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1. Einleitung

1.1. Strahlung

In der Geschichte der Menschheit hat das Sonnenlicht stets eine bedeutende Rolle gespielt.
Die alten Assyrer und Agypter besafen Kenntnisse Uber die Wirkungen des Sonnenlichtes
und bauten Sonnenterrassen, um sich in der Sonne zu baden. In der Heilkunst der alten
Rdémer sind Lichtbehandlungen beschrieben. Auch in anderen Kulturen wie dem Azteken-
reich herrschte ein ausgepragter Sonnenkult. Zu Beginn des 19. Jahrhunderts im Jahre 1801
wurde die ultraviolette Strahlung in Jena durch Johann Wilhelm Ritter entdeckt (Ritter u.
Bockmann, 1801). In den folgenden Jahren fanden die positiven Wirkungen der Sonnen-

strahlen Anwendung in der Therapie der Rachitis, der Skrophulose und bei Gelenkleiden.

Das Sonnenlicht setzt sich aus dem ultravioletten, dem sichtbaren und dem infraroten
Strahlenbereich zusammen. Die ultraviolette Strahlung unterteilt man in den UV-C- (100-280
nm), in den UV-B- (280-320 nm) und den UV-A-Bereich (320-400 nm), der noch einmal in
das UV-A2z- (320-340 nm) und das UV-A'-Licht (340-400 nm) unterteilt werden kann. Die
sichtbare Strahlung schlief3t in dem Wellenlangenbereich von 400-780 nm und die infrarote

Strahlung im Bereich von 780-5000 nm an.

Der Wirkungsort der Strahlung ist in erster Linie die Haut, die sich von au3en nach innen aus
der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut (Dermis, Cutis, Corium) und der Unterhaut
(Subcutis) zusammensetzt. Das Eindringvermoégen der ultravioletten Strahlung in die Haut ist
unterschiedlich. Im sehr kurzwelligen Spektralbereich unter 200 nm werden die Strahlen fast
vollstandig in der Oberhaut vom Stratum corneum absorbiert. Mit steigender Wellenlange
nimmt die Eindringtiefe in die Haut zu. Bei einer Wellenlange von 300 nm erreichen ca. 10 %
der Strahlen das Stratum basale in der Dermis. Die UV-A-Strahlen dringen noch tiefer in die
Dermis vor. Bei einer Wellenlange von 400 nm erreichen ca. 57 % der Strahlen die Dermis
und 1 % die Subcutis. Die infraroten Strahlen im Bereich von 750 bis 1000 nm dringen am
tiefsten in die Subcutis ein (Kindl u. Raab, 1998).

1.2. Wirkungen der UV-B-Strahlung

1.2.1. Synthese von Vitamin D;

Die Wirkungen der UV-B-Strahlung auf den Organismus kénnen fiir diesen sowohl nitzlich
als auch schadlich sein. Ein Beispiel fur die nitzliche, ja sogar lebensnotwendige Wirkung
stellt die Synthese des Vitamins D3 dar. Dabei findet in der Epidermis bei Einwirkung von
UV-B-Strahlung die Bildung von 7-Dehydrocholesterol statt, das dann in der Leber zu 25-

Hydroxy-cholecalciferol und in der Niere zu 1,25-Dihydroxycholecalciferol hydroxyliert wird.



Die UV-B-Strahlung hat nicht nur einen Einfluss auf die Synthese des Vitamin D3, sondern
auch umgekehrt beeinflusst 1,25-Dihydroxycholecalciferol die Wirkungen des UV-B-Lichtes.
So wird die UV-B-induzierte Apoptose in menschlichen Keratinozyten in Gegenwart von
1,25-Dihydroxycholecalciferol gehemmt. Infolge einer UV-B-Bestrahlung werden in der Haut
Mediatoren [Zytokin IL-6, c-Jun-NH,-terminale Kinase (JNK), mitochondriales Cytochrom C]
gebildet, deren Freisetzung durch 1,25-Dihdroxycholecalciferol gehemmt wird. Durch die
Beeinflussung dieser Mediatoren und der daraus resultierenden reduzierten Apoptoserate
wirkt 1,25-Dihydroxycholecalciferol photoprotektiv (De Haes, 2003). Zusatzlich besitzt 1,25-
Dihydroxycholecalciferol die Fahigkeit, bei einer UV-B-Bestrahlung die Proliferation der

Melanozyten anzuregen (Xu et al., 2004).

1.2.2. Direkte DNA-Schéaden

Die UV-B-Strahlung Ubt auch eine Reihe von schadlichen Wirkungen auf den Organismus
aus, indem sie bestimmte Biomolekule und Zellstrukturen, wie z.B. die DNA, Zellmembranen
und Enzyme, verandert. Diese Wirkungen der UV-B-Strahlung sind anhand von Verande-
rungen am menschlichen Genom nachweisbar. So fihrt eine UV-B-Bestrahlung in der DNA
zur Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPDs) (Ley et al., 1983) und von 6-4-
Pyrimidin-Pyrimidon-Photoprodukten (6-4-PP) der DNA (Rosenstein u. Mitchell, 1987). CPDs
und 6-4-PP entstehen in einem Verhaltnis von 10:1 (Kao et al., 1993). In Abbildung 1 ist die
Bildung der CPDs unter UV-B-Bestrahlung dargestellt. Die Bindung zwischen den beiden

Thymin-Molekulen wird an den Positionen 5 und 6 geknupft.
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Abb. 1: Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren unter UV-B-Einwirkung
(modifiziert nach Alves, 2003)



Anders als bei der Bildung der CPDs entsteht bei den 6-4-PP eine Verbindung — wie in
Abbildung 2 dargestellt — an den Positionen 4 und 6 der Pyrimidin-Molekdile.
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Abb. 2: Bildung eines 6-4-Photoprodukts. Ein Molektl Thymin wird in Position 6 mit einem
Molekul Cytosin in Position 4 verknlpft; nachweisbar nach einer UV-Bestrahlung von

Drosophila-melanogaster-Zellen mit einer Dosis von 20 bis 40 J/m? (de Cock et al.,
1992).

Befinden sich auf einem DNA-Strang zwei Thymin-Molekiile in unmittelbarer Nachbarschaft,
ist diese Region besonders gefahrdet. Man nennt diese Stelle auf der DNA ,hot spot“ (Brash
u. Haseltine, 1982). Sind infolge einer UV-B-Bestrahlung CPDs entstanden, werden spezi-
fische Reparatursysteme aktiviert, um die mutagenen DNA-Veranderungen zu reparieren.
Zum einen ist eine Photoreaktivierung maoglich, bei der DNA-Photolyasen an das Thymin-
Dimer binden und unter dem Einfluss von sichtbarem Licht den Cyclobutanring spalten. Ein
zweiter Reparaturmechanismus, die Nucleotid-Exzisionsreparatur (NER), wurde bei
Escherichia coli gefunden (Sancar u. Sancar, 1988). Dabei bildet sich aus mehreren
Reparaturproteinen (Uvr A, Uvr B, Uvr C) ein Komplex, der an die DNA bindet und beim
+<Abtasten“ der DNA CPDs erkennt. Das fehlerhafte DNA-Stlck bestehend aus 8 Nucleotiden
in Richtung 5 und 5 Nucleotiden in Richtung 3’ wird durch eine DNA-Helicase heraus-

getrennt und durch eine Polymerase neu synthetisiert (Demple u. Levin, 1991).

Die nach UV-B- oder UV-C-Bestrahlung gebildeten CPDs werden auch unter Beteiligung der
T4 Endonuclease V repariert. Die Pyrimidindimer-spezifische T4 Endonuclease V vereinigt in
sich die Enzymaktivitaten einer DNA-Glykosylase und einer Apurin-Endonuclease (AP-
Endonuclease) (Kuluncsics et al., 1999). Dabei spaltet die DNA-Glycosylase zunachst die

glycosidische Bindung zwischen der Purin-Base und der Desoxyribose, wodurch eine



sogenannte AP-Stelle entsteht. Die AP-Endonuclease spaltet danach die Verbindung

zwischen der Desoxyribose und dem Phosphatrest und 6ffnet den DNA-Strang.
1.2.3. Indirekte DNA-Schéaden

Die CPDs und 6-4-PP entstehen unter dem direkten Einfluss der UV-B-Strahlen. Ein
indirekter Schadigungsmechanismus der DNA [auft Uber die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species = ROS) ab. Als Vertreter der ROS treten infolge
einer UV-B-Bestrahlung das Superoxid-Anion (O,"), das Hydroperoxyl-Radikal (HO,"),
Wasserstoffperoxid (H,O,) und das Hydroxyl-Radikal (OH®) auf. Ein wichtiges Produkt, das
unter dem Einfluss der ROS entsteht, ist das 8-Oxo-Guanin (8-OxoG) (Floyd et al., 1988).
Dieses paart sich bei der Replikation mit Cytosin, aber auch haufig mit Adenin, was zu einer
Transversion von GC zu AT in der DNA fuhrt (Kasai u. Nishimura, 1991). In Abbildung 3 sind

die Paarungsmadglichkeiten des 8-OxoG dargestellt.
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Abb. 3: 8-Oxo-Guanin paart sich bevorzugt mit Adenin (links) oder mit Cytosin (rechts)

1.2.4. Apoptose

Die Apoptose’ stellt einen weiteren Schutzmechanismus des Kdrpers gegen mutagene UV-
B-bedingte DNA-Veranderungen dar. Dabei werden die Veradnderungen nicht repariert,
sondern die gesamte Zelle wird nach einem bestimmten Programmablauf getotet. Im Gegen-
satz zur Nekrose hat die Apoptose keine negativen Auswirkungen auf die Uberlebenden

Zellen.

' Der Begriff Apoptose ist griechischen Ursprungs und beschreibt den Fall der Blatter im Herbst.

apo = ab, weg, los; ptosis = Senkung



Die Apoptose wird als aktiver Lebensvorgang durch spezifische Mediatoren gesteuert. Die
Zellmembran bleibt unbeschadigt, so dass eine Entzindungsreaktion ausbleibt. Die Zelle
zerfallt, indem sich kleine membranumschlossene Abschnirungen - die apoptotischen
Kdrperchen - bilden, die dann von Fresszellen oder von Nachbarzellen aufgenommen und

abgebaut werden.

Die Apoptose lauft in 3 Stadien ab. In der Induktionsphase wird durch ein extra- oder
intrazellulares Signal die Apoptose aktiviert. Daran schliel3en sich die Exekutionsphase und

schliel3lich die von der Beseitigung von Zellresten und —fragmenten gepragte Endphase an.

Das Endstadium beider Formen des Zelltodes — sowohl der Apoptose als auch der Nekrose -
ist die Phagozytose der Zellreste durch Phagozyten (Depraetere u. Golstein, 1998). Die
Uberlebenden Zellen reagieren jedoch véllig unterschiedlich auf beide Mechanismen. Bei der
Nekrose werden proinflammatorische Zytokine wie TNF-alpha freigesetzt, bei der Apoptose
antiinflammatorische Mediatoren wie TGF-1beta (Baker u. Premkumar Reddy, 1996). Auf
molekularer Ebene ist p53, ein Protein, das die Intaktheit der DNA Uberprift, fir das
Auslosen der Kaskade verantwortlich. Wenn das Protein einen Fehler erkennt, induziert es
ein apoptoseforderndes Protein. Die Proteine der bcl-2-Familie tGberpriifen noch einmal, ob
das ausgeldste Signal korrekt ist. Sie verbinden sich untereinander zu Dimeren, die dann
apoptoseférdernd (z.B. Bax, Bak, Bcl-xS) (Brady u. Gil-Gomez, 1998) oder —-hemmend (z.B.
Bcl-2, Bcl-xL) wirken (Vollmer, 2003a). Wenn diese Proteine an die Membranen der
Mitochondrien gebunden sind, bilden sie haufig Poren aus, durch die dann lonen
hindurchdringen kénnen (Green u. Reed, 1998). Auf enzymatischer Ebene zerlegen die
Caspasen (Cohen, 1997) und die Endonucleasen die DNA. Die sterbende Zelle wird zu
kleinen apoptotischen Kdrperchen abgebaut, die dann von anderen Zellen phagozytiert

werden.

Die Apoptose kann auf einem intrinsischen und einem extrinsischen Weg ausgeldst werden.
Bei der intrinsischen Kaskade bindet ein Proteinligand an einen sogenannten
membranstandigen Todesrezeptor und 16st intrazellular eine Aktivierung von Caspasen -

darunter auch der Caspase 3 - aus.

Ein typisches Beispiel fir die Aktivierung der Apoptose auf extrinsischem Weg stellt eine
Bestrahlung mit UV-B dar. Die Zelle gerat dadurch unter Stress. Es werden Proteine gebildet
(Bax, Bak), die sich in die Membranen der Mitochondrien einlagern und dort Poren bilden.
Das lochrige Mitochondrium setzt Mediatoren, wie z.B. Cytochrom C (Skulachev, 1998), in
das Zytoplasma frei. Dieses bindet an ein Adaptorprotein und bildet ein Apoptosom — einen

Caspase 3 aktivierenden Komplex aus den Mediatoren und dem Rezeptor.



1.2.5. Wirkung auf das Immunsystem
UV-B-Strahlung fihrt zu Veranderungen des Immunsystems meist im Sinne einer
Immunsuppression. Der Mechanismus der immunsuppressiven Wirkung wird kontrovers

diskutiert. Unterschieden werden die lokale und die systemische Immunsuppression.

Eine UV-B-Exposition fiihrt zu einem Anstieg der Anzahl der Granulozyten und einem Abfall
der Lymphozyten im peripheren Blut von Pldtzen, wobei der Hamatokrit und die Anzahl der
roten und weilten Blutkdrperchen unverandert bleibt. Es resultiert ein verandertes Verhaltnis
in der Zusammensetzung der Leukozyten. Gleichzeitig steigt die Plasmacortisol-Konzentra-
tion an. Eine UV-B-Bestrahlung l6st in den Fischen Stressreaktionen aus, die zu der
beobachteten Veranderung der Immunparameter und der Lymphozyten fiihren (Salo et al.,
2000).

Neben den systemischen Veranderungen flihren UV-B-Strahlen auch lokal zu einer

Immunsuppression.

Schwarz (1998) erklarte den Mechanismus der UV-induzierten Immunsuppression mit der
Ausbildung einer Toleranz gegen Haptene. In der Haut befindet sich das CD95/CD95L-
System. Synonyme fiir CD95/CD95L sind Fas/FasL und APO-1/APO-1L. Dieses System I6st
die Apoptose von Zellen aus. Die T-Suppressor-Zellen vermitteln die Immunsuppression,
indem sie das CD95/CD95L-System aktivieren, Antigen-prasentierende Zellen zur Apoptose
zu aktivieren. Dadurch kommt es zu einem Absinken der Antigen-prasentierenden Zellen und
zu einer gesteigerten Toleranz gegen den Einfluss von Haptenen. Liegt ein genetischer
Fehler in dem CD95/CD95L-System vor, lasst sich die Immunsuppression Uber diesen Weg
nicht vermitteln. Als Gegenspieler dieses Systems liel3 sich IL-12 identifizieren, das die
Expression von CD95/CD95L unterdriickt.

Eine weitere Ursache, die zu einer Immunsuppression fuhrt, stellen DNA-Schaden dar.
Dabei kommt es zur vermehrten Bildung von immunsuppressiven Zytokinen wie TNF-alpha
und IL-10. Werden die DNA-Schaden enzymatisch Uber die T4 Endonuclease V oder die
Photolyase repariert, wird auch die UV-B-induzierte Immunsuppression verhindert (Yarosh et

al., 2002). Huminsauren aktivieren die Photolyase (Yang et al., 2004).

TNF ist als Mediator am Mechanismus der lokalen Immunantwort Uber die Steuerung der
Pravalenz der Mastzellen beteiligt. Wenn in der Haut weniger Mastzellen vorhanden sind,
korreliert dies mit einer verminderten Empfindlichkeit fir die UV-B-bedingte systemische

Immunsuppression (Hart et al., 1998).

Einen weiteren Erklarungsansatz fur die immunsuppressive Wirkung der UV-B-Strahlung
bietet die Urocaninsaure (UCA). Im Stratum corneum befindet sich die trans-UCA, die durch

UV-B-Bestrahlung in die cis-UCA isomerisiert. Nach einer UV-B-Bestrahlung steigt der
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Gehalt der cis-UCA um ca. 10 bis 40 % in der Haut an. Wahrscheinlich ist eine erhohte
Konzentration von cis-UCA mit einer durch eine verminderte Immunabwehr verursachten

erhdhten Infektionsrate verbunden (Garssen et al., 1999).

1.3. Charakterisierung der Melanine

1.3.1. Bildung der Melanine

Die Haut reagiert auf den Einfluss von UV-Strahlung mit der Bildung von Melanin. Humane
Melanine sind von den Melanozyten synthetisierte Biopolymere. Die Melanozyten sind in der
Epidermis der Haut lokalisiert. Sie besitzen dendritische Auslaufer, Uber die sie mit den
Keratinozyten in Verbindung stehen, die sich im Stratum basale und in hdéheren
Epidermisschichten befinden. In den Melanozyten wird das Melanin gebildet und dann mit
Hilfe der Melanosomen (ca. 0,5 bis 1,5 um grofe Zellorganellen) in die angrenzenden
Keratinozyten Ubertragen. Die Melanosomen werden durch Exozytose aus den
Melanozytendendriten gebildet (Cesarini, 1996). Um die Melaninbildung auszulésen, senden
die Keratinozyten parakrine Signale aus. So wird z.B. in den Keratinozyten infolge einer UV-
A- und UV-B-Bestrahlung Uber die NO-Synthase NO gebildet, das die Melaninbildung
auslost. Werden Keratinozyten und Melanozyten in einer Zellkultur zusammen geziichtet,
steigt nach einer UV-Bestrahlung NO-vermittelt die Tyrosinaseaktivitat in den Melanozyten
an. Die Melanozyten reagieren auf den parakrinen Mediator NO mit einem vermehrten
Zellwachstum, bilden verstarkt Dendriten und steigern die Melanogenese (Romero-Graillet et
al., 1997).

In der friihen Evolution diente das Melanin zunachst der Tarnung und dem Schutz vor Hitze.
Die Melanogenese fand extrazellular statt. Das Melanin selbst, aber auch seine Bildung
waren fir die Zellen toxisch. Da die extrazellulare Melaninsynthese in Gegenwart von
Sauerstoff ablauft, entstehen Indolchinone und Wasserstoffperoxid. Diese reagieren mit
verschiedenen Zellbestandteilen. So entstehen bei der Melaninbildung aus Tyrosin durch die
Tyrosinase Orthochinone, die mit Amin- und Sulfatgruppen zu Chinoniminen und Sulfonen
reagieren. Diese zytotoxischen Reaktionen haben in der Zelle negative Einflisse, werden
aber andererseits in Pilzen (Doering et al., 1999), Insekten und Cephalopoden (Kopffiler)
auch genutzt, um Viren und Bakterien abzuwehren. Hier kann das Melanin eine mikrobizide
Funktion erfullen (Riley, 1995).

Erst spater in der sekundaren Evolution wurde die Melanogenese intrazellular in die

Melanozyten verlagert. Durch die Abschirmung der zytotoxischen Zwischenprodukte der



Melaninsynthese gegeniber anderen Zellbestandteilen mit Hilfe von Zellkompartimenten
konnte sich die photoprotektive Funktion des Melanins voll entfalten. Die in den Melanozyten
entstehenden zytotoxischen Zwischenprodukte werden auf eine spezielle Weise entgiftet.
Das gebildete Melanin reagiert in den Melanozyten mit Cystein und Glutathion zu
Phdomelaninen. Diese fangen die potenzielle Toxizitat der Zwischenprodukte ab. Auflerdem
wird die Zytotoxizitdt von Dopachrom durch Tautomerisierung und die der Indolchinone

durch Polymerisation vermindert (Prota, 2000).

Die Regulierung der Melanogenese in den Melanozyten unterliegt der Steuerung durch
Hormone (a-MSH, ACTH, cAMP) und Gene. Aul3erdem regulieren melanosomale Proteine
die Melaninsynthese Uber ihre Fahigkeit, spezifisch an Melanin zu binden (Sharma et al.,
2002). Glutamat steigert Uber die Aktivierung der Tyrosinase die Melaninsynthese. Dabei
erfolgt die Signaltransduktion Uber die Stimulation des NMDA-Rezeptors (N-Methyl-D-
aspartat) unter Beteiligung von NO und cGMP (Palumbo et al., 2000).

1.3.2. Chemie der Melanine

Chemisch werden die Melanine in die gelben bis roten Phaomelanine und die braunen bis
schwarzen Eumelanine unterteilt. Der Unterschied im Aufbau der beiden Melanine besteht
darin, dass die Eumelanine nur aus L-DOPA-Einheiten aufgebaut und die Phaomelanine
zusatzlich mit Cysteinyl-Molekilen verknipft sind. Im Melanozyten liegen die beiden Typen
in unterschiedlichen genetisch determinierten Konzentrationsverhaltnissen vor. Wahrend die
bei pH 7,4 l6slichen Phdomelanine vor allem UV-B-Strahlen absorbieren, umfasst das
Absorptionsspektrum der unldslichen Eumelanine den UV-B-, UV-A- und den sichtbaren
Strahlungsbereich (Jimbow et al., 1984).

Melanine sind selbst natirliche freie Radikale. Die Eumelanine absorbieren einwirkende UV-
Strahlung und neutralisieren die gebildeten freien Radikale, wodurch sie die Zellen gegen die
Lipidperoxidation schitzen. Reaktive Sauerstoffspezies werden in einer Reaktion vom
Superoxiddismutase (SOD)-Typ neutralisiert. Die SOD setzt das Superoxid-Anion (O,") zu
Wasserstoffperoxid (H.O,) um, das in einer nachfolgenden Reaktion durch Katalase zu
Wasser und Sauerstoff entgiftet wird (Sealy, 1984).

Wahrend die Eumelanine die freien Radikale stabilisieren, werden die Phaomelanine unter
UV-Strahlung unter Bildung von zwei Radikalen gespalten. Die
Schwefelkohlenstoffbindungen der Phdomelanine werden homolysiert, und es entstehen aus
5-S-Cysteinyldopa-Einheiten Alanyl- und Thiylradikale. Diese werden durch die
Antioxidanzienwirkung der Eumelanine der Melanozyten und Keratinozyten stabilisiert. Unter
Einwirkung von UV-B-Strahlung bindet 5-S-Cysteinyldopa an die DNA und induziert
Strangbriiche. Aus schwach antioxidativ wirkenden Phaomelaninen werden in Gegenwart

von Fe(lll)-lonen Prooxidanzien. Die I6slichen Phaomelanine gelangen nach der Lyse der
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Membranen in den Zellkern, wo sie Strukturen verandern. Durch diese Unterschiede in der
Photochemie der Melanine erklart sich der Unterschied zwischen der phototoxischen
Wirkung der Phaomelanine und der photoprotektiven Wirkung der Eumelanine. Beim
Einwirken der polychromen Strahlung des Sonnenlichtes auf den Organismus ist das
Konzentrationsverhaltnis der beiden Melanintypen in der Haut fir die auftretenden Effekte
entscheidend (Fitzpatrick u. Bolognia, 1995).

Die durch UV-A-Strahlung ausgeldsten pramutagenen, oxidativen DNA-Veranderungen
werden durch die Melaninsynthese, aber nicht durch das Melanin gesteigert (Kvam u. Tyrell,
1999). Dagegen verursacht Melanin in Anwesenheit von Cu(ll) DNA-Strangbriiche. Sowohl
Melanin als auch L-DOPA bilden Superoxid-Anionen. Daher wird das L-DOPA-Cu(ll)-System
fur die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies verantwortlich gemacht (Husain u. Hadi,
1998).

1.3.3. Partikelbildung

Die Schutzmechanismen der Melanine gegeniber dem ultravioletten Licht sind nicht nur von
den chemischen Strukturen, sondern auch von den physikalischen Eigenschaften der
Melanine abhangig. Die Melanine liegen in den Melanosomen als Partikel vor, deren GroRe
das optische Verhalten bestimmt. Haben die Melaninpartikel einen Durchmesser von Uber
300 nm (intakte Melanosomen) leiten sie die UV-A- und UV-B-Strahlung in der
Progressionsrichtung des einfallenden Lichtes durch Streuung weiter. Haben die
Melaninpartikel einen Durchmesser unter 30 nm (Staubpartikel) wirken sie vor allem
absorbierend. Weist das Stratum corneum nun eine hohe Konzentration an kleinen

Melaninpartikeln auf, wird das UV-Licht fast vollstandig absorbiert (Cesarini, 1995).

1.3.4. Melanine in Pilzen

Melanine sind in der Natur weit verbreitet. Nicht nur im Menschen sondern auch in Pilzen
und Mikroorganismen kommen als Melanine bezeichnete braune bis schwarze Pigmente vor.
Pilzmelanine haben haufig eine fir den Wirtsorganismus pathogene Wirkung. So kann es zu
einer Vernetzung der Pilzzellwand kommen, die als Virulenzfaktor angesehen wird.
Pilzmelanine kénnen auch als Redoxsystem fungieren und mit Metallen, Arzneistoffen und
extrazellularen Enzymen interagieren (Jacobson, 2000).

Am haufigsten findet man in Pilzen die DHN-Melanine (Dihydroxynaphthalen) und die DOPA-
Melanine (Dihydroxyphenylalanin), deren Bildung Uber einen c-AMP-abhangigen Weg
gesteuert wird (Langfelder et al., 2003).

Ein besonders gut erforschter Modellorganismus fur die Funktion des Melanins in Pilzen
stellt Cryptococcus neoformans dar. Der pathogene Pilz zeichnet sich dadurch aus, dass er

in Gegenwart von phenolischen Substraten Melanin synthetisieren kann. Das gebildete



Melanin stellt einen Virulenzfaktor des Pilzes dar, da es verschiedene mikrobizide Proteine
(Defensin, Protegrin, Magainin) binden kann. So sind die melaninhaltigen Typen des Pilzes
weniger empfindlich gegen mikrobizide Peptide als die nicht-melaninhaltigen Varianten
(Doering et al., 1999). Neben der Affinitdt gegenuber mikrobiziden Proteinen besitzt das
Melanin auch die Fahigkeit, den Pilz gegen stickstoff- und sauerstoffbasierte oxidative
Angriffe des Wirtsorganismus zu schitzen (Wang et al., 1995). Hydroxyl-Radikale werden
durch Melanin entgiftet, indem in einer gekoppelten Reaktion eine Oxidation von Fe(ll) zu
Fe(lll) stattfindet. Der Oxidationsstatus des Melanins wird Uber die Oxidation des Fe(ll)
geregelt (Jacobson, 2000).

Die melaninabhangige Virulenz von Cryptococcus neoformans ist besonders gut erforscht,
da die Melaninsynthese nur von einem einzigen Enzym — der Laccase — abhangig ist, das
genetisch durch das CNLAC1- Gen determiniert wird (Perfect et al., 1998).

Cryptococcus neoformans ist in der Lage, unterschiedliche Substrate flr die
Melaninsynthese zu nutzen, so z.B. Neurocatecholamine wie Dopamin, Norepinephrin,
Epinephrin. Katecholaminhaltige Gewebe werden schnell durch Cryptococcus neoformans
infiziert.

Neben den Katecholaminen kénnen auch andere diphenolische Verbindungen als
Ausgangsstoffe der Melaninsynthese dienen. Wird der Pilz z.B. in Gegenwart von ortho-
diphenolischen Substraten wie 3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) gezichtet, verfarben
sich die Kolonien infolge Melaninbildung braun. Der Typ des Melanins ist von den
zugegebenen Substraten abhangig. Werden ortho-diphenolische Substrate mit
Hydroxylgruppen in 2,3- oder 3,4-Stellung verwendet, sind die Melanine dunkel und meist mit
der Zellwand verbunden. Aus para-diphenolischen Substraten mit in 1,4- oder 2,5-Stellung
befindlichen Hydroxylgruppen entstehen I8sliche und diffus im Medium befindliche Melanine
(Chaskes u. Tyndall, 1975).

1.4. Charakterisierung der Huminsauren

Huminsauren sind héhermolekulare, anionische, braun bis schwarzbraun gefarbte, chemisch
uneinheitlich aufgebaute Substanzen, die ubiquitédr in der Umwelt vorkommen. Die
organischen Komponenten des Bodens, der Moore und des Wassers bestehen vorwiegend
aus degradierten pflanzlichen, zum Teil auch tierischen Materialien, die man in zwei grofRe
Gruppen einteilt — die Humusstoffe und die Nicht-Humusstoffe. Zur Charakterisierung der HS
kénnen ihre chemischen, physikalischen und pharmakologischen Eigenschaften
herangezogen werden. Die HS sind negativ geladene, amorphe, hydrophile, polydisperse
Substanzen, deren Molekulargewicht zwischen einigen Hundert bis zu Uber zehntausend
Dalton liegen kann. Chemisch kann der Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff-, Schwefel- und

Sauerstoffgehalt der HS bestimmt werden. Bei der Synthese von HS unter
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ammoniakalischen Bedingungen wird Stickstoff in das Huminsduremolekul eingebaut. Die so
synthetisierten HS weisen veranderte Wirkungen auf (Witthauer u. Klocking, 1971). Neben
der elementaren Zusammensetzung haben auch die Kationen der HS einen Einfluss auf die
pharmakologische Wirkung (Klbécking et al., 1968; Hibner, 2004).

Von den vorhandenen funktionellen Gruppen spielen fur die biologische Wirkung vor allem
sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen, wie die Carboxyl-, Hydroxyl- und Carbonylgruppen,
eine Rolle. Sie kdbnnen sowohl an die phenolischen Grundkdrper der HS gebunden oder in
der Seitenkette enthalten sein (Choudhry, 1984a).

Die folgende Abbildung zeigt 3 verschiedene HS-Modelle, in denen die typischen

Strukturelemente enthalten sind.
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Abb. 4: Verschiedene Modelle der chemischen Strukturen von Humin- und Fulvosduren
A) nach Christman und Ghassemi (1966)
B) nach Schnitzer (1978)
C) nach Riede (1992)

Die HS zeigen im sichtbaren Spektralbereich von 400 bis 800 nm und im ultravioletten
Bereich von 200 bis 400 nm ein uncharakteristisches Absorptionsspektrum. Die Extinktion
nimmt vom kurz- zum langwelligen Spektralbereich nahezu kontinuierlich ab. Sowohl die in
basischen als auch die in neutralen wassrigen Losungen der HS aufgenommenen Ab-
sorptionsspektren zeigen kaum Maxima oder Minima. Die optische Dichte nimmt mit stei-
gender Wellenlange ab (Schnitzer, 1978; Schnitzer u. Khan, 1972).

HS mit einem hdheren Anteil an aromatischen Ringen haben eine hdhere spezifische
Absorption als HS mit vorherrschend aliphatischen Strukturen (Kononowa, 1966).

Die griine Fraktion der p-Typ-HS (p-Typ = p-type = positive charge) besitzt im Bereich von
260 bis 320 nm ein Absorptionsmaximum (Sato u. Kumada, 1967). Unter der Einwirkung von
UV-Licht ist bei einigen HS eine Fluoreszenz zu beobachten (Choudhry, 1984a).

HS enthalten freie Radikale. Diese entstehen z.B. bei Polymerisations- oder Depolymeri-
sationsreaktionen und bei Reaktionen mit organischen Molekilen (Schnitzer, 1978).

Die Stabilitat der freien Radikale in den HS wird mit Hilfe der Strukturen erklart. Aus den
enthaltenen Semiquinonen werden durch Dehydratation Chinone gebildet (Rex, 1960). In
den HS liegen zwei Typen von Radikalen vor — der Semichinon-Typ und der Chinhydron-Typ
(Steelink u. Tollin, 1962).

HS besitzen vielfaltige pharmakologische Wirkungen. Die viruzide Wirkung der HS im

Torfmull zur Bekdmpfung des Maul- und Klauenseuche-Virus beschrieb Schultz (1962).
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Untersuchungen zur antiviralen Wirksamkeit der HS beschrieben Klocking und Sprossig
(1972) und die der phenolischen Polymere vom HS-Typ gegen Herpes-simplex-Virus Typ 1
Helbig et al. (1997) und Klécking et al. (2002). HS besitzen antiphlogistische Wirksamkeit
(Klécking et al., 1968) — nachgewiesen am Rattenpfotenddem. Im Tierversuch an kastrierten
weiblichen ICR-M&ausen erwiesen sich einige HS als dstrogen wirksam (Klécking et al. 1992).
HS hemmen die Thrombinwirkung und die Thrombinbildung, wodurch sie
blutgerinnungshemmend wirken (Mahr, 2003).

Weiterhin besitzen HS eine desmutagene Wirkung (Sato et al., 1987). Bei Behandlung von
Chinesischen Hamster-Ovarialzellen mit den mutagenen Mitomycin C und Maleinhydrazid
zeigen HS eher desmutagene als antimutagene Wirkung, d.h. sie binden die Mutagene, so
dass diese ihre mutagene Wirkung nicht austiben kénnen (Cozzi et al., 1992).

Die Kollagen-stabilisierende Wirkung der HS zeigt sich, wenn Kollagen in HS-Ldsung
gegeben wird, wodurch Schwellungen verhindert werden. Die Zunahme der mechanischen
Beanspruchbarkeit des Kollagens wird mit einer Gerbwirkung erklart (Riede et al., 1992).

HS sind befahigt, in humanen Endothelzellen Apoptose auszulésen. Dies konnte eine
Erklarung fur das Auftreten der Blackfoot Disease (BFD) sein. Die BFD ist eine periphere,
arterielle, okklusive Beinerkrankung, die unter den Einwohnern der Sudwestkuste Taiwans
auftritt. Es wird postuliert, dass an der Atiologie der BFD die im taiwanesischen

Brunnenwasser vorkommenden HS beteiligt sind (Hseu et al., 2002).

1.5. Aufgabenstellung
In einer von Kldcking et al. (2003) publizierten Studie wurde die protektive Wirkung von
natlrlichen Moorwasser-HS und einigen synthetischen HS-ahnlichen Polymeren gegenlber

UV-B-bedingten Strahlenschaden an U937-Zellen nachgewiesen.

Parallel hierzu und teilweise aufbauend auf diesen Ergebnissen war es die Aufgabe der
vorliegenden Arbeit, den Mechanismus der UV-B-protektiven Wirkung von HS und
synthetischen HS-ahnlichen Polymeren an der humanen promonozytaren Zelllinie U937 zu
untersuchen. Zu diesem Zweck werden die HS-ahnlichen Polymere Hydrokaffeesaure-
Oxidationsprodukt (HYKOP), DOPA-Oxidationsprodukt (DOPA-OP) und die Natrium-,
Kalium- und Ammoniumsalze des Kaffeesaure-Oxidationsproduktes (Na-KOP, K-KOP, NH;-
KOP) mittels Periodatoxidation (Helbig u. Klécking, 1983) synthetisiert.

Durch Variation der Versuchsanordnungen wird die UV-B-protektive Wirkung und deren
Mechanismus untersucht. Im Vergleich zu den HS-ahnlichen Polymeren werden auch die
natlrlichen HS Na-humat, NH4s-humat, die HS Aldrich und drei HS aus dem Altteicher Moor
hinsichtlich ihrer UV-B-protektiven Wirkung getestet. Die beiden HS-Salze Na-humat und

NH4-humat stammen aus einem Kistenhochmoor (Regenmoor) auf der Halbinsel Darl3. Das
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Altteicher Moor ist ein in der Nahe von Weillwasser gelegenes Niedermoor. Die HS Aldrich
wird aus Braunkohle gewonnen. Als UV-B-protektive Referenzsubstanz wird die

Paraaminobenzoesaure verwendet.

Zur Klassifizierung der UV-B-protektiven Wirkung und zur Bestimmung der Zytotoxizitat dient
der XTT-Tetrazoliumreduktionstest EZ4U. Um zwischen einer physikalischen, einer
chemischen, einer pharmakologischen und/oder zytotoxischen Wirkung der Testsubstanzen
unterscheiden zu kénnen, werden Cytomorph®-b-Mikrotestplatten als Reaktions- und
MessgefaRe verwendet. Durch den speziellen Aufbau der Cytomorph®-b-Mikrotestplatten ist
es moglich, die UV-B-protektiven Wirkung der HS in direktem Kontakt mit den Zellen und

getrennt von diesen zu untersuchen.

Die chemische UV-B-Schutzwirkung ist auf die Absorption der UV-B-Strahlung
zurtckzufiuhren. Die physikalische UV-B-Protektion wird durch Streuung und Reflexion des
UV-B-Lichtes hervorgerufen. Als Ausdruck einer pharmakologischen Wirkung kdnnten die
HS Dbeispielsweise als Radikalfanger oder als Antioxidanzien fungieren. Einen
pharmakologischen  Erklarungsansatz  stellen auch die antientzindlichen und
membranstabilisierenden Eigenschaften der HS dar. Auflerdem ist eine Beeinflussung von

protektiven Enzymen (Superoxid-Dismutase, Katalase) denkbar (Punnonen et al., 1991a).

Im nachfolgenden Kapitel werden die zur Bestimmung der UV-B-protektiven Wirkung
verwendeten Materialien und Methoden beschrieben. Danach folgt die Darstellung der UV-B-
protektiven Wirkungen der HS wund die Berechnung der relativen UV-B-protektiven
Wirkungen. Im abschlieRenden Kapitel werden die gefundenen Ergebnisse anhand der

vorliegenden Literatur diskutiert.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Priifsubstanzen

2.1.1. Synthetisierte Huminsauren

Zur Herstellung der verschiedenen Salze des Kaffeesaure-Oxidationsproduktes (KOP), des
DOPA-Oxidationsproduktes (DOPA-OP) und des Hydrokaffeesdure-Oxidationsproduktes
(HYKOP) werden die monomeren Ausgangssubstanzen mit Natriummetaperiodat oder
Periodsaure in einem alkalischen Milieu polymerisiert. Dabei entstehen braun gefarbte,
hochmolekulare, wasserlésliche HS, die nach ihren Ausgangsstoffen, ihren
Synthesebedingungen und ihrem Molekulargewicht charakterisiert werden koénnen. Die
Synthesevorschrift wurde von Helbig und Klécking (1983) entwickelt. Werden die
Ausgangsverbindungen in ein alkalisches Milieu gegeben, entstehen zunachst
fluoreszierende Verbindungen. Die Losungen verfarben sich Uiber gelb, nach griin-braun bis
dunkelbraun  (Hanninen et al., 1987). Die Phenolkérperpolymerisate stellen
Modellsubstanzen fiir die natlrlichen HS dar. Sie werden unter definierten Bedingungen
hergestellt. Klécking et al. (1983) charakterisierten die Phenolkdrperpolymerisate hinsichtlich
ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften. Man kann die Substanzen mittels
Elementaranalyse, Uber ihr mittleres Molekulargewicht, die Anzahl ihrer sauren Gruppen, mit
Hilfe des reduktiven Abbaus, anhand der IR-Spektren und der 'C-NMR-Spektren

beschreiben.

Synthese von Na-KOP: 1,8 g (0,01 Mol) Kaffeesaure werden mit 0,6 g Natriummetaperiodat
in 500 ml Aqua gel6st, mit 15 ml 1 M Natriumhydroxid-Lésung versetzt und der pH-Wert auf
8-9 eingestellt. AnschlieRend erwarmt man fir 1 h auf 50°C im Wasserbad unter
Luftabschluss und Iasst die Lésung Gber Nacht stehen. Die Lésung wird auf ein Volumen von
ca. 5 ml eingeengt und mit 96 %igem Ethanol ausgefallt. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit
Ethanol gewaschen und getrocknet.

Kaffeesaure + Natriummetaperiodat — Kaffeesdureoxidationsprodukt, Natrium-Salz

HO
\ COOH
OH

Abb. 5: Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) als monomere Ausgangsverbindung

fur die Synthese der verschiedenen Salze von KOP
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In der Abbildung 6 sind die mdglichen bei der Synthese von KOP vorkommenden
Ubergangsverbindungen dargestellt. Kaffeesdure ist unter alkalischen Bedingungen

deprotoniert.

OH

OH
) /) -
HO / 0 O O
—_—
" \ ° I
Kaffeesaure O:@:\_<OH
HO o}

Ubergangsverbindungen der Kaffeesaure

Abb. 6: Kaffeesaure und ihre Ubergangsverbindungen bei der Synthese von KOP

Fernekorn (1988) untersuchte die spektralen Eigenschaften des KOP und fand eine
Abnahme der Extinktion mit zunehmender Wellenlange. Das UV-VIS-Spektrum der

Kaffeesaure weist bei 300 nm und 345 nm Maxima auf.

Synthese von K-KOP: Die Herstellung des Kalium-Salzes des KOP erfolgt mit Periodsaure
anstelle des Natriummetaperiodates und mit 1 M Kaliumhydroxid-LOsung anstelle der
Natriumhydroxid-Lésung. Die anderen Herstellungsschritte verlaufen analog der Synthese
des Natriumsalzes.

Kaffeesaure + Periodsaure — Kaffeesaureoxidationsprodukt, Kalium-Salz

Synthese des NH,-KOP: Die Herstellung erfolgt wiederum analog zur Herstellung des Na-
KOP aber mit Periodsdure anstelle des Natriummetaperiodates und Ammoniak statt der
Natriumhydroxid-Losung zur Alkalisierung.

Kaffeesaure + Periodsaure — Kaffeesaureoxidationsprodukt, Ammonium-Salz

Synthese von Ca-KOP: Bei der Herstellung wird Periodsaure und Calciumhydroxid-Lésung
verwendet. Die restlichen Schritte werden wie beim Na-KOP durchgeflihrt. Das Calcium-Salz
ist schwer wasserloslich, weswegen die Zytotoxizitatsuntersuchungen und die Bestimmung
der UV-B-protektiven Wirkung nicht erfolgen konnte.

Kaffeesaure + Periodsaure — Kaffeesaureoxidationsprodukt, Calcium-Salz
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In der Abbildung 7 sind Reaktionsschritte dargestellt, wie sie moglicherweise bei der Bildung

von KOP ablaufen.

HO
e o
SN,
OH o

Kaffeesaure
O
Polymerisation - A\
zum KOP o0F o

Abb. 7: Mdgliche Reaktionsschritte bei der Oxidation der Kaffeesaure

Synthese von DOPA-OP: Bei der Synthese des DOPA-OP wird als Ausgangssubstanz
DOPA (Dihydroxyphenylalanin) verwendet. Es werden 2,0 g DOPA unter Verwendung von
0,6 g Natriummetaperiodat und 1 M Natriumhydroxid-Lésung nach der gleichen
Synthesevorschrift wie die Kaffeesaure polymerisiert. Man erhalt also das Natriumsalz von
DOPA-OP.

DOPA + Natriummetaperiodat —» DOPA-Oxidationsprodukt, Natrium-Salz

HO
COOH

OH NH,

Abb. 8: DOPA (Dihydroxyphenylalanin) als monomere Ausgangsverbindung fur
die Synthese des DOPA-OP

Synthese von HYKOP: Man oxidiert 1,8 g Hydrokaffeesdure mit 0,6 g Natriummetaperiodat
und einem mit 1 M Natriumhydroxid-Losung eingestelltem pH-Wert von 9 wiederum nach der
gleichen Vorschrift wie die Kaffeesaure und erhalt das Natrium-Salz von HYKOP.
Hydrokaffeesdure + Natriummetaperiodat — Hydrokaffeesaureoxidationsprodukt, Natrium-
Salz
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HO
COOH
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Abb. 9: Hydrokaffeesaure (3,4-Dihydroxyhydrozimtsaure) als monomere

Ausgangsverbindung fiir die Synthese des HYKOP

Die drei verwendeten Ausgangsverbindungen haben gleiche chemische Grundgeriste und
unterscheiden sich nur in der Seitenkette voneinander. Hydrokaffeesaure ist die reduzierte
Form der Kaffeesdure, und DOPA ist die entsprechende Aminosaure zu den beiden
Verbindungen. Als gleiche Strukturen sind der aromatische Ring mit den beiden ortho-

standigen Hydroxylgruppen und die Seitenkette bestehend aus drei C-Atomen anzusehen.

Zur Uberprifung, ob die synthetisierten HS noch monomere Ausgangssubstanzen enthalten,
wird eine Dunnschichtchromatographie durchgefuhrt. Als FlieRmittel wird ein Gemisch
bestehend aus Toluol 6 Teile, Ethylacetat 1 Teil, Ethanol 3 Teile und fiur DOPA Butanol 7
Teile, Essigsaure 1,5 Teile, Wasser 1,5 Teile verwendet. Kaffeesaure, Hydrokaffeesaure und
DOPA wandern auf der DC-Platte nach oben und kénnen mit einem DC-Spriihreagenz
bestehend aus diazotierter Sulfanilsdure und p-Nitranilin sichtbar gemacht werden. Man
erkennt die Substanzen auf der DC-Platte aber auch unter einer UV-Lampe, weil die
verwendeten DC-Platten einen Fluoreszenzindikator enthalten. Die DC muss unter
Lichtausschluss erfolgen, da die Substanzen bereits unter DC-Bedingungen polymerisieren.
Zur Kontrolle werden die Vergleichssubstanzen aufgetragen. Es sind keine monomeren

Verbindungen mehr nachweisbar.

Die meisten natirlich vorkommenden HS haben einen mehr oder weniger groflen Anteil an
fluoreszierenden Verbindungen. Auch bei der Synthese unserer HS kann bei der
Polymerisation bei der Betrachtung unter UV-Licht und z.T. bereits bei Tageslicht eine grine
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Setzt man einer schwach alkalischen Lésung von
Kaffeesaure einige Tropfen 30 %ige Wasserstoffperoxid-Losung zu, farbt sich die Lésung
innerhalb weniger Sekunden gelb bis braunlich an. Diese Losung fluoresziert unter UV-Licht.
Die fluoreszierenden Verbindungen bei der Synthese der HS sind wahrscheinlich auf die
chinoiden Ubergangsverbindungen zuriickzufiihren. Die aromatischen phenolischen
Ausgangsverbindungen besitzen je zwei ortho-stdndige Hydroxylgruppen, die leicht eine

chinoide Struktur unter oxidativem Einfluss ausbilden konnen.
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In der Natur kommen auch sogenannte grine HS vor, die durch ihre Absorptionskurve
klassifiziert werden kdnnen. In podsoligen Bdden, auf den Britischen Inseln und in alpinen
Bdden sind diese ,P-Typen® vorhanden, die sich durch ein grines Pigment auszeichnen.
Dieses Pigment kann chromatographisch getrennt werden und wird als ein Chinon

angesehen (Kumada u. Hurst, 1967).

Herstellung von DOPA-OP ., 2,0 g DOPA werden abgewogen und mit 1 M
Natriumhydroxid-Lésung auf einen pH-Wert von 9 eingestellt. Man erwarmt die Losung 1 h
lang im Wasserbad auf 50°C und lasst die Lésung fur weitere 48 h an der Luft stehen. Die
Lésung wird dann auf ein Volumen von ca. 5 ml eingeengt und die HS mit Ethanol ausgefalit.

Der Rickstand wird noch einmal mit Ethanol gewaschen und getrocknet.

2.1.2. Natiirliche Huminsauren

Huminséauren aus dem Altteicher Moor

Das Altteicher Moor ist ein bei Bad Muskau/Weilwasser in Niederschlesien gelegenes
Naturmoor. Das Naturmoor ist ein Endprodukt eines natirlichen, Uber viele hunderte bis
tausende Jahre ablaufenden Umwandlungsprozesses von Pflanzen unter Luftabschluss. Bei
den Mooren unterscheidet man zwei Haupttypen, das Hochmoor und das Niedermoor. Beim
Hochmoor wird das zur Bildung notwendige Wasser nur durch den Regen oder Tau
eingespeist, wahrend das Niedermoor aus Boden-, Oberflachen- oder Grundwasser gebildet
wird. Die Wasserqualitaten und —dynamik bestimmen maRgeblich die Vegetation im Moor
und die Torfbildung. In vielen volkstiimlichen Uberlieferungen wird die heilsame Wirkung des
Moores beschrieben. Naturmoor wird seit Gber 150 Jahren in Form von Badern in
Kureinrichtungen angewandt. Das Altteicher Moor wird zur Linderung von rheumatischen
und Hautbeschwerden, zur Schmerzlinderung, zur Durchblutungsférderung und aufgrund der
desodorierenden Wirkung in Kurbadern eingesetzt. Hierzu gehoéren die Kurbader in Bad
Duben, in Bad Liebenwerda, in Bad Muskau, in Bad Schandau und Bad Schmiedeberg. Die
beschriebenen Wirkungen lassen sich auf die enthaltenen Huminstoffe zurlckfihren. Der
Torf enthalt als feste Bestandteile neben HS, die in einer Konzentration von ca. 5 %
enthalten sind, noch Mineralstoffe und organische Substanzen. Zu den Mineralien gehoren
z.B. Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium, Eisen, Mangan, Aluminium, Silikat, Sulfat,

Chlorid und Phosphat. Zu den organischen Stoffen gehéren Pektine, Cellulosen und Lignine.
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HS Altteicher Moor | ist eine schwarz gefarbte HS, die durch Alkalisierung und Ansauerung
des Moores mit Natriumhydroxid-Lésung und Salzsdure ausgefallt und danach bei 60°C
getrocknet wurde. Nach der Fallung fanden keine weiteren Aufbereitungsschritte statt.

HS Altteicher Moor Il ist eine braune HS, die zunachst in der gleichen Weise wie die HS
Altteicher Moor | durch Base-Saure-Behandlung ausgefallt, aber anschlielend weiter
aufbereitet wurde.

Die Isolierung und Aufbereitung der HS Altteicher Moor | und Il fand im Jahre 2002 im
Rahmen einer Diplomarbeit (Kirsch, 2002) statt.

HS Altteicher Moor lll ist eine sehr dunkel, fast schwarz gefarbte HS, die ebenfalls durch

eine Base-Saure-Behandlung isoliert und dann weiter aufbereitet wurde (Liers, 2002).

Huminsauren aus einem Naturmoor bei Dierhagen

Die HS Natriumhumat (Na-humat) und Ammoniumhumat (NHs;-humat) entstammen dem
Kistenhochmoor bei Dierhagen-Neuhaus im Kreis Ribnitz-Damgarten auf der Halbinsel Darf}
in Mecklenburg-Vorpommern. Beide HS wurden nach einer von Klocking et al. (1977)
beschriebenen Methode am Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Medizinischen
Akademie Erfurt isoliert.

Na-humat: Charge: Moorwasser-HS | — 1V/1980 Dr. He., MG 10100 Dalton

Na-humat ist eine hellbraune, wasserlésliche HS.

NHs-humat: Charge: Moorwasser-HS | — X/1979 Dr. He., MG 7500 Dalton

NHs-humat ist eine braune, wasserlosliche HS.

Bei der reduktiven Aufspaltung mit Amalgam konnten Helbig et al. (1985) nachweisen, dass
NH4-humat und Na-humat die Verbindungen Phloroglucin, a-Resorcylsdure, Resorcin und -
Resorcylsaure liefern. Die reduktiv aufgespaltenen HS wurden bereits im Jahr 1976 nach der
gleichen Vorschrift wie die von uns verwendeten isoliert. Fernekorn (1988) zeigte, dass die

Extinktion von Na-humat mit zunehmender Wellenlange abnimmt.

Huminséure aus Braunkohle

Zusatzlich wurde eine natirlich gewonnene HS untersucht, die kauflich von der Sigma
Aldrich Chemie GmbH, D-89555 Steinheim, erworben wurde.

HS Aldrich: Catalog. No: HI,675-2, Lot: 31620-099

Die HS Aldrich ist eine dunkelbraun gefarbte, wasserldsliche HS, die aus Braunkohle isoliert
wurde. In Wasser geldst, ergibt sie keine klare durchsichtige, sondern eine tribe,

aufgeschlemmte Losung.

20



2.1.3. Herstellung der Untersuchungslésungen der natiirlichen und synthetischen
Huminséduren

In den Versuchen wurde eine Losung der HS verwendet, die wie im folgenden beschrieben
hergestellt wurde. 10 mg des jeweiligen HS-Praparates wurden im Morser fein zerrieben, mit
2,0 ml 0,05 M NaOH versetzt und stehen gelassen, bis sich die HS nahezu vollstandig gelost
hatte. AnschlieRend versetzt man die Lésung mit weiteren 0,5 ml 0,05 M NaOH und fallt mit
RPMI-Medium auf 10 ml auf. Beim unvollstandigen Lésen der HS wird die Lésung zum
Abtrennen von unldslichen Partikeln 5 min lang bei 1500 U/min zentrifugiert und der klare
Uberstand zur Herstellung der Verdinnungsreihe genutzt. Diese wird im Sinne einer
geometrischen Reihe mit 6 verschiedenen Untersuchungskonzentrationen pipettiert.

Werden die HS in farblosem RPMI in einer Konzentration von 1 mg/ml gelést und der pH-
Wert mittels Indikatorpapier Uberprift, ergeben sich die in der nachfolgenden Tabelle
charakterisierten Losungen (Tab. 1). Der saure pH-Wert der HS wird durch das RPMI-
Medium abgepuffert. Ein pH-Wert im physiologischen Bereich ist notwendig, um eine saure-

oder alkalibedingte Schadigung der U937-Zellen wahrend der Exposition zu vermeiden.

Tabelle 1: Charakterisierung der aus den naturlichen und synthetischen Huminsauren

hergestellten Testldsungen bei einer Konzentration von 1 mg/ml in RPMI

Huminsaure Charakterisierung der Testlésungen

triibe Lésung, milchig oder kreidig, braun, undurchsichtig
bei einer Konzentration von 1 mg/ml dunkelbraun gefarbt
pH-Wert von 7-8

HS Aldrich

klare, durchsichtige Lésung

bei einer Konzentration von 1 mg/ml dunkelbraun gefarbt,
schimmert rotbraun

pH-Wert von 7-8

NH4-humat

e klare, durchsichtige Losung

bei einer Konzentration von 1 mg/ml braun gefarbt, aber heller als
die von NH4-humat, rétlich braun

pH-Wert von 7-8

Na-humat

klare, durchsichtige Lésung
bei einer Konzentration von 1 mg/ml braun gefarbt
pH-Wert von 7-8

HYKOP

klare, durchsichtige Lésung
bei einer Konzentration von 1 mg/ml braun gefarbt
pH-Wert von 7-8

K-KOP

klare, durchsichtige Lésung

bei einer Konzentration von 1 mg/ml leicht braun bis gelbbraun
gefarbt

pH-Wert von 7-8

NH,-KOP

klare, durchsichtige Lésung
bei einer Konzentration von 1mg/ml dunkelbraun, intensiv gefarbt
pH-Wert von 7-8

Na-KOP
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e klare, durchsichtige Losung

HS Altteicher Moor | e bei einer Konzentration von 1 mg/ml dunkelbraun gefarbt
HS Altteicher Moor II e nur unvollstindig geldst, es bleiben einige ungeléste Partikel
HS Altteicher Moor llI zuriick, die einen Anteil von 1 bis 2 % ausmachen

e pH-Wert7-8

e es sind keine Lésungsunterschiede zwischen den 3 verschiedenen
Aufbereitungsformen festzustellen

e klare, durchsichtige Losung
DOPA-OP e Dbei einer Konzentration von 1 mg/ml dunkelbraun gefarbt
e pH-Wertvon 7-8

2.1.4. Paraaminobenzoesaure (PABA) — ein UV-B-Lichtschutzfilter
Paraaminobenzoesaure (4-Aminobenzoesaure, PABA) ist eine UV-B-protektive Substanz,
die laut Kosmetikverordnung als UV-Filter mit einer zulassigen Hochstkonzentration von 5 %
in kosmetischen Mitteln eingesetzt werden darf. Sie wurde als Referenzsubstanz fir die UV-
B-protektive Wirkung ausgewahlt, weil sie eine gute Loslichkeit im Versuchsmedium besitzt,
selbst keine storende Eigenfarbung aufweist und strukturelle Gemeinsamkeiten mit den
monomeren Ausgangsverbindungen unserer synthetischen HS aufweist. Physiologisch greift
PABA in den Zellstoffwechsel und dort speziell in den Folsdurestoffwechsel ein. In Bakterien
wirkt PABA als Coenzym bei der Folsduresynthese. Saugetiere nehmen die Folsadure mit der
Nahrung auf, da sie nicht befahigt sind, Folsaure selbst zu synthetisieren. Bei einem Mangel
an PABA treten Ekzeme auf. PABA ist in verschiedenen Nahrungsmitteln, wie z.B. in Leber,
Bierhefe, Nieren, Vollkorn, Reis, Kleie, Weizenkeimen, schwarzer Melasse und Milch
enthalten.
PABA [4-Aminobenzoesaure]

C;H;NO, MG 137,1 g/mol

Merck Darmstadt

in~{ ) coon

Abb.10: Paraaminobenzoesaure (4-Aminobenzoesaure, PABA) als

Referenzsubstanz fiir die UV-B-protektive Wirkung

2.1.5. Kaffeesaure, Hydrokaffeesaure, Dihydroxyphenylalanin (DOPA)

Zur Herstellung der synthetisierten HS wurden die Substanzen Kaffeesaure (Abb. 5),
Hydrokaffeesdure (Abb. 9) und DOPA (Abb. 8) verwendet. Diese beginnen in Lésung z.T.
von selbst zu polymerisieren, was sich an einer gelblichen, rétlichen oder braunlichen

Verfarbung der Lésungen erkennen lasst. Kaffeesaure und Hydrokaffeesdure kommen als
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sekundare Pflanzeninhaltsstoffe vor. So ist z.B. im gerdsteten Kaffee Coffein an
Chlorogensaure gebunden, die sich wiederum aus je einem Molekidl Chinasdure und
Kaffeesdure zusammensetzt. Pharmakologisch wird die Chlorogensaure beim Kaffeegenuss
fur das AufstoRen, eventuelle Durchfélle, Spasmen und eine gesteigerte Saurebildung im
Magen verantwortlich gemacht. Kaffeesaure ist eine Dihydroxyzimtsdure, eine Bezeichnung,
die auf ihr Vorkommen in der Zimtrinde hinweist. Hier tritt sie zusammen mit strukturell
ahnlichen Verbindungen, wie z.B. Zimtaldehyd, Zimtalkohol, Hydrokaffeesdure u.a.
Hydroxyzimtsauren auf. Kaffeesaure und auch die methoxylierte Kaffeesaure (Ferulasaure)
wirken antikarzinogen, indem sie die Karzinogenbildung aus Vorlauferzellen und
Karzinogenreaktionen mit zellularen Molekilen verhindern.

DOPA ist die Ausgangsverbindung fir die in der menschlichen Haut ablaufende
Melaninbildung. DOPA entsteht aus der Aminosaure Tyrosin durch das Anhangen einer

Hydoxylgruppe durch die Tyrosinase (Karlson et al., 1994).

Kaffeesaure [3,4-Dihydroxyzimtsaure]
CoHeO4 MG 180,2 g/mol
Serva (Feinbiochemica Heidelberg)
Hydrokaffeesaure [3,4-Dihydroxyhydrozimtsaure; 3-(3,4-Dihydroxyphenyl-)propionsaure]
CoH1004 MG 182,2 g/mol
Serva (Feinbiochemica Heidelberg)
DOPA [3-(3,4-Dihydroxyphenyl-)alanin]
CoH11O4sN MG 197,2 g/mol
Merck (Darmstadt)

2.2. Zellen

2.2.1. Zellkultur

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat und der UV-B-protektiven Wirkung werden die humanen
U937-Zellen (ATCC, CRL 1593) verwendet. U937-Zellen sind eine Suspensionszellkultur mit
monozytaren Eigenschaften, die einem malignen Pleuraerguss eines 37-jahrigen Mannes mit
einem diffusen histiozytaren Lymphom entstammen und seitdem kontinuierlich
weitervermehrt werden. Diese humane Zelllinie wurde 1974 von Sundstrém und Nilsson
eingefihrt. Zur Aufbewahrung Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen oder Monaten
konnen sie tiefgefroren werden. Die Zellen wurden vom Institut flir Physiologische Chemie
der Universitat Mainz, Abteilung fur Angewandte Molekularbiologie (Prof. Dr. W.E.G. Muller)

vor einigen Jahren Ubernommen.
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2.2.2. Zellziichtung
Die U937-Zellen werden in rotem RPMI 1640, das mit 10 % fetalem, hitzeinaktivierten

Kalberserum (FCS) versetzt wird, in Schraghalszellkulturflaschen (250 ml Volumen, 75 cm?

Wachstumsflache) kultiviert. Die Zichtung findet in einer humiden, 5 % CO.-enthaltenden

Atmosphare bei einer Temperatur von 37°C statt. Die U937-Zellen kénnen in Abhangigkeit

von den Ansatzbedingungen nach 2%, 3** oder 5*** Tagen geerntet werden. Dabei wird unter

dem Mikroskop der Proliferationsgrad und die Zelldichte beurteilt und nach dem folgenden

Pipettierschema unter aseptischen Bedingungen umgesetzt.

* 13, 10 ml U937-Zellen + 17 ml farbloses RPMI 1640 + 3 ml FCS
* 1 6 ml U937-Zellen + 21 ml farbloses RPMI 1640 + 3 ml FCS
**% 110 3 ml U937-Zellen + 24 ml farbloses RPMI 1640 + 3 ml FCS

2.3. Chemikalien und weitere Gerate

2.3.1. Materialien zur Herstellung der synthetischen Huminsauren

Periodsaure (Hsl0g) (Merck, Darmstadt)

Natriummetaperiodat (NalO,) (Merck, Darmstadt)

1 M Natriumhydroxid-Lésung (NaOH) (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum
Plauen)

1 M Kaliumhydroxid-Lésung (KOH) (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum
Plauen)

Ammoniak 25 % (NH3) (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)
Calciumhydroxid-Losung, gesattigt [Ca(OH),] (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-
Klinikum Plauen)

10 %ige und 30 %ige Wasserstoffperoxid-Losung (H,O;) (Krankenhaus-Apotheke,
Vogtland-Klinikum Plauen)

Ethanol, rein (Merck, Darmstadt)

500 ml Glasflaschen, hydrolytische Klasse 1 (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-
Klinikum Plauen)

Thermometer (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

Laborwaagen (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

Kammer fiir die Diinnschichtchromatographie (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-
Klinikum Plauen)

Dunnschichtchromatographie-Alufolie 20 x 20 cm Kieselgel 60 Fzs4 (Merck, Darm-
stadt)

UV-Lampe 254 nm fir die Dinnschichtchromatographie (Merck, Darmstadt)
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Fliemittel: Toluol, Ethylacetat, Ethanol, Butanol, Essigsadure (Krankenhaus-
Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

Sprihreagenz fiir die Dinnschichtchromatographie: diazotierte Sulfanilsaure, p-
Nitranilin (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

pH-Meter CG 840 (Schott-Gerate GmbH, Hofheim am Ts.)

Indikatorpapier (Merck, Darmstadt)

2.3.2. Materialien fiir die Zellzucht und zur Versuchsdurchfiihrung

RPMI-Medium 1640, farblos, ohne Indikator, ohne L-Glutamin (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe)

RPMI-Medium 1640, rot, mit Indikator, mit L-Glutamin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
Fetales Bovines Serum (FCS) (Biochrom AG seromed®, Berlin)
XTT-Tetrazoliumreduktionstest EZ4U (Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG,
Wien)

Auslaufpipetten, wattiert, steril, 5 und 10 ml (Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen)

Rundbodenrdhrchen aus Polystyren, 17x100 mm, 14 ml (Becton-Dickinson, Meylan
Cedex, F)

Cytomorph®-b-Mikrotiterplatten (nerbe plus GmbH, Winsen/ Luhe)
Schraghalszellkulturflaschen, 50 ml, 250 ml (Becton-Dickinson, England)
Zentrifugenréhrchen aus Polystyrol, 17x120 mm, 15 ml (Becton-Dickinson, Meylan
Cedex, F)

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1 ml (Eppendorf GmbH, Hamburg)

UV-B-Quelle: dermalight 80 (Dr. Honle Medizintechnik GmbH, Kaufering)

Stoppuhr (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

Schutzbrille (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

Silberpapier (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

Zellkulturflaschen mit Schraghals und blauer selbstabdichtender Schraubkappe,

50 ml Volumen, 25 cm? Wachstumsflache (Becton Dickinson Labware, England)
Megafuge 1.0R (Heraeus Holding GmbH, Hanau)

Begasungsbrutschrank BB 6060 (Heraeus GmbH, Hanau)

Reinraumwerkbank (Elektromat Dresden, Dresden)

Inverses Durchlicht-Mikroskop TELEVAL®' (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena)
Fotoapparat Nikon AF (Japan)

Mikroskop Nikon TMS (Japan)

25



e Burker-Zahlkammer (Feinoptik GmbH, Bad Blankenburg)

e Varipette (Eppendorf GmbH, Hamburg)

e Mikrotiter-Platten-Reader “Easy Reader” EAR 340 AT (SLT Labinstruments
Deutschland GmbH, Crailheim)

o Mikrotiter-Platten-Schuttler Shaker Inkubator AM 89 A (Dynatech Deutschland
GmbH, Denkendorf)

¢ Analysenwaage MC 210 P (Satorius AG, Gottingen)

e Matrixdrucker KX-P1081 (Panasonic, Osaka, Japan)

e Pipettierhilfe ,Pipetboy“ (Integra Biosciences, Fernwald)

e Pipettierhilfe ,Sarpette” (Sarstedt AG & Co, Nirmbrecht)

e Untersuchungshandschuhe aus Latex, puderfrei, unsteril (Ansell GmbH,
Stahlgruberring 3, Miinchen)

e Buraton® 10F Flachendesinfektions- und Reinigungsmittel (Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Wien)

e Peressigsaure 40 % (Kesla Pharma Wolfen GmbH, Wolfen)

e Ethanol 80 %, zur Desinfektion (Krankenhaus-Apotheke, Vogtland-Klinikum Plauen)

2.4. Testmethoden

2.4.1. Bestimmung der Zytotoxizitat mit dem XTT-Tetrazoliumreduktionstest EZ4U

Die U937-Zellen werden zunachst serumfrei gewaschen. Dazu werden sie bei 1200 U/min
(200 x g) und einer Temperatur von 4°C 5 min lang zentrifugiert, der Uberstand abgegossen,
in 5 ml RPMI-Medium resuspendiert und erneut zentrifugiert. Danach fillt man mit ca. 10 ml
farblosem RPMI-Medium auf und bestimmt die Zellzahl mittels Burker-Zahlkammer unter
dem Mikroskop. Es wird eine Zellzahl von 0,75 bis 1,25 x 108 Zellen pro ml Medium
eingestellt. Die Zellzahl richtet sich nach der Empfindlichkeit des verwendeten
Zytotoxizitatstests und sollte nicht zu hoch sein, da sonst die Linearitat des
Zusammenhanges zwischen Vitalitat und Farbentwicklung nicht gewahrleistet ist (Biomedica
EZ4U). Es werden pro Kavitat 100 pul Zellsuspension und 100 ul der in absteigenden
Konzentrationen vorliegenden HS-Ldsung pipettiert. Anschliel3end erfolgt die 1-, 24-, 48- und
72-stundige Exposition und die Ermittlung der Zytotoxizitat. Bei der mitgefuhrten Zellkontrolle
wird anstelle der HS-Lésung farbloses RPMI-Medium zugegeben. Bevor die photometrische
Bestimmung der Zellvitalitét erfolgen kann, miissen die Cytomorph®-b-Platten zentrifugiert
(1200 U/min, 4°C, 5 min) und der Uberstand abgegossen werden. Die Zentrifugation ist
aufgrund der Eigenfarbung der HS-Lésung, die die photometrische Vermessung stort,

notwendig. Die Zellen werden mit 200 ul farblosem RPMI-Medium aufpipettiert.
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Unmittelbar vor der Zugabe des Testkits zur Probe wird das lyophilisierte XTT-Salz in 2,5 ml
der etwas angewarmten Aktivatorlésung geldst und jeweils 20 ul in die Kavitaten pipettiert.
AnschlielRend werden die Platten fir 3 h im Brutschrank erneut inkubiert, dann in einem
Shaker geschittelt und im Easy Reader bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Vergleichswellenlange von 620 nm photometrisch vermessen. Durch Verwendung einer
Referenzwellenlange erzielt man eine héhere Genauigkeit. Der Test ist schnell, zuverlassig
und einfach in der Anwendung (Biomedica EZ4U).

Es wurden jeweils 3 Zellkontrollwerte und 6 in Folge einer geometrischen Reihe pipettierten

HS-Losungen getestet.

Der EZ4U-Test ist ein nichtradioaktiver Tetrazoliumreduktionstest, in dem die reduktive
Umwandlung von gelb gefarbten Tetrazoliumsalzen in intensiv orange bis rot gefarbte
Formazan-Derivate durch Dehydrogenasen ausgenutzt wird (Mosmann, 1983). Die U937-
Zellen kénnen die Derivate nur reduzieren, wenn intakte Mitochondrien vorhanden sind.
Beim Zelltod sterben innerhalb weniger Minuten die Mitochondrien ab, so dass man sehr gut
zwischen lebenden und toten Zellen unterscheiden kann. Bei den ersten bereits in den 50er
Jahren eingefuhrten Tetrazoliumreduktionstesten waren die gebildeten Formazan-Derivate
unléslich, und man musste mehrere zusatzliche Arbeitsschritte einfugen, um diese wieder in
Lésung zu bringen. AufRerdem waren die urspringlichen Tetrazoliumsalze selbst zytotoxisch.
Die neueren gebrauchlichen Teste sind selbst nur noch wenig toxisch auf die Zellen und
besitzen l6sliche Reduktionsprodukte. In der folgenden Abbildung 11 ist die mit einem
Farbwechsel einhergehende Reduktion des Tetrazoliumsalzes zum Formazan dargestellt
(Klocking et al., 1995).

, NO, s NO;
CH,0 — SO, - CH,0 — SO, -
0O O
I N—N I N—NH
Cpwoed | —— H- &
N=NT N=N
CH,0 SO, CH,O SOy
NO, NO,
Tetrazolium Formazan

Abb.11: Reduktion des Tetrazoliumsalzes zum intensiv gefarbten Formazan als
Indikatorreaktion des EZ4U-Testes
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2.4.2. Berechnung und Darstellung der halbomaximalen zytotoxischen

Konzentration (CCs)

Die Zytotoxizitat wird wie folgt berechnet:

Xo=Xj
CT= 100 %
Xo

X, — Messwert der Zellkontrolle
X; — Messwert der mit HS inkubierten Zellen

Die ermittelte Zytotoxizitat wird in einem Diagramm mit halblogarithmischen Malstab Uber
der Konzentration aufgetragen. Es ergibt sich eine sigmoide Kurve. Die halbmaximale
Zytotoxizitat (CCsp) wird mit Hilfe einer Regressionsgeraden ermittelt. Die
Regressionsfunktion beschreibt den mathematischen Zusammenhang zwischen der
Konzentration und der ermittelten CT. Da die x-Achse im Diagramm logarithmisch dargestellt
ist, erhdlt man in der Geradengleichung statt der Konzentration x die logarithmische
Konzentration In x.

Man berechnet y = 50 % in der Geradengleichung der Formy = m (In x) + b.

Von den erhaltenen In x-Werten wird der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet
und anschlielend entlogarithmiert. Dabei erhdlt man den CCsy-Wert und das zugehérige

Konfidenzintervall. Die Versuche wurden mindestens 3 mal durchgeflhrt.

2.4.3. Bestimmung der UV-B-protektiven Wirkung mit dem XTT-Tetrazolium-
reduktionstest EZ4U

Zur Bestimmung der Photoprotektivitat werden 100 ul Zellsuspension und 100 ul HS-Lésung
in die Kavitaten des Bodens der Cytomorph®-b-Platten pipettiert und mit einer UV-B-Lampe
bestrahlt. Es wird eine mit RPMI-Medium aufpipettierte Zellkontrolle und eine ohne HS-
Lésung bestrahlte Positivkontrolle mitgefihrt. Die Versuchsanordnung wurde in
verschiedenen Variationen durchgefuhrt (Abb.12).

Die Bestrahlung der U937-Zellen erfolgte stets mit aufgesetztem Deckel der Cytomorph®-b-

Platten und einer UV-B-Dosis von 36 mJ/cm?.

In der Anordnung 1 erfolgt die UV-B-Bestrahlung der Zellen in direktem Kontakt mit den HS.
100 ul Zellsuspension und 100 pl HS-Lésung werden gemeinsam im Boden der

Cytomorph®-b-Platten mit UV-B bestrahilt.
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In der Anordnung 2 werden 100 pl Zellen in die Kavitaten des Bodens der Cytomorph®-b-
Platten gegeben und 100 ul HS in die Kavitdten des Deckels. Bei der anschliefienden
Bestrahlung befinden sich die HS getrennt von den Zellen.

In der Anordnung 3 werden 100 ul Zellen in den Kavitdten des Bodens der Cytomorph®-b-
Platten pipettiert und mit UV-B-Licht bestrahlt. Erst im Anschluss an die UV-B-Bestrahlung
werden 100 ul der HS-Ldsungen hinzugegeben, um eine mdgliche pharmakologische oder
membranstabilisierende Wirkung zu untersuchen.

In der Anordnung 4 wird die Zytotoxizitat der HS gegeniiber U937-Zellen getestet. Dabei
werden 100 ul Zellen zusammen mit den HS-Lésungen in die Kavitaten des Bodens der
Cytomorph®-b-Platten gegeben und deren Zytotoxizitit bestimmt.

In der Anordnung 5 werden 100 pl Zellen und 100 pl HS zusammen in die Kavitaten des
Bodens der Cytomorph®-b-Platten gegeben und zundchst 1 h lang im Brutschrank
exponiert. Anschlieliend werden die in direktem Kontakt stehenden Zellen und HS mit UV-B
bestrahlt. In dieser Versuchsanordnung wird der Frage nach moglichen Wechselwirkungen
der HS mit den Membranoberflachen bzw. einer moglichen Partikelbildung und einer damit
verbundenen physikalischen UV-B-Schutzwirkung nachgegangen.

In der Anordnung 6 wird untersucht, ob die HS bei der UV-B-Bestrahlung zytotoxische
Abbauprodukte bilden (Photostabilitat). Dabei werden 100 yul HS in den Kavitiaten des
Bodens der Cytomorph®-b-Platten mit UV-B bestrahlt. Im Anschluss werden 100 ul Zellen

hinzupipettiert und die Zytotoxizitat bestimmt.

Die Exposition der bestrahlten Zellen erfolgte im Brutschrank fir 24 h, 48 h und 72 h.
Expositionsdauern von 24 h, 48 h und 72 h wurden schon von Nagy (1970) verwendet, um
menschliche Haut nach UV-Bestrahlung elektronenmikroskopisch zu untersuchen.

Es werden jeweils 2 Zellkontrollwerte, 1 Positivkontrollwert und 6 verschiedene HS-

Losungen getestet.

In den folgenden Abbildungen sind die unterschiedlichen Versuchsanordnungen dargestellt.
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| Versuchsanordnung 1|

U937-Zellen werden in Gegenwart von
Huminsauren bestrahlt.

UV-B-Lampe

Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten je 100 ul farbloses RPMI)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten Huminsaure-Lésung und U937-Zellen)

| Versuchsanordnung 2| U937-Zellen und Huminsauren sind voneinander
getrennt; die UV-B-Strahlen erreichen die Zellen
erst nach Passieren der Filterschicht
(Huminsauren, PABA).

UV-B-Lampe

Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten je 100 pl Huminsaure-Losung)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten U937-Zellen)
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| Versuchsanordnung 3|

U937-Zellen werden bestrahlt, 1 h danach werden
Huminsauren zugesetzt.

UV-B-Lampe

Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten je 100 ul farbloses RPMI)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten U937-Zellen)

nach der UV-B-Bestrahlung wird Huminséure-Lésung
hinzugegeben

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten U937-Zellen und Huminsaure-Lésung)

| Versuchsanordnung 4|

U937-Zellen in Gegenwart von Huminsauren ohne
Bestrahlung (Zytotoxizitatsprifung).

@7 Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten (leer)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten U937-Zellen und Huminsaure-Losung)
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[ Versuchsanordnung § U937-Zellen werden 1 h mit Huminsauren

vorinkubiert und danach bestranhit.

Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten je 100 ul farbloses RPMI)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten Huminsaure-Lésung und U937-Zellen)

1-stiindige Exposition bei 37°C und 5% CO;

UV-B-Lampe

Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten je 100 ul farbloses RPMI)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten Huminsaure-Lésung und U937-Zellen)
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| Versuchsanordnung 6|

Huminsauren werden bestrahlt und danach U937-
Zellen zugesetzt.

UV-B-Lampe

Kavitaten des Oberteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten je 100 ul farbloses RPMI)

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten Huminsaure-Lésung)

ﬁ <«4—— Zugabe von U937-Zellen erst nach UV-B-Bestrahlung der Huminsauren

Kavitaten des Unterteils der Cytomorph®-b-Platten
(enthalten Huminsaure-Lésung und U937-Zellen)

Abb.12: Variation der Versuchsanordnungen zur Ermittlung der UV-B-protektiven Wirkung

unter Verwendung von Cytomorph®-b-Platten

2.4.4. Berechnung und Darstellung der halbmaximalen UV-B-protektiven
Konzentration (UV-B-PCs)

Die UV-B-protektive Wirkung wird wie folgt berechnet:

X'i-X'o

UV-B-PW = 100 %

Xo~ X'o

X, — Messwert der unbestrahlten Zellkontrolle
X o— Messwert der bestrahlten Zellkontrolle
X; — Messwert der mit HS inkubierten und bestrahlten Zellen

Die Darstellung erfolgt in einem halblogarithmischen Diagramm. Die halbmaximale UV-B-

protektive Konzentration UV-B-PCsy, wird analog der CCsy ermittelt. Zur statistischen
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Auswertung wurde der Student-Test (t-Test) zweiseitig mit gepaarten Stichproben

verwendet.

2.4.5. Bestimmung der Zytotoxizitat der Huminsauren bei 96-stiindiger Exposition

Die Zellen werden zweimal gewaschen und eine Zellzahl von 0,5 x 10° Zellen pro ml Medium
eingestellt. AnschlieBend werden die Zellen mit HS-LOsung versetzt und fir 96 h im
Brutschrank inkubiert. Die Ermittlung der Zellvitalitat erfolgt mittels EZ4U und die
Zellzahlbestimmung mittels Blrkerkammer. Es wurden jeweils 3 Zellkontrollen und 6

verschiedene Konzentrationen der HS-Lésungen untersucht.

2.4.6. Bestrahlungsdosis

Um die Strahlendosis, die in den weiteren Versuchen verwendet werden soll, zu ermitteln,
werden zunachst die Zellen mit verschiedenen UV-B-Dosen bestrahlt und die Zytotoxizitat
bestimmt. Dazu werden die Zellen in der gleichen Weise vorbereitet, wie zur Bestimmung
der Zytotoxizitdt der Substanzen, in die Cytomorph®-b-Platten pipettiert und mit der UV-B-
Lampe in einem Abstand von 3 cm bestrahlt. Die Dosis wird durch Variation der
Bestrahlungsdauer verandert und die Zellvitalitat mit dem EZ4U-Test bestimmt. Fur die
nachfolgenden Versuche wird eine Strahlendosis von 360 J/m? bzw. 36 mJ/cm? + 10 %
ausgewahlt. Praktisch entspricht das einer Bestrahlungsdauer von 60 s in einem Abstand
von 3 cm. In der Literatur findet man einen Bereich von 10 bis 100 mJ/cm? als UV-B-
Erythemschwelle (Kindl u. Raab, 1998). Es ist durchaus Ublich bei der Nutzung von UV-B-
Strahlung in der Therapie zunachst die MED (minimale Erythemdosis) zu bestimmen und
anschlieftend eine Behandlungsdosis festzulegen (Neumann et al., 2000). So wird auch bei
der UV-Provokationstestung beim systemischen Lupus erythematodes zunachst die MED
bestimmt und dann mit der 1,5-fachen Dosis bestrahlt. Eine pathologische Erythemschwelle
liegt bei < 0,025 J/cm? UV-B bzw. < 15 J/cm? fur UV-A (Kowalzick et al., 1998). Filipe et al.
(1995) untersuchten an humanen Hautfibroblasten die UV-induzierte Zellsterblichkeit, die
Lipidperoxidation und die Produktion des Entziindungsparameters PGE,. Dabei wurden die
Zellen mit Dosen von 50, 100 und 150 mJ/cm? bestrahlt. Auch Danno et al. (1984)
bestrahlten humane epidermale Zellen, um die Rolle der Sauerstoffintermediate in

,Sonnenbrandzellen“ zu untersuchen. Sie bestrahlten mit 300 mJ/cm? bei 280 bis 320 nm.

2.4.7. Morphologische Beurteilung der Zellen

Die morphologische Beurteilung der U937-Zellen erfolgte nach 24-, 48- und 72-stlindiger
Expositionsdauer mit den Testsubstanzen vor der Durchfiihrung des Zytotoxizitatstestes. Die
beobachteten Veranderungen der Zellen hinsichtlich ihrer Struktur und ihrem

Erscheinungsbild unter dem Lichtmikroskop werden im Ergebnisteil kurz zusammengefasst.
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Die Auswertung und Beurteilung der Ergebnisse der Versuche kann nur in Kombination mit

dem Erscheinungsbild der geschadigten Zellen und der Zellkontrolle erfolgen.

2.4.8. Statistische Auswertung der Ergebnisse
Die einzelnen Versuche wurden mindestens drei mal durchgefiihrt und aus den berechneten

Zytotoxizitaten die Mittelwerte gebildet.

> X x — Mittelwert der Zytotoxizitat
X = mmmmemeee xi— Einzelwerte der Zytotoxizitat
n n — Anzahl der Versuche

Die Standardabweichung errechnet sich:

Z(x- x )2 SD — Standardabweichung der Zytotoxizitat
SD=+ xi— Einzelwerte der Zytotoxizitat
n-—1 x — Mittelwert der Zytotoxizitat

Daraus berechnet man den Standardfehler des Mittelwertes:

SE = - SE - Standardfehler des Mittelwertes

Der Begriff t-Test umschreibt mehrere Verfahren zur  Uberpriifung  von
Mittelwertunterschieden. In unserem Fall haben wir zwei miteinander zu vergleichende
Stichproben, die nicht voneinander abhangig sind. Mit Hilfe des F-Testes wird zunachst
Uberprift, ob die beiden Varianzen homogen d.h. gleich oder ahnlich sind. Man berechnet

den Quotienten der Varianzen, wobei die groRere oben steht.

12 F — Ergebnis des F-Testes
F= o1— Varianz der Stichprobe 1
G2 o, — Varianz der Stichprobe 2

AnschlieRend wurde auf Signifikanz mit Hilfe des t-Test nach Student zweiseitig mit
ungepaarten Stichproben geprift. Es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 bzw.
0,01 gewahlt. Daraus ergab sich die Entscheidung, ob ein Ergebnis signifikant bzw.

hochsignifikant ist. Die Prufung erfolgte mit dem Programm Excel.

X 1-X2 NNz (Nq + Ny —2)
T= v
V(n1-1)SDys? + (N2-1)SDy22 Ny + Ny
>_<1 - Mittelwert 1 Ny - Anzahl der Messwerte 2
>_<2 - Mittelwert 2 SD,s - Standardabweichung von >_<1
ni - Anzahl der Messwerte 1 SD,, - Standardabweichung von >_<2
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3. Ergebnisse

3.1. Ermittlung der Bestrahlungsdosis

Um die Huminsauren hinsichtlich ihrer UV-B-protektiven Eigenschaften untersuchen zu
kénnen, musste zunachst die Strahlendosis ermittelt werden, die zu einer Schadigung der
U937-Zellen fuhrt, aber sie nicht vollstandig abtétet. Dazu wurden die U937-Zellen 20 s, 40 s
und 60 s lang mit UV-B-Strahlung in einem Abstand von 3 cm bestrahlt und 1 h, 24 h, 48 h
und 72 h lang im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und einer humiden Atmosphare inkubiert. In
der folgenden Abbildung 13 ist der Zusammenhang zwischen der Bestrahlungs- und

Postexpositionsdauer und der Zytotoxizitat dargestellt.
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Abb.13: Ausmal der Zytotoxizitat nach UV-B-Bestrahlung von U937-Zellen in Abhangigkeit

von der Bestrahlungsdauer und der Postexpositionszeit (>_< + SE; n11=3, Ny4n=3,

N4gh=3, N72n=3)

Bei der 1-stundigen Postexposition verlauft die CT-Kurve ganz leicht im negativen Bereich.
In dem gewahlten Dosisbereich der UV-B-Strahlen werden die Zellen in einer so kurzen
Postexpositionszeit nicht abgetotet, aber der Stoffwechsel durch die zugefuhrte Energie
angeregt. Erst einige Stunden nach der UV-B-Bestrahlung zeigt sich der zytotoxische Effekt.
Die U937-Zellen sterben ab. Die UV-B-Strahlen I6sen in den Zellen eine Nekrose aus.
Solche Veranderungen werden auch ausgelést, wenn die U937-Zellen einem
Sauerstoffmangel, extremen Temperaturen oder unphysiologischen Agenzien ausgesetzt

sind. Die CT-Kurven bei 24- und 48-stiindiger Postexposition verlaufen nahezu gleich. Die
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CT-Kurve bei 72-stindiger Postexposition zeigt den steilsten Anstieg. Bei einer
Bestrahlungsdauer von 60 s werden ca. 90 % der U937-Zellen abgetitet.

Die U937-Zellen sind eine Suspensionskultur mit einzeln schwimmenden oder in kleinen
Traubchen wachsenden, lose zusammengelagerten Zellen, die sich beim vorsichtigen
Schwenken der Suspension voneinander |6sen. Sie sind rund und besitzen je nach
Proliferationszustand eine einheitliche GroRe. Der Zellrand ist glatt und grenzt die Zellen
durch einen schwachen Kontrast vom Medium ab. Das Zellinnere ist homogen, kontrastarm
und durchscheinend. Altere oder apoptotische Zellen erscheinen kontrastreicher, etwas
kleiner und kompakter. Das Zellinnere ist kondensiert, und am Rand beginnen sich kleine
Blaschen zu formieren. Sie haben einen rauen Rand. Beim Absterben aufgrund eines
schadigenden oder toxischen Einflusses wie durch UV-B-Bestrahlung sind die Zellen
zunachst nach 3 bis 5 h sehr stark aufgeblaht und geschwollen, die Membranen platzen, und
das Zellinnere lauft aus. Im weiteren Verlauf schrumpfen die verbliebenen Zellteile durch die
osmotischen Einfliisse in sich zusammen, erscheinen kompakt, verklumpt und kontrastreich
und haben einen fransigen oder zerklifteten Zellrand. Teilweise sind Zellfragmente,
Bruchstlicke, abgeléste Membranstiicke und geschrumpfte Zellen zu erkennen. Die
morphologische Beurteilung des Zustandes der Zellen erfolgt unter Berlcksichtigung der
Zellzahl und Zelldichte sowie Uber die Beschreibung des Membranzustandes, der ZellgréRe

und der Kontrastvermehrung des Zellinneren.

Die UV-B-Strahlen fiilhren zu Entzindungsreaktionen und der Freisetzung von
Entziindungsmediatoren, wodurch die Zellen Flissigkeit einlagern. Nicht nur die Zelle selbst
ist ddematds geschwollen, sondern auch die Zellorganellen, wie z.B. die Mitochondrien. Der
Zellrand ist glatt abgegrenzt. Wahrend die unbestrahlten Zellen nicht vdllig kreisrund
erscheinen und manchmal auch etwas abgeflacht sind, sehen die bestrahlten Zellen prall
und geschwollen aus. Nach weiteren 1 bis 2 h beginnen die Membranen durch den
entstandenen Druck zu zerplatzen, und es tritt meist an einer Stelle Zytoplasma aus. In den
folgenden Stunden laufen die Zellen aus, Medium tritt ein und die Zellorganelle und
Membranbestandteile treten in die Losung tber. Das Zytoplasma kann sich verfliissigen oder
auch gerinnen. Durch die Membranschaden sind die FlUssigkeits- und Elektrolytverhaltnisse
gestort, die lonen- und Wasserpermeabilitat ist verandert. Es werden Mediatoren freigesetzt,
die das Entziindungsgeschehen aufrechterhalten und die anderen Zellen beeinflussen. Nach
24 h erscheinen die durch UV-B-Strahlung geschadigten U937-Zellen geschrumpft,
verkleinert, ohne scharfe Begrenzung und kontrastverstarkt. Man erkennt in der Losung
Zellfragmente wie z.B. Membranen und zerrissene, tote Zellen. Bei nekrotischen

Veranderungen treten zunachst keine typischen Kernveranderungen auf.
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3.2. Morphologische Veranderungen der U937-Zellen

Von den nekrotischen Verdnderungen durch UV-B-Strahlung sind die apoptotischen
Veranderungen abzugrenzen. Jelinek (2001) untersuchte die HS hinsichtlich ihrer
apoptoseinduzierenden Eigenschaften und fand, dass die U937-Zellen bei HS-Behandlung
apoptotische Veranderungen zeigen. Wenn U937-Zellen mit UV-B in Gegenwart von HS
bestrahlt werden, sind auch apoptotische Erscheinungen mdglich. Die Apoptose geht mit
spezifischen morphologischen Veranderungen des Zellkerns einher. Das Chromatin
kondensiert klumpenartig und lagert sich in den Randbereichen des Zellkernes an. Die Zelle
schrumpft, wobei die ersten charakteristischen Veranderungen vom Zellkern ausgehen. Die
Zellen scheinen zu brodeln (Zeiose), und es bilden sich kleine Blaschen (Protrusionen).
Diese enthalten Fragmente der Zelle, die durch eine Membran sauber vom Medium
abgegrenzt sind und dadurch keinen negativen Einfluss auf die Nachbarzellen haben. Die
anderen Zellen phagozytieren diese apoptotischen Kérperchen und nutzen die Bestandteile
fur den eigenen Stoffwechsel. Durch die Abkapselung behalten die Zellorganellen ihre
Struktur. In der folgenden Tabelle 2 und den Abbildungen 14, 15 und 16 sind die
morphologischen Merkmale der gesunden U937-Zellen denen der apoptotischen und

nekrotischen Zellen gegenlbergestellt.
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Tabelle 2: Morphologische Unterschiede zwischen apoptotischen, unbehandelten und
nekrotischen U937-Zellen

Apoptotische U937-Zellen

Unbehandelte U937-Zellen

Nekrotische U937-Zellen

¢ ohne feste Membran

e |6chrig

e Zusammengezogen, ver-
kleinert, geschrumpft

o zerfallen beim Schwenken
der Zellkulturflasche

e erscheinen dunkler und
kontrastreicher

e sind kleiner (ca. 1/3 so grof}
wie gesunde)

e nicht in Traubchen,
sondern einzeln
schwimmend

¢ keine klare Lésung unter

dem Mikroskop, sondern
mit Zellfragmenten
versetzt

e Zellen nicht rund, z.T. eckig

e schwer suspendierbar

e Membran nur schwer zu
erkennen

e Zellen undurchsichtig,
mit verdichtetem
Zytoplasma

¢ kleben zusammen, setzen
sich am Boden fest

e schwer zu zahlen, da nicht

eindeutig abgrenzbar

e grof}

e rund

e kontrastarm

e glatte Membran

e wachsen in Trauben

e lagern sich locker
zusammen

e leicht suspendierbar

e schwimmen in Lésung

e viel gréflier als apoptotische
Zellen

e Membran deutlich
erkennbar und
abzugrenzen

e Zellen durchscheinend

e zunachst grof3 und hell
¢ dann aufgeblanht,
geschwollen
¢ dulerst kontrastarm
e sehr locker
aneinanderhaftend oder
einzeln schwimmend
¢ haften nicht am Rand an
¢ nach einigen Stunden
platzen die Membranen
auf
o die integralen Bestandteile
werden freigesetzt
e Membranfetzen erscheinen
e das Zytoplasma tritt ins
Medium aus
¢ nach einigen weiteren
Stunden zerfallen die
Strukturen, die Zellen sind
nicht mehr als solche zu
erkennen
e es schwimmen Fragmente
in der Lésung, die
einen starken Kontrast

haben
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Abb.14: Darstellung der morphologischen Merkmale von wahrscheinlich apoptotisch
veranderten U937-Zellen nach 48-stindiger Postexposition mit Na-humat
(125 pg/ml) und einer UV-B-Bestrahlung von 360 J/m?, 160-fache VergrofRerung

Abb.15: Darstellung der morphologischen Merkmale von unbehandelten U937-Zellen
nach 48-stlindiger Inkubation (Zellkontrolle), 160-fache Vergréfierung

Abb.16: Darstellung der morphologischen Merkmale von nekrotischen U937-Zellen
nach 48-stlindiger Postexposition mit NH,-humat (250 ug/ml), 160-fache
VergréRerung
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3.3. Zytotoxizitat und UV-B-protektive Wirkung von natiirlich vorkommenden
Huminsduren

Die naturlich vorkommenden HS sollten auf ihre zytotoxischen Eigenschaften und ihre UV-B-

protektive Wirkung untersucht werden. Hierzu wurden die HS Altteicher Moor in drei ver-

schiedenen Aufbereitungsvarianten (HS Altteicher Moor Il und Ill), das Natrium- und das

Ammoniumsalz einer HS aus einem Moor bei Dierhagen (Na-humat, NHs-humat) und eine

kauflich erworbene HS Aldrich ausgewahit.

3.3.1. Huminsaure Altteicher Moor |
Die HS Altteicher Moor | wurde im Konzentrationsbereich bis zu 500 ug/ml auf ihre
zytotoxischen und UV-B-protektiven Effekte an U937-Zellen untersucht. Es wurden Exposi-

tionsdauern von 24 h und 48 h und die Versuchsanordnungen 1 und 2 ausgewabhit.
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Abb.17: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von HS Altteicher Moor |

auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=4)

Die HS Altteicher Moor | (Abb.17) zeigt im 24 h-Versuch keine zytotoxischen Effekte. Die
UV-B-PW ist sowohl in VA 1 als auch in der VA 2 nachweisbar. Die Kurve der UV-B-PW
steigt in VA 1 von ca. 0 % bei einer Konzentration von 7,8 ug/ml bis auf 100 % bei 500 pg/ml
konstant an. Die Kurve der UV-B-PW in der VA 2 steigt von 10 % bei 15,6 ug/ml bis auf 90 %
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bei 125 ng/ml konstant an. Im Konzentrationsbereich bis zu 500 ug/ml liegt die UV-B-PW in

der VA 2 zwischen 80 % und 90 %.
Die ermittelten UV-B-PCs, der HS Altteicher Moor | nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:31,4 pg/ml (19,6 — 50,5 pg/ml)
e VA2:40,7 ug/ml (28,9 — 57,2 ug/ml)
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Abb.18: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von HS Altteicher Moor |

auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=4)

Die HS Altteicher Moor | zeigt bei 48-stiindiger Exposition (Abb.18) eine sehr geringe CT von
bis zu 10 % bei Konzentrationen uber 125 pg/ml. Die UV-B-PW steigt in VA 1 von -5 % bei
einer Konzentration von 7,8 ug/ml auf Gber 80 % bei einer Konzentration von 125 ug/ml an.
In diesem Konzentrationsbereich zeigt die Substanz eine geringe CT, so dass kein
Ansteigen der UV-B-PW bis auf 100 % erfolgt. In VA 2 erreicht die UV-B-PW dagegen bei
250 ug/ml nahezu 100 %. Der Anstieg der UV-B-PW ist in VA 2 ahnlich dem in VA 1. Der
Kurvenverlauf ist leicht nach links verschoben, so dass der UV-B-protektive Schutz in VA 2
geringfligig besser ist.
Die ermittelten UV-B-PCsq der HS Altteicher Moor | nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:41,5 ug/ml (28,5 - 60,5 ug/ml)

e VA2:34,8 ug/ml (26,4 — 46,1 ug/ml)
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Die durch die UV-B-Strahlung geschadigten U937-Zellen weisen die typischen nekrotischen
Veranderungen auf. Sie erscheinen geschrumpft, eckig, mit rauen Oberflachen und
ausgelaufenen Zellbestandteilen. Sie sind z.T. in Bruchstlcke zerfallen. Die nicht vollstandig
nekrotischen Zellen (Konzentrationen zwischen 15,6 und 62,5 ug/ml) sind z.T. aufgeblaht,
vergroflert, einige auch deformiert. Bei hohen HS-Konzentrationen erscheinen die U937-

Zellen z.T. wie eingebettet. Die HS haben eine Tendenz, sich an den Oberflachen der Zellen

anzulagern.

3.3.2. Huminsaure Altteicher Moor Il
Die HS Altteicher Moor Il wurde im Konzentrationsbereich bis zu 500 pg/ml auf ihr
zytotoxisches und UV-B-protektives Verhalten untersucht. Dabei wurden in den

Versuchsanordnungen 1 und 2 ein 24- und ein 48-stiindiges Expositionsintervall ausgewanhlt.
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Abb.19: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HS Altteicher Moor Il auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 24-stindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

Die HS Altteicher Moor Il zeigt bei 24-stlindiger Exposition (Abb.19) praktisch keinen Anstieg
der CT im Konzentrationsbereich von 3,9 ug/ml bis 500 ug/ml. Sowohl in der VA 1 als auch
in der VA 2 zeigt sich eine gute UV-B-PW. Die Kurven verlaufen nahezu identisch und
zeigen im Konzentrationsbereich von 3,9 ug/ml bis 125 ug/ml einen konstanten Anstieg. Im

Konzentrationsbereich Uber 62,5 ug/ml verlauft die Kurve der VA 2 Uber der der VA 1. Sie
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steigt bei 500 ug/ml auf nahezu 100 % an, wahrend die Kurve der VA 1 erst bei 500 pug/ml

auf dber 90 % ansteigt.
Die ermittelten UV-B-PCs, der HS Altteicher Moor Il nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:34,8 ug/ml (25,4 — 47,8 pg/ml)
e VA2:29/1 ug/ml (24,2 — 35,1 ug/ml)
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Abb.20: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HS Altteicher Moor Il auf U937-Zellen (; + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=4)

Die zytotoxische Wirkung der HS Altteicher Moor Il ist auch nach 48-stlindiger Exposition
(Abb.20) gering und liegt bei Konzentrationen Gber 125 ug/ml um die 10 %. Die UV-B-PW ist
in VA 1 und VA 2 gleich. Sie steigt von 0 % bei einer Konzentration von 7,8 ug/ml auf Gber
80 % bei 125 ug/ml an. Im Konzentrationsbereich von 250 pg/ml bis 500 ug/ml liegt die UV-
B-PW in VA 2 bei 100 %. Die UV-B-PW in der VA 1 erreicht maximale Werte von ca. 90 %.

Dies korreliert mit der geringen CT von 10 %.
Die ermittelten UV-B-PCsq der HS Altteicher Moor Il nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:56,4 ug/ml (50,6 — 63,0 pg/ml)
e VA 2:48,5 ug/ml (37,1 — 63,4 ug/ml)

Die bestrahlten U937-Zellen zeigen bei niedrigen HS-Konzentrationen intensive nekrotische
Veranderungen. Die Zellen sind in ihre Fragmente zerfallen. Die Zellen kdnnen nicht mehr

klar von den ausgelaufenen Fragmenten abgegrenzt werden. Die Membranen sind zerrissen,
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zusammengefaltet und rau. Bei hohen HS-Konzentrationen zeigen die Zellen keine
strahlentypischen Veranderungen. Sie sind rund und glattrandig und erscheinen von den HS
umgeben. Die Zellen haben bei hohen HS-Konzentrationen einen intensiveren Kontrast,

eventuell farben sie sich gelblich oder braunlich an.

Die HS in den Aufarbeitungsvarianten | und Il aus dem Altteicher Moor unterscheiden sich
nicht in Bezug auf ihre Zytotoxizitadt und ihre UV-B-protektive Wirkung an U937-Zellen. Sie
zeigen auch nach 48-stlindiger Exposition bei Konzentrationen bis zu 500 ug/ml nur geringe
zytotoxische Effekte. Die Zellen bleiben unbeeintrachtigt und zeigen bei mikroskopischer
Betrachtung keine Anzeichen von Membranschaden. Sie erscheinen gesund und ihre
Morphologie weist im Vergleich zu den Kontrollzellen keine Unterschiede auf. Sie scheinen
in das HS-Gerlst eingebettet zu sein. Die UV-B-protektive Wirkung ist sehr gut. Die

Unterschiede der beiden HS und der Versuchsanordnungen sind nicht signifikant.

3.3.3. Huminsaure Altteicher Moor lli
Da sich die HS | und Il des Altteicher Moores in ihrem zytotoxischen und UV-B-protektiven

Verhalten nicht unterschieden, wurde zusatzlich eine dritte Variante ausgewahlt und die
Zytotoxizitat und die UV-B-Protektivitat im gleichen Konzentrationsbereich und einer 24-

stiindigen Exposition untersucht.
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Abb.21: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HS Altteicher Moor Il auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 24-stindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
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Die HS Altteicher Moor lIl (Abb.21) zeigt im Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml keine CT.
Die UV-B-PW ist in VA 2 wesentlich effektiver als in VA 1. In der VA 1 steigt sie von 0 % bei
15,6 pg/ml bis auf 90 % bei 500 pg/ml konstant an. In VA 2 ist der Anstieg im
Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis 62,5 ug/ml wesentlich steiler. Die UV-B-PW in der
VA 2 liegt bei 250 pg/ml und dartber bei 100 %.
Die ermittelten UV-B-PCs, der HS Altteicher Moor Il nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:124,5 pg/ml (97,7 — 158,5 pg/ml)

e VA 2:41,1 ug/ml ** (34,0 — 49,7 pug/ml)
In der VA 2 wird ein hochsignifikant (**) besserer UV-B-Schutz erzielt als in der VA 1.
Die U937-Zellen werden bei niedrigen HS-Konzentrationen vollstandig durch die UV-B-
Strahlung geschadigt. Die Zellen weisen wiederum die typischen morphologischen

Veranderungen wie Zelllyse, Auslaufen der Zellen und Fragmentierung auf.

3.3.4. Huminsaure Natriumhumat
Die HS aus dem Naturmoor in Dierhagen wurde hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat und ihrer UV-

B-protektiven Wirkung in 2 Versuchsanordnungen an U937-Zellen untersucht. Es wurden

Expositionsintervalle von 24 h, 48 h und 72 h ausgewahilt.
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Abb.22: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Na-humat auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
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Die CT-Kurve von Na-humat (Abb.22) verlauft in dem Konzentrationsbereich von 31,25 @ml
bis 500 ug/ml im negativen Bereich. Das bedeutet, dass die mit Na-humat inkubierten Zellen
ein besseres Wachstum oder einen verbesserten Stoffwechsel als die unbehandelten Zellen
aufweisen. Die Zugabe der Substanz flihrt dazu, dass der EZ4U-Test besser reduziert wird.
Die UV-B-protektive Wirkung in Anordnung 1 steigt im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml
von ca. —10 % auf ca. 100 % bei 500 pg/ml an.
Die Kurve der UV-B-protektiven Wirkung in Anordnung 2 zeigt den gleichen Anstieg, liegt
aber im Vergleich zur Kurve der VA 1 nach links und nach oben versetzt. Das Maximum
findet sich bei einer Konzentration von 250 pug/ml bei ca. 120 %.
Die ermittelten UV-B-PCs, von Na-humat nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:47,7 ug/ml (27,7 — 82,2 ng/ml)

e VA 2:30,2 ug/ml (23,1 — 39,4 ug/ml)
Die bestrahlten Zellen zeigen bei niedrigen HS-Konzentrationen intensive nekrotische
Veranderungen. Die Membranen sind zerrissen, die Zellen verklumpt und ausgelaufen. Bei
hohen HS-Konzentrationen sehen die Zellen morphologisch gesund aus. Sie weisen keine

Anzeichen von Membran- oder GrélRenveranderungen auf.
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Abb.23: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Na-humat auf U937-Zellen (; + SE) nach 48-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=6)
Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

Die Kurve der Zytotoxizitat liegt nach 48-stiindiger Exposition (Abb.23) knapp unter 0 % im

getesteten Konzentrationsbereich. Im Vergleich zu der CT-Kurve nach 24-stindiger
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Exposition verlauft sie aber nur leicht im Negativen. Das bedeutet, dass Na-humat
mdglicherweise einen wachstumsférdernden oder aktivierenden Effekt hat. Die UV-B-PW in
Anordnung 1 zeigt einen kontinuierlichen Anstieg von 15,6 ug/ml bis zu 500 ug/ml, wo die
Schutzwirkung etwa 100 % betragt. Die UV-B-PW in der Anordnung 2 steigt sehr steil bis auf
80 % bei einer Konzentration von 62,5 ug/ml an. Im Konzentrationsbereich bis zu 500 pg/ml
verlauft der Anstieg flacher und erreicht bei 500 pug/ml die 100 %.
Die ermittelten UV-B-PCs, von Na-humat nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA1: 79,4 ug/ml (61,9 — 101,8 pg/ml)

e VA2: 29,5 pug/ml ** (26,9 — 32,4 pug/ml)

Beim Na-humat ist der Unterschied in der UV-B-PW nach 48-stiindiger Exposition
hochsignifikant (**). In der VA 2 ist eine Konzentration von ca. 30 ug/ml ausreichend, um
eine 50 %ige UV-B-Schutzwirkung zu erreichen. Gibt man die HS zu den U937-Zellen in die
gleiche Losung ist die UV-B-Schutzwirkung schlechter.

Das morphologische Bild der bestrahlten U937-Zellen in der VA 1 ist verandert. Sie haben
eine etwas geringere Grole als die Kontrollzellen und erscheinen etwas kompakter. lhre
Anzahl und ihr Wachstum scheint nicht beeintrachtigt zu sein. Im Vergleich zu den Zellen in
der VA 2 sind sie intensiver angefarbt und kontrastreicher. Dies kann entweder durch eine

Anfarbung durch die HS oder durch Veranderungen im Zellinneren begriindet sein.
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Abb.24: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Na-humat auf U937-Zellen (; + SE) nach 72-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 72 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 72 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
Zytotoxizitat nach 72 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
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Das Na-humat besitzt im 72 h-Versuch (Abb.24) geringe bis mittlere zytotoxische Effekte.
Die Kurve verlauft relativ konstant bei ungefahr 20 bis 25 % im Konzentrationsbereich von
31,25 pg/ml bis zu 250 pg/ml. Bei 500 pg/ml steigt die Zytotoxizitat auf Uber 30 % an. Da die
Kurve keinen steilen Anstieg wie charakteristische CT-Kurven zeigt, sondern relativ
gleichmaRig parallel der x-Achse verlauft, liegt keine klassisch zytotoxische Wirkung zu
Grunde. Wahrscheinlicher ist die Annahme, dass das Na-humat die Proliferation der Zellen
beglinstigt und nach 72-stiindiger Exposition das normale Zellsterben bzw. Apoptose
einsetzt. Die UV-B-PW in Anordnung 1 liegt bei 15,6 pg/ml und 31,25 ug/ml unter der 0 %-
Grenze, was sich durch einen wachstumshemmenden Effekt von Na-humat erklaren wirde
bzw. eine proliferationsfordernde Wirkung in den ersten 48 h. Danach steigt die UV-B-PW
bei 250 pg/ml auf ca. 40 % an und verlauft dann konstant weiter. Auch hier ist der Einfluss
von Na-humat flr die relativ geringe Schutzwirkung entscheidend. Im Gegensatz dazu zeigt
die UV-B-PW der Anordnung 2 einen deutlichen Anstieg der Schutzwirkung auf 100 % bei
einer Konzentration von 125 ug/ml. In den héheren Konzentrationen bis zu 500 ug/ml steigt
die Kurve bis auf 110 % an.
Die ermittelten UV-B-PCs, von Na-humat nach 72-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:keine

e VA2:36,4 ug/ml (28,6 — 46,2 ug/ml)

Die Kurven der UV-B-PW von Na-humat der VA 1 verlaufen nach 24-stiindiger und nach 48-
stindiger Exposition identisch. Sie zeigen einen kontinuierlichen Anstieg im
Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu 500 pug/ml, wo die Schutzwirkung vor den UV-B-
Strahlen 100 % betragt. Im 72 h-Versuch verlauft die Kurve zundchst im negativen Bereich
und steigt auch bei einer Konzentration von 500 ug/ml nur bis auf 40 % an.

Die CT-Untersuchungen zeigen, dass Na-humat nach 24-stiindiger und 48-stlindiger
Exposition einen leicht wachstumsfordernden Effekt hat. Die Kurven verlaufen in beiden
Fallen im negativen Bereich. Die mit Na-humat behandelten Zellen weisen ein besseres
Wachstum als die Kontrollzellen auf. Anders verhielten sich die Zellen im 72 h-Versuch. Dort
verlief die CT-Kurve bei einer ungefahr 20 %igen CT. Das bedeutet, dass die mit Na-humat
behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen ein vermindertes Wachstum oder eine
verminderte Stoffwechselaktivitat zeigen. In Kombination mit den CT-Ergebnissen nach 24-
stindiger und 48-stindiger Exposition ist aber eher von einer verbesserten Proliferation
auszugehen. Da der naturliche Zellzyklus der U937-Zellen ca. 3 Tage betragt und sie
zunachst mit Na-humat schneller wachsen, sterben sie bei langerer Inkubation natirlich auch
etwas friher als die Kontrollzellen ab. Aus den Ergebnissen der CT und auch der UV-B-PW
in VA 1 nach 72-stundiger Exposition kann ein um einen Tag verkurzter Zellzyklus in

Gegenwart von Na-humat im untersuchten Konzentrationsbereich angenommen werden.
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Nur geringe Differenzen zeigen die UV-B-PW in der VA 2. Der Schutzeffekt steigt in den
Konzentrationen bis 62,5 ug/ml auf tber 80 % an und nimmt dann bei Konzentrationen bis zu

500 pg/ml Werte von ca. 100 % an.

Das Na-humat hat nach Jelinek (1996) zytotoxische Effekte. Nach 1-stiindiger Exposition ist
die CCsy 4160 ug/ml und nach 24 h 660 ug/ml. Die CT des Na-humat war in unseren
Versuchen geringer, eine 50 % CT konnte nicht ermittelt werden. Allerdings kdnnten die
Ergebnisse nach 72-stiindiger Exposition auch darauf hindeuten, dass die Substanz nicht
vollig untoxisch ist. Jelinek fand, dass sich selbst bei einer mit dem EZ4U-Test ermittelten
100 % CT noch einige Zellen mit Trypanblau anfarben lieRen. Sie sahen gesund und vollig
unverandert aus und lebten noch. Aufierdem konnte gezeigt werden, dass Na-humat eine
Wachstumshemmung der U937-Zellen bewirkt. Dies kdnnte erklaren, weswegen der UV-B-
Schutz in den VA 1 schlechter ist als in der VA 2. Die UV-B-Strahlung wird zwar genauso gut
abgeblockt, aber die Zellen sind in der HS-Ldsung in ihrem Wachstum behindert.

3.3.5. Huminsdure Ammoniumhumat
Die zweite aus dem Naturmoor bei Dierhagen stammende HS wurde ebenfalls auf ihre

Zytotoxizitat und ihre UV-B-protektive Wirkung in zwei Versuchsanordnungen untersucht. Als

Expositionszeiten wurden 24 h, 48 h und 72 h getestet.

120

100 | i P |
< 80 —e—UV-B-PW (1)
5 60 -
Q ——UV-B-PW (2)
z
a 40 HS-Zytotoxizitat
>
2 20

0 - /
'20 T T LA B B B N T T LA N | T T LI B B
1 10 100 1000

Ammoniumhumat (ug/ml)

Abb.25: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Ammoniumhumat auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 24-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=4)
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NHs;-humat (Abb.25) zeigt einen konzentrationsabhangigen Anstieg der CT. Im
Konzentrationsbereich bis zu 31,25 pg/ml ist NHs-humat im 24 h-Versuch nicht zytotoxisch.
Danach steigt die CT bis auf Uber 50 % bei einer Konzentration von 500 ug/ml an. Die
ermittelte CCs, betragt 242,5 ug/ml.

In der VA 1 zeigt die Kurve der UV-B-PW einen Anstieg bis zu ca. 35 % und fallt dann in den
hdéheren Konzentrationsbereichen bis 500 pug/ml wieder ab. Der Abfall begrindet sich mit

dem Anstieg der CT in diesem Konzentrationsbereich.
In der VA 2 steigt die Kurve der UV-B-PW ab einer Konzentration von 7,8 ug/ml sehr steil bis

auf ca. 90 % bei einer Konzentration von 62,5 ug/ml an und verlauft dann konstant weiter.
Der maximale UV-B-protektive Schutz ist bei einer Konzentration von 62,5 ug/ml erreicht.
Die ermittelten UV-B-PCso von Ammoniumhumat nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:keine

e VA2:21,6 ug/ml (17,1 — 27,4 ug/ml)
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Abb.26: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Ammoniumhumat auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=7)
Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

NH4-humat besitzt auch nach 48-stindiger Exposition (Abb.26) eine zytotoxische Wirkung
auf die U937-Zellen. Dabei liegt die ermittelte zytotoxische Wirkung bei einer Konzentration
von 15,6 ug/ml unter 20 % und steigt dann auf Uber 60 % in den Konzentrationsbereichen

groRer 125 pug/ml an. Die ermittelte CCs ist 88,4 ug/ml. Dabei zeigt der zytotoxische Effekt
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im Konzentrationsbereich von 125 bis 500 pug/ml keine weitere Zunahme. Der zytotoxische
Effekt spiegelt sich auch in der Kurve der UV-B-PW der VA 1 wieder. Diese verlauft im
Konzentrationsbereich von 7,8 pug/ml bis zu 250 pg/ml unter 40 % nahezu konstant und fallt
dann bei 500 pg/ml ab. Dabei Uberlagern bzw. potenzieren sich die zellschadigenden
Wirkungen der Bestrahlung mit UV-B-Licht und der Eigenzytotoxizitat von NH;-humat. Es ist
maoglich, dass die geringe Zytotoxizitat der HS bei niedrigen Konzentrationen durch eine UV-
B-Bestrahlung erhoht wird bzw. die Strahlen bei vorgeschadigten Zellen eine groRere
Schadwirkung haben. Die toxische Strahlenwirkung dominiert im Konzentrationsbereich bis
31,25 ug/ml, die CT von NH4;-humat im Bereich bis 500 ug/ml.
In der VA 2 zeigt sich, dass NH,-humat in der Konzentration von 7,8 ug/ml noch keinen UV-
B-protektiven Effekt besitzt. Dieser nimmt bei héheren Konzentrationen stark zu und betragt
ab einer Konzentration von 62,5 ng/ml ca. 100 %.
Die ermittelten UV-B-PCso von Ammoniumhumat nach 48-stlindiger Exposition sind:

e VA 1:keine

e VA2:152 ug/ml (13,8 — 16,8 ug/ml)
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Abb.27: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Ammoniumhumat auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 72-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 72 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 72 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 72 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

NHs-humat weist im 72 h-Versuch (Abb.27) nahezu die gleiche CT-Kurve wie im 48 h-

Versuch auf. Die CT steigt bis zu einer Konzentration von 125 ug/ml bis auf Uber 60 % an
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und bleibt bis zu 500 png/ml nahezu konstant. Die ermittelte CCs liegt bei 81,5 ng/ml. Die UV-
B-PW in VA 1 liegt bei einer Konzentration von 15,6 pg/ml bei ungefahr 10 %, steigt dann auf
Werte Uber 30 % an. Im Konzentrationsbereich Uber 62,5 ug/ml schwankt die Kurve der UV-
B-PW zwischen 10 % und 30 %. Die Schwankungen liegen in den toxischen Effekten der
UV-B-Strahlung und der CT von NH4-humat begriindet.
Die UV-B-PW von NHj-humat konnte in der VA 2 nachgewiesen werden. Auch im 72 h-
Versuch steigt die Kurve von 0 % bei einer Konzentration von 7,8 ug/ml auf ca. 100 % ab
einer Konzentration von 62,5 pug/ml an.
Die ermittelten UV-B-PCso von Ammoniumhumat nach 72-stlindiger Exposition sind:

e VA 1: keine

e VA 2:18,7 ug/ml (16,0 — 21,8 ug/ml)

Die CT von NHs-humat nimmt mit steigender Expositionsdauer zu. Im 24 h-Versuch nimmt
die CT konzentrationsabhangig zu und erreicht erst im Konzentrationsbereich tber 250 pg/ml
die 50 %-Grenze. Die CT bei 48- und 72-stindiger Exposition ist nahezu identisch, steigt
aber im untersuchten Konzentrationsbereich bis 500 pug/ml nicht Gber 70 % an, sondern
verlauft ab einer Konzentration von 125 ug/ml nahezu konstant.
Die ermittelten CCso von Ammoniumhumat sind:

e VA 4 nach 24-stiindiger Exposition: 242,5 ug/ml (154,2 — 381,5 ug/ml)

¢ VA 4 nach 48-stiindiger Exposition: 88,4 ug/ml (58,0 — 134,7ug/ml)

¢ VA 4 nach 72-stlindiger Exposition: 81,5 ug/ml (67,9 — 97,7 ug/ml)

Die UV-B-PW erreicht in der VA 1 nach 24-, 48- und 72-stiindiger Exposition nicht die
Grenze 50 %iger Zytotoxizitat. Die Kurven spiegeln die zytotoxischen Effekte von NH4-humat
und die der UV-B-Strahlung wieder. In den niedrigen Konzentrationen bis 62,5 ug/ml wird die
Zytotoxizitat eher durch die Strahlung verursacht; in den héheren Konzentrationen grofier
62,5 pg/ml steht die Toxizitdt der Huminsaure im Vordergrund. Eventuell ist die Substanz-
toxizitat auf bestrahlte U937-Zellen noch etwas groRer als auf unbestrahlte Zellen.

In der VA 2 kann nach 24-, 48- und 72-stiindiger Exposition die UV-B-protektive Wirkung
gezeigt werden. Die Kurven verlaufen sehr &hnlich. Sie steigen im Konzentrationsbereich
zwischen 7,8 pg/ml und 125 pg/ml von 0 % auf knapp 100 % an und verlaufen dann konstant
weiter.

NH4-humat besitzt zytotoxische Effekte. Die bestrahlten und mit NHs;-humat behandelten
U937-Zellen zeigen morphologische Veranderungen, die nicht immer eindeutig einem der
beiden schadigenden Einflisse zugeordnet werden koénnen. Wahrend die

strahlengeschadigten U937-Zellen bei niedrigen HS-Konzentrationen zerfallen und lysiert
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sind, zeigen die durch die HS geschadigten Zellen eher Schrumpfungen, Verklumpungen
und eine Kondensation. Wenige Zellen sehen noch rund und glatt aus. Die meisten zeigen
Abflachungen und haben eine eckige Form. Einige sind zusammengezogen oder zerfallen.
Die HS ist im hdheren Konzentrationsbereich nach Inkubation nicht mehr vollig gelost,

sondern erscheint unter dem Mikroskop gerustartig.

3.3.6. Huminsaure Aldrich
Die HS Aldrich wurde auf ihre zytotoxische und ihre UV-B-protektive Wirkung in zwei ver-

schiedenen Versuchsanordnungen untersucht. Es wurde der 24- und der 48-stlindige

Expositionszeitraum getestet.

160

140

120 -

100 ——UV-B-PW (1)

——UV-B-PW (2)

80

60 HS-Zytotoxizitat

UV-B-PWICT (%)

40 -

20 -

o T T T T T T T L B T T T T
1 10 100 1000

HS Aldrich (pg/ml)

Abb.28: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HS Aldrich auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 24-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

Die HS Aldrich (Abb.28) ist im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu 500 ug/ml véllig

untoxisch.
Die UV-B-PW ist in der VA 1 nachweisbar. Sie steigt ab einer Konzentration von 15,6 ug/ml

bis zu einer Konzentration von 125 pug/ml an und verlauft dann konstant. Die maximale UV-B-
PW liegt in der VA 1 bei 80 %.

In der VA 2 steigt die Kurve der UV-B-PW bereits ab einer Konzentration von 7,8 ug/ml an.
Bei 62,5 ug/ml erreicht sie ca. 100 %, steigt in den Konzentrationen von 125 ug/ml bis 250

ug/ml auf ca. 120 % und sinkt bei 500 ug/ml wieder auf ca. 90 % ab. Insgesamt ist die Kurve
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der UV-B-PW der VA 2 nach links und nach oben gegeniber der der VA 1 verschoben, was
auf einen effektiveren Schutz in der VA 2 hinweist.
Die ermittelten UV-B-PCs, der HS Aldrich nach 24-stlindiger Exposition sind:
e VA 1:51,2 ug/ml (38,7 — 68,6 ug/ml)
e VA2:23,2 pug/ml* (18,4 — 29,2 ug/ml)
Der UV-B-Schutz ist in der Anordnung 2 signifikant (*) besser als in der Anordnung 1.
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Abb.29: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HS Aldrich auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

Die HS Aldrich zeigt nach einer 48-stlindigen Exposition (Abb.29) sehr geringe zytotoxische
Wirkung auf U937-Zellen. Sie liegt bei einer Konzentration von 500 pg/ml zwischen 10 % und
15 %.

Die UV-B-PW in VA 1 steigt ahnlich wie nach der 24-stiindigen Exposition zwischen 15,6 und
125 pg/ml auf ungefahr 80 % an. Der maximale UV-B-Schutz erreicht bei einer Konzentration
von 500 pug/ml ca. 90 %.

Die UV-B-PW in VA 2 steigt zwischen 7,8 ug/ml und 125 pg/ml auf 100 % an und verlauft
dann mit einem leichten Abfall bis auf 95 %. Auch in der VA 2 Iasst sich die bessere UV-B-

PW in VA 2 gegenuber VA 1 zeigen. Der Unterschied ist nicht so deutlich wie nach 24-

stindiger Exposition.
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Die ermittelten UV-B-PCs, der HS Aldrich nach 48-stlindiger Exposition sind:

e VA 1:44,3 ug/ml (39,6 — 49,5 ug/ml)

o VA2:26,3 ng/ml* (21,0 — 33,0 ug/ml)
In beiden untersuchten Expositionsintervallen ist die UV-B-PW in der VA 2 signifikant (*)
besser als in der VA 1. Da die HS Aldrich in Lésung eine aufgeschlammte, tribe Ldsung
bildet, kdnnte es sein, dass ein Teil der Strahlung in der VA 2 durch kleine Partikel gestreut
oder reflektiert wird. Dieser UV-B-protektive Effekt stellt die Grundlage der physikalischen
Schutzwirkung dar. Eine geringe Bestrahlung bzw. langerwellige Anteile kénnen eine

Anregung des Wachstums und des Stoffwechsels bewirken.
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3.4. Zytotoxizitat und UV-B-protektive Wirkung von synthetisch hergestellten
Huminsduren

Neben den natlrlich vorkommenden HS kann man HS auch auf synthetischem Wege
herstellen. Dazu polymerisiert man die monomeren Ausgangsverbindungen nach einer
speziellen Vorschrift und erhalt durch Variation der zugegebenen Laugen, z.B. Natronlauge
oder Kalilauge, die verschiedenen Salzformen. Die Strukturen der hergestellten
Verbindungen hangen von den Ausgangssubstanzen wie z.B. der Kaffeesadure oder
Hydrokaffeesaure, den Polymerisationsbedingungen und den zugegebenen Basen ab. So

mussen bestimmte Temperaturen und pH-Werte eingehalten werden.

3.4.1. Kaffeesaure-Oxidationsprodukt, Na-Salz (Na-KOP)

Na-KOP wurde hinsichtlich seiner Zytotoxizitat und seiner UV-B-protektiven Eigenschaften
an U937-Zellen nach 24-, 48- und 72-stindiger Exposition untersucht. Die
Versuchsanordnungen der UV-B-PW wurden variiert, um den Mechanismus der UV-B-
Schutzwirkung charakterisieren zu kénnen. Dabei wurden zum einen die Zellen und die HS
getrennt voneinander pipettiert und zum anderen der Zeitpunkt verandert, an dem die HS
zugegeben wurden. Werden die HS erst nach der Bestrahlung hinzupipettiert, schliel3t man
UV-B-Schutzeffekte durch eine absorptive Wirkung aus. Es kommen praktisch nur
pharmakologische Wirkungen, wie z.B. antientzindliche, antioxidative oder membran-
stabilisierende, in Betracht. Werden die HS zuerst bestrahlt und erst im Anschluss mit den
Zellen versetzt, kann man prifen, ob sich die HS bei Bestrahlung verdndern und sich

moglicherweise zytotoxische Abbauprodukte bilden.

Wie in Abbildung 30 dargestellt, liegt die CT von Na-KOP nach 24-stiindiger Exposition im
Konzentrationsbereich von 15,6 pg/ml bis 250 ug/ml zwischen 10 % und 15 %. Bei 500 pg/ml
steigt die CT auf Uber 25 % an. Die UV-B-PW in VA 1 steigt steil im Konzentrationsbereich
von 15,6 pg/ml und 125 ug/ml an. Sie erreicht bei 125 pg/ml bis 250 ug/ml tber 100 % und
fallt dann auf ca. 100 % wieder ab.

Die UV-B-PW in VA 2 steigt ebenfalls sehr steil im Bereich von 15,6 ug/ml und 125 ug/ml bis
auf 110 % an und fallt dann bei 500 ug/ml wieder auf 95 % ab. Die Kurve der UV-B-PW in
der VA 3 schwankt zwischen —10 % bei 15,6 pg/ml und 20 % bei 500 pg/ml. Man kann aber
keine UV-B-protektive Wirkung ableiten. In der VA 5 dagegen ist ein sehr effektiver UV-B-
Schutz nachweisbar. Die UV-B-PW steigt von 0 % bei einer Konzentration von 7,8 ug/ml auf
Uber 120 % bei 250 ug/ml an. Insgesamt verlauft die Kurve in der VA 5 Uber denen der VA 1
und 2. Die CT-Kurve der VA 6 ist im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu 62,5 pg/ml

mit der der VA 4 identisch. Danach steigt sie etwas mehr an als die Kurve der VA 4. Bei
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einer Konzentration von 500 ug/ml werden CT-Werte von lber 30 % erreicht. Es ist aber

davon auszugehen, dass sich keine zytotoxischen Abbauprodukte gebildet haben.
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Abb.30: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Na-KOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=5)

UV-B-PW (3): 24 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=4)

UV-B-PW (5): 24 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=3)

Photostabilitat der HS (n=6)

Die ermittelten UV-B-PCs, von Na-KOP nach 24-stiindiger Exposition sind:
e VA 1:354 pug/ml (31,6 — 39,7 ug/ml)
e VA 2:40,4 ug/ml (35,4 — 46,2 ug/ml)
e VAS5: 25,8 ug/ml (21,4 — 31,1 pg/ml)

Jelinek (1996) untersuchte die Zytotoxizitat von KOP an U937-Zellen mit dem EZ4U-Test
und ermittelte eine CCsy nach 1-stiindiger Exposition von 210 ug/ml und nach 24-stindiger
Exposition von 200 pg/ml. In unseren Versuchen zeigte sich nur ein Anstieg der CT bis auf
maximal 30 % bei 500 pg/ml und 24-stiindiger Exposition. Das von mir hergestellte Na-KOP
erwies sich als untoxischer, besitzt aber dennoch geringe zytotoxische Effekte. Jelinek fand,
dass KOP eine Wachstumshemmung der U937-Zellen bewirkt. In diesem Sinne kénnte man
auch die Effekte unseres Na-KOP deuten, weil die Kurve der CT nur allmahlich ansteigt und

nicht den typischen sprunghaften, sigmoiden Verlauf zeigt.
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Die morphologischen Veranderungen der Zellen unter dem Einfluss von Na-KOP deuten
auch eher auf wachstumshemmende und nur geringe zytotoxische Effekte hin. Die Zellen
erscheinen bei hohen HS-Konzentrationen im allgemeinen noch intakt. Zellbruchsticke
treten nur ganz vereinzelt auf. Die Zellen erscheinen kontrastreicher, was aber auch durch
die Anfarbung durch die braune HS bedingt sein kann. Die Membranen sind nicht glattrandig,
sondern etwas zerfurcht. Die Zellen haben z.T. Ecken und kleine Ausstlilpungen und sind

insgesamt kleiner als die Kontrollzellen.
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Abb.31: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Na-KOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (3): 48 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (5): 48 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=5)

Die CT (Abb.31) von Na-KOP liegt nach 48-stiindiger Exposition bei einer Konzentration von
15,6 ug/ml bei 15 %, steigt dann bei 62,5 ng/ml auf tber 30 % an und verlauft dann bis zu
500 pg/ml annahernd gleichbleibend. Die UV-B-PW in der VA 1 steigt bei 31,25 ug/ml auf
knapp 50 % an und verlauft dann konstant bei 50 % bis 55 % bis zu 250 ug/ml. Anschlief3end
fallt sie bei 500 ug/ml auf 40 % wieder ab. Eine deutliche UV-B-Schutzwirkung lasst sich in
der VA 2 nachweisen. Man findet einen steilen Anstieg der UV-B-PW im
Konzentrationsbereich von 15,6 pg/ml bis zu 62,5 ug/ml von 0 % bis auf 90 %. Bei héheren
Konzentrationen bleibt der UV-B-Schutz bestehen. In der VA 3 konnte keine UV-B-PW

59



nachgewiesen werden. Die ermittelte Kurve verlauft im gesamten Konzentrationsbereich von
15,6 ug/ml bis zu 500 pug/ml entlang der 0 %-Linie. In der VA 5 ist ein guter UV-B-Schutz
nachweisbar. Die Kurve steigt bis auf 75 % bei einer Konzentration von 125 ug/ml an. Bei
500 pg/ml erreicht sie ihren maximalen UV-B-Schutz mit ca. 85 %. Die Kurve der VA 5
verlauft im Konzentrationsbereich von 62,5 pug/ml bis zu 500 pg/ml zwischen denen der VA 1
und 2. Die ermittelten UV-B-PCs5, von Na-KOP nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA1:62,7 ug/ml (39,5 — 99,4 ng/ml)

e VA 2:35,9 ug/ml (28,6 — 45,2 ug/ml)

e VAb:70,8 ug/ml (38,9 — 129,0 pg/ml)
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Abb.32: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

Na-KOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 72-stiindiger Exposition
UV-B-PW (1): 72 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 72 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 72 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=5)
UV-B-PW (3): 72 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (5): 72 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Die CT wvon Na-KOP (Abb.32) nach 72-stindiger Exposition betragt im
Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml und 250 ug/ml ca. 20 % und steigt bei 500 pg/ml auf

Uber 30 % an.
Die UV-B-PW in VA 1 zeigt einen flachen Anstieg von 0 % auf Uber 40 % im

Konzentrationsbereich von 15,6 pug/ml bis zu 500 pg/ml.

60



Die UV-B-PW in VA 2 steigt von 0 % bei 7,8 ng/ml auf 80 % bei 250 ug/ml allmahlich an und
bleibt dann bis zu 500 ug/ml auf dem 80 %-Niveau.

In der VA 3 ist auch nach der 72-stiindigen Exposition keine UV-B-protektive Wirkung
nachweisbar. Die Kurve verlauft im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu 250 ug/ml
entlang der 0 %-Linie und steigt bei 500 pg/ml auf 10 % an.

Die Kurve der UV-B-PW in der VA 5 =zeigt einen sehr steilen Anstieg im
Konzentrationsbereich von 15,6 pg/ml bis zu 125 pg/ml von 0 % auf 75 %. Danach fallt die
UV-B-PW wieder steil ab bis auf 30 % bei 500 ug/ml.

Die ermittelten UV-B-PCsq von Na-KOP nach 72-stliindiger Exposition sind:
e VA 1:keine
e VA 2:48,8 ug/ml (35,3 — 66,5 ng/ml)
e VA5:51,0 ug/ml (35,4 — 73,3 pg/ml)

Die Kurven der CT von Na-KOP zeigen nach 24-, 48- und 72-stindiger Exposition einen
leichten Anstieg von 15,6 ug/ml bis zu 500 pg/ml. Der flache Verlauf der CT-Kurve |asst eher
auf einen wachstumshemmenden als einen zytotoxischen Effekt schlieRen. Die Kurvenziige
scheinen bei zunehmender Inkubationsdauer um 5 % bis 10 % nach oben verschoben zu
sein. Auch die morphologischen Betrachtungen der U937-Zellen deuten auf keine massiven
zytotoxischen Effekte hin. Die HS bewirkt, dass die Zellen etwas kleiner und vor allem
kontrastreicher erscheinen. Sie haben nicht mehr die lose Traubchenstruktur, sondern
scheinen durch die HS bei héheren Konzentrationen regelrecht fixiert zu sein. Auch beim
leichten Schwenken schwimmen sie nicht lose in der Lésung. Die Membranen sind dunkler
und die Zellen generell etwas eckiger.

Entsprechend der mittelgradigen zytotoxischen Effekte flachen die Kurven der UV-B-PW in
der VA 1 bei zunehmender Inkubationsdauer nach unten ab. Der maximale UV-B-protektive
Schutz liegt nach 24-stindiger Exposition bei Uber 100 %, nach 48-stiindiger Exposition liegt
er unter 80 % und nach 72-stundiger Exposition unter 50 %.

Dagegen lasst sich die UV-B-PW in der VA 2 gut nachweisen. Nach 24- und 48-stindiger
Exposition zeigen die Kurven einen steilen Anstieg auf Uber 100 %. Nach 72-stlindiger
Exposition ist nur ein etwas flacherer Anstieg bis auf 80 % zu sehen.

In der VA 3 konnte keine UV-B-PW nachgewiesen werden. Je nach CT von Na-KOP und der
Konzentration schwanken die Werte um die 0 %-Marke. Wenn die U937-Zellen durch die
UV-B-Strahlen geschadigt sind, kann die Schadigung durch die Zugabe von Na-KOP nicht

mehr behoben werden.
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Eine gute UV-B-PW hat sich in der VA 5 gezeigt. Der Schutz ist etwas effektiver als in der
VA 1. Auch in dieser Anordnung ist der leicht zytotoxische Effekt von Na-KOP zu

beobachten.

3.4.2. Kaffeesaure-Oxidationsprodukt, K-Salz (K-KOP)
K-KOP wurde auf seine zytotoxischen und UV-B-protektiven Eigenschaften in insgesamt drei
verschiedenen Versuchsanordnungen nach 24-stindiger Exposition untersucht. Zusatzlich

wurde K-KOP bestrahlt und mit Zellen versetzt, um auf zytotoxische Abbauprodukte zu

prufen (VA 6).
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Abb.33: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

K-KOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stiindiger Exposition
UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
Photostabilitat der HS (n=3)

K-KOP (Abb.33) zeigt im 24 h-Versuch leichte zytotoxische oder wachstumshemmende

Eigenschaften im Konzentrationsbereich Uber 62,5 ug/ml. Die Kurve verlauft unterhalb von

20 %iger CT.
Die Kurve der UV-B-PW in der VA 1 steigt im Konzentrationsbereich von 7,8 pug/ml bis zu

125 pg/ml von 0 % auf eine 95 %ige Schutzwirkung an. Danach fallt sie auf unter 70 % bei
einer Konzentration von 500 pg/ml wieder ab. Dieser Abfall der UV-B-PW liegt in der
ungefahr 20 %igen CT von K-KOP bei dieser Konzentration begrindet. Die UV-B-PW in der

VA 2 steigt im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu 125 pug/ml steil an und erreicht
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fast 100 %. AnschlielRend verlauft sie bis zu 500 ug/ml bei 100 % konstant. Der Anstieg der
Kurve in VA 2 ist steiler als der in VA 1, der Schnittpunkt beider Kurven liegt bei ca. 40 %iger
UV-B-PW.
Die ermittelten UV-B-PCs, von K-KOP nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:38,6 ug/ml (35,6 — 41,9 ug/ml)

e VA2:40,4 ug/ml (39,1 — 41,8 ug/ml)

In der VA 6 wurde das K-KOP zuerst mit UV-B-Strahlung bestrahlt und erst danach mit
U937-Zellen inkubiert. Die CT-Kurve der VA 6 verlduft ganz leicht unterhalb der CT-Kurve
der VA 4. Es ist ein leichter Anstieg der CT im Konzentrationsbereich von 125 ug/ml bis 500
ug/ml zu sehen. Insgesamt liegt die CT nicht Uber 15 %. Das K-KOP wird durch Bestrahlung

nicht aktiviert, und es lassen sich keine zytotoxischen Abbauprodukte nachweisen.

3.4.3. Kaffeesaure-Oxidationsprodukt, Ammonium-Salz (NH;-KOP)
Das NH;-KOP wurde in der gleichen Weise wie das K-KOP bezliglich seiner zytotoxischen

und seiner UV-B-protektiven Eigenschaften sowie auf UV-B-Stabilitat untersucht.
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Abb.34: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

NH4-KOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
Photostabilitat der HS (n=3)
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NH4-KOP zeigt nach 24-stiindiger Exposition (Abb.34) schwach stoffwechselaktivierende
Effekte auf die U937-Zellen. Die Kurve verlduft im negativen Bereich im
Konzentrationsbereich von 15,6 pug/ml bis 500 pg/ml. Die UV-B-PW in VA 1 steigt von 0 %
bei 3,9 ug/ml auf tber 130 % bei 250 ug/ml kontinuierlich an. Das Ansteigen auf Gber 100 %
liegt moglicherweise in der Stoffwechselaktivierung von NH4;-KOP begriindet. Es hat sich
gezeigt, dass beim Versetzen von HS mit stickstoffhaltigen Verbindungen, der Stickstoff z.T.
in das HS-GerUst eingebaut wird und diese Verbindungen modifizierte Eigenschaften im
Vergleich zu den stickstofffreien Verbindungen aufweisen. Die UV-B-PW in VA 2 zeigt
nahezu den gleichen Verlauf wie in VA 1 im Konzentrationsbereich von 7,8 ug/ml bis zu 62,5
ug/ml. Bei héheren Konzentrationen bis 500 pug/ml verlauft die Kurve der VA 2 deutlich unter
der von VA 1. Sie erreicht UV-B-protektive Werte zwischen 90 % und 100 %.
Die ermittelten UV-B-PCso von NH,-KOP nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:30,4 ug/ml (27,7 — 33,3 ug/ml)

e VA2:24,9 ug/ml (20,1 - 30,8 ug/ml)
Die CT-Kurve der VA 6 verlauft leicht oberhalb der CT-Kurve der VA 4. Sie verlauft entlang
der 0 %-Linie. Das NH4-KOP zeigt nach UV-B-Bestrahlung keine zytotoxischen Effekte. Es

werden also keine zytotoxischen Abbauprodukte gebildet.

3.4.4. Hydrokaffeesdure-Oxidationsprodukt, Na-Salz (HYKOP)

Das HYKOP wurde nach 24-, 48- und 72-stindiger Exposition bezlglich der Zytotoxizitat und
der UV-B-protektiven Wirkung getestet. Dabei wurden analog zum Na-KOP noch einige
zusatzliche Versuchsvariationen aufgenommen, um die Fragen nach dem mdglichen

Mechanismus der UV-B-protektiven Wirkung und der UV-B-Stabilitat zu untersuchen.
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Abb.35: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HYKOP auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 24-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=4)

UV-B-PW (3): 24 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=5)

UV-B-PW (5): 24 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=3)

Photostabilitéat der HS (n=3)

HYKOP (Abb.35) zeigt im Konzentrationsbereich von 62,5 pg/ml bis 500 ug/ml
wachstumsfordernde bzw. stoffwechselaktivierende Effekte. Die CT-Kurve verlduft im
negativen Bereich bis zu =30 % bei 500 ug/ml. In gleicher Weise verlauft die CT in der VA 6,
die ebenfalls bis auf —30 % abfallt. HYKOP erfahrt durch die Bestrahlung mit UV-B-Licht

keine Veranderung im Sinne einer CT-Zunahme.
Die CT-Kurve fallt auf —30 % ab, und die Kurve der UV-B-PW in der VA 1 steigt bis auf

ungefahr 130 % an. Der stoffwechselaktivierende Effekt zeigt sich in beiden VA. Der Anstieg
erfolgt sehr steil von 10 % auf Gber 130 % im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis 250
pg/ml. Die UV-B-PW der VA 2 steigt bis zu einer Konzentration von 125 ug/ml in gleicher
Weise an bis auf 100 %. Die Kurve der VA 1 liegt bei 250ug/ml deutlich Uber der der VA 2,
was den aktivierenden Effekt des HYKOP noch einmal unterstreicht. Die Kurve der UV-B-PW
in der VA 5 steigt sehr steil von 0 % bei einer Konzentration von 15,6 pug/ml auf Gber 150 %
bei 250 ug/ml an. Damit verlauft die Kurve der VA 5 Uber der der VA 1 und 2. In der VA 3 ist
ein leichter Anstieg der UV-B-PW von —-20 % bei 15,6 pug/ml auf ca. 25 % bei 500 pg/ml zu

65



sehen. Auch hier fihren wir den Anstieg, d.h. das verbesserte Wachstum der behandelten

Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen, auf den wachstumsfordernden oder

stoffwechselaktivierenden Effekt des HYKOP zurick.

Die ermittelten UV-B-PCs, von HYKOP nach 24-stiindiger Exposition sind:
e VA1:37,9 ug/ml (21,9 — 65,6 ng/ml)
e VA2:44.4 ug/ml (34,3 — 57,5 ug/ml)
e VAS5: 34,3 ng/ml (22,8 — 51,5 pg/ml)
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Abb.36: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HYKOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (3): 48 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (5): 48 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=4)

HYKOP zeigt nach 48-stundiger Exposition (Abb.36) keine zytotoxische Wirkung. Die Kurve
verlauft bei =5 % bis —10 % im negativen Bereich bei Konzentrationen von 15,6 ug/ml bis
250 pg/ml.

Die UV-B-PW in VA 1 steigt von 0 % bei 15,6 ug/ml auf 95 % bei 250 pg/ml. Die Kurve der
UV-B-PW in VA 2 verlauft deutlich oberhalb der der VA 1. Die UV-B-PW steigt in VA 2 linear
von 0 % bei 15,6 ng/ml auf 125 % bei 125 pg/ml an.

In der VA 3 ist keine UV-B-PW nachweisbar. Die Kurve verlauft ab einer Konzentration von

125 pg/ml im negativen Bereich. In der VA 5 ist eine gute UV-B-PW zu sehen. Die Kurve
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liegt bis zu einer Konzentration von 125 ug/ml nahezu parallel zu der der VA 2, steigt aber

danach noch weiter an.
Die ermittelten UV-B-PCs, von HYKOP nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:74,0 ug/ml (71,7 — 76,3 pg/ml)
e VA2:41,9 ug/ml (27,6 — 63,8 pg/ml)
e VAS5: 49,6 ug/ml (34,8 — 70,7ug/ml)
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Abb.37: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

HYKOP auf U937-Zellen (; + SE) nach 72-stindiger Exposition

UV-B-PW (1): 72 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (2): 72 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)

Zytotoxizitat nach 72 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (3): 72 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (5): 72 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=3)

HYKOP zeigt auch nach 72-stiindiger Exposition (Abb.37) keine zytotoxische Wirkung. Im

Konzentrationsbereich von 125 pg/ml bis 500 pg/ml verlauft die CT-Kurve im negativen

Bereich.
Die UV-B-PW der VA 1 steigt bis auf 90 % bei 125 ug/ml an. Die Kurve der UV-B-PW liegt

bei 250 ug/ml bei 95 % und sinkt dann bei 500 ug/ml auf 80 %. Die UV-B-PW der VA 2 steigt
bis auf knapp 80 % bei 250 ug/ml an und fallt bei 500 pg/ml auf unter 70 %. Auch nach 72-
stiindiger Exposition liegt die Kurve der UV-B-PW der VA 2 Uber der der VA 1. Da nach 72-
stiindiger Exposition keine wachstumsférdernden Effekte mehr zu verzeichnen sind,

erreichen die Kurvenziige maximal die 100 %-Grenze.

67



Die ermittelten UV-B-PCs, von HYKOP nach 72-stiindiger Exposition sind:

e VA1:121,4 pg/ml (54,4 — 271,0 pg/ml)

e VA 2:43,3 ug/ml (28,2 — 66,4 ug/ml)

e VA5:59,0 ug/ml (52,7 — 66,1 ug/ml)
Bei der morphologischen Beschreibung der U937-Zellen fallt auf, dass sie ein
ausgezeichnetes Wachstum zeigen. Sie sind grof3 und rund. Nach der Bestrahlung treten in
den Konzentrationen, die nicht protektiv wirksam sind, nekrotische Veranderungen,
Zellschrumpfungen und -lysen auf. Die Zellen, die bestrahlt sind und die sich in der HYKOP-
Lésung bei hdheren Konzentrationen befinden, sind véllig gesund und sind etwas groRRer als
die Kontrollzellen. Sie schwimmen locker in der HS-Ldsung. Die Zellen erscheinen in der

Lésung nicht kontrastvermehrt und besitzen eher helle Membranen.

3.4.5. DOPA-Oxidationsprodukt, Na-Salz

DOPA-OP wurde auf seine zytotoxischen und seine UV-B-protektiven Effekte nach 24-, 48-
und 72-stiindiger Exposition untersucht. Dabei wurden wiederum noch zusatzliche
Versuchsanordnungen gewahlt, um die Frage nach dem Mechanismus der Wirkung

aufzuklaren.

Die CT von DOPA-OP nach 24-stiindiger Exposition (Abb.38) steigt ab einer Konzentration
von 250 ug/ml ganz leicht an und erreicht bei 500 pg/ml ungefahr 15 %. Annahernd gleich
verlauft die Kurve der CT in der VA 6, in der DOPA-OP zuerst bestrahlt und erst im
Anschluss mit U937-Zellen versetzt wurde. Eine UV-B-Bestrahlung fuhrt zu keiner
Zytotoxizitatszunahme des DOPA-OP im Sinne toxischer Abbauprodukte. Die UV-B-PW in
VA 1 steigt fast linear von 0 % auf 100 % im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu

250 pg/ml an. Im Bereich bis 500 ug/ml fallt sie auf 90 %.
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Abb.38: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

DOPA-OP auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=5)

UV-B-PW (3): 24 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=5)

UV-B-PW (5): 24 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Photostabilitat der HS (n=3)

Die UV-B-PW in der VA 2 zeigt einen steileren Anstieg als die in der VA 1 und erreicht die
100 %ige Schutzwirkung bereits bei 125 ug/ml. Sie steigt dann bis auf 120 % bei 250 ug/ml
an und fallt bei 500 pg/ml wieder auf 95 % ab.

Die UV-B-PW in der VA 3 verlauft von 15,6 ug/ml bis zu 500 pug/ml entlang der 0 %-Grenze.
Es ist keine protektive pharmakologische Wirkung zu erkennen.

Die Kurve der UV-B-PW in der VA 5 steigt im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu
125 pg/ml von 0 % auf 100 % an und verlduft dann parallel der 100 %-Grenze. Der Anstieg
ist im Konzentrationsbereich bis zu 62,5 ug/ml noch etwas steiler als in der VA 2, so dass die

Schutzwirkung am effektivsten ist.
Die ermittelten UV-B-PCs, von DOPA-OP nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:36,7 ug/ml (32,7 — 41,2 ug/ml)
e VA 2:3509 ug/ml (29,2 — 44,3 ug/ml)
e VAS5:29,6 ug/ml (19,0 — 46,1 pg/ml)
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Abb.39: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

DOPA-OP auf U937-Zellen (; + SE) nach 48-stundiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (3): 48 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (5): 48 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=3)

Die CT des DOPA-OP steigt nach 48-stindiger Exposition (Abb.39) von 0 % bei 15,6 ug/ml
auf ca. 20 % bei 500 ug/ml an. Es lassen sich also geringe zytotoxische Effekte nachweisen.
Die Kurve der UV-B-PW in VA 1 verlauft steil ansteigend von ca. 10 % bei einer
Konzentration von 15,6 ug/ml bis auf knapp 80 % bei 250 pug/ml. Bei 500 ug/ml fallt die UV-

B-Schutzwirkung leicht ab.
Die UV-B-PW in der VA 2 steigt sehr steil an von 0 % auf 100 % im Konzentrationsbereich

von 15,6 upg/ml bis 250 pg/ml. Der Kurvenzug der VA 2 ist um ca. 20 % im
Konzentrationsbereich von 125 pg/ml bis zu 500 pug/ml nach oben verschoben. Das lasst sich
sehr gut durch die geringe Substanzzytotoxizitat des DOPA-OP begriinden. Im untoxischen

Bereich entsprechen die Kurvenziige der VA 1 und 2 einander.
Die UV-B-PW in der VA 3 schwankt zwischen 0 % und -20 % im gesamten

Konzentrationsbereich von 15,6 ng/ml bis 500 pg/ml. Auch dieser Effekt liegt zum einen in
der geringen Zytotoxizitdt des DOPA-OP und zum anderen in dem Einfluss der

schadigenden UV-B-Strahlung begrindet.
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In der VA 5 steigt die Kurve im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis 125 pug/ml bis auf

knapp 60 % an und verlauft dann bis zu einer Konzentration von 500 pg/ml anndhernd linear.

Sie liegt damit noch unterhalb der der VA 1.
Die ermittelten UV-B-PCs, von DOPA-OP nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA 1: 68,0 ug/ml (47,6 — 97,0 pg/ml)
e VA2:475 pg/ml (36,5 — 61,7 pg/ml)
e VAS5:922 pug/ml (64,1 — 132,6 ug/ml)
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Abb.40: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

DOPA-OP auf U937-Zellen (; + SE) nach 72-stindiger Exposition

UV-B-PW (1): 72 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (2): 72 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)

Zytotoxizitat nach 72 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (3): 72 h direkte Wirkung von HS auf zuvor bestrahlte U937-Zellen (n=3)

UV-B-PW (5): 72 h direkte Wirkung von HS auf 1 h exponierte und danach bestrahlte U937-Zellen (n=3)

Die CT von DOPA-OP steigt nach 72-stiindiger Exposition (Abb.40) von 0 % bei einer
Konzentration von 15,6 ug/ml auf knapp 50 % bei 500 ug/ml an. Die ansteigende CT von
DOPA-OP kommt auch in der Kurve der UV-B-PW in VA 1 zum Ausdruck. Diese zeigt einen
flachen Anstieg von 0 % bei 15,6 ug/ml auf knapp 50 % bei 250 ug/ml. Addiert man zu den
Werten der UV-B-PW in VA 1 die ermittelten CT-Werte der zugehérigen Konzentration dazu,

nimmt die Kurve einen ahnlichen Verlauf wie die in der VA 2.
Einen steileren Anstieg der UV-B-PW zeigt die Kurve der VA 2. Im Konzentrationsbereich

von 7,8 ug/ml bis zu 125 ng/ml steigt die UV-B-Schutzwirkung auf tber 80 % an und verlauft
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dann konstant bis zu 500 ug/ml. In der VA 3 verlauft die Kurve der UV-B-PW im
Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis 500 pug/ml zwischen 0 % und —15 %. Es ist kein
protektiver pharmakologischer Schutz nachweisbar. In der VA 5 steigt die UV-B-PW von
unter —20 % relativ steil bis auf 70 % im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis 250 pg/ml
an und nimmt bei 500 pg/ml bis auf 50 % ab, da hier die zytotoxischen Effekte des DOPA-
OP eine Rolle spielen.
Die ermittelten UV-B-PCs, von DOPA-OP nach 72-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:keine

e VA 2:50,6 ug/ml (45,6 — 55,9 ug/ml)

e VA5:101,5 pg/ml (58,3 — 176,8 pg/ml)

Die CT von DOPA-OP nimmt mit steigender Expositionsdauer zu. Aus diesem Grunde
zeigen die Kurven der UV-B-PW der VA 1 bei zunehmender Expositionsdauer von 24 h auf
schlieBlich 72 h einen flacheren Anstieg und eine geringere maximale UV-B-Schutzwirkung.
Deutlich nachweisbar ist der UV-B-protektive Schutz in der VA 2 auch bei zunehmender
Expositionsdauer. Nach 72-stundiger Inkubation erreicht die UV-B-PW maximale Werte von
ca. 90 % bei einem steilen Anstieg der Kurve.

Die morphologischen Veranderungen der U937-Zellen lassen sich gut auf die zytotoxischen
Einflisse des DOPA-OP und die der UV-B-Strahlen zurtckfihren. Wahrend die
strahlengeschadigten Zellen lysieren, auslaufen und sich in der Lésung nur noch
Bruchstlicke befinden, flihrt das DOPA-OP zu einer Kontrastvermehrung und wahrscheinlich
zu Membranschadigungen. Die Zellen erscheinen sehr dunkel, abgeflacht und eckig. Einige
Zellen stellen sich véllig unverandert dar. Sie sind grof3 und rund. Die meisten Zellen
scheinen in das HS-Gerlst eingebunden und fixiert zu sein. Eventuell hat die filmartig

aufgelagerte HS einen membranschadigenden Effekt.

3.5. Zytotoxizitat von DOPA-OP

Beim Herstellen einer Lésung beginnt DOPA, spontan zu polymerisieren und sich zu
verfarben. Es stellt sich die Frage, inwieweit das entstandene Reaktionsprodukt zytotoxisch
ist. Dazu wurden definierte Reaktionsbedingungen festgelegt und ein DOPA-OP durch den
Einfluss von Luftsauerstoff polymerisiert. Das entstandene Produkt wurde in Anlehnung der

HS-Synthesevorschrift 24 h stehen gelassen und dann ausgefallt.
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Abb.41: Zytotoxizitdt von DOPA-OP_ hach 1- und 24-stiindiger Exposition an U937-

Zellen (; + SE, nCT1h=3, nCT24h=3)

Die CT des DOPA-OP. (Abb.41) steigt nach 1-stindiger Exposition im
Konzentrationsbereich von 62,5 ng/ml bis zu 250 pg/ml steil an. Sie erreicht maximale Werte
von 70 %. Die zytotoxische Wirkung steigt im 24 h-Versuch friher an als im 1 h-Versuch.
Das Maximum der CT findet sich auch hier im Konzentrationsbereich von 250 ug/ml bis 500

pug/ml bei ungefahr 70 %.
Die ermittelten CCs, von DOPA-OP_ nach 1- und 24-stindiger Exposition sind:

e 1h:361,0 ug/ml (268,0 — 486,4 ug/ml)

e 24 h:275,6 pg/ml (236,7 — 320,9 ug/ml)
DOPA-OP_« hat zytotoxische Effekte und eignet sich deswegen nicht zur weiteren
Untersuchung und Charakterisierung seiner UV-B-protektiven Eigenschaften. Bei einer
Weiterentwicklung und klinischen Anwendung mussen die HS unbedingt untoxisch sein, um
Irritationen und Hautschdden zu verhindern. Die zytotoxischen Effekte lassen sich
moglicherweise dadurch erklaren, dass der Luftsauerstoff ein geringeres Oxidationspotential
besitzt und die entstandene HS nicht genligend oxidiert war, sondern noch reaktionsfahige
Gruppen enthielt. Werden diese Produkte wieder in Lé6sung gegeben, beginnen sie erneut zu
reagieren. Dabei werden Radikale gebildet, was zu einer Schadigung der Zellen fuhrt.
Die U937-Zellen weisen morphologische Veranderungen auf. In den zytotoxischen

Konzentrationsbereichen schrumpfen sie, erscheinen als kleine Klimpchen und dunkle
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Masse. Teilweise platzen die Membranen. Die Zellen schwimmen nicht mehr lose im

Medium, sondern haften an den Randern der Cytomorph®-b-Platten.

3.6. Zytotoxizitdt der monomeren Ausgangsverbindungen der Huminsauren

3.6.1. Kaffeesaure

Zur Synthese der HS werden definierte chemische Ausgangssubstanzen verwendet, die
hinsichtlich ihrer zytotoxischen Effekte untersucht werden sollen. Die CT der Kaffeesaure

wurde nach 1- und 24-stlindiger Exposition an U937-Zellen bestimmt.
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Abb.42: Zytotoxizitat von Kaffeesaure nach 1- und 24-stundiger Exposition an U937-

Zellen (; + SE, nCT1h=4, nCT24h=3)

Die mit Kaffeesdure (Abb.42) exponierten Zellen zeigen nach 1 h Exposition eine im
negativen Bereich verlaufende CT-Kurve. Dies bedeutet, dass die Zugabe von Kaffeesaure
den Stoffwechsel der Zellen aktiviert. Der Effekt ist konzentrationsabhangig. Bei 500 pg/ml
liegt die Kurve bei —40 %.

Nach 24-stindiger Exposition der U937-Zellen mit Kaffeesdure zeigt sich sowohl eine
wachstums- und stoffwechselférdernde Wirkung bei Konzentrationen von 7,8 pg/ml bis zu
125 ug/ml, als auch eine zytotoxische Wirkung mit steigender Konzentration. Bei 500 ug/ml
erreicht die Zytotoxizitat 40 %.

Die Untersuchungslosung der Kaffeesaure weist bei hohen Konzentrationen von 500 pug/ml

und 1000 pg/ml nach 24-stiindiger Exposition eine leicht braunliche Verfarbung auf, die nach
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1-stindiger Exposition noch nicht zu beobachten ist. Unter Licht- und Sauerstoffeinfluss
beginnt die Kaffeesdure in Lésung zu polymerisieren, was durch die leichte braunliche
Farbung erkennbar ist. Moglicherweise ist der CT-Anstieg nach 24-stiindiger Exposition bei
500 pg/ml und 1000 pg/ml eine Folge des gestorten Zellstoffwechsels infolge der
chemischen Reaktion der Kaffeesdure und der damit verbundenen energetischen

Veranderungen.

3.6.2. Hydrokaffeesaure
In der gleichen Weise wie bei der Kaffeesaure wurde auch von der Hydrokaffeesaure die

Zytotoxizitat nach 1- und 24-stindiger Exposition an U937-Zellen untersucht.
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Abb.43: Zytotoxizitat von Hydrokaffeesdure bei 1- und 24-stiindiger Inkubation an
U937-Zellen (x + SE; ncrin=4, Ncraan=4)

Hydrokaffeesaure (Abb.43) zeigt nach 1-stlindiger Exposition ebenfalls
konzentrationsabhangig leicht stoffwechselstimulierende Effekte wie die Kaffeesaure. Dabei
verlauft die CT-Kurve im negativen Bereich in den Konzentrationen von 31,25 ug/ml bis zu
500 pg/ml. Nach 24-stiindiger Exposition stimuliert die Hydrokaffeesdure zunachst den
Stoffwechsel und das Wachstum der U937-Zellen. Die Kurve verlduft im Negativen im
Konzentrationsbereich von 7,8 pug/ml bis 62,5 ng/ml. Danach nimmt die CT bis auf 30 % bei
500 pg/ml zu.

Wie auch die Kaffeesaure zeigt die Hydrokaffeesaure nach einer 24-stlindigen Exposition bei

500 pg/ml und bei 1000 ug/ml eine leichte gelbliche Verfarbung. Diese ist schwacher als die,
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die bei der Kaffeesaure zu beobachten ist, deutet aber ebenfalls auf eine beginnende

Polymerisation hin.

3.6.3. DOPA
DOPA wurde in analoger Weise wie die Kaffeesaure und die Hydrokaffeesaure hinsichtlich

der zytotoxischen Eigenschaften untersucht. Bereits nach einer 1-stindigen Exposition
verfarben sich die Priflésungen konzentrationsabhangig relativ kraftig rot. Dies bedeutet,
dass in den Testldsungen bereits chemische Reaktionen stattfinden, die die
Untersuchungssubstanz verandern. Die Substanz ist unter den Testbedingungen nicht stabil
und beginnt bereits zu polymerisieren. Aullerdem stért die rote Farbgebung die

Farbentwicklung des EZ4U-Testes.

3.7. Zytotoxizitat und UV-B-protektiven Wirkung von Paraaminobenzoesaure —

einer UV-B-Lichtschutzsubstanz nach Kosmetikverordnung
Um die UV-B-protektiven Eigenschaften der HS klassifizieren zu kénnen, wurde ein Standard
gesucht. Die PABA ist eine getestete und zugelassene UV-B-Schutzsubstanz nach
Kosmetikverordnung und lasst sich unter den gewahlten Versuchsbedingungen testen. Es
wurden die Zytotoxizitdten und die UV-B-protektiven  Wirkungen in zwei

Versuchsanordnungen nach 24-, 48- und 72-stiindiger Exposition untersucht.
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Abb.44: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

PABA auf U937-Zellen (; + SE) nach 24-stindiger Exposition

UV-B-PW (1): 24 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
UV-B-PW (2): 24 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=4)
Zytotoxizitat nach 24 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)

76



PABA zeigt nach 24-stundiger Exposition (Abb.44) keine oder sehr geringe Zytotoxizitat. Die
CT bei 500 ug/ml liegt bei unter 10 %.
Die UV-B-PW in VA 1 steigt im Konzentrationsbereich von 7,8 ug/ml bis zu 125 ug/mi
kontinuierlich an und verlauft dann bei anndhernd 90 % konstant. Die UV-B-PW in VA 2
steigt im Konzentrationsbereich von 7,8 pug/ml bis 62,5 ug/ml steiler an als in VA 1. Im
hdéheren Konzentrationsbereich bis zu 500 ug/ml verlauft sie zwischen 90- und 100 %iger
UV-B-Schutzwirkung. Die maximale Schutzwirkung ist in VA 2 um 5 bis 10 % groRer als in
VA 1.
Die ermittelten UV-B-PCs, von PABA nach 24-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:39,3 ug/ml (36,0 — 43,0 ug/ml)

e VA 2:23,3 ug/ml** (18,0 — 30,2 pug/ml)
Der UV-B-Schutz ist in der VA 2 hochsignifikant (**) besser als in der VA 1.
Bei der morphologischen Betrachtung der Zellen zeigten sich keine Veranderungen, wenn
man die Zellen mit PABA inkubiert. Die Zellen erscheinen gesund. Sie sind grof3 und rund
und schwimmen lose in der Lésung. Die bestrahlten Zellen zeigen das typische nekrotische
Aussehen. Sie sind zerplatzt, geschwollen und fragmentiert. Die ausgelaufenen
Zellorganellen sind in dem Medium zu sehen. Bei den héheren Konzentrationen der PABA

werden die Zellen nicht durch die UV-B-Strahlen geschadigt. Die Zellen sehen gesund und

vital aus.
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Abb.45: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

PABA auf U937-Zellen (>_< + SE) nach 48-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 48 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 48 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
Zytotoxizitat nach 48 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
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Die CT-Kurve von PABA nach 48-stiindiger Exposition (Abb.45) zeigt den gleichen Verlauf
wie nach 24-stindiger Exposition. Die Kurve liegt bei 5 bis 10 %iger CT.
Die UV-B-PW in VA 1 zeigt einen steilen Anstieg im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml
bis zu 125 ug/ml. Bei 125 ug/ml ist eine 100 %ige Schutzwirkung erreicht. Bei 250 pg/ml und
500 pg/ml steigt die UV-B-PW noch auf 110 % an und liegt damit Gber der in VA 2. Die UV-
B-PW in VA 2 zeigt zwischen 15,6 ug/ml und 62,5 ng/ml einen steileren Anstieg als in VA 1,
verlauft aber im Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml konstant bei 90 bis 100 % und damit
unterhalb der Kurve von VA 1. Der Kurvenverlauf der VA 2 nach 48-stlindiger Exposition
entspricht dem nach 24-stiindiger Exposition. Sowohl der Anstieg als auch der maximale
Verlauf sind identisch. In VA 1 steigt die Kurve nach 48-stindiger Exposition nicht steiler
aber hoher an als nach 24-stindiger Exposition.
Die ermittelten UV-B-PCs, von PABA nach 48-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:32,5 pug/ml (30,1 — 35,1 ug/ml)

e VA 2:24,9 ug/ml (19,7 — 31,3 pg/ml)
Die Zellen weisen keine morphologischen Veranderungen auf, wenn sie mit PABA exponiert
werden. Die bestrahlten U937-Zellen zeigen die gleichen Zeichen der Nekrose wie nach 24-
stiindiger Exposition. In den Konzentrationsbereichen, in denen die PABA die schadigenden
Einflisse der UV-B-Strahlung abblockt, sehen die Zellen véllig gesund aus. Sie schwimmen

locker im Zellverband in der Lésung.

120

100 -

——UV-B-PW (1)

[=2]
o

o
o
E.I

—B—UV-B-PW (2)

HS-Zytotoxizitat

UV-B-PWICT (%)

«k\ﬁ
N

<

1 10 100 1000
PABA (ug/ml)

Abb.46: UV-B-protektive Wirkung (UV-B-PW) und Zytotoxizitat (CT) von

PABA auf U937-Zellen (; + SE) nach 72-stiindiger Exposition

UV-B-PW (1): 72 h direkte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=3)
UV-B-PW (2): 72 h indirekte Wirkung von HS auf bestrahlte U937-Zellen (n=5)
Zytotoxizitat nach 72 h HS-Einwirkung auf unbestrahlte U937-Zellen (n=3)
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Die PABA zeigt nach 72-stundiger Exposition (Abb.46) leichte zytotoxische Effekte. Die CT
liegt im Konzentrationsbereich zwischen 15,6 ug/ml und 62,5 ug/ml bei ca. 10 % und steigt
dann bei 500 pg/ml bis auf 25 % an.
Die UV-B-PW in VA 1 steigt im Konzentrationsbereich von 15,6 ug/ml bis zu 62,5 pg/ml steil
an und zeigt bis zu 500 pg/ml einen konstanten Verlauf bei 70 bis 75 %. Die Kurve steigt
nicht bis auf 100 % an, weil PABA eine 20 bis 25 %ige CT im Konzentrationsbereich von 250
bis 500 ug/ml hat. Addiert man zu den Werten der UV-B-PW in VA 1 die Werte der CT hinzu,
ergibt sich der nahezu identische Kurvenverlauf wie in der VA 2. Im Gegensatz zur VA 1
steigt die Kurve der UV-B-PW in VA 2 bereits friher an. Die UV-B-PW in VA 2 liegt bei einer
Konzentration von 7,8 pug/ml bereits bei 20 %. Bei 125 ug/ml liegt die UV-B-PW bei Uber 90
% und bleibt dann bis 500 ug/ml konstant.
Die ermittelten UV-B-PCs, von PABA nach 72-stiindiger Exposition sind:

e VA 1:41,5 ug/ml (25,5 - 67,6 ug/ml)

e VA2:24,8 ug/ml (13,3 — 46,2 ug/ml)
Nach 72-stiindiger Exposition weisen die Zellen einige morphologische Veranderungen
durch den Einfluss der PABA auf. Sie sind etwas geschrumpft und etwas kompakter als die
Kontrollzellen. Die Membranen erscheinen dunkler und weniger glattrandig. Es treten keine
Lysen oder Fragmentierungen auf. Die einzelnen Zellen sind in geschrumpfter und

kompakterer Form noch vorhanden.

Die ermittelten UV-B-PCsq der PABA unterscheiden sich nur nach 24-stiindiger Exposition in
den VA 1 und 2 statistisch signifikant voneinander. Bei einem verlangerten
Expositionsintervall treten geringe bis mittlere zytotoxische Effekte auf. Die maximal
ermittelte CT lag nach 72-stindiger Exposition bei einer Konzentration von 500 ug/ml bei ca.
25 %. Die PABA zeigt eine sehr gute UV-B-PW bei allen Expositionsintervallen, was sie zu
einer guten Vergleichssubstanz fur die UV-B-PW macht. Wir klassifizieren die UV-B-
Schutzwirkungen der HS anhand der UV-B-PW der PABA.
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3.8. Zytotoxizitiat der Huminsauren nach 96-stiindiger Exposition
3.8.1. Hydrokaffeesdure-Oxidationsprodukt
Die U937-Zellen wurden mit HYKOP 96 h lang exponiert. Das HYKOP hat nach 24-, 48- und
72-stundiger Exposition keine zytotoxischen Effekte.
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Abb.47: Zytotoxizitdt von HYKOP nach 96-stiindiger Exposition an U937-Zellen
(x + SE; n=3)

Die CT-Kurve (Abb.47) verlauft im Konzentrationsbereich von 2 pg/ml bis zu 7,8 ug/ml im
negativen Bereich, d.h. das Wachstum der behandelten Zellen ist besser als das der
Kontrolizellen. Die HS HYKOP besitzt also bei niedrigen Konzentrationen einen
wachstumsfordernden Effekt. Bei der Konzentration von 15,6 ug/ml ist die CT bei 0 % und
steigt bei hdoheren Konzentrationen nahezu konstant an. Bei 62,5 ug/ml Gbersteigt die Kurve
die 50 %-Grenze. Moglicherweise liegen dem Absterben der Zellen apoptotische Vorgange

zu Grunde.

3.8.2. DOPA-Oxidationsprodukt

Die U937-Zellen wurden mit DOPA-OP 96 h lang exponiert. Die Zytotoxizitdt des DOPA-OP
nimmt bereits nach 72-stiindiger Exposition stark zu. Wahrend nach 24-stiindiger Exposition
noch keine CT zu beobachten ist, steigt die CT bei 72 h und 500 pg/ml bis auf Uber 40 %.
Die Konzentrationen von 2 ug/ml hat einen stark proliferationsférdernden Effekt nach 96-
stindiger Exposition (Abb.48). Dieser ist auch bei einer Konzentration von 3,9 ug/ml noch
deutlich ausgepragt. Bereits bei einer Konzentration von 7,8 ug/ml wachsen die behandelten
Zellen schlechter als die Kontrollzellen. Die CT steigt dann bis zu 40 % bei einer
Konzentration von 62,5 ug/ml an. Die Zellzahl ist bei Konzentrationen Uber 7,8 ug/mi
vermindert. Die Zellen sehen aber vor allem kleiner, kompakter und kontrastverstarkt aus.

Die Zellzahl in den niedrigen Konzentrationen ist im Prinzip zu der der Zellkontrolle nicht
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verandert, aber die Zellen sehen groB3, rund und gesund aus. Die Zellkontrollzellen

erscheinen etwas kleiner und kompakter.

=—&— Exposition 96 h
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Abb.48: Zytotoxizitdt von DOPA-OP nach 96-stiindiger Exposition an U937-Zellen
(x +SE;n=3)

3.8.3. Ammoniumhumat

Die U937-Zellen wurden mit der natirlichen HS NH4-humat 96 h lang exponiert. NH;-humat
besitzt bereits nach 24-stiindiger Exposition erhebliche zytotoxische Effekte. Ob sich diese
Einflisse auch nach langerer Expositionsdauer und niedrigen Konzentrationen nachweisen

lassen, sollten diese Versuche klaren.
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Abb.49: Zytotoxizitat von NH4,-humat nach 96-stiindiger Exposition
an U937-Zellen (x + SE; n=3)
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NH4-humat (Abb.49) besitzt im Konzentrationsbereich von 2 pug/ml bis zu 15,6 ug/ml einen
proliferationsfordernden Effekt auf die U937-Zellen. Die CT-Kurve der mit NH4-humat
exponierten Zellen liegt zwischen —-30 % und —15 %. Sie verlauft im negativen Bereich, d.h.
die Kontrollzellen wachsen schlechter als die Vergleichszellen. Bei einer Konzentration von
31,25 pg/ml betragt das Wachstum der Zellen nahezu 100 %. Danach steigt die Kurve der
CT bei 62,5 ug/ml auf ca. 30 % an. Die zytotoxischen Effekte zeigen sich nach 96-stiindiger
Exposition also erst bei einer Konzentration von 62,5 pug/ml. Die Zellzahl ist bei den niedrigen
Konzentrationen bis zu 7,8 ug/ml geringfigig hoher als die der Zellkontrolle. Dann ermittelt
man praktisch keinen Unterschied mehr in der Zellzahl, aber bei einer Konzentration von

Uber 31,25 pug/ml sind die Zellen merklich verkleinert und kompakter.

3.8.4. Natriumhumat

Die U937-Zellen wurden mit der natlrlichen Huminsaure Na-humat 96 h lang exponiert. Die
Kurven der CT verlaufen nach 24- und 48-stliindiger Exposition z.T. stark im negativen
Bereich. Erst nach 72-stiindiger Exposition ist eine maRig starke CT zu beobachten. Ob
dieses Verhalten tatsachlich als zytotoxisch oder eher im Sinne proliferationsférdernden

Einflisse zu deuten ist, sollte anhand der Versuche nach 96 h Exposition untersucht werden.
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Abb.50: Zytotoxizitat von Na-humat nach 96-stindiger Exposition

an U937-Zellen (x + SE; n=3)
Na-humat (Abb.50) hat einen proliferationsférdernden Effekt im Konzentrationsbereich von 2
bis 62,5 ug/ml. Die CT-Kurve verlauft im negativen Bereich bei —10 bis —20 % relativ
konstant. Die Zellzahl ist im Vergleich zu der der Zellkontrolle leicht erhdht, aber die Zellen

erscheinen etwas kleiner als die Kontrollzellen.
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3.8.5. Huminsaure Altteicher Moor Il
Die U937-Zellen wurden mit der HS Altteicher Moor Il 96 h lang exponiert. Die HS Altteicher
Moor Il zeigt nach 24- und 48-stindiger Exposition keine CT.
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Abb.51: Zytotoxizitat der HS Altteicher Moor Il nach 96-stiindiger Exposition

an U937-Zellen (x + SE; n=3)
Die HS Altteicher Moor Il (Abb.51) zeigt im Konzentrationsbereich von 2 ug/ml bis 62,5 ug/ml
keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von U937-Zellen. Die Kurve verlauft entlang
der 0 %-Linie. Die Zellen sehen morphologisch gesund aus und weisen keine
charakteristischen Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollzellen auf. Die Zellzahl ist im

Vergleich zu der der Kontrollzellen nicht verandert.

3.9. Ermittelte halbmaximale UV-B-protektive Konzentrationen (UV-B-PCs,) der
Huminsauren

In der folgenden Tabelle 3 sind die errechneten halbmaximalen UV-B-protektiven

Konzentrationen der unterschiedlichen Versuchsanordnungen und Expositionsdauern mit

den dazugehorigen Konfidenzintervallen zusammengefasst.

83



der getesteten Huminsauren in ug/ml

Tabelle 3: Ermittelte halbmaximale UV-B-protektive Konzentrationen (UV-B-PCs)

Huminsaure Anordnung Exposition UV-B-PCs, Konfidenzintervall
(ug/mi) (ug/ml)
24 h 35,4 316 - 39,7
Anordnung 1 48 h 62,7 395 - 99,4
72 h n.b.
24 h 40,4 354 - 46,2
Na-KOP Anordnung 2 48 h 35,9 286 - 452
72 h 48,8 353 - 66,5
24 h 25,8 214 - 31,1
Anordnung 5 48 h 70,8 38,9 - 1290
72 h 51,0 354 - 73,3
24 h 36,7 32,7 - 41,2
Anordnung 1 48 h 68,0 476 - 97,0
72 h n.b.
24 h 35,9 29,2 - 44,3
DOPA-OP Anordnung 2 48 h 47,5 36,5 - 61,7
72 h 50,6 456 - 55,9
24 h 29,6 19,0 - 46,1
Anordnung 5 48 h 92,2 64,1 - 1326
72 h 101,5 58,3 - 176,8
24 h 37,9 219 - 65,6
Anordnung 1 48 h 74,0 71,7 - 76,3
72 h 121,4 544 - 2710
24 h 44 4 34,3 - 57,5
HYKOP Anordnung 2 48 h 41,9 276 - 63,8
72 h 43,3 28,2 - 66,4
24 h 34,3 228 - 51,5
Anordnung 5 48 h 49,6 34,8 - 70,7
72 h 59,0 52,7 - 66,1
K-KOP Anordnung 1 24 h 38,6 356 - 41,9
Anordnung 2 24 h 40,4 39,1 - 41,8
NH,-KOP Anordnung 1 24 h 30,4 27,7 - 33,3
Anordnung 2 24 h 249 201 - 30,8
24 h 47,7 27,7 - 82,2
Anordnung 1 48 h 79,4 619 - 1018
Na-humat 72 h n.b.
24 h 30,2 23,1 - 39,4
Anordnung 2 48 h 29,5 26,9 - 32,4
72 h 36,4 28,6 - 46,2
24 h n.b.
Anordnung 1 48 h n.b.
NH4-humat 72 h n.b.
24 h 21,6 171 - 27,4
Anordnung 2 48 h 15,2 13,8 - 16,8
72 h 18,7 16,0 - 21,8
Anordnung 1 24 h 51,2 38,7 - 68,6
HS Aldrich 48 h 443 39,6 - 49,5
Anordnung 2 24 h 23,2 18,4 - 29,2
48 h 26,3 210 - 33,0
Anordnung 1 24 h 31,4 19,6 - 50,5
HS Altteicher 48 h 41,5 28,5 - 60,5
Moor | Anordnung 2 24 h 40,7 289 - 57,2
48 h 34,8 264 - 46,1

84



Anordnung 1 24 h 34,8 254 - 47,8

HS Altteicher 48 h 56,4 50,6 - 63,0
Moor Il Anordnung 2 24 h 29,1 242 - 35,1

48 h 48,5 37,1 - 63,4

HS Altteicher Anordnung 1 24 h 124,5 97,7 - 1585
Moor llI Anordnung 2 24 h 41,1 340 - 49,7
24 h 39,3 36,0 - 43,0

Anordnung 1 48 h 32,5 30,1 - 35,1

PABA 72 h 41,5 255 - 67,6

24 h 23,3 18,0 - 30,2

Anordnung 2 48 h 249 19,7 - 31,3

72 h 24,8 13,3 - 46,2

3.10. Ermittelte halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCs,) der Huminsauren

In der folgenden Tabelle 4 sind die halbmaximalen zytotoxischen Konzentrationen der
beiden Huminsauren dargestellt, von denen sie bestimmt werden konnte. Die anderen
Huminsduren sowie PABA, Kaffeesdure und Hydrokaffeesdure zeigten im

Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml keine halbmaximale Zytotoxizitat.

Tabelle 4: Ermittelte halbmaximale zytotoxische Konzentrationen von

DOPA-Oxidationsprodukt, ,+ und Ammoniumhumat (CCsg) in png/ml

Huminséure Exposition CCso (ug/ml) Konfidenzintervall (ng/ml)
DOPA-OP| 1h 361,0 268,0 - 4864
24 h 275,6 236,7 - 3209
NH4-humat 24 h 2425 1542 - 3815
48 h 88,4 58,0 - 1347
72h 81,5 679 - 977

3.11. Errechnete relative UV-B-protektive Wirkungen der Huminsauren
bezogen auf PABA

In der folgenden Tabelle 5 wurden die relativen UV-B-protektiven Wirkungen errechnet.
Dabei wurde der von PABA in der gleichen Versuchsanordnung und der gleichen
Expositionsdauer ermittelte UV-B-PCso-Wert als 100 % angenommen.

Um auf Signifikanz zu prifen, wurden die UV-B-PCs, der Huminsauren der Einzelversuche
und die von PABA mit dem Programm Excel in den t-Test zweiseitig mit ungepaarten
Stichproben eingesetzt. Bei einem p < 0,05 ist der Unterschied signifikant, bei p < 0,01 hoch

signifikant.
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Tabelle 5: Errechnete relative UV-B-protektive Wirkungen bezogen auf PABA

Huminsaure Anordnung Exposition Relative UV-B-PCs, (%) Signifikanz
bezogen auf PABA
24 h 111 % -
Anordnung 1 48 h 52 % *
72 h n.b.
Na-KOP 24 h 58 % **
Anordnung 2 48 h 69 % -
72 h 51 % -
24 h 107 % -
Anordnung 1 48 h 48 % *
72 h n.b.
DOPA-OP 24 h 65 % -
Anordnung 2 48 h 52 % *
72 h 49 % -
24 h 104 % -
Anordnung 1 48 h 44 % **
HYKOP 72 h 34 % -
24 h 52 % *
Anordnung 2 48 h 59 % -
72 h 57 % -
K-KOP Anordnung 1 24 h 102 % -
Anordnung 2 24 h 58 % **
NH,-KOP Anordnung 1 24 h 129 % *
Anordnung 2 24 h 94 % -
24 h 82 % -
Anordnung 1 48 h 41 % *
Na-humat 72 h n.b.
24 h 77 % -
Anordnung 2 48 h 84 % -
72 h 68 % -
24 h n.b.
Anordnung 1 48 h n.b.
NH4-humat 72 h n.b.
24 h 108 % -
Anordnung 2 48 h 164 % *
72 h 133 % -
Anordnung 1 24 h 77 % -
HS Aldrich 48 h 73 % *
Anordnung 2 24 h 100 % -
48 h 95 % -
Anordnung 1 24 h 80 % -
HS Altteicher 48 h 78 % -
Moor | Anordnung 2 24 h 57 % -
48 h 72 % -
Anordnung 1 24 h 89 % -
HS Altteicher 48 h 58 % **
Moor Il Anordnung 2 24 h 80 % -
48 h 51 % *
HS Altteicher Anordnung 1 24 h 32 % **
Moor lli Anordnung 2 24 h 57 % *
24 h 100 % -
Anordnung 1 48 h 100 % -
PABA 72 h 100 % -
24 h 100 % -
Anordnung 2 48 h 100 % -
72 h 100 % -
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* p < 0,05 signifikant
** p <0,01 hoch signifikant

Der Vergleich der relativen UV-B-protektiven Wirkungen der synthetischen Huminsauren Na-
KOP, DOPA-OP und HYKOP zeigt, dass die UV-B-Schutzwirkung in der VA 1 mit
zunehmender Expositionsdauer abnimmt. Die relative UV-B-PW von Na-KOP nimmt von
111% (24 h) auf 52 % (48 h) ab und lasst sich nach 72 h nicht mehr ermitteln. DOPA-OP
[107 % (24 h); 48 % (48 h); n.b. (72 h)] und HYKOP [104 % (24 h); 44 % (48 h); 34 % (72 h)]
verhalten sich analog. Die relativen UV-B-PW von Na-KOP, DOPA-OP und HYKOP liegen
nach 24-stiindiger Exposition Uber 100 % und sinken nach 48-stiindiger Exposition unter
50% ab. Nach 72-stiindiger Exposition kdnnen die relativen UV-B-PW von Na-KOP und
DOPA-OP nicht mehr bestimmt werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der VA 1 bleiben
in der VA 2 die relativen UV-B-PW bei Verlangerung der Expositionsdauer nahezu konstant.
Die relative UV-W-PW in VA 2 von Na-KOP liegt zwischen 51 und 69 %, von DOPA-OP
zwischen 49 und 65 % und von HYKOP zwischen 52 und 59 %. Wahrend die synthetischen
Huminsduren nach 24 h Exposition in der VA 1 einen starkeren relativen UV-B-protektiven
Effekt als in VA 2 besitzen, ist die UV-B-Schutzwirkung bei verlangerter Expositionsdauer
(48h, 72h) in der VA 2 effektiver.

Die synthetischen Huminsauren Na-KOP (111 %), DOPA-OP (107 %), HYKOP (104 %), K-
KOP (102 %) und NH4-KOP (129 %) sind nach 24-stiindiger Exposition in der VA 1 starker
UV-B-protektiv wirksam als PABA. Die relativen UV-B-PCs, liegen tber 100 %. Dagegen
erweist sich in der VA 2 PABA als effektiver im Vergleich zu den synthetischen Huminsauren
[Na-KOP (58 %), DOPA-OP (65 %), HYKOP (52 %), K-KOP (58 %) und NH4-KOP (94 %)].
Die relativen UV-B-PCs liegen unter 100 %.

NH4-KOP besitzt mit 129 % in VA 1 und 94 % in VA 2 von den synthetischen Huminsauren
die effektivste relative UV-B-P Cso. Die anderen synthetischen HS (Na-KOP, DOPA-OP,
HYKOP, K-KOP) zeigen untereinander in ihren UV-B-protektiven Wirkungen in der gleichen
VA keine Unterschiede. Der UV-B-protektive Schutz von KOP fritt also unabhangig vom
vorhandenen Gegenion (Natrium, Kalium, Ammonium) ein. Auch die strukturellen
Unterschiede der Ausgangsverbindungen (Kaffeesaure, Hydrokaffeesaure, DOPA) der

synthetischen Huminsauren haben keinen Einfluss auf deren UV-B-protektives Verhalten.

Die UV-B-PW von Na-humat nimmt in VA 1 mit zunehmender Expositionsdauer ab, bleibt
dagegen in der VA 2 anndhernd konstant. Sie liegt stets unter 100 %.

NHs;-humat besitzt in der VA 1 zytotoxische Wirkung, weswegen kein UV-B-Schutz
nachgewiesen werden kann. Dagegen ist die UV-B-PW in der VA 2 von allen getesteten

Huminsauren die effektivste.
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Die HS Aldrich zeigt in der VA 1 eine etwas schwachere UV-B-PW als in VA 2. Diese
verandert sich bei Verlangerung der Expositionsdauer von 24 h auf 48 h nicht.

Die HS Altteicher Moor |, Il und Il besitzen unterschiedliche UV-B-PW. HS Altteicher Moor |
besitzt in VA 1 eine UV-B-PW von ca. 80 % nach 24 h und 48 h Exposition. Die UV-B-PW in
VA 2 liegt mit 57 % bzw. 72 % unter der der VA 1. Die HS Altteicher Moor Il besitzt nach 24 h
Exposition in VA 1 (89 %) und VA 2 (80 %) eine starkere UV-B-PW als nach 48 h Exposition
[VA 1 (58 %), VA 2 (51 %)]. Die HS Altteicher Moor lll zeigt nach 24 h Exposition mit 32 % in
VA 1 und 57 % in VA 2 eine schwache UV-B-PW.

Die naturlichen HS zeigen in Bezug auf ihre UV-B-protektiven Eigenschaften weniger
Gemeinsamkeiten als die synthetischen. Es zeigen sich Unterschiede in Abhangigkeit vom
Ursprung der HS (Moor Dierhagen, Altteicher Moor, HS aus Braunkohle), von der
Aufbereitungstechnik (HS Altteicher Moor I,II und IIl) und vom vorhandenen Gegenion (Na-
humat, NH4-humat).

3.12. Einteilung und Vergleich der halbomaximalen UV-B-protektiven Konzentration
(UV-B-PCsp) der Huminsauren in den Versuchsanordnungen 1 und 2

In den Tabellen 6, 7 und 8 wurden die HS nach ihrer UV-B-PCs, nach abnehmender UV-B-

Schutzwirkung geordnet. In Tabelle 6 sind die HS nach 24-stiindiger, in der Tabelle 7 nach

48-stundiger und in Tabelle 8 nach 72-stundiger Exposition dargestellt.

Tabelle 6: Gegenulberstellung der halbmaximalen UV-B-protektiven Konzentrationen (UV-B-
PCso) der Huminsauren und PABA in den Versuchsanordnungen 1 und 2 nach

24-stiindiger Exposition geordnet nach aufsteigenden UV-B-PCs

Exposition 24h
Versuchsanordnung 1 UV-B-PCs, |Versuchsanordnung 2 | UV-B-PCs;,
(ng/mi) (ng/mi)

NH4-KOP 30,4 NH4-humat 21,6
HS Altteicher Moor | 31,4 HS Aldrich 23,2
HS Altteicher Moor Il 34,8 PABA 23,3
Na-KOP 354 NH4-KOP 24,9
DOPA-OP 36,7 HS Altteicher Moor 29,1
HYKOP 37,9 Na-humat 30,2
K-KOP 38,6 DOPA-OP 35,9
PABA 39,3 K-KOP 40,4
Na-humat 47,7 Na-KOP 40,4
HS Aldrich 51,2 HS Altteicher Moor | 40,7
HS Altteicher Moor Il 124,5 HS Altteicher Moor I 411
NH4-humat n.b. HYKOP 44 .4
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Tabelle 7: Gegenlberstellung der halbmaximalen UV-B-protektiven Konzentrationen (UV-B-

PCso) der Huminsauren und PABA in den Versuchsanordnungen 1 und 2 nach

48-stindiger Exposition geordnet nach aufsteigenden UV-B-PCs

Exposition 48h

Versuchsanordnung 1 UV-B-PCs, |Versuchsanordnung2 | UV-B-PCj
(ng/mi) (ng/mi)
PABA 32,5 NH4-humat 15,2
HS Altteicher Moor | 41,5 PABA 24,9
HS Aldrich 443 HS Aldrich 26,3
HS Altteicher Moor I 56,4 Na-humat 29,5
Na-KOP 62,7 HS Altteicher Moor | 34,8
DOPA-OP 68,0 Na-KOP 35,9
HYKOP 74,0 HYKOP 41,9
Na-humat 79,4 DOPA-OP 47,5
NH;-humat n.b. HS Altteicher Moor Il 48,5

Tabelle 8: Gegenulberstellung der halbmaximalen UV-B-protektiven Konzentrationen (UV-B-

PCso) der Huminsauren und PABA in den Versuchsanordnungen 1 und 2 nach

72-stiindiger Exposition geordnet nach aufsteigenden UV-B-PCsg

Exposition 72h

Versuchsanordnung 1 UV-B-PC;, |Versuchsanordnung2 | UV-B-PC;
(ng/mi) (ng/mi)
PABA 41,5 NH;-humat 18,7
HYKOP 121,4 PABA 24,8
DOPA-OP 258,0 Na-humat 36,4
Na-KOP n.b. HYKOP 43,3
Na-humat n.b. Na-KOP 48,8
NH;-humat n.b. DOPA-OP 50,6

Zur Beurteilung der UV-B-protektiven Wirkung der Huminsauren werden die UV-B-PCs, der

Versuchsanordnung 1 und 2 bei 24-, 48- und 72-stindiger Exposition miteinander verglichen

und in 3 Gruppen eingeteilt:
a) HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in VA 2*
b) HS, deren UV-B-PW in VA 2 effektiver ist als in VA 1**
c) HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 2 gleich ist***

*  UV-B-PCs (VA1) < UV-B-PCs; (VA2); UV-B-PCsy (VA2) - UV-B-PCs (VA1) > 16 pg/ml
*  UV-B-PCso (VA1) > UV-B-PCs; (VA2); UV-B-PCs; (VA1) - UV-B-PCso (VA2) > 16 pg/ml
#*% JV-B-PCso (VA1) = UV-B-PCs (VA2); IUV-B-PCs (VA1) - UV-B-PCso (VA2)l < 16 pug/ml
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Unterscheiden sich die halbmaximalen UV-B-protektiven Konzentrationen um weniger oder
maximal 16 pg/ml, werden die UV-B-protektiven Wirkungen als gleich bewertet. Die
Konzentration von 16 pug/ml wurde festgelegt, da auch bei der Bestimmung der UV-B-PW

von PABA versuchsbedingt Unterschiede auftreten.

Tabelle 9: Einteilung der Huminsauren nach ihrer UV-B-protektiven Wirkung

nach 24-stindiger Exposition in den Versuchsanordnungen 1 und 2

Einteilung der Huminsauren Huminsauren

HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in keine

VA 2*

HS, deren UV-B-PW in VA 2 effektiver ist als in HS Aldrich, HS Altteicher Moor Ill, NH;-humat,

VA 1** Na-humat

HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 2 gleich ist*** K-KOP, DOPA-OP, Na-KOP, HYKOP, HS
Altteicher Moor | und I, NH,-KOP

Tabelle 10: Einteilung der Huminsauren nach ihrer UV-B-protektiven Wirkung

nach 48-stindiger Exposition in den Versuchsanordnungen 1 und 2

Einteilung der Huminsauren und PABA Huminséauren

HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in keine

VA 2*

HS, deren UV-B-PW in VA 2 effektiver ist als in HS Aldrich, NH4-humat, Na-humat, DOPA-OP,
VA 1** Na-KOP, HYKOP

HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 2 gleich ist*** HS Altteicher Moor |, HS Altteicher Moor Il

Tabelle 11: Einteilung der Huminsduren nach ihrer UV-B-protektiven Wirkung

nach 72-stlindiger Exposition in den Versuchsanordnungen 1 und 2

Einteilung der Huminsauren und PABA Huminséauren

HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in keine

VA 2*

HS, deren UV-B-PW in VA 2 effektiver ist als in HYKOP, DOPA-OP, Na-KOP, Na-humat, NH,-
VA 1** humat

HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 2 gleich ist*** keine

Nach 24 h, 48 h und 72 h Exposition ist keine der untersuchten Huminsauren in der VA 1
starker UV-B-protektiv wirksam als in der VA 2.

Die synthetischen Huminsaduren (Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP, K-KOP, NH,-KOP) und die
zwei HS aus dem Allteicher Moor | und Il besitzen nach 24 h Exposition in den VA 1 und 2
gleich starke UV-B-PW. Vier natirliche Huminsauren erweisen sich in der VA 2 effektiver
UV-B-protektiv als in VA 1.
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Nach 48-stindiger Exposition zeigen nur noch die beiden Huminsduren aus dem Altteicher
Moor in den VA 1 und 2 eine gleich starke UV-B-protektive Wirksamkeit, wahrend bei 6
Huminsauren der UV-B-Schutz in der VA 2 effektiver ist.

Nach 72 h Exposition zeigen alle 5 untersuchten Huminsauren in der VA 2 eine effektivere
UV-B-protektive Wirkung als in VA 1.

Beim Vergleich der UV-B-PCs, zeigt sich, dass die synthetischen HS in der VA 1 und 2 nach
24 h Exposition eine effektive UV-B-PW besitzen. Mit zunehmender Expositionsdauer (72 h)
erweist sich die UV-B-PW in VA 2 als effektiver.

Dagegen ist die UV-B-PW der natirlichen Huminsauren HS Aldrich, Na-humat und NH;-
humat in VA 2 starker als in VA 1. Dies andert sich auch bei verlangerter Expositionsdauer
(48 h, 72 h) nicht.

Die beiden HS Altteicher Moor | und Il besitzen in VA 1 und 2 gleich gute UV-B-protektive

Effekte unabhangig von der Expositionsdauer.

3.13. Einteilung und Vergleich der halomaximalen UV-B-protektiven Konzentration

(UV-B-PCs) der synthetischen Huminsauren in den Versuchsanordnungen 1 und 5

Analog der Einteilung der Huminsduren anhand ihrer UV-B-PCsy der VA 1 und 2 werden die
UV-B-protektiven Wirkungen der VA 1 und 5 miteinander verglichen. Es werden wiederum 3
Gruppen gebildet:

a) HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in VA 5*

b) HS, deren UV-B-PW in VA 5 effektiver ist als in VA 1**

c) HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 5 gleich ist***

*  UV-B-PCso (VA1) < UV-B-PCs (VA5); UV-B-PCs (VA5) - UV-B-PCs (VA1) > 16 pg/ml
*  UV-B-PCso (VA1) > UV-B-PCs (VA5); UV-B-PCs; (VA1) - UV-B-PCso (VA5) > 16 pg/ml
#*% JV/-B-PCso (VA1) = UV-B-PCs (VA5); IUV-B-PCs (VA1) - UV-B-PCso (VAS5)l < 16 pug/ml

Tabelle 12: Einteilung der Huminsduren nach ihrer UV-B-protektiven Wirkung

nach 24-stiindiger Exposition in den Versuchsanordnungen 1 und 5

Einteilung der Huminsauren Huminsauren

HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in VA 5* keine

HS, deren UV-B-PW in VA 5 effektiver ist als in VA 1** | keine

HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 5 gleich ist*** Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP
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Tabelle 13: Einteilung der Huminsduren und PABA nach ihrer UV-B-protektiven Wirkung

nach 48-stlindiger Exposition in den Versuchsanordnungen 1 und 5

Einteilung der Huminsauren Huminsauren

HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in VA 5* DOPA-OP

HS, deren UV-B-PW in VA 5 effektiver ist als in VA 1** | HYKOP

HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 5 gleich ist*** Na-KOP

Tabelle 14: Einteilung der Huminsauren und PABA nach ihrer UV-B-protektiven Wirkung

nach 72-stiindiger Exposition in den Versuchsanordnungen 1 und 5

Einteilung der Huminsauren Huminsauren

HS, deren UV-B-PW in VA 1 effektiver ist als in VA 5* keine

HS, deren UV-B-PW in VA 5 effektiver ist als in VA 1** | Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP

HS, deren UV-B-PW in VA 1 und 5 gleich ist*** keine

Nach 24-stindiger Exposition zeigen alle 3 Huminsauren in den VA 1 und 5 gleich starke
UV-B-PW. Nach 48 h Exposition ist eine Huminsdure in der VA 1 starker UV-B-protektiv
wirksam als in der VA 5, eine in der VA 5 effektiver als in VA 1 und eine zeigt in beiden VA
gleich starke UV-B-PW. Nach 72 h Exposition sind alle 3 Huminsauren in der VA 5 starker
UV-B-protektiv wirksam als in VA 1. Da sich in beiden VA die Zellen und Huminsauren in
direktem Kontakt befinden, wirde man eine gleich starke UV-B-protektive Wirksamkeit
erwarten. Die VA 5 erweist sich bei verlangerter Expositionsdauer (72 h) als effektiver, was

auf zusatzliche protektive Effekte neben der reinen Absorptionswirkung hinweist.
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4. Diskussion

4.1. Eigenschaften der natirlichen und synthetischen Huminsauren

Synthese, Reaktionsverlauf und Struktur der Huminsauren
Kaffeesaure ist eine gebrauchliche Ausgangssubstanz zur HS-Herstellung, die enzymatisch

mit Phenoloxidase oder chemisch mit Natriumperiodat durchgefiihrt werden kann (Helbig u.
Klécking, 1983). Dabei verlauft die Reaktionskette lber ein semichinoides Zwischenprodukt.
Kaffeesdure kann in einer cis- oder trans-Form vorliegen (Fenton et al., 1978). Bei der
radikalischen Polymerisation finden bei der cis-Isoform wahrscheinlich andere Ringschliisse
statt. Die Kaffeesaure zyklisiert intramolekular mit Hilfe ihrer Doppelbindung. Dies ist
moglich, weil sich durch die ortho-standigen Hydroxylgruppen und die konjugierte
Doppelbindung (Abb. 6 Seite 16) resonanzstabilisierte Radikale und Chinone ausbilden
konnen (Rex, 1960; Dubach u. Mehta, 1963). Ebenfalls radikalisch interagieren mehrere
Kaffeesduremolekiile miteinander, so dass sich hohermolekulare komplexe HS-Gerlste
bilden. Als strukturelle Merkmale weisen sie Hydroxyl- und Carboxylgruppen sowie
ketonische und aromatische Strukturen auf (Lewis u. Broadbent, 1961). Diese
Strukturelemente lassen sich mit Hilfe der IR-Spektren identifizieren. Die hochmolekularen
HS-Geruste von KOP und HYKOP haben eine polyanionische Struktur und ein MG von ca.
6000 Dalton. HYKOP enthalt deutlich mehr Carboxyl- und Hydroxylgruppen als KOP (Helbig
et al., 1997). Die HS zeigen einheitlich im UV-VIS-Spektrum eine kontinuierliche Abnahme
der Extinktion vom kurz- zum langwelligen Bereich hin. Je geringer das MG der HS ist, um
so geringer ist die Absorption der UV-Strahlung (Helbig u. Klbécking, 1983). Wenn die
Ausgangsverbindung, die reduktiven Abbauprodukte, die IR- und NMR-Spektren bekannt
sind, kénnen Formeln fir den méglichen Aufbau der HS entwickelt werden.

Die Synthese der HS verlauft im Sinne einer radikalischen Polymerisation, bei der im
Gegensatz zur Polykondensation keine Nebenprodukte auftreten (Kononowa, 1958). Dies
zeigten Helbig et al. (1985), die Na-KOP, NH4-KOP und HYKOP reduktiv mit Amalgam
abbauten und als monomere Verbindung einheitlich Hydrokaffeesaure nachwiesen, d.h. die
Syntheseausgangsverbindungen bzw. deren reduzierte Formen wiederfanden. Beim KOP
erhalt man bei der reduktiven Aufspaltung Hydrokaffeesaure. Im Gegensatz dazu bleibt bei
der Polymerisation unter oxidativen Bedingungen die Doppelbindung der Kaffeesaure
erhalten.

Die Reaktionsmoglichkeiten der Ferulasdure (4-Hydroxy-3-methoxy-zimtsaure) sind in der
nachfolgenden Abbildung 52 dargestellt. In &hnlicher Weise kdnnte man sich auch eine
Reaktion der Kaffeesaure, die sich chemisch lediglich durch die fehlende Methylgruppe in
der ortho-standigen phenolischen Hydroxylgruppe von der Ferulasdure unterscheidet,

vorstellen. Die Doppelbindung in der Seitenkette stellt einen Angriffspunkt fir Oxidationen
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dar (Broadbent, 1964). Die Verbindungen kénnten auch unter Verlust von Kohlendioxid
reagieren. Ist die para-standige Hydroxylgruppe verethert, wird bei der Polymerisation kein
Kohlendioxid freigesetzt (Flaig, 1966). In unseren Hydroxyzimtsauren ist die para-standige

Hydroxylgruppe nicht verethert.
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Abb.52: Ferulasaure als eine naturliche Hydroxyzimtsaure und mdégliche Reaktionsprodukte

im Sekundarstoffmetabolismus der Pflanzen (nach Flaig, 1966)
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Der Reaktionsverlauf der Oxidation der Kaffeesaure wurde mittels elektrochemischer
Methoden und durch Puls-Radiolyse in wassriger und organischer Losung untersucht.
Wahrend bei 4-Cumarsaure und Ferulasaure initial ein Radikal gebildet wird, das sich dann
in einer Radikal-Radikal-Kopplungsreaktion paart, fihrt die Oxidation der Kaffeesaure zur
Ausbildung  korrespondierender ortho-Chinone. Diese sind das Ergebnis einer
Disproportionierung des initialen Semichinon-Radikals (Hapiot et al.,, 1996). Diese
Untersuchungen bestéatigen die Beobachtung, dass wahrend der Synthese der synthetischen

HS eine Fluoreszenz auftritt.

Komplexbildung
Die HS konnen wasserlosliche und —unldsliche Komplexe mit Metallionen bilden. Sie

interagieren mit Lehmen und Erden und mit hydrophoben organischen Komponenten, wie
z.B. Fettsauren, Dialkylphthalaten und Pestiziden (Felbeck, 1971; Schnitzer, 1975). In den
Versuchsanordnungen 1, 3, 4, 5 und 6 haben die U937-Zellen direkten Kontakt mit den HS.
HS interagieren mit den Membranen der Zellen und beeinflussen die lockeren Zellverbande,
wie z.B. die Traubchenbildung der Zellen. Es treten Wechselwirkungen Uber die negativen
Ladungen der HS auf. Angelagerte Zellen kommunizieren miteinander Uber freigesetzte
Mediatoren. Diese Mediatoren werden mdglicherweise wie auch Farbstoffe und lonen durch
die HS komplexiert (Kuhnert et al., 1982; Kldcking u. Helbig, 1991) und gebunden.

Roéntgenstrukturanalysen zeigten, dass das Kohlenstoffgrundgeriist der HS ein
durchbrochenes Netzwerk darstellt, das vereinzelte aromatische Strukturen enthalt, die Gber
aliphatische Ketten miteinander verbrickt sind. Dies wurde durch elektonenmikroskopische
Untersuchungen bestatigt. Die unterschiedlich dicken HS-Schichten besitzen eine
schwammartige Struktur. Die Perforationen haben eine Gréle von einigen hundert Angstrom
(Schnitzer, 1975). In die Loécher konnen organische und anorganische Substanzen
eingelagert und fixiert werden. Enzyme kénnen durch Komplexbildung gehemmt werden. Es
erscheint madglich, dass die U937-Zellen direkt in die l16chrigen Strukturen der HS integriert
und adsorbiert werden. In diesem Verhalten scheinen sich die naturlichen und die
synthetischen HS nicht zu unterscheiden. Da die HS bis auf zwei Ausnahmen (NH4-humat
und DOPA-OP_#x) keine oder nur geringe Zytotoxizitdt zeigen, ist eher von einer
membranstabilisierenden Wirkung auszugehen. Das Komplexierungsverhalten der HS hat
moglicherweise einen Einfluss auf die UV-B-PW. Bei Veranderungen der Strukturen bilden

sich andere Resonanzen der Radikalstabilisierung aus.

Abbauprodukte der HS
Neben der alkalischen hydrolytischen Spaltung und der Photohydrolyse der HS kénnen HS-

Modellsubstanzen (z.B. KOP) auch reduktiv mit Natriumamalgam zu farblosen Produkten

abgebaut und chromatographisch identifiziert werden. Man erhéalt ausschlie3lich
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Hydrokaffeesdure, weil bei dem Abbau die Doppelbindung in der Seitenkette der
Kaffeesaure reduziert wird. KOP ist einheitlich aus Kaffeesduremolekilen aufgebaut, die bei
der Polymerisierung weder einer Spaltung, noch einer Umlagerung unterliegen (Helbig et al.,
1985).

Auch die Ergebnisse aus Untersuchungen zur antiviralen Aktivitat von KOP und HYKOP
lassen auf den Erhalt der unterschiedlichen Ausgangsstrukturen bei der Polymerisation
schlielRen, da sich die Aktivitaten der HS charakteristisch unterscheiden. KOP besitzt eine
100-fach groRRere antivirale Aktivitat als HYKOP (Helbig u. Thiel, 1982). Dagegen zeigen die

UV-B-PW keine Unterschiede zwischen den beiden HS.

Beim reduktiven Abbau von Na-humat mit Natriumamalgam bestatigt sich der im Vergleich
zu KOP uneinheitliche Aufbau. Man erhélt Phloroglucin, a-Resorcylsdure, Resorcin,
Protocatechusaure und m-Hydroxybenzoesaure als Abbauprodukte (Helbig u. Kldcking,
1983).

Stickstoff

Die naturlichen HS enthalten aus Aminosauren, Peptiden oder Proteinen stammenden
Stickstoff in unterschiedlichen Anteilen. Er ist in das HS-Gerlst eingebaut (Broadbent, 1964).
HS, die mit Ammoniak behandelt wurden, weisen differenzierte Eigenschaften auf. Wie auch
Flaig (1966) berichtet, bilden sich chinoide Strukturen aus (Muller-Wegener, 1982). In den
untersuchten HS liegt der Stickstoff auf unterschiedliche Weise gebunden vor. Stickstoff
kann in Form des Ammoniumkations als Gegenion der HS (NH,;-KOP, NH4-humat)
vorkommen oder bei der oxidativen Polymerisation heterozyklisch gebunden werden. Der
Stickstoff im DOPA-OP stammt aus der Aminosaure DOPA. Beim NH4;-KOP wird der
Stickstoff wahrend der Synthese mdoglicherweise ebenfalls heterozyklisch in das
Polymergerust eingebunden (Broadbent, 1964). Dies wirde erklaren, warum die
stickstoffhaltigen HS haufig eine starkere pharmakologische Wirkung haben (Witthauer u.
Klécking, 1971). So erweist sich das NH4-humat nicht nur als sehr gut UV-B-protektiv
wirksam, sondern auch als einzige natlrliche HS als stark zytotoxisch. Die ermittelte CCsq
liegt nach 1-stlindiger Exposition bei 242,5 ug/ml und steigt nach 48- und 72-stindiger
Exposition auf 88,4 bzw. 81,5 ug/ml an. Allerdings sind nie alle Zellen geschadigt. Nach 24-
stundiger Exposition steigt die Zytotoxizitat allmahlich bis auf maximal 55 %, nach 48- und
72-stindiger Exposition nur bis auf ca. 70 % an. Einige der U937-Zellen sind noch
lebensfahig und werden auch bei steigender Konzentration von NH4-humat nicht geschadigt.
Moglicherweise werden die Zellen in das HS-Gerlst eingebettet und die Membranen

stabilisiert, so dass ein Teil der Zellen lberlebt. Mikroskopisch beobachtet man, dass ein Teil
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der Zellen zerfallt und Zellfragmente in der Losung schwimmen. Einige Zellen erscheinen
jedoch intakt und lebensfahig. Die stickstoffhaltigen HS (NHs-humat, NH,-KOP, DOPA-OP)
unterscheiden sich von den stickstofffreien HS in ihrer pharmakologischen und ihrer UV-B-
protektiven Aktivitat. NH,-humat, NH,-KOP und DOPA-OP sind nach 24-stiindiger Exposition
sehr gut UV-B-protektiv wirksam.

NH4-KOP [30,4 pug/ml (1), 24,9 ug/ml (2)] zeigt nach 24-stiindiger Exposition im Vergleich zu
den strukturanalogen stickstofffreien HS Na-KOP und K-KOP in den VA 1 und 2 [Na-KOP:
35,4 pg/ml (1), 40,4 pg/ml (2); K-KOP: 38,6 ug/ml (1), 40,4 pug/ml (2)] eine etwas effektivere
UV-B-PW. Na-KOP und K-KOP besitzen praktisch gleiche UV-B-PW. Allerdings ist die UV-B-
PW von DOPA-OP nach 24-stiindiger Exposition im Vergleich zu Na-KOP und K-KOP nicht
effektiver. Da DOPA-OP ebenfalls den Stickstoff im Heterozyklus enthalt, misste auch diese

HS eine leicht effektivere UV-B-Schutzwirkung besitzen. Dies konnte nicht bestatigt werden.

Mizellbildung

Wird humines Material mit organischen Agenzien behandelt, der pH-Wert oder das
Lésungsmittel variiert, andert sich die Molekulargewichtsverteilung, die mittels Gelfiltration
bestimmt werden kann (Mehta et al., 1963). HS bilden in Lésung Mizellen, in deren Struktur
die HS-Molekile Uber hydrophobe Bindungen zusammengehalten werden. Bei Zugabe von
organischen Mitteln ordnen sich die sauren Funktionen der HS im Inneren der Huminmizelle
an. Die stereochemische Struktur andert sich. Unter alkalischen Bedingungen stof3en sich
die gebildeten negativen Ladungen ab, was zu einem Auseinanderbrechen der
Huminmizellen und zur Bildung disperser kleiner Mizellen fihrt (Piccolo et al., 1996). Das
Mizellbildungverhalten ist fir die Erklarung der biologischen Aktivitdten und des Verhaltens
der HS wichtig. So wurden auch von uns Veranderungen der Struktur bei der Exposition der
Zellen mit HS beobachtet. Die Untersuchungslosung hatte zuerst immer einen
physiologischen pH-Wert, der durch das RPMI-Medium vorgegeben war. Auch bei Zugabe
der HS blieb der physiologische pH-Wert erhalten. Die U937-Zellen bewirken, dass im
Verlaufe der Exposition der pH-Wert absinkt, was man bei Zugabe eines pH-Indikators
beobachten kann. Dies erklart mdglicherweise die Unterschiede in den VA 1 und 2 bei
langerer Expositionsdauer. In der VA 1 interagieren die HS nicht nur mit den Membranen der
Zellen, sondern andern auch ihr mizellares Verhalten. Die Zellen werden in das HS-Gerust
eingebettet, die Saurefunktionen in das Innere der Mizellen gekehrt bzw. die anionischen
Funktionen protoniert, d.h. es treten einerseits ladungsbedingte und andererseits pH-
bedingte Unterschiede auf. Die Ld&slichkeit der HS nimmt beim Ansduern der Lésung ab.

Diese Veranderungen sind unter dem Mikroskop gut zu beobachten. Wahrend die HS-
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Lésung ohne Zellen Uber Tage hinweg unverandert bleiben, bildet sich in den Lésungen mit

Zellen eine Art lockeres GerUst mit darin eingelagerten Zellen aus.

4.2. Wirkungen der natiirlichen und synthetischen Huminsauren

Losen der Huminsauren
Wegen des komplizierten Aufbaus der natirlichen HS nutzt man die Mdoglichkeit zur

Synthese von HS-Modellsubstanzen, um ihre Wirkungen zu untersuchen und mogliche
Ruickschlisse auf die Strukturen zu ziehen (Felbeck, 1971). Die in den Untersuchungen
verwendeten natlrlichen und synthetischen HS sind héhermolekulare, braun bis
schwarzbraun gefarbte, polyanionische Verbindungen. Sie sind gut I6slich in alkalischen
Lésungen. Um die HS in unseren Versuchen in Losung zu bringen, werden sie zunachst mit
2 ml 0,05 M NaOH versetzt. Die HS deprotonieren und liegen als Anionen in Lésung vor. Alle
untersuchten HS mit Ausnahme der HS aus dem Altteicher Moor gehen vollstandig in
Lésung. Bei diesen bleiben einige unlésliche Partikel zuriick, die abzentrifugiert werden und
einen Anteil von ca. 1 bis 2 % ausmachen. Dieser Anteil wird bei der Berechnung der
Konzentrationen bertcksichtigt. Moglicherweise sind die unloslichen Partikel der HS des
Altteicher Moores ein Hinweis auf eine inhomogene Zusammensetzung mit hochmolekularen
Anteilen. Das nach dem Lésen der HS zugegebene Zellzuchtmedium puffert die Lésung, so
dass ein fur das Wachstum der U937-Zellen erforderlicher pH-Wert von 7,4 vorliegt. Auch in
den Versuchen, in denen die Zellen und die HS keinen direkten Kontakt haben, werden die
HS-Lésungen mit RPMI hergestellt, da die enthaltenen lonen und der pH-Wert einen Einfluss

auf das Lésungsverhalten der Huminsauren besitzen.

Unterschiede in den Versuchsanordnungen
Der auf eine Lichtabsorption zuriickgefiihrte protektive Effekt von HS gegen UV-Strahlung

wurde an Klebsiella aerogenes gefunden. Die Klebsiellen tiberlebten besser, wenn sich in

der Inkubationslésung HS befanden (Bitton et al., 1972).

Die VA wurden so gewahlt, dass die U937-Zellen entweder direkten Kontakt mit den HS
haben oder sich getrennt von den Zellen befinden. In der VA, in der kein direkter Kontakt
bestand, trifft der nicht absorbierte Anteil der UV-B-Strahlen auf die Zellen und schadigt
diese. In den VA, in denen direkter Kontakt besteht, trifft der nichtabsorbierte Anteil der UV-
B-Strahlen auf die Zellen, die aber zusatzlich den Einflussen der HS ausgesetzt sind. Die
Kurvenzuge der UV-B-PW der VA 1 zeigen haufig einen flacheren Anstieg als die der VA 2
(HS Altteicher Moor Ill 24h; Na-humat 24h, 48h, 72h; HS Aldrich 24h, 48h; HYKOP 48h, 72h;
DOPA-OP 24h, 48h, 72h).
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Ein wichtiger Unterschied zwischen den VA besteht in der Eigenfarbung der HS, weswegen
sie vor der photometrischen Messung mdglichst vollstdndig aus dem Versuchsmedium
abzentrifugiert werden muissen. In den unterschiedlichen VA wurde gleich verfahren,
allerdings hatten die U937-Zellen mit direktem Kontakt zu den HS noch braun gefarbte
Oberflachen.

Teilweise lassen sich die Unterschiede zwischen den VA 1 und 2 auch auf die Zytotoxizitaten
der HS zurickfihren. Im Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml sind die HS mit Ausnahme
von NHs-humat und DOPA-OP, s nach 24-stiindiger Exposition nicht oder nur wenig
zytotoxisch (HS Aldrich, HS Altteicher Moor |, Il und Illl, K-KOP, NH4-KOP, HYKOP). Die
Zytotoxizitatskurven steigen nur bei einigen HS erst bei langerer Expositionsdauer an (Na-
KOP, DOPA-OP). DOPA-OP zeigt nach 72 h Exposition mit ca. 50 % die grofte Zytotoxizitat.
Wenn man z.B. die Zytotoxizitatskurven zu den UV-B-PW-Kurven der Versuchsanordnung 1
addiert, erhalt man die Kurve der UV-B-PW der Versuchsanordnung 2 bzw. die Kurven
nahern sich einander an (HS Altteicher Moor | 48h; HS Altteicher Moor Il 48h; Na-KOP 48h,
72h; K-KOP 24h; DOPA-OP 48h, 72h). In der Abbildung 53 sind die Kurven der UV-B-PW
von PABA nach 72 h Exposition gezeigt.
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Abb.53: UV-B-protektive Wirkung und Zytotoxizitat von PABA an U937-Zellen.
Addiert man die Zytotoxizitat (gelbe Kurve) und die UV-B-PW der VA 1 (blaue Kurve)
zusammen, erhalt man eine Kurve (turkis), die der UV-B-PW der VA 2 (pinke Kurve)

nahezu entspricht.

Auch bei der Referenzsubstanz PABA treten Unterschiede zwischen den VA 1 und 2 auf. Die
UV-B-PW ist nach 24-stiindiger Exposition in der VA 1 schlechter als in der VA 2. In der VA 2
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werden die UV-B-Strahlen von der Substanz in den Kavitaten des Deckels der Cytomorph®-
b-Platten absorbiert und treffen somit nicht oder nur abgeschwacht auf die Zellen. In der
Versuchsanordnung 1 befinden sich die Substanzen in direktem Kontakt mit den Zellen in
den Kavitaten des Bodens der Cytomorph®-b-Platten. Befinden sich die Zellen nicht am
Boden der Kavitaten, sondern schwimmen in der Lésung, trifft ein erhdhter Anteil der UV-B-
Strahlen auf die Zellen. Der Unterschied in der UV-B-PCs, zwischen der VA 1 und 2 betragt
bei PABA 16 ng/ml (24 h), 7,6 ng/ml (48 h) und 16,7 ug/ml (72 h). Die Zytotoxizitat von PABA
liegt nach 24 und 48 h Exposition zwischen 0 und 10% und nach 72 h zwischen 10 und 20 %
im Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml. Man kann davon ausgehen, dass bedingt durch die
Unterschiede in den Versuchsanordnungen und durch den Einfluss der Substanzen auf die
Zellen ein Unterschied in den UV-B-PCsq von ca. 16 ug/ml ermittelt wird, der bei Vergleich

der UV-B-PCsxj einkalkuliert werden muss.

Die Unterschiede zwischen den VA 1 und 5 liegen vermutlich in den Wechselwirkungen
begriindet. Die HS lagern sich als schiitzende Schicht um die Zellen, was den UV-B-Schutz
sehr effektiv macht. AuBerdem sind nach einer 1-stlindigen Exposition die Zellen auf den
Boden der Kavititen der Cytomorph®-b-Platten gesunken, so dass sich die gesamte HS als
schutzende Schicht daruber befindet. Die Beeinflussung der Adh&sionstendenz von
Organismen durch HS zeigten auch Versuche, in denen Escherichia coli in Gegenwart von

HS besser an Glas anhaften als ohne HS (Parent u. Velegol, 2004).

Beeinflussung von Wachstumsfaktoren durch HS
U937-Zellen besitzen als Wachstumsfaktoren TGF 3 (1) (transforming growth factor beta (1))

und VEGF (vascular endothelial growth factor). Durch Lipopolysaccharide kénnen U937-
Zellen zur Sekretion dieser Faktoren angeregt werden (Ming et al., 2004). Die Expression
von VEGF wird durch Salbeisaure B (Salvianolic acid B) und Ginkgo-biloba-Extrakt gehemmt
(Yang et al., 2002). Prostaglandine férdern das Wachstum der U937-Zellen Uber die VEGF-
Produktion. Sie steigern die Produktion von VEGF Uber den spezifischen PGE- und den
PPAR gamma Rezeptor (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (Bamba et al.,
2000). HS konnten durch Komplexierung Wachstumsfaktoren hemmen.

HS-Behandlung erhéht die Adhasion und die fir die Aktivierung charakteristische Produktion
von Superoxid-Radikalen von Neutrophilen. Durch Kinase-Inhibitoren kénnen diese
Mechanismen blockiert werden. Eine langerdauernde Aktivierung der Neutrophilen schadigt
Endothelzellen und ist mdglicherweise die Erklarung fir die Entstehung der Blackfoot
Disease (BFD) (Chen et al., 2002).
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Einfluss von lonen
Fir die Zytotoxizitdt der HS in Mammazellen werden zwei Mechanismen verantwortlich

gemacht. Zum einen kénnen Huminsauren Fe (lll) zu Fe (ll) in wassriger Losung in einem
pH-Bereich von 4,0 bis 9,0 reduzieren. Zum anderen steigern HS die Lipidperoxidation der
Linolsadure in Rattenleber-Mikrosomen. Die Exposition mit HS fuhrt zur Bildung von
Superoxid und der Freisetzung und Reduktion von Eisen aus Ferritin. Die HS bilden mit den
freigesetzten Eisen-lonen Komplexe, wodurch die Redoxbalance gestort wird. Es entsteht
oxidativer Stress in den Zellen (Ho et al., 2003). Die Komplexe bestehen aus mehreren
Molekilen Ferulasaure, Eisen und Wasser und sind dazu befahigt, an Redoxreaktionen
teilzunehmen. Fe (lll)-lonen oxidieren Ferulasaure zu einem Dilacton (Graf et al., 1984).

Bei steigender Temperatur steigt aufgrund der veranderten Oberflachenspannung die
PartikelgroRe von HS. Gibt man zu der Lésung Kationen hinzu, kommt es in Abhangigkeit
von der Ladung und der PartikelgroRe entweder zu einer Kontraktion oder einer Expansion
der Partikel. Erniedrigung des pH-Wertes flihrt zunachst zu einer Kontraktion, dann zu
Wachstum und schlieBlich in einem stark saurem Medium zur Prazipitation der HS-Partikel
(Palmer u. von Wandruszka, 2001). HS kénnen lonen austauschen und adsorbieren
(Kuhnert et al., 1982)

In unseren Versuchen hat weder die Wahl des Gegenions (Na*, K*, NH;") beim KOP noch
die unterschiedliche Struktur der monomeren Ausgangsstoffe der synthetischen HS beim
KOP, HYKOP und DOPA-OP einen Einfluss auf die UV-B-PW. Sowohl die sich lediglich
durch unterschiedliche Gegenionen unterscheidenden HS Na-KOP, K-KOP und NH;-KOP
als auch HYKOP und DOPA-OP haben gleiche UV-B-PW nach 24-stlindiger Exposition.

Huminsauren Altteicher Moor nach 24-stiindiger Exposition
HS Altteicher Moor | und Il besitzen in den VA 1 und 2 nahezu gleiche UV-B-PW, die HS

Altteicher Moor Il in VA 1 eine deutlich schlechtere. Diese Unterschiede lassen sich durch
die unterschiedlichen Aufarbeitungsmethoden begriinden. Wahrend die HS Altteicher Moor |
lediglich durch Alkalisierung geldst und anschlieRend mit Saure wieder ausgefallt wurde,
fanden bei den anderen beiden HS weitere Aufbereitungsschritte statt (Kirsch, 2002; Liers
2002).

Die HS Altteicher Moor | und Il besitzen eine mit den synthetischen HS vergleichbare UV-B-
PW nach 24-stiindiger Exposition. Nach 48 h Exposition ist die UV-B-PW der HS Altteicher
Moor | und Il in der VA 1 effektiver als die der synthetischen HS. In der VA 2 zeigen sie
gleiche UV-B-PW.

Von den HS des Altteicher Moores wurden drei verschieden aufbereitete HS hergestellt, die
sich in ihren UV-B-protektiven Eigenschaften unterscheiden. So kénnen verschiedene

Aufbereitungstechniken von huminem Material zu einer Reduktion der Grofl3e der Polymere
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und deren Oberflache (Kihnert et al., 1982) fiihren, weswegen die aufbereiteten HS nicht
unbedingt mit dem urspringlichen Material vergleichbar sind (Felbeck, 1971). Fuhrt man
mittels UV-Bestrahlung eine Photolyse von HS durch, werden die HS-Moleklle verkleinert
und die Bildung von Pseudomizellen verhindert. Wenn die GréRe der Huminpolymere

reduziert wird, werden HS-Aggregationen vermindert (von Wandruszka, 1995).

Huminséauren aus Dierhagen
Die beiden aus dem Naturmoor bei Dierhagen stammenden HS Na-humat und NH;-humat

unterscheiden sich erheblich in ihrer Zytotoxizitdt und ihrer UV-B-PW. NHs-humat ist
zytotoxisch [CCso 242,5 ug/ml (24 h), 88,4 ug/ml (48 h), 81,5 ug/ml (72 h)]. Aus diesem
Grund lasst sich in der VA 1 keine UV-B-PW nachweisen. Dagegen besitzt NH,-humat in der
VA 2 nach 24-, 48- und 72-stiindiger Exposition von allen untersuchten HS die beste UV-B-
protektive Wirkung. Die relative UV-B-PW bezogen auf PABA betragt 108 % (24 h ), 164 %
(48h) und 133 % (72h). Die UV-B-PW von Na-humat liegt in der VA 2 zwischen 51 und 69 %
der von PABA nach 24- bis 72-stindiger Exposition. Dagegen nimmt sie in VA 1 von 111 %
nach 24 h Exposition auf 52 % nach 48 h Exposition ab. Nach 72 h Exposition kann die UV-
B-PCso nicht mehr ermittelt werden. Wie bei den HS des Altteicher Moores liegt auch bei
denen aus Dierhagen das unterschiedliche UV-B-protektive und zytotoxische Verhalten in

den verschiedenen Isolierungsmethoden begrindet.

Huminséaure Aldrich
HS Aldrich besitzt nach 24-stiindiger Exposition in der VA 1 eine schlechtere UV-B-PW als in

der VA 2, was mdglicherweise auf die Bildung von Radikalen zurtickzufiihren ist. So wird bei
einer 4-stiindigen Bestrahlung mit einer Hochdruck-Quecksilber-Lampe in walriger Losung
die Bildung von Hydroxyl-Radikalen induziert (Liu et al., 2004).

Pharmakologische UV-B-protektive Wirkung (VA 3)
Die synthetischen HS Na-KOP, HYKOP und DOPA-OP zeigen in der VA 3 Kkeine

pharmakologische, photoprotektive Wirkung. Der UV-B-induzierte Zellschaden veranderte
sich nicht. Die HS dben auf vorgeschadigte U937-Zellen aber auch keine weitere
zytotoxische Wirkung aus. Die Beeinflussung der durch UV-B-Strahlen verursachten
Veranderungen des Genoms in Form von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) und 6-4-
Photoprodukt (6-4-PP) und des oxidativen Stresses durch ROS (reactive oxygen species)
kann in unserem Zellmodell nicht untersucht werden.

Vergleicht man die UV-B-PCsy, von Na-KOP, HYKOP und DOPA-OP, Iasst sich

maoglicherweise indirekt doch eine pharmakologische Wirkung ableiten. Die UV-B-PCs, nach
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24-stundiger Exposition der 3 HS unterscheidet sich in den VA 1 und 5 nicht voneinander.
Nach 48 h Exposition zeigt HYKOP in der VA 5 eine bessere UV-B-PW als in VA 1, und nach
72 h Exposition erweisen sich alle 3 HS in der VA 5 als besser wirksam im Vergleich zu der
VA 1. Die auf die Zellmembranen aufgelagerten HS beeinflussen die Zellen positiv im Sinne
einer verbesserten UV-B-PW, was moglicherweise auf die Fahigkeit der HS, Radikale zu
binden und zu stabilisieren zurlickzufiihren ist. Moglicherweise haben auch die
komplexierenden Eigenschaften der HS einen Einfluss auf die Stabilitdt der Zellmembran

und auf die Freisetzung von Radikalen und Entziindungsparametern.

UV-B-PW nach 48 h und 72 h Exposition
Nach 48 h Exposition ist die UV-B-PW von keiner der untersuchten HS in der VA 1 besser

als in der VA 2. Wahrend die HS Altteicher Moor | und Il in den beiden VA nahezu gleiche
UV-B-PW besitzen, sind die anderen HS (HS Aldrich, Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP, Na-
humat und NH4-humat) in der VA 2 besser UV-B-protektiv wirksam als in der VA 1. Die HS
Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP und Na-humat besitzen in der VA 1 nach 48 h deutlich
schlechtere UV-B-PW als nach 24 h Exposition.

Insgesamt zeigt sich, dass zur Beurteilung der UV-B-PW eine Expositionsdauer von bis zu
72 h sinnvoll ist, da sich die Unterschiede in den unterschiedlichen VA erst nach langeren
Expositionsdauern als 24 h herausstellen. Einen optimalen UV-B-protektiven Schutz haben
die HS, wenn sie sich als schitzende Schicht tber den Zellen befinden. In diesem Sinne ist
es ein Vorteil, dass sie als hdhermolekulare Substanzen nicht durch das Stratum corneum
der Haut penetrieren (Wohlrab et al., 1984; Saija et al., 1998). Die HS besitzen neben der
UV-B-PW weitere pharmakologische nach UV-B-Bestrahlung ausgeltste Effekte, da die
Ergebnisse der VA 1 und 2 unterschiedlich sind, sich aber nicht allein durch die Zytotoxizitat,
Photostabilitat oder pharmakologische Photoprotektion erklaren lassen. Die HS sind auller
NHs;-humat in dem untersuchten Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml nicht oder nur
schwach zytotoxisch, photostabil und zeigen in der VA 3 keine UV-B-protektiven Effekte.
Auch durch die unterschiedlichen VA sind diese Unterschiede nicht zu erklaren, da PABA
zwar Unterschiede in der UV-B-PCsy von bis zu 16 ug/ml zeigt, diese Differenz aber
bertcksichtigt wurde. Ein mdglicher Erklarungsansatz ist die Apoptose.

Da die HS photoprotektiv sind, durfte die durch Kernveranderungen (CPD, 6-4 PP) oder
ROS ausgeldste Apoptose nur in geringem Mald auftreten. Dagegen kdnnte die Apoptose
durch HS ausgeldst werden. Dies wurde erklaren, warum einige HS nach 24-stindiger
Exposition in VA 1 eine sehr gute UV-B-protektive Wirkung aufweisen, die bei Verlangerung
der Expositionsdauer abgeschwacht wird (Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP, Na-humat).

In einigen Versuchen stiegen die Kurven der UV-B-PW bis auf Uber 100 % an, was

moglicherweise durch die durch die HS gesteigerte oxidative Phosphorylierung begrindet
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werden kann. Nach einer Kontaktzeit von tuber 1 h steigern HS im Konzentrationsbereich von
40 bis 400 ug/ml die Respiration der Mitochondrien. Dabei sind HS mit kleinerem MG
signifikant effektiver als die mit héheren MG (Visser, 1987).

Photostabilitat (VA 6)
In unseren Versuchen konnten makroskopisch keine Veranderungen wie z.B. eine

Entfarbung der Losung beobachtet werden. Die bestrahlten HS zeigen keine erhohte
Zytotoxizitat, wie dies bei phototoxischen Reaktionen bei UV-Filtersubstanzen manchmal zu
beobachten ist (Shaath, 1991). Dagegen unterliegen mit UV-Licht verschiedener
Wellenlangen bestrahlte Fulvosduren einer pH-abhangigen Photooxidation. Mit
ansteigendem pH-Wert nimmt die Photooxidation zu. Ungefahr 90 % der Fulvosauren
wurden durch die mehrstiindige Bestrahlung abgebaut, vor allem die fur die Farbgebung
verantwortlichen phenolischen Sauren wurden zerstort (Chen et al., 1978).

Bei der Bestrahlung von HS kommt es zu Veranderungen des Radikalanteils. Es werden
radikalische Reaktionen angeregt, die zu einer Kopplung der vorhandenen Radikale und der
Bildung von neuen flhren. Die Reaktion verlauft Uber einen photoinduzierten Charge-
Transfer-Komplex zwischen der Donor-Verbindung und der Akzeptor-Verbindung
(Lagercrantz u. Yhland, 1963). Die HS werden als Akzeptoren angesehen. Die durch
Bestrahlung gebildeten Radikale entstehen wahrscheinlich sowohl in den HS-Molektlen als
auch in den Membranen der Zellen. Die HS kdnnen in ihrem Gerlst Radikale stabilisieren

und mit anderen Radikalen paaren (Flaig, 1966; Rice-Evans et al., 1996).

Neben der photooxidativen Radikalbildung werden auch durch die mitochondriale
Atmungskette Radikale gebildet, wenn der molekulare Sauerstoffs nicht vollstadndig zu
Wasser reduziert wird. Es entstehen Superoxidanion-Radikale. Die Superoxidanionen
werden durch die Superoxiddismutase in Wasserstoffperoxid umgesetzt, das von der
Katalase oder durch das Glutathionsystem weiter zu Wasser reduziert wird.

Die HS Na-KOP, K-KOP, NH4-KOP, HYKOP und DOPA-OP zeigen nach UV-B-Bestrahlung

mit einer Dosis von 360 J/m? keine erhdhte Zytotoxizitat.

Desmutagene Wirkung

Da UV-B-Strahlen das Potenzial haben, DNA-Mutationen auszuldsen, stellt sich die Frage,
ob HS in der Lage sind, diese Mutationen zu verhindern. In der Literatur findet man, dass HS
selbst nicht mutagen sind. Sie inhibieren aber auch keine Spontanmutationen. Die Ursache
der desmutagenen Wirkung ist eine konzentrationsabhangige Adsorption der mutagenen
Substanz (z.B. Benzo[a]pyrens oder 3-Aminoanthracens) durch die HS (Sato et al., 1987).

Bei der kritischen Mizellbildungskonzentration ist die Adsorption gering. Das Mutagen wird
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abgefangen, bevor es die Zelle attackieren kann. Der desmutagene Effekt nimmt mit
ansteigendem MG zu. Bei zusatzlich einwirkenden oxidativen Einflissen, wie z.B. Ozon, wird
der desmutagene Effekt abgeschwacht (Sato et al., 1986; Kowbel et al., 1986). Auch gegen
die Mutagene Mitomycin C und Malonhydrazid erwiesen sich die HS als desmutagen (Cozzi
et al., 1993).

Kohle-HS besitzen kein mutagenes Potential gegen Salmonella typhimurium (Bernacchi et
al., 1996b). Dagegen fuhren HS an intestinalen Zellen zu strukturellen Veranderungen und

chromosomalen Abnormalitaten (Bernacchi et al., 1996a).

In unseren Versuchen umgeben die HS die Zellen. Sie schiitzen die U937-Zellen vor UV-B-
Strahlung, indem sie diese absorbieren und in Warme umwandeln. Gelangen die Strahlen in
das Zellinnere und l6sen dort oxidativen Stress aus, konnen die HS keine Protektion mehr
bewirken. Anders verhalt es sich, wenn mutagene Substanzen die Zelle von aulen
attackieren, weil dann die komplexierenden Eigenschaften der HS den Angriff des Mutagens

auf die Zelle vereiteln.

Antiinflammatorische Wirkung
Bei einer UV-B-Bestrahlung treten in den Zellen nicht nur mutagene Veranderungen sondern

auch membranverandernde Effekte auf. Bei der UV-B-Bestrahlung werden
Entzindungsmediatoren gebildet. Wenn die Zellen bereits geschadigt sind, haben die HS,
die sich aulen auf die Membranen auflagern, keinen Einfluss mehr auf die
Entzindungsvorgange. Der Pathomechanismus der Lipidperoxidation und der
Arachidonsaurefreisetzung ist ausgeldst und lauft weiter ab. Sicherlich binden die HS die in
das Medium freigesetzten Mediatoren. In unserer VA 3 konnte keine pharmakologische
Wirkung gezeigt werden. Dennoch beeinflussen HS die Arachidonsaurefreisetzung aus den
Zellmembranen (Helbig et al., 1985) und die Bildung von Entziindungsmediatoren. So
hemmen polyphenolische, antiviral wirksame Oxidationsprodukte konzentrationsabhangig
die Lipoxygenase von Kaninchen-Retikulozyten. Diese Inhibierung der Lipoxygenase tritt in
dem gleichen Konzentrationsbereich auf, wie die HS ihre antivirale Aktivitat entfalten. Die
Oxidationsprodukte von Kaffeesaure, von 2,5-Dihydroxytoluen und 3,4-Dihydroxytoluen
waren die potentesten Inhibitoren der Lipoxygenase (Schewe et al., 1991). Bei Herpes-
simplex-Infektionen am Kaninchenauge wurden virusinduzierte Veranderungen im zellularen
Arachidonsaure-Metabolismus beschrieben. In unseren Versuchen kommt es wahrscheinlich
zu membrandestabilisierenden  Einflussen infolge der UV-B-Strahlung und zu
membranstabilisierenden Effekten durch die HS.

HS haben strukturelle Gemeinsamkeiten mit nichtsteroidalen Hemmstoffen der Prosta-
glandinsynthese, wie z.B. mit Salicylsdurederivaten, phenolischen Sduren und Polyphenolen

(Rice-Evans et al., 1996). Eine Hemmung der Prostaglandinsduresynthese erklart den
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pharmakologischen Hintergrund des analgetischen und antiphlogistischen Effektes. Es
wurde gezeigt, dass in In-vitro-Untersuchungen die HS einen besseren Effekt als
Acetylsalicylsaure, aber einen schlechteren Effekt als Indometacin in Bezug auf die

Verminderung der Prostaglandin-synthese haben (Breng et al., 1981).

Die antiphlogistische Wirkung der naturlichen HS NH,4- und Na-humat wurde am EiweilRddem
der Rattenpfote und mit dem Granulombeuteltest nachgewiesen und mit Antiphlogistika
(Aminophenazon, Acetylsalicylsdure) verglichen. NHs-humat ist starker antiphlogistisch
wirksam als Na-humat. Der Effekt von NHy-humat ist vergleichbar mit dem des

Aminophenazon (Klécking et al., 1968).

Ein schiutzender Effekt gegen die UV-induzierte Peroxidation von Phosphatidylcholin in
Membranen ist auch fur Flavonoide (Quercetin, Hesperetin, Naringenin) beschrieben (Bonina
et al., 1996). In der menschlichen Haut penetrieren sie durch das Stratum corneum in tiefere
Hautschichten. Flavonoide stellen erfolgversprechende Kandidaten zum UV-Schutz dar
(Pietschmann et al., 1992; Saija et al., 1998).

Bei einer Bestrahlung mit UV-B-Licht nimmt die Umwandlung der Arachidonsaure in
Cyclooxygenase-Produkte (PGD,, PGE,, PGF,,) ab, wahrend die Lipoxygenase-Produkte
(15-HETE, 12-HETE) ansteigen. Man nimmt an, dass ein endogener Inhibitor der
Cyclooxygenase gebildet und ins Zytoplasma freigesetzt wird. Dies fuihrt zu einem Ansteigen
der Lipoxygenase-Produkte und bedingt den verlangerten Entziindungsprozess (Ziboh u.
Burrall, 1987). Im Gegensatz dazu wird die Arachidonsdure durch Tenside
(Alkylpolyglucoside) durch Solubilisierung und die Zerstérung der Membranen freigesetzt
(Kuhn, 1998). Allerdings kann Natrium-humat die Oberflachenspannung des Wassers
herabsetzen und somit als Surfactant eingesetzt werden (Visser, 1964).

In Abhangigkeit von der Strahlendosis wird in humanen Fibroblasten eine Lipidperoxidation
und die Bildung von PGE, ausgelést und die Viabilitdt gesenkt. Diese Phanomene treten

gemeinsam bei Strahlendosen ab 100 bis 150 mJ/cm? auf (Filipe et al., 1995).

Aulerdem wird nach der UV-A- und UV-B-Bestrahlung von humanen Keratinozyten die
Aktivitaten der Superoxid-Dismutase und der Katalase gesenkt (Punnonen et al., 1991a).
Das bestatigen auch die Untersuchungen von Pence und Naylor (1990), die haarlose Mause
mit einer einmaligen UV-B-Dosis bestrahlten und beobachteten, dass die Aktivitaten der
Superoxid-Dismutase und die der Katalase nach 12 h vermindert sind und diese Depression
bis zu 72 h anhalt (Punnonen et al., 1991c). Obwohl nach einer UV-B-Bestrahlung die

Radikalbildung ansteigt, wird die Aktivitat antioxidativer Enzyme gesenkt.

Andere Untersuchungen beschéaftigen sich mit den antioxidativen Vitaminen in der Haut.
Dazu wurden haarlose Mause mit unterschiedlichen Dosen von UV-A und UV-B bestrahit

und gefunden, dass zwar bei geringen UV-Dosen Ascorbat schnell verbraucht wird, der
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Ascorbatgehalt bei héheren Dosen aber nicht beeinflusst wird. Den entgegengesetzten
Effekt zeigten Glutathion, Ubiquinol und a-Tocopherol. Bei niedrigen UV-Dosen wurde der
Gehalt nicht beeinflusst und bei hohen UV-Dosen sank deren Gehalt ab. Dagegen stieg der
Gehalt der Lipidperoxide in allen Dosisbereichen an (Shindo et al., 1994). Dies beweist, dass
in Abhangigkeit von der gewahlten Bestrahlungsdosis unterschiedliche antioxidative

Schutzmechanismen auftreten.

Monomere Verbindungen der synthetischen Huminsauren
Kaffeesdure und Ferulasaure als Vertreter der Hydroxyzimtsauren in Pflanzen besitzen

antioxidative Aktivitat und stellen photoprotektive Agenzien dar (Fenton et al., 1978). Der
Nachweis gelang anhand zweier Modelle - in einem wurde der Einfluss der durch UV-
Strahlung ausgeldsten Peroxidbildung in Phosphatidylcholin liposomaler Membranen
untersucht — in dem anderen die Aktivitdt von Stickoxid, das am oxidativen Geschehen
beteiligt ist, nachgewiesen. Die UV-Strahlung wird durch Hydroxyzimtsduren geblockt und
Irritationen verhindert. Dabei ist die perkutane Absorption der Hydroxyzimtsauren als eine
Voraussetzung fir die photoprotektiven Effekte anzusehen (Saija et al., 1999). Ferulasaure
und Kaffeesaure dringen in die Haut ein und penetrieren durch das Stratum corneum. Die
Bildung des bei der Lipidperoxidation freigesetzten Malondialdehyds wird durch die
Ferulasaure und die Kaffeesaure dosisabhangig vermindert. Die ermittelte 1Csy von
Ferulasaure war 12,0 pg/ml (10,8 — 15,1 ug/ml), und die ICsy von Kaffeesaure betrug
4,9ug/ml (4,1 — 5,4 pg/ml) (Saija et al., 1999). Sie besitzen eine Aktivitat gegen Hydroxyl-
und Peroxidradikale sowie gegen das Superoxid-Anion. Allerdings unterliegen die beiden
Hydroxyzimtsauren selbst einer Veranderung unter UV-Einfluss (Graf, 1992). Um einen
antioxidativen Effekt ausliben zu kdonnen, missen sich die Substanzen also in direktem
Kontakt zu den Membranen und oxidationsempfindlichen Strukturen befinden und auch
bereits dort sein, bevor die schadigende Exposition erfolgt. Im Gegensatz dazu belegen
unsere Versuche, dass die HS auch UV-B-protektiv wirken, wenn sie sich in einer getrennten
Schicht tber den Zellen befinden (VA 2).

Mit Kaffeesaure inkubierte U937-Zellen zeigen eine verbesserte Toleranz gegen oxidative
Einfliisse, was sich in einem erhéhten Uberleben der Zellen zeigt. Der Effekt scheint auf die
Fahigkeit der Kaffeesaure zurlckzufliihren zu sein, den Glutathionverbrauch zu reduzieren
und die Lipidperoxidation zu hemmen (Nardini et al., 1998). Kaffeesaure und Ferulasaure
haben also ein antioxidatives Potenzial in den Zellen (Graf, 1992). Sie besitzt die
Eigenschaft eines Radikalfangers. Zusatzlich ist ein Einfluss auf die Leukotrienbiosynthese
beschrieben. Die 5- und 12-Lipoxygenaseaktivitat und die Oxidation der LDL im Plasma wird
gehemmt. Sie ist beteiligt an der Rulckfihrung des o-Tocopheryl-Radikals in das o-

Tocopherol. Die Plasmakonzentrationen, die postprandial erreicht werden, liegen im
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Mikromolarbereich (Chen u. Ho, 1997). Eine antioxidative Wirkung der HS konnte nicht
gezeigt werden. In der VA 3 besitzen die HS keine UV-B-PW. U937-Zellen besitzen keine
verbesserte Toleranz gegen UV-B-Bestrahlung, wenn die HS erst nach der Bestrahlung zu
den Zellen gegeben werden.

Hydroxyzimt-, Chlorogen-, Kaffee-, Ferula- und p-Cumarsaure steigern die Resistenz von
LDL gegen Peroxidation. Dabei sind Kaffeesdure und Chlorogensaure besser wirksam als
Ferulasaure. Am schwachsten wirkt p-Cumarsdure (Castelluccio et al., 1995). Die
Ferulasaure liegt in den Pflanzen in freier Form oder in kovalenter Bindung mit Ligninen oder
anderen Biopolymeren vor. Durch den phenolischen Kern und die konjugierte Seitenkette ist
sie resonanzstabilisiert. Sie Ubt eine antioxidative Funktion bei der Erhaltung der
Zellintegritdt gegen Sauerstoff und Strahlung aus. Auf die gleiche Weise wirkt die
Ferulasaure antiphlogistisch (Graf, 1992).

4.3. Gemeinsamkeiten der Huminsauren mit Melaninen

Strukturen der Melanine und der Huminsauren

Zwischen dem Melanin, den HS und den HS-ahnlichen Verbindungen treten einige
strukturelle Gemeinsamkeiten auf. So haben alle Substanzen ein hohes MG, sind dunkel
gefarbte Verbindungen mit aromatischen Kernen, konjugierten Doppelbindungen und
gleichen monomeren Ausgangsverbindungen. Chemisch gesehen gibt es Gemeinsamkeiten
zwischen den HS, den Ligninen, den Flavonoiden (Flaig, 1966; Felbeck 1971) und den
Melaninen. Melanine Gben an erster Stelle eine Schutzfunktion gegen die schadigenden UV-
Strahlen aus. Die UV-Strahlen werden absorbiert und freie Radikale gebunden. Neben dem
Schutz der Zellkerne vor mutagenen Einflissen der UV-Strahlen bieten die Melanine durch

die Absorption der infraroten und sichtbaren Strahlung zusatzlich einen Schutz vor Warme.

HO N\
HO
ﬁ N
COOH co, HO H
OH NH, 5,6-Dihydroxy-
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O
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o~ N

Indol-5,6-chinon
Abb.54: Bildung des Melanins in der Haut
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Eumelanine sind einheitlich aus den verschiedenen Oxidationsstufen des DOPA-Chinons,
der Indol-5,6-chinon-2-carbonsaure und des Indol-5,6-chinons aufgebaut. Die Indolchinone
werden durch Polymerisation gekoppelt, wobei sie aber ihre spezifischen Eigenschaften
behalten (Abb.54) (Prota, 2000).

Es ergibt sich ein polymeres Gerlst, dessen Struktur in der folgenden Abbildung 55

dargestellt ist.

\\N/ \N

Abb.55: Struktur des Eumelanins in der Haut (nach Olivieri u. Nicolaus, 1999)

Wenn das Melanin mit Cystein und Glutathion reagiert, entstehen die Phaomelanine, die die
potentielle Toxizitat von Zwischenprodukten abfangen. Das korpereigene Schutzsystem liegt
in den Phaomelaninen in kovalenter Bindung mit den Pigmenten vor. Die Eu- und die Phao-
melanine bilden eine Einheit, indem die Eumelanine die UV-Strahlung absorbieren und die
freien Radikale abfangen und die Phaomelanine vorwiegend die reaktiven Sauerstoffspezies
neutralisieren (Nicolaus u. Scherillo, 1995). Die Melaninpolymere sind naturliche freie
Radikale (Nicolaus, 2003), in denen auf 200 bis 300 Melanineinheiten ein ungepaartes
Elektron entfallt. Die freien Radikale stellen nur einen sehr kleinen Anteil des Melanins dar,

spielen aber in der Pathophysiologie eine immense Rolle.

Melanine bestehen aus pords zusammengelagerten Aggregaten, in die lonen und neutrale

Molekule absorbiert werden kénnen (Crippa et al., 2004).
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HS weisen strukturelle Gemeinsamkeiten mit den Melaninen auf, die sich in ihren
Eigenschaften (z.B. UV-B-protektiv) wiederspiegeln. Da HS UV-B-Strahlen absorbieren und

in unseren Versuchen nicht antioxidativ wirken, dhneln sie eher den Eumelaninen (Abb.56).
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Abb.56: Struktur der Eumelanine und der Phaomelanine (Simon u. Geller, 1999)

Fluoreszenz und Radikalbildung

Bei der Synthese der HS beobachtet man beim Alkalisieren der Losung eine
charakteristische griine Fluoreszenz, die ein Hinweis auf die Ausbildung chinoider
Ubergangszustande ist. Die fluoreszierenden Produkte haben meist ein niedrigeres MG
(Choudhry, 1984a). Als Endprodukte der Synthese entstehen dunkelbraun gefarbte

Substanzen, die nicht mehr fluoreszieren.

Ebenfalls eine starke, aber gelbe Fluoreszenz zeigen mittels Licht oder Wasserstoffperoxid
oxidierte Melanine in RPE- (retinal pigment epithelium) und Aderhaut- (choroid) Zellen
(Kayatz et al., 2001). Auch isolierte naturliche und in vitro praparierte Melanine zeigen eine
Autofluoreszenz, die durch Natriumazid, Katalase oder unter wasserfreien Bedingungen
gehemmt wird. Der schnelle Abbau von Melanin durch UV-Bestrahlung in
Wasserstoffperoxid- oder Natriumperiodat-enthaltendem Medium fiihrt zu fluoreszierenden
Ubergangszustanden. Dagegen fluoreszieren Melanine bei Oxidationen ohne UV-

Bestrahlung nicht (Elleder u. Borovansky, 2001).

Ein Beispiel fir die Bildung freier Radikale ist die Photohomolyse der

Schwefelkohlenstoffbindungen der Phaomelanine. Es entstehen Radikale des 5-S-
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Cysteinyldopa (Sealy, 1984). Melanine kdnnen die enthaltenen Radikale in ihren Ketten
stabilisieren (Simon u. Geller, 1999). Auch HS enthalten in dem Humingerist stabilisierte,

freie Radikale.
Partikelbildung

Da sich die Molekule des Melanins partikelartig zusammenlagern, verhindern auch
Reflexions- und Streuungseffekte das Eindringen der UV-Strahlen in die Epidermis.
Melaninpartikel von Gber 300 nm Durchmesser (intakte Melanosome) kénnen UV-A- und UV-
B-Strahlung streuen. Liegt der Durchmesser der Melaninpartikel unter 30 nm (Staubpartikel),
wirken sie viel starker absorbierend. Die Photoprotektion der Melanine ist eine relative
Wirkung, da verschiedene Mechanismen zusammenspielen (Cesarini, 1988). Auch HS
bilden in Abhangigkeit von ihrem MG, dem pH-Wert, vorhandenen lonen und der Temperatur
Partikel.

DOPA-OP - DOPA-Melanin
DOPA wurde als Ausgangssubstanz fiur die HS-Synthese ausgewahlt, weil es am Aufbau

des physiologischen Melanins der humanen Haut beteiligt ist. Die Bildung des Melanins
verlauft von der Aminosaure Tyrosin ausgehend Uber chinoide Zwischenstufen bis zum
polymerisierten und konjugierten Melanin (Land et al., 2001). Die HS DOPA-OP wird aus
DOPA oxidativ mittels Periodatoxidation oder enzymatisch mit Phenoloxidase hergestellt. Ein
Beispiel fur die Synthese des Melanins aus DOPA stellt die Hefe Histoplasma capsulatum
dar. Setzt man ihrem Wachstumsmedium L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) oder (-)-
Epinephrin zu, produziert sie pigmentierte Zellen. Mit Hilfe von Antikérpern kénnen diese
Pigmente als Melanine mit einem Gehalt an freien Radikalen identifiziert werden. Die Hefe
kann Melanin bzw. melaninahnliche Pigmente aus L-DOPA mittels Phenoloxidase in vitro
und in vivo synthetisieren (Nosanchuk et al., 2002).

Kaffeesdure und Hydrokaffeesdure als monomere Ausgangsverbindungen fir die HS-
Synthese wurden ausgewahlt, weil sie strukturelle Gemeinsamkeiten zum DOPA aufweisen
und sich bei der Polymerisation dem DOPA-OP und dem natirlichen Melanin ahnlich
aufgebaute Produkte bilden. AulRerdem wurde bei dem Pilz Cryptococcus neoformans
beschrieben, dass er auf einem Kaffeesdure-Agar geziichtet werden kann und dann
dunkelgefarbte Melanine bildet (Larone, 1995).

Allerdings unterscheidet sich die Bildung von Melanin beim Menschen von der des Pilzes
Cryptococcus neoformans in ihnrem Mechanismus (Casadevall et al., 2000). In Abhangigkeit
von den funktionellen Gruppen der Ausgangsverbindungen werden bei der Melaninsynthese
verschiedene Ubergangszustéande ausgebildet. So wird Melanin sequentiell von der

Tyrosinase Uber Dopachinon und Leucodopachrom zu Dopachrom oxidiert. Die Laccasen
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anderer Pilze, wie z.B. die von Coriolus versicolor, oxidieren phenolische Substrate durch die
Ubertragung von freien Elektronen, d.h. (iber einen radikalischen Mechanismus (Williamson,
1997).

Wenn man sich die strukturellen Gemeinsamkeiten der Hydroxyzimtsauren bzw. abgeleiteter
Verbindungen mit dem DOPA verdeutlicht, diese Verbindungen polymerisiert — ahnlich den
physiologischen Prozessen in den Melanosomen — und auf diese Weise HS herstellt, werden

wiederum die Parallelen zu den Eumelaninen deutlich.

Funktionelle Gemeinsamkeiten zwischen den Melaninen und Huminsauren
Melanin und melaninhaltige Gewebe weisen vielféltige Bindungsmadglichkeiten auf. So

interagiert Melanin mit Arzneistoffen, wie z.B. mit Antimalariamitteln und psychotropen
Substanzen (Forest, 2000). Auch HS besitzen ein ausgezeichnetes
Komplexierungsverhalten. Dafir ist zum einen die porige Struktur und zum anderen die
Interaktion Uber lonenpaare und Wasserstoffbriickenbindungen verantwortlich. Sowohl die
Melanine als auch die HS kénnen porphyrinartige Strukturen ausbilden, in denen Metallionen

komplexiert werden kénnen.

Das Porphyrin-Modell erlaubt die Bildung interessanter biologischer Komplexe und erklart
auch die Ausbildung von Metall- oder lonenkomplexen sowie die Absorption und
Koordination von Enzymen. Das HS-Modell geht von einer Graphit-Sandwich-Struktur aus,
d.h. es bilden sich Schichten, die sich in einem Abstand von 3,4 Angstrém anlagern (Olivieri
u. Nicolaus, 1999).

Verschiedene Pilze bilden Melanin, dem einerseits eine bedeutsame Rolle als Virulenzfaktor
zukommt und das andererseits die Aufgaben hat, die Pilze vor antimikrobiellen Oxidanzien,
vor Hitze und Kalte, vor UV-Licht und vor Amphotericin B zu schitzen. Cryptococcus
neoformans ist ein Modellorganismus zur Untersuchung der Virulenz von Melanin und der
ausgeldsten Antwort des Wirtsorganismus (Casadevall et al., 2000). Neben dem Melanin
stellt die Kapsel den zweiten Hauptvirulenzfaktoren dar (Perfect et al., 1998). Die
Kapselpolysacharide hemmen die Phagozytose, und die I6slichen Polysacharide
interferieren mit immunologischen Funktionen (Doering et al., 1999). Dagegen ist das
Melanin fir den Schutz des Cryptococcus neoformans gegen stickstoff- und
sauerstoffbasierte oxidative Angriffe des Wirtsorganismus wichtig (Perfect et al., 1998). Der
Pilz ist in der Lage, in Anwesenheit von phenolischen Substraten - was die Verbindung zu
den HS zeigt - Melanin zu bilden. Es findet eine Autopolymerisation von DOPA und
Epinephrin Uber chinoide Intermediate zu Melanin statt. Die isolierten Melaninpartikel
besitzen die Grofie und Form der Hefezellen. Melaninhaltige Zellen waren im Gegensatz zu

melaninfreien unempfindlich gegen mikrobizide Peptide, deren fungizide Aktivitdt durch
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Interaktionen zwischen Peptiden und Melanin reduziert oder verhindert wurde. Die Bindung
kommt durch ladungsbedingte und hydrophobe Wechselwirkungen zustande (Doering et al.,
1999). Cryptococcus neoformans wandelt mittels Phenoloxidase auch Kaffeesdure in
Melanin um. Auf einem Kaffeesdure-Agar geziichtet, farbt das gebildete Melanin die
Pilzkolonie braun (Larone, 1995). Anhand des Modellorganismus Cryptococcus neoformans
werden die Parallelen zwischen der Melanin- und der HS-Bildung deutlich. Normalerweise ist
die Kaffeesaure ein charakteristischer Baustein der HS. Der Pilz verwendet sie zum Aufbau
seines Melanins, das aber wiederum nicht der UV-Protektion dient, sondern als ein

Virulenzfaktor angesehen werden muss.

Spektrale Eigenschaften
Melanin hat eine breite, uncharakteristische Absorptionsbande, wobei die Absorption im

Wellenlangenbereich von 700 nm bis zu 250 nm ansteigt. Die Photoreaktivitat und die Photo-
chemie des Melanins ist komplexer als die simple Umwandlung von Lichtenergie in Warme.
Anhand von Fluoreszenzstudien konnte in Abhangigkeit von der Zeit und der Wellenlange
die Ausbildung verschiedener Energie-Transfer-Komplexe nachgewiesen werden (Forest,
2000). Die zusammengelagerten Melaninmolekile haben im Vergleich zu den
Einzelmolekilen veranderte Eigenschaften. Die Melaninpartikel unterschiedlicher GroRe
besitzen ein verandertes optisches Verhalten. Dies kdnnte bei den HS ahnlich und ein Grund
fur die unterschiedlichen Versuchsergebnisse in den VA 1 und 2 sein. Wahrend die Melanine
innerhalb der Zellen in speziellen Kompartimenten abgegrenzt sind, sind die HS auf die
Biomembranen der Zellen aufgelagert.

Wenn man die UV-VIS-Spekiren des Melanins misst, stellt man fest, dass sich das
Absorptionsspektrum und das Aktionsspektrum voneinander unterscheiden. Durch die
Bestrahlung werden reaktive Sauerstoffspezies und freie Radikale gebildet (Sarna u. Sealy,
1984). Diese entstehen bei langeren Wellenlangen ab 400 nm nur in geringem Umfang, bei
kurzen Wellenlangen unter 300 nm jedoch in einem starken Ausmaf. Warum die Bildung
von reaktiven Spezies und Radikalen nicht proportional zu der Strahlung verlauft, ist nicht
bekannt. Der Sauerstoffverbrauch und die Bildung von freien Radikalen und reaktiven
Sauerstoffspezies steigt bei kurzen Wellenlangen Uberproportional an. Von grofRer
Bedeutung fir die Absorption der Strahlung ist auch das MG des Melanins. Die
Absorptionskurve von Melaninen mit einem MG bis zu 3000 Dalton verlduft unterhalb der
Kurve der groReren Partikel und weist einen charakteristischen Peak bei 270 nm auf. Dieser
verschwindet im Absorptionsspektrum der Melanine mit MG Uber 3000 Dalton (Simon u.
Geller, 1999). Im Vergleich dazu besitzt die Kaffeesaure charakteristisch ausgepragte
Absorptionsmaxima bei 220 nm und 245 nm, wahrend KOP einen gleichmaRigen Abfall der

Absorption bei steigender Wellenlange zeigt (Helbig u. Klécking, 1983).
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Es wurden die Absorptionsspektren der kleinen Partikel und das gemessene
Aktionsspektrum verglichen und eine Ubereinstimmung festgestellt. Wahrscheinlich sind die
kleinen Partikel bis zu 1000 Dalton fir die Radikalbildung und fir die DNA-Schaden

verantwortlich (Simon u. Geller, 1999).

4.4. Apoptose und Nekrose der U937-Zellen infolge der UV-B-Bestrahlung
und der Huminsaurebehandlung

Morphologische Verdanderungen der U937-Zellen nach UV-B-Bestrahlung
Bei der UV-B-Bestrahlung und einer Huminsaure-Behandlung treten nekrotische und

apoptotische Prozesse simultan nebeneinander auf.

Abb.57: Morphologische Veranderungen der U937-Zellen nach UV-B-Bestrahlung und einer
Behandlung mit Na-KOP (125 pg/ml) nach 72-stiindiger Exposition (100-fache
Vergroerung)

In der Abbildung 57 sind die typischen morphologischen Veranderungen der U937-Zellen
nach einer UV-B-Bestrahlung und einer HS-Behandlung zu sehen. Einige Zellen sehen
unverandert (a) aus. Viele Zellen sind infolge des zytotoxischen Einflusses der UV-B-
Strahlen angeschwollen (b), andere sind geschrumpft (c), deformiert und beginnen
auszulaufen (d) oder sind zerfallen (e). Einige Zellen sind lediglich verkleinert und etwas
kompakter (f). Sie sind dicht zusammengelagert. Die Membranen sind haufig infolge der HS-

Behandlung dunkel abgegrenzt (g).
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In der folgenden Abbildung 58 sind die morphologischen Veranderungen der Zellen bei der

Apoptose und der Nekrose dargestellt.

Abb.58: Schematischer Ablauf der Apoptose und der Nekrose von Zellen
(nach Kerr et al., 1994)

normale Zelle (1)

Apoptose (2, 3, 4)
2 Chromatinkondensation und Aggregation an der nuklearen Membran

3 Fragmentierung des Nukleus, Ausbildung apoptotischer Kérperchen
4 Phagozytose und lysosomale Verdauung durch Nachbarzellen

Nekrose (5, 6)

5 Zerstérung der Membranintegritat
6 Ruptur und Desintegration von Zellbestandteilen

In den Bestrahlungsversuchen laufen eine Vielzahl von Mechanismen parallel
nebeneinander und nacheinander ab, die man in ihrer Komplexitat betrachten muss. UV-B-
Strahlen kénnen dosisabhangig sowohl apoptotische als auch nekrotische Veranderungen in
Zellen bewirken. Bestrahlt man U937-Zellen mit einer Dosis UV-B von Uber 1000 J/m?,
sterben die Zellen vollstdndig ab. Man beobachtet die typischen nekrotischen
Veranderungen wie Zellschwellung, AufreiRen der Zellmembranen und das Auslaufen der
Zellen. In unseren Versuchen wahlten wir eine Strahlendosis von 360 J/m? + 10 % aus.
Diese Dosis totet ca. 70 % der U937-Zellen, die restlichen 30 % uberleben. Gibt man UV-B-

protektive Agenzien hinzu, Gberleben in Abhangigkeit von der Konzentration prozentual mehr
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Zellen, die aber ebenfalls typischen morphologischen Veranderungen in Folge des
Strahleneinflusses unterliegen. Man kann also schlussfolgern, dass in unseren
Untersuchungen sowohl apoptotische als auch nekrotische Vorgange in den U937-Zellen zu
beobachten sind. In vielen Versuchen werden die Zellen nicht vollstandig abgetoétet, sondern
erleiden nur Schadigungen. Auch die mikroskopischen Beobachtungen deuten auf die
unterschiedlichen Mechanismen hin. In einigen Versuchen kommt es zu einem regelrechten
Zerfall der Zellen und in anderen nur zu Kondensationserscheinungen und

Grolienveranderungen.

Ablauf der Apoptose und Nekrose

HS konnen in geringerer Dosierung der Ausléser flr die Apoptose sein. Bei der Behandlung
von Endothelzellen mit HS der Konzentrationen von 50 bis 200 ug/ml zeigen sich dosis- und
zeitabhangige apoptotische Veranderungen. Diese aufiern sich in einer verminderten

Zellviabilitat, einer Chromatinkondensation 2002). HS kénnen auch in U937-Zellen Apoptose

auslosen (Jelinek, 2001).

Die Nekrose von Zellen erfolgt durch und einer internukleosomalen DNA-Fragmentierung.
Antioxidantien und Chelatbildner verhindern die HS-induzierte Apoptose. HS aktivieren die
Ca?*-abhéngige Caspase. Der Anstieg der HS-induzierten Apoptose geht mit einer
reduzierten Konzentration des Apoptoseinhibitors Bcl-2 und mit einem Anstieg des Bax-
Proteins, das Bcl-2 inhibiert, einher. Weiterhin nimmt in Korrelation zum Anstieg der
Apoptoserate die Menge von p53 zu (Hseu et al., einen massiven toxischen Einfluss, der
meist schnell und ungerichtet erfolgt. Die Nekrose ist also destruierend, unspezifisch und

fuhrt oft zu massiven Schadigungen oder sogar zum Funktionsverlust von ganzen Geweben.

Werden RPE-Zellen mit einer niedrigen Dosis UV-B bestrahlt, sind nach 24 h die meisten
Zellschaden repariert. Im Gegensatz dazu fuhren hohe UV-B-Dosen zur Apoptose (Patton et
al., 1999). Dabei verlauft die UV-B-induzierte Apoptose zunéachst tber die Bildung von DNA-
mismatch-repair-Proteinen (MMR) (Young et al., 2004). Das DNA-mismatch-Reparatur-
System identifiziert und beseitigt Basenfehlpaarungen in der DNA-Doppelhelix. Ein Defekt
dieses Systems hat zur Folge, dass die Fehler in der DNA-Replikation nicht mehr erkannt
werden und Mutationen auftreten. Normalerweise werden unter Mitwirkung der MMR

geschadigte epidermale Zellen eliminiert (Young et al., 2004).

Die UV-B-induzierte Apoptose kann auRerdem durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), eine
DNA-Schadigung und Uber CD 95 ausgeldst werden. Einen Beweis dafiir, dass diese

Mechanismen unabhangig voneinander ablaufen, erbrachten Kulms et al. (2002). So schitzt
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Pyrrolidin-Dithiocarbamat (PDTC) die Zellen zwar vor der durch Wasserstoffperoxid - als
einen Vertreter der ROS — ausgeldsten Apoptose, aber die CD 95 vermittelte Apoptose lauft
weiterhin ab. Wahrend an dem Mechanismus der ROS-ausgeldsten Apoptose das
mitochondriale Cytochrom C beteiligt ist, ist bei dem Weg Uber CD 95 das proapoptotische

Protein Bid, das unter UV-B-Einfluss gespalten wird, entscheidend.

Neben apoptotischen und nekrotischen Veranderungen induzieren UV-B-Strahlen in
humanen Keratinozyten auch die Lipidperoxidation und fuhren zu einer Reduktion der
Aktivitdt antioxidativer Enzyme. So sind die Aktivitaten der vor oxidativem Stress
schitzenden Superoxid-Dismutase und der Katalase 0,5 h nach Bestrahlung signifikant
reduziert. Dagegen zeigen Keratinozyten bei einer UV-B-Bestrahlung der Wellenlange von
280 bis 315 nm und Dosen von 330 mJ/cm? und 1090 mJ/cm? keine Veranderungen in der
Zellviabilitat (Punnonen et al., 1991c). In unseren Versuchen zeigen die U937-Zellen nach
UV-B-Bestrahlung mit einer Dosis von 30 bis 40 mJ/cm? und 1-stiindiger Inkubation keine
Veranderungen weder in ihrem morphologischen Bild noch in ihrer Stoffwechselaktivitat. Erst
nach 24-stiindiger Inkubation treten UV-B-induzierte Zellschaden auf. Keratinozyten zeigen
bei niedrigen Bestrahlungsdosen von 20 mJ/cm? UV-B keine Verdnderungen in Form
reaktiver Thiobarbitursaure oder fluoreszierender Produkte. Hingegen ist bei einer
Bestrahlungsdosis von 330 mJ/cm? UV-B ein signifikantes Auftreten von Thiobarbitursiure

und fluoreszierenden Produkten zu beobachten.

4.5. Schadliche Wirkungen der Strahlen auf die Haut

Photosensibilisierung
Die moglichen Mechanismen einer Photosensibilisierung kénnen phototoxisch oder

photoallergisch sein. Die Phototoxizitdt beruht auf einer auf physikochemischem Weg
induzierten Lichtiberempfindlichkeit (Schauder u. lppen, 1997). Bei der Photoallergie liegt
eine Sensibilisierung des Immunsystems zu Grunde. Bei der phototoxischen Reaktion
kommt es innerhalb von 24 h zu einem begrenzten, gering infiltrierten und gelegentlich
6dematésem Erythem. Die Vesikel- und Blasenbildung geht meist mit brennenden
Schmerzen und Juckreiz einher. Eine Vielzahl von Substanzen I6sen phototoxische
Reaktionen aus, z.B. Parfime, Pflanzeninhaltsstoffe, Medikamente und Kosmetika. Auch
PABA ist eine phototoxische Substanz. Im Bereich der Medikamente sind vor allem
Antibiotika, Antiphlogistika, Psychopharmaka, Phenothiazine, Diuretika, Antidiabetika und
Phototherapeutika zu nennen (Carbonare u. Pathak, 1992; Schauder, 2001).

UV-Licht hat eine lokale und eine systemische immunmodulierende Wirkung. Bei UV-

Bestrahlung werden Langerhanszellen in ihrer Funktion beeintrachtigt und Keratinozyten
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angeregt, immunmodulierende Zytokine zu produzieren. So kann eine UV-Bestrahlung die
Sensibilisierung gegen Kontaktallergene unterdriicken und eine durch die Zytokine IL-10,

TNF o und IL-12 vermittelte Immuntoleranz induzieren (Schwarz, 1996).

Zugelassene Filtersubstanzen durfen nur ein minimales toxikologisches Potenzial besitzen.
Unter dem Einfluss der Strahlung kénnen photodynamische Prozesse ablaufen, die die
Molekiile verandern und allergene Potenziale aufbauen (Funk et al., 1995; Schrader et al.,
1994). So kdnnen Lichtschutzfilter bei UV-Bestrahlung in Abhangigkeit von verschiedenen

Lésungsmitteln und der Bestrahlungsdosis abgebaut werden (Shaath, 1991).

Toxikologie, phototoxische und photoallergische Reaktionen von UV-Filtern

Im St John’s Institute of Dermatology wurden die Daten von 2715 Patienten im Zeitraum von
1983 bis 1998 ausgewertet, die sich einem Photopatch-Test unterzogen hatten. Von 111
Patienten, die eine positive Reaktion zeigten, waren 52 Reaktionen ursachlich auf UV-Filter
zurtckzufiuhren. Am haufigsten waren die Reaktionen bei Benzophenon-3 mit 14 Fallen
gefolgt von Benzophenon-10 (9), Isopropyl-dibenzoylmethan (6), PABA (5), Octyl-dimethyl-
PABA (5), Butyl-methoxydibenzoylmethan (4), Isoamyl-methoxycinnamat (2), Ethyl-
methoxycinnamat (2), Octyl-methoxycinnamat (2), Amyl-dimethyl-PABA (2) und
Phenylbenzimidazol-sulfonsaure (1). In dieser Studie wurden UV-Filter als Photoallergene
identifiziert (Darvay et al., 2001).

Die kombinierten Effekte von Licht und exogen Licht sensibilisierenden Substanzen fuhren
zu phototoxischen und photoallergischen Reaktionen. Die in Kosmetika, Arzneien und
Pflanzen enthaltenen sensibilisierenden Stoffe besitzen eine trizyklische Struktur und die
Fahigkeit, UV-Strahlung zu absorbieren (Kiec-Swierczynska u. Krecisz, 2001). Die UV-Filter
Octyltriazon (Sommer et al., 2002), Methoxycinnamat und Oxybenzon (Cook u. Freeman,

2002) kénnen zu einer photoallergischen Kontaktdermatits flihren.

In einer skandinavischen Studie zeigten 3,9 % der Probanden gegenlber PABA allergische
oder photoallergische Reaktionen (Thune et al., 1988). UV-protektive Substanzen (z.B.
PABA, Oxybenzon, Isopropyl-methoxy-dibenzoylmethan, 3-(4-methyl-benzyliden)campher,
Octyl-dimethyl-PABA) koénnen eine Kontakt- oder Photokontaktsensibilisierung auslosen.
Zwischen strukturell verwandten Substanzen konnen Kreuzsensibilisierungen bestehen
(Funk et al., 1995). Im Zeitraum von 1981 bis 1999 wurden insgesamt 480 Patienten auf
allergische und photoallergische Reaktionen auf chemische UV-Filter getestet, von denen 88
eine positive Reaktion zeigten. 2 Patienten reagierten auf PABA allergisch und 2
photoallergisch (Schauder, 2001).
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Die derzeit gebrauchlichen Lichtschutzfilter sind toxikologisch nicht vollig unbedenklich, so
dass die Suche nach neuen Substanzen eine grole Bedeutung hat. So wurden in
Muttermilchproben Spuren verschiedener Lichtschutzsubstanzen nachgewiesen, darunter p-
Methoxyzimtsdureisoamylester und Octylmethoxyzimtsdureester. Die Substanzen werden
nach Angaben der Hersteller bis zu 2 % Uber die Haut resorbiert und kénnen zu
gesundheitlichen Risiken fihren (Hany u. Nagel, 1995). Weitere Untersuchungen Uber das
Vorkommen von Lichtschutzfiltersubstanzen im Wasser und in Fischen weisen darauf hin,
dass die Filtersubstanzen weit verbreitet vorkommen und eventuell als Umweltchemikalien
zu betrachten sind. Der Nachweis der Substanzen in Fischen ist ein guter Bioindikator fiir
das Vorkommen im Wasser (Nagtegaal et al., 1997). HS sind ein natlrlicher Bestandteil des

Wassers und des Okosystems.

Kaffee-HS und Polykondensate aus Aminosauren und Phenolkdrpern zeigen eine gute

intravendse Vertraglichkeit und geringe Toxizitat (Klocking et al., 1967).

PABA hat eine LDsq bei der oralen Applikation an der Ratte von 6000 mg/kg. Dagegen wird
die Toxizitat der Kaffeesaure und der Humussaure lediglich als reizend eingestuft. In der
folgenden Tabelle 15 sind einige gebrauchliche Lichtschutzfilter laut Kosmetikverordnung
und deren Toxizitat aufgefiihrt (Mang u. Stege, 2003; Fluka, 1999/2000).

Tabelle 15: Einige laut Kosmetikverordnung zugelassene UV-Filter

Lichtschutzfilter Summenformel MG Toxizitat

3,3,5-Trimethylcyclohexyl-salicylat Ci6H2303 262,35 g/mol LDsp oral Ratte >8400 mg/kg
2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon C14H1203 228,25 g/mol  LDsg oral Ratte >12800 mg/kg
2-Phenylbenzimidazol-5-sulfonsaure C13H10N203S 274,29 g/mol  LDso oral Ratte >16000 mg/kg
1-(4-tert.Butylphenyl)-3-(4methoxyphenyl)- C20H2203 310,38 g/mol  LDsp oral Ratte >16000 mg/kg

propan-1,3-dion

4-Methoxy-zimtsdure-2-ethyl-hexylester Ci1gH2603 290,40 g/mol LDsg oral Ratte >20000 mg/kg

In einer norwegischen Studie erwies sich Octylmethoxycinnamat als zytotoxisch (Butt u.
Christensen, 2000). AuRerdem besitzen einige UV-Filter an MCF-7-Zellen eine 6strogene
Aktivitat (Schlumpf, 2001).

4.6. Anwendungsmoglichkeiten des UV-B-protektiven Schutzes der Huminsauren

Sonnenschutz
Die HS zeigen gute UV-B-protektive Eigenschaften, so dass ein Einsatz in den

verschiedensten Bereichen denkbar ware. Man konnte sie in Cremes einsetzen, um

einerseits die Haut vor UV-B-Strahlung zu schitzen und andererseits in wirkstoffhaltigen
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Dermatika, um lichtempfindliche Wirkstoffe zu schiitzen. Bei der Herstellung von Pflastern,
die Steroidhormone enthalten, die Uber die Haut resorbiert werden, ist die
Lichtempfindlichkeit der Wirkstoffe ein gro3es Problem. Hier kdnnten die HS in die
Deckschichten eingearbeitet werden. Von Vorteil hierbei sind die hohen Molekulargewichte,

so dass eine Resorption Uber die Haut oder Membranen nicht zu erwarten ist.

Radikalfanger

Radikale besitzen als ungepaarte freie Elektronen nur eine extrem kurze Lebensdauer und
reagieren mit Molekulstrukturen. Radikale sind an vielen Stoffwechselvorgangen beteiligt.
Erst wenn die zellularen Radikalbindungsmechanismen keine Kapazitdt mehr besitzen,
greifen die Radikale ungeschitzte Strukturen an und schadigen die Zelle. Zu diesen
Schutzsystemen gehdren die Superoxid-Dismutase und die Glutathion-Peroxidase als
antioxidative Enzyme und Vitamin E, Beta-Carotin und Vitamin C als antioxidative
Substanzen. In der Haut entstehen durch die UV-Strahlung ROS, weil die Radikale unter
Sauerstoffbeteiligung zu reaktiven Verbindungen reagieren. Zu diesen gehéren das
Superoxid-Anion-Radikal, das Hydroxyl-Radikal und das Peroxid-Radikal (Carbonare u.
Pathak, 1992). Analog dem Melanin kénnen auch HS als Radikalfanger wirken.

Lippenschutz

Die Lippen unterscheiden sich in ihrem Aufbau grundlegend von der normalen Haut. Sie
besitzen keine Talg- und Schweil3driisen, die Oberflache ist fettfrei. Die Lippen trocknen sehr
schnell aus. Es ist nur sehr wenig Melanin enthalten, das Lippenrot kommt durch die
durchschimmernden, durchbluteten Bindegewebspapillen zustande. Die Lippen besitzen
nicht die natirlichen Schutzmechanismen vor UV-B-Strahlen. Als Folge reil3en die Lippen
ein, werden sprdode und bilden durch die Verbrennung Blasen. Setzt man die Haut einer UV-
B-Bestrahlung aus, kommt es lokal zu einer herabgesetzten Immunabwehr, wodurch das
Auftreten von Herpes-simplex-Infektionen begunstigt wird.

HS und andere polyanionische Substanzen stellen einen Inhibitor fir das HSV-1 dar.

KOP zeigt eine sehr gute antivirale Aktivitdt und nur eine schwache Zytotoxizitat (ca. 20 %
bei 64 pug/ml). Auch Kaffeesaure besitzt eine antivirale Wirkung ab einer Konzentration von
32 ng/ml, ist aber im Vergleich zu KOP im gleichen Konzentrationsbereich zytotoxisch (80 %
bei 512 pug/ml) (Helbig et al., 1997).

HS besitzen gute UV-B-protektive Eigenschaften und zusatzlich eine gute antivirale Aktivitat.
Sie bieten sich somit zur Vorbeugung und zur Therapie der lokalen Herpes-simplex-
Infektionen an. Hierzu ware die Entwicklung eines therapeutischen HS-haltigen Lippenstiftes

zu empfehlen.
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Augenschutz
UV-B-Strahlen kdnnen am Auge mit einer Verzbgerung von einigen Stunden eine

Hornhautentziindung (Photokeratitis) hervorrufen. Strahlen einer Wellenlange unter 295 nm
werden von der Hornhaut abgefangen. Mit zunehmender Wellenlange nimmt die
Durchlassigkeit zu. Bei 310 nm treten bereits 35 % und bei 360 nm ca. 70 % der UV-
Strahlung in das Augeninnere ein. Die Linse absorbiert den spektralen Anteil zwischen 325
und 370 nm fast vollstandig. Die absorbierte Energie fiihrt allerdings zu Triibungen der Linse.
Die gelb-braunen Verfarbungen sind vermutlich auf den Abbau von Tryptophan
zurtckzufiihren. Netzhautschaden treten bei normalen Bestrahlungen nicht auf, sind jedoch
bei der Einnahme von Photosensibilisatoren oder beim Aufenthalt auf stark reflektierenden
Flachen, wie z.B. Gletschereis, zu beachten. Es besteht ein Zusammenhang zwischen der
chronischen UV-B-Belastung des Auges und der Kataraktentstehung (Taylor et al., 1988).
Am Modell der LEC (lens epithelial cells) kénnen die Auswirkungen der UV-Strahlen am
Auge untersucht werden (Andley et al., 1994). Vor diesem Hintergrund konnte die

Anwendung von Augentropfen mit UV-B-absorptiven Eigenschaften sinnvoll sein.

Photoprotektion der Haare
Haare bestehen aus Proteinen, Lipiden, Nukleinsaureresten, Polysacchariden, Mineralien

und Wasser — Strukturen, die eine Angriffsflache flr Radikale bieten. In erster Linie bewirken
die Sonnenstrahlen ein Ausbleichen der Haare. Es kommt intermediar zur Bildung von
Wasserstoffperoxid und zur oxidativen Pigmentzerstérung. Aber auch Peptidketten werden
gespalten, Aminosauren abgebaut und Disulfidbriicken ausgebildet. Praktisch erscheinen die
Haare sprode, rau und glanzlos, die Festigkeit und Elastizitdt nehmen ab. Diesen
Veranderungen kann man vorbeugen, indem Produkte aufgetragen werden, die einen UV-
Filter enthalten und Radikalfangereigenschaften haben. Dabei ist es wichtig, dass die UV-
Filter eine gewisse Haftungstendenz an den Haaren haben. Eine Einarbeitung von HS in

Shampoos und Haarpflegeprodukte kénnte erprobt werden.

4.7. Huminsaure-Lichtschutzcreme

UV-protektive Substanzen

Das Verhaltnis von UV-A zu UV-B im Tageslicht verhalt sich wie 1:100 bis 1:500. Die UV-B-
Dosis wird Uber die Erythembildung beurteilt, fur die UV-A-Dosen benutzt man die
persistierende  Sofortpigmentierung. Sonnenschutzmittel wirken chemisch und/oder
physikalisch. Die chemischen Blocker wie PABA, PABA-, Zimtsdure- und Benzophenon-
Derivate erzielen ihre Schutzwirkung durch Absorption. Zu den physikalisch wirksamen

Filtern zahlen mikronisiertes Titandioxid und mikronisiertes Zinkoxid, die in einer
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Konzentration von maximal 25 % enthalten sind. Die Einarbeitung von physikalischen Filtern
in kosmetische Grundlagen ist aufgrund des auftretenden Weilleffektes schwierig. Die
Partikelgroen von Zinkoxid und Titandioxid liegen zwischen 10 und 100 nm. Diese streuen
und reflektieren die UV-Strahlen.

Als einziger natlrlich vorkommender, zugelassener LichtschutZfilter ist die Urocaninsaure zu
nennen. Allerdings findet man in der Kencur-Wurzel p-Methoxyzimtsaure und einige ihrer
Ester (Langner, 1996).

Rezeptur einer Huminsaure-Lichtschutzcreme
Der Begriff der ,Cosmoceuticals® bezeichnet die Kosmetika der Zukunft, die eine

Zwischenstellung zwischen Arzneimitteln und Kosmetika einnehmen, weil der Stellenwert der
Wirksamkeit und der Sicherheit gegeniber den reinen Kosmetika steigt.

Ein Problem stellt die Photoinstabilitat einiger Lichtschutzfilter dar. Die Photostabilitat kann
durch die Wahl einer geeigneten Formulierung verbessert werden. Zimtsdure-Derivate
zeigen Isomerien, so dass sie gegen einen Photoabbau geschitzt sind. Dagegen erweisen
sich PABA-Derivate als photoinstabil (Shaath, 1991).

Ein idealer UV-Filter sollte nicht in die Haut penetrieren und keinen Abbau durch UV-
Strahlung zeigen. Die Hersteller bieten als galenische Lésungen fur diese Probleme
liposomale Tragersubstanzen, Polymerketten oder Pigmente an. Liposomen enthalten in
ihrem Inneren die Filtersubstanzen und haften als Einheit an den Keratinozyten. Mit
Polymeren verknUpfte Filtersubstanzen koénnen nicht in die Haut eindringen (Zimmer u.
Herzfeldt, 1997).

KOP wurde hinsichtlich seines Penetrationsvermdgens in die Haut untersucht. Eine 1%ige
W/O-Emulsion dringt schnell in die Haut ein und bildet in der Hornschicht ein Reservoir.
Nach 30 min sind 1 bis 3 % der applizierten Menge bis in die Epidermis und Dermis
penetriert. Diese Menge bleibt auch bei langeren Penetrationszeiten unverandert (Wohlrab et
al., 1984).

Ferulasaure besitzt eine antioxidative, entzindungshemmende und photoprotektive Wirkung
(Graf, 1992). Sie wird in einer Konzentration von ca. 4 % in W/O-Sonnenschutzcreme
eingearbeitet (Eggensperger u. Wilker, 1996).

PABA wird in einer Konzentration von bis zu 5 % in Sonnencreme angewandt. Anhand der
UV-B-PCs lassen sich fiir die natlrlichen und synthetischen HS Aquivalentdosen errechnen.
Fir eine Sonnencreme mit der untersuchten Substanzklasse der HS kann der folgende

Rezepturvorschlag gemacht werden (Tronnier u. Schmohl, 1990).

Huminsaure 5,0

Unguentum polyethylenglycoli DAB 8 ad 100,0
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die UV-B-protektive Wirkung der Huminsduren und der

zugrunde liegende Mechanismus der UV-B-Protektion untersucht.

Hierzu wurden die natirlichen Huminsauren Natriumhumat (Na-humat), Ammoniumhumat
(NH4-humat), die Huminsaure Aldrich (HS Aldrich) und drei Huminsduren aus dem Altteicher
Moor (HS Altteicher Moor |, I, lll) sowie die synthetischen Huminsduren Natrium-
Kaffeesaure-Oxidationsprodukt (Na-KOP), Kalium-Kaffeesaure-Oxidationsprodukt (K-KOP),
Ammonium-Kaffeesaure-Oxidationsprodukt (NH,-KOP), Hydrokaffeesaure-Oxidationsprodukt
(HYKOP, Natrium-Salz) und DOPA-Oxidationsprodukt (DOPA-OP, Natrium-Salz) hinsichtlich

ihrer UV-B-protektiven Wirkung und ihrer Zytotoxizitat untersucht.

Die natirlichen Huminsduren stammen aus verschiedenen Naturmooren. Sie wurden nach

unterschiedlichen Methoden isoliert und aufbereitet.

Die synthetischen Huminsauren wurden unter definierten Bedingungen mittels Periodat-
oxidation, zum Teil auch durch Luftoxidation, aus definierten Ausgangsverbindungen

hergestellt.
Als Referenzsubstanz der UV-B-protektiven Wirkung diente Paraaminobenzoesaure (PABA).

Das Calciumsalz des Kaffeesaure-Oxidationsproduktes erwies sich in dem verwendeten
Versuchsmedium als unléslich und konnte daher nicht untersucht werden. Das luftoxidierte
DOPA-Oxidationsprodukt ist zytotoxisch und wurde deshalb nicht hinsichtlich seiner UV-B-

Protektivitat untersucht.

Der Mechanismus der UV-B-protektiven Wirkung kann chemischer, physikalischer oder
pharmakologischer Natur sein. Die UV-B-Strahlen kénnen absorbiert (chemisch), reflektiert
oder gestreut (physikalisch) werden. AuRerdem kénnen die entstehenden Strahlenschaden
pharmakologisch beeinflusst werden. Fur die Aufklarung des Mechanismus der UV-B-
protektiven Wirkung fanden Cytomorph®-b-Platten Verwendung. Sie erméglichen dank ihrer
besonderen Konstruktion, die Zellen zusammen mit den Huminsauren oder getrennt von

diesen zu inkubieren.

Insgesamt wurden flinf verschiedene Versuchsanordnungen (VA) gewahlt und zusatzlich die

Zytotoxizitat der Huminsauren untersucht.

In der Versuchsanordnung 1 wurden die Zellen und die Huminsauren zusammen bestrahlt
und Uber eine Dauer von 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. In dieser Versuchsanordnung kann

man unspezifisch den UV-B-protektiven Effekt der Huminsauren nachweisen. Verandern sich
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mit Huminsauren versetzt. In dieser Anordnung kann eine eventuelle pharmakologische

Wirkung auf die durch UV-B-Strahlen geschadigten Zellen nachgewiesen werden.

In der Versuchsanordnung 4 wurden die Huminsauren hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat gegen
U937-Zellen untersucht.

In der Versuchsanordnung 5 wurden die Huminsauren und die Zellen zusammen in das
Unterteil der Cytomorph®-b-Platten gegeben, dann 1 h inkubiert und erst danach mit UV-B
bestrahlt. die Huminsauren infolge der Bestrahlung oder sind sie selbst zytotoxisch, werden

die Zellen auch durch diese zytotoxischen Effekte geschadigt.

In der Versuchsanordnung 2 wurden die Huminsduren in den Deckel der Cytomorph®-b-
Platten gegeben und die Zellen in das Unterteil. Anschliefiend wurde mit UV-B-Strahlung
bestrahlt und inkubiert. In dieser Versuchsanordnung wird die chemische Schutzwirkung
aufgrund der Absorption der UV-B-Strahlung nachgewiesen. Wenn die Huminsduren
Veranderungen durch die UV-B-Bestrahlung erfahren, kdnnen sie die Zellen nicht schadigen.

Die Schadigung ist zu 100 % auf die UV-B-Strahlung zurtckzufuhren.

In der Versuchsanordnung 3 wurden die Zellen zunachst mit UV-B bestrahlt und erst im
Anschluss an die Bestrahlung Dabei kdnnen sich vor der Bestrahlung durch Wechselwirkung
der Zellen mit den Huminsduren neue Ordnungszustande ausbilden und kleine Partikel
bilden. Zusatzlich kénnen als UV-B-protektive Mechanismen Streuungs-, Brechungs- und

Reflektionseffekte auftreten.

In der Versuchsanordnung 6 wurden die Huminsauren zunachst bestrahlt und erst nach der
Bestrahlung die Zellen hinzugegeben. Die Huminsduren kénnen durch die Einwirkung der
Strahlungsenergie abgebaut und verandert werden, so dass moglicherweise zytotoxische

Produkte entstehen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die natlrlichen als auch die synthetischen Huminsauren
UV-B-protektive Eigenschaften besitzen. Sie sind im untersuchten Konzentrationsbereich in
der Regel nicht oder nur sehr gering zytotoxisch. Lediglich zwei Huminsauren erwiesen sich
als zytotoxisch: ein durch Luftoxidation hergestelltes DOPA-Oxidationsprodukt (CCsq = 276
ug/ml, Einwirkungszeit 24 h) und die natirliche Huminsaure Ammoniumhumat (CCsy = 243

pg/ml, Einwirkungszeit 24 h).

Die Referenzsubstanz — Paraaminobenzoesaure (PABA) — verhinderte im Konzentrations-
bereich ab 125 ug/ml vollstandig die Ausbildung von UV-B-bedingten Zellschadigungen,
soweit diese durch XTT-Reaktion und mikroskopische Auswertung erfassbar waren. Dies gilt
sowohl fir eine Postexpositionszeit von 24 h, 48 h und 72 h sowohl fir die Versuchs-

anordnungen 1 und 2. 24 Stunden nach Bestrahlung der Zellen betragt die 50%ige UV-B-
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protektive Konzentration (PCsp) von PABA in Versuchsanordnung 1 (VA 1) 39 ug/ml, in VA 2
23 ug/ml.

Fir Na-KOP wurde eine PCsy von 35 pug/ml in VA 1 und von 40 pg/ml in VA 2 gefunden. Na-
KOP hat somit in VA 1 eine etwas starkere und in VA 2 eine geringere Filterwirkung als
PABA.

DOPA-OP, die Modellsubstanz fir Eumelanin, zeigte ebenfalls eine deutliche UV-B-
protektive Wirkung [PCso (VA 1) 37 ug/ml; PCso (VA 2) 36 pg/ml], die in VA 1 etwas effektiver
und in VA 2 geringer als die von PABA ist.

HYKOP besitzt in VA 1 eine PCs, von 38 ug/ml, in VA 2 von 44 ug/ml. HYKOP Ubertrifft
damit die UV-B-protektive Wirkung von PABA in VA 1, ist in VA 2 jedoch weniger effektiv.

Fir K-KOP wurde in VA 1 eine PCs von 39 pug/ml und in VA 2 von 40 pug/ml ermittelt. Damit
besitzt K-KOP in VA 1 die gleiche UV-B-Schutzwirkung wie PABA, in VA 2 erweist sich K-

KOP jedoch als weniger effektiv.
NH4-KOP besitzt mit einer PCsq von 30 ug/ml in VA 1 eine deutlich bessere Filterwirkung als

PABA. Dagegen ist NH4-KOP in VA 2 (PCso = 25 ng/ml) etwas weniger effektiv.

Die synthetischen Huminsduren Na-KOP (111 %), DOPA-OP (107 %), HYKOP (104 %), K-
KOP (102 %) und NH4-KOP (129 %) sind nach 24-stindiger Exposition in der VA 1 starker
UV-B-protektiv wirksam als PABA. Die relativen UV-B-PCs, liegen tber 100 %. Dagegen
erweist sich in der VA 2 PABA als effektiver im Vergleich zu den synthetischen Huminsauren
[Na-KOP (58 %), DOPA-OP (65 %), HYKOP (52 %), K-KOP (58 %) und NH4-KOP (94 %)].
Die relativen UV-B-P Cs liegen unter 100 %.

NH4-KOP besitzt mit 129 % in VA 1 und 94 % in VA 2 von den synthetischen Huminsauren
die effektivste relative UV-B-PCs,. Die anderen synthetischen HS (Na-KOP, DOPA-OP,
HYKOP, K-KOP) zeigen untereinander in ihren UV-B-protektiven Wirkungen in der gleichen

VA keine Unterschiede.

Natriumhumat besitzt sowohl in VA 1 (PCso = 48 pg/ml) als auch in VA 2 (PCso = 30 pg/ml)
eine schwachere UV-B-Filterwirkung als PABA.

Ammoniumhumat ist in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 62,5 ug/ml bis
500ug/ml zytotoxisch, so dass in VA 1 keine UV-B-protektive Wirkung zu beobachten war.
Dagegen besitzt Ammoniumhumat in VA 2 von allen untersuchten Huminsauren
einschliellich PABA die effektivste UV-B-Schutzwirkung (PCso = 17 pg/ml).

Huminsaure Aldrich zeigt in VA 1 (PCso = 51 ug/ml) eine etwas geringere und in VA 2 (PCs
= 23 pg/ml) die gleiche Schutzwirkung wie PABA.
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Huminsaure Altteicher Moor | ist sowohl in VA 1 (PCso = 31 ug/ml) als auch in VA 2 (PCs =
41 pg/ml) etwas schwacher UV-B-protektiv wirksam als PABA.

Huminsaure Altteicher Moor Il ist sowohl in VA 1 (PCso = 35 pg/ml) als auch in VA 2 (PCs =
29 ug/ml) etwas weniger effektiv als PABA.

Huminsaure Altteicher Moor Il besitzt in VA 1 (PCso = 125 pg/ml) eine sehr schwache UV-B-
protektive Wirkung. Die Filterwirkung in VA 2 (PCsy = 41 ug/ml) entspricht der der

Huminsaure Allteicher Moor |.

Damit erweisen sich alle drei Huminsauren aus dem Allteicher Moor in den VA 1 und 2 als
weniger effektiv als PABA. Huminsaure Allteicher Moor Il besitzt im Vergleich zu den

Huminsauren Altteicher Moor | und Il die starkste UV-B-protektive Wirkung.

Bei Verlangerung der Expositionsdauer (48 h, 72 h) zeigen die synthetischen Huminsauren
in den VA 1 und 2 ein unterschiedliches Verhalten. Der Vergleich der relativen UV-B-
protektiven Wirkungen der synthetischen Huminsduren Na-KOP, DOPA-OP und HYKOP
zeigt, dass die UV-B-Schutzwirkung bei direktem Kontakt der Zellen mit den Huminsauren
(VA 1) mit zunehmender Expositionsdauer abnimmt. Die relative UV-B-PW von Na-KOP
nimmt von 111% (24 h) auf 52 % (48 h) ab und kann nach 72 h Exposition nicht mehr
bestimmt werden. DOPA-OP [107 % (24 h); 48 % (48 h); n.b. (72 h)] und HYKOP [104 %
(24 h); 44 % (48 h); 34 % (72 h)] verhalten sich analog. Im Gegensatz zu den Ergebnissen
der VA 1 bleiben die relativen UV-B-PW in der Versuchsanordnung ohne direkten Kontakt
(VA 2) bei Verlangerung der Expositionsdauer nahezu konstant. Die relativen UV-B-PW in
VA 2 von Na-KOP liegen zwischen 51 und 69 %, von DOPA-OP zwischen 49 und 65 % und
von HYKOP zwischen 52 und 59 %. Wahrend die synthetischen Huminsauren nach 24 h
Exposition in der VA 1 einen starkeren relativen UV-B-protektiven Effekt als in der VA 2
besitzen, ist die UV-B-Schutzwirkung bei verlangerter Expositionsdauer (48h, 72h) in der VA

2 effektiver.

Im Gegensatz zu den synthetischen Huminsauren ist das UV-B-protektive Verhalten der
natlrlichen Huminsauren bei Verlangerung der Expositionsdauer nicht einheitlich.

Na-humat zeigt ein ahnliches Verhalten wie die synthetischen Huminsauren. Die relative UV-
B-PW von Na-humat [24 h (82 %); 48 h (41 %); 72 h (n.b.)] nimmt in VA 1 mit zunehmender
Expositionsdauer ab, bleibt dagegen in der VA 2 [24 h (77 %); 48 h (84 %); 72 h (68 %)]

annahernd konstant.

NHs-humat besitzt in der VA 1 zytotoxische Wirkung, weswegen kein UV-B-Schutz

nachgewiesen werden kann. Dagegen ist die UV-B-PW in der VA 2 von allen getesteten
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Huminsauren die effektivste. Die relativen UV-B-PW bezogen auf PABA sind: 108 % (24 h),
164 % (48 h), 133 % (72 h).

Huminsdure Aldrich zeigt in VA 1 (77 %) nach 24 h Exposition eine etwas schwachere
relative UV-B-PW als in VA 2 (100 %). Nach 48 h Exposition liegt die Schutzwirkung nahezu
unverandert bei 73 % (VA 1) und 95 % (VA 2).

Die HS Altteicher Moor |, Il und Il besitzen unterschiedliche UV-B-PW. HS Altteicher Moor |
besitzt in VA 1 eine relative UV-B-PW von ca. 80 % nach 24 h und 48 h Exposition. Die UV-
B-PW in VA 2 liegt mit 57 % bzw. 72 % unter der der VA 1. Die HS Altteicher Moor Il besitzt
nach 24 h Exposition in VA 1 (89 %) und VA 2 (80 %) eine starkere UV-B-PW als nach 48 h
Exposition [VA 1 (58 %), VA 2 (51 %)]. Die HS Altteicher Moor Il zeigt nach 24 h Exposition
mit 32 % in VA 1 und 57 % in VA 2 eine schwache UV-B-PW.

Die naturlichen HS weisen in Bezug auf ihre UV-B-protektiven Eigenschaften weniger
Gemeinsamkeiten auf als die synthetischen. Es zeigen sich Unterschiede in Abhangigkeit
vom Ursprung der HS (Naturmoor bei Dierhagen, Altteicher Moor, HS Aldrich), von der
Aufbereitungstechnik (HS Altteicher Moor LIl und IIl) und vom vorhandenen Gegenion (Na-
humat, NH4-humat).

Eine pharmakologische Wirkung (VA 3) konnte bei keiner der untersuchten Huminsguren
Na-KOP, DOPA-OP und HYKOP nachgewiesen werden. Der durch UV-B induzierte

Zellschaden konnte nicht beeinflusst werden.

Werden die Zellen vor der UV-B-Bestrahlung zunachst 1 h lang mit Huminsauren exponiert
(VA 5), weisen die getesteten Huminsduren (Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP) nach 24-
stindiger Exposition eine gleich starke UV-B-PW wie in VA 1 (ohne vorherige Exposition)
auf. Die UV-B-PW unterscheiden sich erst bei Verlangerung der Expositionsdauer. Nach 48h
Exposition ist eine Huminsaure in der VA 1 starker UV-B-protektiv wirksam als in der VA 5
(DOPA-OP), eine in der VA 5 effektiver als in VA 1 (HYKOP) und eine zeigt in beiden VA
gleich starke UV-B-PW (Na-KOP). Nach 72 h Exposition sind alle 3 Huminsauren in der VA 5
starker UV-B-protektiv wirksam als in VA 1. Da sich in beiden VA die Zellen und
Huminsauren in direktem Kontakt befinden, wiirde man eine gleich starke UV-B-protektive
Wirksamkeit erwarten. Die VA 5 erweist sich bei verlangerter Expositionsdauer (72 h) als

effektiver.

Die Huminsauren Na-KOP, DOPA-OP, HYKOP, K-KOP und NH4-KOP zeigen nach einer
UV-B-Bestrahlung von 36 mJ/cm? und einer Expositionsdauer von 24 h (VA 6) keine hohere
Zytotoxizitdt als ohne Bestrahlung. Die ermittelten Zytotoxizitdten liegen im
Konzentrationsbereich bis 500 ug/ml unter 30 %. Die UV-B-protektiven Eigenschaften der
Huminsduren kénnen ausgenutzt werden, um UV-B-Lichtschutzcremes herzustellen. Die

Huminsauren imitieren den naturlichen UV-B-Schutz der Melanine.
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