

t [min] =
[min] gemessene Strahlungsintensitat [mW / cm?] x 60

Es wurden Vorstudien mit unterschiedlichen Expositionszeiten durchgefihrt, um den
Bereich der toxischen und nichttoxischen Bestrahlungsdosen fir die verwendete

Zelllinie zu ermitteln.

3.7 Durchfuhrung des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) Assays

Ein klassischer MTT-Test folgte jedem ROS-Assay: die behandelten HaCaT-Zellen
wurden auf die Viabilitat hin untersucht (Abbildung 33).

Abbildung 33: Workflow des MTT-Assay, der dem ROS-Assay folgte. Zunéchst wurden die HaCaT-Zellen nach
UVA-Bestrahlung gewaschen und dann eine Stunde mit 100 uL PBS+ (grau) im Inkubator belassen. Nach dieser
Uberbriickungszeit wurden die Zellen erneut gewaschen und dann 200 uL. DMEM farblos, 5% FBS (braun) in jedes
well vorgelegt. Dazu kamen je 20 uL MTT-Farbstoff (gelb). Nach 2 Stunden Inkubationszeit erfolgte die Absaugung
und das Hinzugeben von 100 uL DMSO (rosa). Nach 15 Minuten am Kreisschiittler wurden die Absorption der
Platten im Tecan™ vermessen. Erstellt in https://BioRender.com
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In der einstlindigen Wartezeit nach dem ROS-Assay wurde phenolrotfreies DMEM 5 %
FBS im Wasserbad auf 37 °C erwarmt und 7,5 mg MTT-Farbstoff (Ch. Nr.: 4191745,
Merck, Darmstadt, Deutschland) in 3 mL sterilem PBS+ vermischt und unter
Beibehaltung des Lichtschutzes im Ultraschallbad gelost. Das phenolrotfreie Medium
ist notwendig, um keine Uberlappung des Detektionssignals mit dem MTT-Farbstoff

und seiner Umfarbung in das tiefblaue Formazansalz hervorzurufen.

Nach Ablauf der einstiindigen Ubergangsphase im Inkubator wurde das PBS+ aus den
wells wieder entfernt, abermals mit 100 yL gewaschen und im Anschluss in alle
behandelten wells 200 yL phenolrotfreies DMEM 5% pipettiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 20 uyL MTT-Lésung in die wells. Die Platte wurde flr zwei Stunden bei 37
°C und 5 % (v/v) COz inkubiert. Nach dieser letzten Inkubation wurde der Uberstand
aus den wells abgesaugt und eine leicht violette Farbung der Zellen am Wellboden
kam zum Vorschein. Diese Farbung wurde durch Zugabe von 100 pL DMSO
intensiviert und die Platte zur gleichmafiigen Verteilung fir 15 Minuten auf einem
Kreisschuttler bei 100 Umdrehungen pro Minute belassen. Im Anschluss wurde die

Absorption bei einer Wellenlange von 540 nm im Tecan™ gemessen.

3.8 Methodenvalidierung mit Vitamin C

Vor den Versuchen mit KRG- und HYP-Extrakten bzw. NEs wurde eine
Methodenvalidierung durchgefuhrt. Das Ziel dieser Validierung lag in der Optimierung
der Bestrahlungsdosis. So sollte der induzierte oxidative Stress ausreichend sein, um
eine Umwandlung des Fluoreszenzfarbstoffes zu bewirken, ohne dass die Zellviabiliat
unter 80 % fiel. Als Bestrahlungsintensitaten wurden 0,75, 0,5 und 0,25 J/cm? mit
jeweils funf biologischen Replikaten getestet. Ascorbinsaure diente als

Positivkontrolle.

Die Unterschiede zum bisherigen Protokoll von Tag 2 lauten daher folgendermalien:
Eine 1 mM Ldsung von Ascorbinsaure (Ch. Nr.: 23J00645 FA053230 // 24.04.2023 //
GATT-KOLLER, Absam, Osterreich) wurde zu 50 uL in die wells die jeweils rechten
Spalte der drei Behandlungssegmente pipettiert. Die jeweils anderen beiden Spalten
wurden nur mit PBS+ Uberschichtet (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Pipettierschema mit den oben ersichtlichen drei Bereichen unbehandelt / untreated (blau), mit H20:
behandelt/treated (orange) und mit UVA bestrahlt/ UVA treated (violett). Jeder Bereich besteht aus drei Zellspalten,

wobei die ersten beiden jeweils mit PBS+, die letzte mit der Ascorbinsédure Verdiinnung, als Negativkontrolle fiir
oxidativen Stress inkubiert wurde. Spalte 1 und 12 sind zellfrei und dienen als blank.

Nach der Inkubation und Behandlung mit PBS+ bzw. H202 nach dem gleichem
Schema NC, TC und UC erfolgte die UVA-Bestrahlung im UVACube. Hier wurde in
einem ersten Versuchsdurchlauf zunachst mit 0,75 J/cm?, spater mit 0,50 J/cm? und
schlie3lich mit 0,25 J/cm? bestrahlt, wobei sich die Bestrahlungszeit nach der bereits

beschriebenen Formel errechnete.

Die Ergebnisse hinsichtlich Fluoreszenz-Spektrophotometrie und anschlieRender
Viabilitatsuberprifung waren wesentlich fur die Entscheidung, mit welcher
Bestrahlungsintensitat nachfolgende Versuche durchgefihrt werden sollten.
Fluoreszenz-Emissionswerte aus den Segmenten TC (H20:2 als Positivkontrolle fir
oxidativen Stress) und UC (UVA-Strahlung als Induktor fir oxidativen Stress), sollten

niedriger sein, wenn sie vor der Bestrahlung mit Vitamin C inkubiert wurden.
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3.9 Nanoemulsionen

3.9.1 Herstellung der Nanoemulsionen

Die Ol in Wasser (O/W) Emulsionen wurden als Variante einer bereits von der
Arbeitsgruppe beschriebenen Methode angefertigt [17, 115]. Fir einen
Zubereitungsansatz von 20 g stellte man zunachst Ol- und Wasserphase separat her
und vereinigte diese im Laufe der Herstellung. Die Zusammensetzung der drei

hergestellten NEs ist in Tabelle 4 angefuhrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Nanoemulsionen

Bestandteil blank KRG HYP
LIPOID S.75 ® 0,5¢ 0,59 0,59
Mittelkettige 409 409 409
Triglyceride

Tween 80 ® 0,59 0,59 0,59
KRG / 0449 /

HYP / / 0,19
Gereinigtes 1509 14,69 14,9¢g
Wasser

Zuerst wurde LIPOID S.75® zu 0,5 g in ein Becherglas eingewogen. Ein zligiges
Arbeiten erwies sich als vorteilhaft, da das Phospholipidgemisch bereits nach kurzer
Zeit aulBerhalb des Gefrierschranks zu klumpen begann. Grofie Brocken wurden
mechanisch mit einem Spatel vorab zerkleinert, da sonst ihre Auflésung in der Olphase
mehr Zeit in Anspruch genommen hatte. Danach wurden mittelkettige Triglyceride zu
4,0 g hinzupipettiert, ein Magnetrihrstabchen eingebracht und das Becherglas mit
einem Parafilm bedeckt. Dieser verhindert den Substanzverlust durch Verdunstung
wahrend des Erhitzungsvorganges. Die Olphase wurde danach fiir 45 Minuten bei
60°C und 600 rpm mithilfe eines Magnetrihrers gerthrt. Ein angebrachtes
Thermometer tauchte dabei konstant unter die Oberflache, um die Temperatur zu
messen, die stabil gehalten wurde. In der Zwischenzeit wurden die fur die
Wasserphase erforderlichen Reagenzien eingewogen. Zu 0,5 g Tween 80® kamen je
nach Nanoemulsion entsprechende Mengen KRG-Extrakt, HYP-Extrakt und
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gereinigtes Wasser hinzu. Im Falle der blank Nanoemulsion wurde die Differenz zu
insgesamt 20 g Nanoemulsion direkt mit gereinigtem Wasser aufgeflllt. Die
Wasserphase wurde nach Einbringen des Magnetrihrstabchens und Anbringen eines
Parafilms ebenfalls unter Temperaturkontrolle auf einen Magnetrihrer (50 °C und 600
rom) gestellt, nachdem die Olphase bereits 30 Minuten gerlhrt hatte. Parallel wurde
sichergestellt, dass sich das Lecithin in der Olphase bereits vollstéandig dispergiert hat.
Nach Ablauf von insgesamt 45 Minuten wurde die Wasserphase mit einer Pipette
tropfenweise unter konstantem Rihren in die Olphase eingebracht. Die dabei
entstandene Emulsion wurde noch fur weitere 15 Minuten bei 50 °C und 500 rpm

temperaturkontrolliert gerthrt.

Nach Entfernen des Magnetruhrstabchens wurden die NEs mit dem Ultra-Turrax
(Omni 5000, Omni International, Kennesaw, GA, USA) fur 2 min bei 2000 rpm
vorhomogenisiert. Im darauffolgenden Schritt erfolgte die finale Homogenisierung
mithilfe eines Hochdruckhomogenisators flr sieben Minuten bei 700 bar. Dabei wurde
jeweils nach zwei und funf Minuten ein kleiner Teil der entstehenden Nanoemulsion in
einem Becherglas zurlck aufgefangen und durch kreisende Bewegungen auf einer
flachen Ebene zusatzlich homogenisiert bevor der Anteil wieder dem
Hochdruckhomogenisator (Emulsiflex C3; Avestin, Mannheim, Deutschland) zugeftihrt
wurde. SchlieRlich wurde nach Ablauf der Zeit die frisch hergestellte Nanoemulsion in
einer Schraubeprouvette aufgefangen, diese verschlossen und bis zu ihrer

Verwendung im Kuhlschrank (2-6 °C) aufbewahrt.

3.10 Statistische Analyse

Alle Messungen wurden als biologische Replikate zumindest in vierfacher (n=4), bei
der Methodenvalidierung in funffacher Ausfuhrung (n=5) durchgefihrt. Fur die
statistische Auswertung sowie die grafische Darstellung der Ergebnisse wurde
Microsoft Excel verwendet. Aus den Rohdaten wurde zunachst der Mittelwert und
Standardabweichung der intrazellularen ROS und der Zellviabilitat berechnet. Daraus
wurden Saulendiagramme erstellt, die bei jedem Messpunkt den Mittelwert aus vier
bzw. finf Replikaten sowie jeweils die zugehdrige Standardabweichung in Form eines
Fehlerbalkens aufzeigen.
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Da die Daten nicht normalverteilt waren und immer drei unabhangige Gruppen
miteinander auf ihre signifikanten Unterschiede gepruft wurden, kam der Kruskal-
Wallis Test mit post hoc Dunn’s test zum Einsatz. Bei der UV-
Strahlungsdosisoptimierung hatte der MTT-Zellviabilitdtsassay normalverteilte
Ergebnisse, aber keine vergleichbaren Varianzen. Es wurde daher bei diesem
Abschnitt eine Welch correction und ein post hoc Games Howell-Test durchgefihrt. Da
die Ergebnisse des NE_HYP ROS-Assay normalverteilt waren und gleiche Varianzen

besalden, wurde fur diesen Teil eine ANOVA mit post hoc Tukey-Test herangezogen.

Signifikanzen wurden mit p < 0,05 = statistisch signifikant (*), p < 0,01 = sehr signifikant
(**) und p < 0,001 = hochsignifikant (***) angegeben. Die Signifikanzen zum Vergleich
der H202 und UVA- Kohorte sind zu diesen Werten analog und werden mit ° statt *

bezeichnet.
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4 Ergebnisse

Der primare Endpunkt nach Bestrahlung der Zellkulturplatten war die Messung der
Gesamtheit des oxidativen Stresslevels in den UVA-behandelten HaCaT-Zellen im
Vergleich zu einer unbehandelten und einer H202-behandelten Zellkontrolle. Der
sekundare Endpunkt bestand in der Eruierung der Zellviabilitat im Vergleich zu

unbehandelten Kontrollzellen.

4.1 Optimierung der UV-Bestrahlungsintensitat

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde nach einer geeigneten UVA-
Bestrahlungsintensitat gesucht. Sie sollte sowohl ausreichend hoch sein, um
aussagekraftige Unterschiede bei der Fluoreszenz von DCF zwischen unbehandelten
und mit H202 bzw. UVA-Strahlung behandelten Zellen zu liefern und gleichzeitig nicht
héher als nétig sein, um nicht UbermaRig viele Zellen aufgrund des ausgeldsten

oxidativen Stresses absterben zu lassen.

Abbildung 35 und 36 zeigen das mittlere Ausmal} der ROS-Produktion bzw. die mittlere
Zellviabilitat nach Exposition gegenuber unterschiedlichen UVA-Energiedichten im
Vergleich zu einer ganzlich unbehandelten und einer unbestrahlten, H202-behandelten
Kontrolle. Das Ausmall der ROS-Bildung und die Zelliberlebensrate der Kontrolle
(unbehandelt, unbestrahlt) nach Durchfiihrung der Versuche wird als Referenzwert
(1,0 bzw. = 100 %) gesetzt.

Eine UVA-Energiedichte von 0,5 und 0,75 J/cm? erzeugte rund zehnfache ROS-
Bildung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zellen nach Bestrahlung mit
0,75 Jlcm? (neun Minuten,1,4 mW/cm?), zeigten eine geringe Uberlebensrate. Auch
nach Bestrahlung mit 0,5 J/cm? (sechs Minuten mit 1,4 mW/cm?) lag die Viabilitat unter
80 %. Nach Bestrahlung mit 0,25 J/cm? trat deutlich geringere ROS-Produktion auf,
die jener der Positivkontrolle H202 nahekam. Auch die Zellviabilitat war vergleichbar
mit jener der H202-behandelten Zellen; in beiden Fallen lag sie Uber 80 %. Fur das
Vorgehen bei weiteren Versuchen der Arbeit wurde demnach eine UVA-
Bestrahlungsdosis von 0,25 J/cm? bzw. eine Bestrahlung von drei Minuten mit 1,4

mW/cm? gewahlt.
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Abbildung 35: Durchschnittliche ROS-Produktion in HaCaT-Keratinozyten unter Behandlung mit H2O2 bzw. mit einer
bestimmten UVA-Bestrahlungsdichte. Die ROS-Produktion der behandelten Zellen sind als ein Vielfaches der ROS-
Produktion in unexponierten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte entsprechen MW + STABW von n=5 Versuchen.
Die statistische Signifikanz vs. Kontrolle mit einem p-Wert < 0,001ist durch *** gekennzeichnet.
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Abbildung 36: Durchschnittliche Zellviabilitédt der HaCaT-Keratinozyten unter Behandlung mit H202 bzw. mit einer
bestimmten UVA-Bestrahlungsdichte. Die Zellviabilitdt in den behandelten Zellen ist als Prozentanteil der
Zellviabilitdt der unbehandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte entsprechen MW + STABW von n=5
Versuchen. Die statistische Signifikanz vs. Kontrolle mit einem p-Wert < 0,001 ist durch *** gekennzeichnet.
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4.2 KRG-Extrakt: Antioxidative und zellviabilitatsbezogene Effekte

Die Starke der ROS-Bildung sowie die Zellviabilitdt nach Applikation von
verschiedenen Konzentrationen von KRG sowie Behandlung mit H202 bzw. UVA-
Bestrahlung ist in Abbildung 37 und 38 dargestellt. Zur Kontrolle dienten Zellen, die
nur mit PBS-Puffer behandelt und nicht mit UVA bestrahlt wurden. Als Positiv-Kontrolle
wurden H202-behandelte, nicht bestrahlte Zellen herangezogen. Eine
Vehikelkontrolle wurde verwendet, um den Einfluss des KRG-L6sungsmittels (40% v/v)

auf die ROS-Entstehung zu evaluieren.

HaCaT-Zellen, die mit H202 oder mit 0,25 J / cm? UVA-Strahlung behandelt wurden,
zeigten allgemein hohere ROS-Bildungsraten als unbehandelte Kontrollzellen. Alle
KRG-Konzentrationen (25-50 pg/mL) fluhrten in den meisten Fallen zu einem
signifikanten Anstieg der UV- und H202-induzierten ROS-Produktion im Vergleich zur
unbehandelten Puffer-Kontrolle (+14-68%, Abbildung 37). Auch im Vergleich zur
Vehikel-Kontrolle konnte festgestellt werden, dass KRG-Extrakt zu teilweise
signifikanten UV- und H202-induzierten ROS-Bildungen flhrte. Tendenziell fuhrten
héhere KRG-Konzentrationen zu hoéherer ROS-Bildung bei allen drei
Behandlungsvarianten mit Ausnahme der Gruppe KRG 250 ug/mL, wo starke
Schwankungen die Interpretation erschwerten. Die Vehikelkontrolle (40% v/v) fuhrte
zu keinem signifikanten Anstieg der UV- und H202-induzierten ROS-Produktion im

Vergleich zur unbehandelten Puffer-Kontrolle.

Bezlglich Zellviabilitat zeigte die Behandlung der HaCaT-Zellen mit KRG keine
signifikanten Auswirkungen: Die Werte lagen generell Uber 80 %, mit Ausnahme der
oben genannten KRG 250 ug/mL-Gruppe. Behandlung der Zellen mit KRG 25 ug/mL
unterlag hierbei den geringsten Schwankungen, erhielt die Zellviabilitat vollstandig
aufrecht und fuhrte zum kleinsten Anstieg des oxidativen Stresses, vergleichbar mit

den Werten der Vehikelkontroll-Gruppe.
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Abbildung 37: ROS-Produktion in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H20:
(orange) bzw. 0,25 J/cm? UVA (gelb). Signifikante Anderungen durch 60-miniitige Pré-Inkubation mit Puffer
(Vehikelkontrolle, MW + STABW aus n=24 Versuchen) sowie KRG-Extrakt (25-250 ug/mL Puffer, je MW + STABW
von n=4 Versuchen) sind mit p<0.05 * (Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) bzw. ° (Vergleich zur
Vehikelkontrolle), p<0.01 ** bzw. °° sowie p<0.001 *** bzw. °°° gekennzeichnet.
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Abbildung 38: Zellviabilitét in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H202 (orange)
bzw. 0,25 J/em? UVA (gelb). Daten sind als % Viabilitdt dargestellt, +STABW, n = 4 Versuchen. Statistische
Unterschiede wurden mittels Kruskal Wallis Test + post-hoc Dunn’s Test ermittelt.

Diese Versuche wurden mit HYP-Extrakt als pflanzliche Kontrolle analog durchgefuhrt.

Jedoch wurde hier nur eine Konzentration von 12,5 ug/mL getestet.

Im Vergleich zu KRG-Extrakt zeigten die Ergebnisse von HYP-Extrakt (Abbildungen
39 und 40) ein ahnliches Bild beziglich ROS-Produktion und Zellviabilitdt. Nach
Inkubation wurde ein signifikanter Zuwachs in der ROS-Bildung bei H202- und UVA-

behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Puffer-Kontrolle beobachtet. Auch
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die Vehikelkontrolle (DMSO) fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der UV- und H202-

induzierten ROS-Produktion im Vergleich zur unbehandelten Puffer-Kontrolle.

Bezlglich Zellviabilitat zeigte die Behandlung der HaCaT-Zellen mit HYP-Extrakt keine

signifikanten Auswirkungen.
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Abbildung 39: ROS-Produktion in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H20:2
(orange) bzw. 0,25 J/cm? UVA (gelb). Signifikante Anderungen durch 60-miniitige Pré-Inkubation mit Puffer
(Vehikelkontrolle, MW + STABW aus n=4 Versuchen) sowie HYP-Extrakt (12,5 ug/mL Puffer, je MW + STABW von
n=4 Versuchen) sind mit p<0.05 * (Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) bzw. ° (Vergleich zur Vehikelkontrolle),
p<0.01 ** bzw. °° sowie p<0.001 *** bzw. °°° gekennzeichnet.
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Abbildung 40: Zellviabilitét in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H202 (orange)
bzw. 0,25 J/cm? UVA (gelb). Daten sind als % Viabilitdt dargestellt, tSTABW, n = 4 Versuchen. Statistische
Unterschiede wurden mittels Kruskal Wallis Test + post-hoc Dunn’s Test ermittelt.
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4.3 KRG-NEs: Antioxidative und zellviabilitatsbezogene Effekte

Analog zu den oben beschriebenen Versuchen wurden auch extrakthaltige NE als
wirkstoffbeladene Formulierungen beziglich ihres Effekts auf ROS-Produktion und
Zellviabilitat getestet (Abbildung 41 und 42).

Im Vergleich zur Pufferkontrolle zeigte sich verringerte ROS-Bildung nach Inkubation
mit NE, jedoch kein linearer Zusammenhang zum KRG-Gehalt. Im Fall von H202-
behandelten Zellen waren nach Inkubation mit NE teils niedrigere, teils hdhere ROS-
Werte zu beobachten, im Fall von UVA-bestrahlten Zellen nahm die ROS-Bildung
durch Inkubation mit NE in allen Fallen ab. Interessanterweise zeigte die mit der
hochsten Konzentration an KRG beladene NE fur alle Zellen - unbehandelt, H202-
behandelt und UVA-bestrahlt — den starksten ROS-senkenden Effekt. Die Zellviabilitat
blieb unabhangig der vorhergehenden Behandlung mit Werten um 100% zum
Ausgangswert stabil (Abbildung 42).
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Abbildung 41: ROS-Produktion in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H202
(orange) bzw. 0,25 J/em? UVA (gelb). Signifikante Anderungen durch 60-miniitige Pré-Inkubation mit Puffer
(Vehikelkontrolle, MW + STABW aus n=12 Versuchen) sowie NE_KRG (25-100 ug/mL Puffer, je MW + STABW von
n=4 Versuchen) sind mit p<0.05 * (Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) bzw. ° (Vergleich zur Vehikelkontrolle),
p<0.01 ** bzw. °° sowie p<0.001 *** bzw. °°° gekennzeichnet.
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Abbildung 42: Zellviabilitét in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H202 (orange)
bzw. 0,25 J/lem? UVA (gelb). Daten sind als % Viabilitét dargestellf, +tSTABW, n = 4 Versuchen. Statistische
Unterschiede wurden mittels Kruskal Wallis Test + post-hoc Dunn’s Test ermittelt.

Als pflanzliche Kontrolle diente eine mit HYP-Extrakt beladene NE (HYP-NE), die auf
anderen Platten anstelle der KRG-NE in einer Konzentration von 12,5 ug /mL auf die
HaCaT-Zellen aufgebracht wurde (Abbildung 43 und 44).

Eine starke Reduktion des ROS-Spiegels war in NE_HYP (12,5 pg/mL)-behandelten
und UVA-bestrahlten HaCaT-Keratinozyten ersichtlich, jedoch sank die ROS-
Produktion auf vergleichbare Weise auch durch Behandlung mit NE_blank (Abbildung
43).

Mit Blick auf die Zellviabilitat (Abbildung 44) lasst sich sagen, dass sowohl die
Behandlung mit NE_blank als auch jene mit NE_HYP (12,5 pg/mL) nur zu einer
moderaten Reduktion der Zellviabilitdt im Vergleich zur Kontrolle fuhrte (p>0.05).
Einzig bei mit NE_HYP (12,5 yg/mL) behandelten und mit UVA gestressten Zellen

ergab sich ein Viabilitatsverlust auf unter 80 %.
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Abbildung 43: ROS-Produktion in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H20:
(orange) bzw. 0,25 J/cm? UVA (gelb). Signifikante Anderungen durch 60-miniitige Pré-Inkubation mit Puffer
(Vehikelkontrolle, MW + STABW aus n=4 Versuchen) sowie NE_HYP (12,5 ug/mL Puffer, je MW + STABW von n=4
Versuchen) sind mit p<0.05 * (Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) bzw. ° (Vergleich zur Vehikelkontrolle), p<0.01
** bzw. °° sowie p<0.001 *** bzw. °°° gekennzeichnet.
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Abbildung 44: Zellviabilitdt in HaCaT-Keratinozyten unbehandelt (blau) sowie nach Behandlung mit H202 (orange)
bzw. 0,25 J/lem? UVA (gelb). Signifikante Anderungen durch 60-miniitige Pré-Inkubation mit Puffer (Vehikelkontrolle,
MW + STABW aus n=4 Versuchen) sowie NE_HYP (12,5 ug/mL Puffer, je MW + STABW von n=4 Versuchen) sind
mit p<0.05 * (Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) bzw. ° (Vergleich zur Vehikelkontrolle), p<0.01 ** bzw. °° sowie
p<0.001 *** bzw. °°° gekennzeichnet.
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5 Diskussion

Zunachst war es das Ziel dieser Arbeit, eine geeignete UVA-Bestrahlungsintensitat zur
Behandlung von HaCaT-Zellen zu ermitteln, um mittels Fluoreszenzfarbstoff DCF eine
signifikante ROS-Bildung auszuldsen. Jedoch sollte die Zellviabilitat im Vergleich zu
einer unbestrahlten Zellpopulation nicht unter 80 % sinken. Dieser Versuchsaufbau
wurde anhand einer vorangegangenen Arbeit entwickelt, die sich mit dem Effekt von
UV-Filtern zum Schutz von HaCaT-Keratinozyten und humanen Fibroblasten
auseinandersetzte [56]. Die dort eingesetzten UVA-Strahlungsdosen fur HaCaT-Zellen
waren mit 4,91 bzw. 0,38 mJ/cm?/Sekunde und resultierenden Energiemengen von
73,65 md/cm? bzw. 5,7 mJ/cm? relativ hoch. In Vorversuchen der Arbeitsgruppe wurde
mit diesen Energiemengen die Zellviabilitat insbesondere in Kombination mit Faktoren

zur Auslésung von ROS-Bildung wie H202 auf weit unter 80% herabgesetzt.

Da es das erste Ziel unserer Bestrahlungsstudien war, messbare ROS-Bildung unter
Beibehalt einer Zellviabilitdt von Uber 80% auszuldésen, wurde auf bisherigen
Erkenntnissen aufgebaut (UVA-Bestrahlungsintensitat unter 1 J/cm?, H202-Zugabe
100 uM als Stressor). Zunachst wurde also die genaue Methodik mittels

Ascorbinsaure, einem potenten Antioxidans, als Kontrolle optimiert.

Es wurden drei UVA-Bestrahlungsintensitaten getestet; hierbei erwies sich eine
moderate Menge von 0,25 J/cm? als am besten geeignet. Hohere Intensitaten von 0,5
J/icm? und 0,75 J/cm? bewirkten zwar hohe ROS-Bildung und zeigten deutlich den
antioxidativen Effekt von Ascorbinsaure, jedoch verursachten beide signifikantes

Zellsterben.

Laut Literatur zeigten verschiedene Versuche bisher die antioxidative Wirkung von
KRG-haltigen Formulierungen sowie anderen pflanzlichen und chemischen
Komponenten [17, 56, 71, 76]. So ergab eine Studie an Ratten, dass KRG_NEs im
Vergleich zum reinen KRG-Extrakt eine hohere Reduktion des durch BPA (Bisphenol
A) ausgeldsten oxidativen Stresses boten [71]. Vorangegangen Arbeiten unserer
Gruppe befassten sich mit Messung der Radikalfangerkapazitat von KRG in
Extraktform, in NEs sowie Hydrogelen mittels DPPH-Assay. KRG war hierbei sowohl
als Extrakt (2 % w/w) als in Formulierungen als Radikalfanger wirksam, jedoch weniger
effektiv als HYP-Extrakt (0,5 % w/w) oder Ascorbinsaure [17].
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In der vorliegenden Arbeit hingegen bewirkte KRG als Extrakt (2 % w/w) in keiner
Konzentration eine signifikante Senkung des ROS-Levels in HaCaT-Zellen nach
Induktion von oxidativem Stress durch H202 oder UVA-Bestrahlung. KRG-Extrakt in
NEs senkte den ROS-Spiegel, jedoch nur im Fall von durch UVA ausgeloster ROS-
Bildung und nicht im Fall von H202-induziertem ROS-Anstieg. Die Vehikelkontrolle
ohne KRG selbst fuihrte hierbei ebenfalls zu einer Senkung der ROS-Bildung.

Eine madgliche Erklarung ware eine potenzielle Abschattung der UVA-Strahlung durch
die Testformulierungen trotz starker Verdunnung mit Phosphatpuffer. Das leicht tribe
Erscheinungsbild fangt den physikalischen Stressor UVA-Strahlung hierbei starker ab

als den chemischen Induktor H20:.

Interessanterweise finden sich in der Literatur Hinweise auf Vorteile dermaler Vehikel
bzgl. zellschitzender Effekte. Die Einbettung des UV-empfindlichen Wirkstoffs
Resveratrol in Nano- und Mikroemulsionen kann zur Erhdhung seiner Stabilitat
gegenuber UVB beitragen und HaCaT-Zellen vor oxidativem Stress schutzen [85].
Primarer Endpunkt dieser Studie war die mittels MTT-Test ermittelte Zellviabilitat.
Diese war in jener Zellpopulation, die vor der UVB-Bestrahlung mit der Reservatol-
Mikroemulsion behandelt wurde, héher als jene der mit unbeladenen Mikroemulsionen
behandelten Zellen. Der Unterschied zwischen Kontroll- und behandelten Zellen wurde
aber erst ab einer Bestrahlungsenergie tber 0,5 J/cm? tragend. Es wurde jedoch kein
eigener Test zur direkten Ermittlung der ROS-Konzentration durchgefihrt und die

Zellen wurden erst 24 Stunden nach Bestrahlung dem MTT-Assay unterzogen.

Die intrazellulare Aktivitdt von Reservatol in NE wurde weiters in einer Studie mit
humanen T24 Blasenkrebszellen in vitro getestet [98]. Auch dort wurde DCFH2-DA als
Farbstoff eingesetzt, um die intrazellulare ROS-Produktion nachzuweisen. Nach
Applikation von Reservatol-NEs im Vergleich zu ebenfalls appliziertem Reinstoff ergab
sich, dass sich im Mittel der oxidative Stress in jenen Zellen, die mit Reservatol-NE
behandelt wurden, doppelt so hoch war wie nach Behandlung mit unbeladenen NE

oder reinem Reservatol [98].

In einer anderen Studie mit HaCaT-Keratinozyten, welche mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Fucoxanthin (2,5 - 40 yM) als antioxidativem Carotinoid aus
Braunalgen behandelt wurden, wurde ein antioxidativer Effekt nach Exposition

gegenuber 1 mM H20:2 als Stressor nachgewiesen [125]. Ebenso wurde die Zytotoxitat

a4



erfasst, welche erst bei der hochsten Fucoxanthin-Konzentration von 40 yM zu einem
Abfall unter 80 % Zellviabilitat fuhrte. Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit waren hier
andere methodische Bedingungen vorhanden: es wurden nur 100.000 Zellen pro well
ausgesat, die anschlielende Wachstumsphase betrug 16 Stunden. Die Behandlung
erfolgte mit Fucoxanthin sowie N-Acetyl-L-Cystein (NAC) als Positivkontrolle fur nur
30 Minuten, es wurde hier 1 mM H202 hinzupipettiert und nach weiteren 30 Minuten
Inkubation wurden 25 yM DCFH2-DA als Farbstoff hinzugeflgt [125]. Im Gegensatz
dazu wurden die Zellen in der vorliegenden Arbeit mit DCFH2-DA und Extrakt bzw. NEs

gemeinsam inkubiert, anschlielend rund zehn Minuten mit 100 uM H202 behandelt.

Interessanterweise wurde in der vorliegenden Arbeit ein férdernder Effekt auf ROS-
Bildung durch 25 pg/mL KRG sowie die Vehikelkontrolle (40% EtOH) beobachtet,
hingegen ein ROS-senkender Effekt durch die NE-Vehikelkontrolle im Fall von UVA-
Induktion. Eine Interaktion von DCFH2-DA und NE wahrend der gemeinsamen
Inkubationszeit kann nicht ausgeschlossen werden, welche dazu fihren koénnte, dass
weniger Farbstoff in die Zellen gelangt und DCF-Signal und damit korrelierende ROS-
Menge abschwacht. Um diese Hypothese zu stutzen, werden jedoch weitere Studien

bendotigt.

Eine Steigerung der Zellviabilitdt und antioxidative Aktivitat zur Senkung der ROS-
Spiegel wurde in einer anderen Studie mit 10-50 ug/mL KRG-Extrakt gezeigt [109];
hierbei wurden strahlungsinduzierte Schaden in HaCaT-Zellen unter Verwendung
ionisierender Strahlung ausgelost, jedoch war der Effekt nicht linear — ebenso wie in
der vorliegenden Arbeit. Die Ergebnisse decken sich bezlglich Gréenordnung der

Zellviabilitat bis zu einer Konzentration von 100 ug/mL KRG.

Inwieweit die Radikalfanger-Kapazitat einer KRG- bzw. HYP-beladenen NE der
Wirkung der reinen Extrakte Uberlegen ist, lasst sich anhand der vorliegenden Daten
nicht abschlieRend beantworten. Bisherige Ergebnisse mittels DPPH-Assay weisen
darauf hin, dass sich bezlglich der Radikalfanger-Kapazitat von reinem KRG und
KRG-beladenen Vehikeln keine wesentlichen Unterschiede ergeben [17]. Die

vorliegenden Daten unterstitzen diese Annahme.
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6 Conclusio

Eine gute Biokompatibilitat von KRG- und HYP-Formulierungen konnte im Rahmen
dieser Arbeit fur HaCaT-Keratinozyten bestatigt werden. Eine antioxidative Wirkung
der beiden Extrakte in Losung oder in NEs konnte mit dem vorliegenden
experimentellen Setup nicht gezeigt werden. Im Gegenteil fihrten sowohl KRG als
auch HYP in Losung (40% EtOH oder DMSO) zu einer ROS-Zunahme bei
Kontrollzellen und noch mehr im Fall von H202- bzw. UVA-behandelten Zellen. Bei
Untersuchung von KRG und HYP in NEs war eine Tendenz zur ROS-Senkung sichtbar,
die jedoch dem Effekt der reinen Vehikelkontrolle entsprach. Weitere Studien sollten
sich mit einem konzentrationsabhangigen Effekt der beiden Pflanzenextrakte unter
Verwendung anderer experimenteller Methoden befassen, um insbesondere die

erhdhte intrazellulare ROS-Bildung nach Extraktzusatz zu untersuchen.
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9) Verdiinnungsreihen:

Durch das Auftragen auf die Zellen ergibt sich eine weitere 1:1 Verdinnung mit PBS+,
demnach sind bei allen genannten Verdinnungen doppelt so hohe Stammlésungen
und EtOH auf insgesamt 10 mL bzw bei den NE 5 mL anzufertigen. Als
Verdinnungsmittel wird immer PBS+ (Puffer) genutzt und mittels (v/v) EtOH 40% fur
KRG (im Folgenden mit EtOH abgekurzt) oder DMSO fur HYP wird stets bei jeder

Verdinnung ein konstanter Anteil des Extrakt Losungsmittels erhalten.

1) KRG-Extrakt 25-250 ug/mL (Konzentration auf den Zellen)

Eine Stammlésung von KRG-Extrakt (10% in EtOH 40%) wird weiter verdinnt.
a) 1:400

e 250 pg/mL (sample solution 1), 10 mL
e =>25 L Stammldsung + 9975 uL Puffer

b) 1:500

e 200 pg/mL (sample sol 2), 10 mL
e =>20 uL Stammlésung + 5 uL ETOH + 9975 uL Puffer

c) 1:666,67

e 150 pg/mL (sample sol 3), 10 mL
e =>15 pyL Stammldésung + 10 uL EtOH + 9975 pL Puffer

d) 1:1000

e 100 pg/mL (sample sol 4), 10 mL
e =>10 pL Stammldsung + 15 pyL EtOH + 9975 pL Puffer

e) 1:2000

e 50 pg/mL (sample sol 5), 10 mL
e =>5 L Stammldsung + 20 uL EtOH + 9975 pL Puffer

=> Vehikel Kontrolle: 25 pL (v/v) EtOH 40% + 9975 L Puffer
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2) HYP-Extrakt 12,5 yg/mL

Eine Stammlésung von HYP-Extrakt (5% in DMSO) wird weiter verdunnt.
a) 1:200

e 12,5 pug/mL, 10 mL
e =>125 L Stammlésung + 9987,5 uL Puffer

=> Vehikel Kontrolle: 12,5 yL DMSO + 9987,5 uL Puffer

3) NE_ KRG 25-100 pyg/mL

a) 1:400

e 25 ug/mL, 5mL
e =>125 uL NE + 4987,5 pL Puffer

b) 1:200

e 50 pug/mL, 5 mL
e =>25uL NE + 4975 pL Puffer

c) 1:100

e 100 pg/mL, 5 mL
e =>50 puL NE + 4950 pL Puffer

4) NE_HYP 12,5 pyg/mL

e 12,5 ug/mL, 5 mL
e =>25uL NE + 4975 pL Puffer
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