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Referat:

Die vorliegende Arbeit beschétftigt sich mit biologischen und physiko-chemischen
in-vitro-Testsystemen zur Bestimmung der Lichtschutzwirkung und des Irritati-
onspotenzials von kosmetischen Fertigprodukten.

Fur die Abschatzung der Lichtschutzwirkung wurde eine Screening-Methode fir
orientierende und vergleichende Untersuchungen von Sonnenschutzpraparaten
in Losungen entwickelt. Die Methode ermdglicht auRerdem eine Abschatzung der
Photostabilitdt der Produkte sowie der verbleibenden Lichtschutzwirkung nach
der Einwirkung von ultravioletter Strahlung.

Zur Abschatzung des Irritationspotenzials wurde Uberprift, ob sich der Red-
blood-cell-Photohamolysetest fur kosmetische Fertigprodukte eignet. Es wurden
sowohl der Einfluss der chemischen Inhaltsstoffe als auch die Beeinflussung des

Testsystems durch UV-Strahlung untersucht.
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1 Einleitung

Die Qualitat von Hautpflegeprodukten zeichnet sich in entscheidendem Malfie Uber
ihre Hautvertraglichkeit aus. Sehr gute Hautpflegemittel 16sen keine Hautirrita-
tionen aus, das heil3t keine objektiv beobachtbaren oder subjektiv beschreibbaren
Entzindungen der Haut wie beispielsweise Erythembildung oder Juckreiz. Sie dur-

fen keine allergischen Reaktionen verursachen.

Diese Eigenschaften werden in dermatologischen Vertraglichkeitsprifungen unter
arztlicher Kontrolle und mit Hilfe von in-vitro-Testsystemen, die oftmals in einer
frihen Phase der Produktentwicklung eingesetzt werden, Uberprift. Im Gegensatz
zu in-vivo-Testsystemen werden in-vitro-Testsysteme nicht im lebenden Organis-
mus, sondern unter experimentellen Bedingungen auf3erhalb des Organismus

eingesetzt.

Neben der Ermittlung des Hautirritationspotenzials ist es wichtig, dass kosme-
tische Produkte auch auf ihre phototoxischen bzw. photosensibilisierenden Eigen-
schaften untersucht werden. Darunter versteht man die durch Licht oder UV-
Strahlung induzierten toxikologischen Wirkungen eines Stoffes. Das Hautirrita-
tionspotenzial wird durch die aufRerliche Anwendung eines Hautpflegeproduktes
und anschlieBender Einwirkung von UV-Licht erhéht, obwohl die Strahlendosis in
einem Bereich liegt, in dem sie normalerweise keine Auswirkungen hatte. Die
Uberprifung der UV-induzierten Eigenschaften ist vor allem fiir kosmetische Pro-
dukte von Bedeutung, die der Sonne exponiert werden, wie z.B. Gesichtscremes
oder Sonnenschutzpraparate. Die Ermittlung der Photosensibilisierung kann in-
vitro durch den Vergleich des Irritationspotenzials mit und ohne UV-Bestrahlung
erfolgen. Ein Beispiel daftr ist der Red-blood-cell-Photohdamolysetest (RBC-
Photohdmolysetest), bei dem die Membranstabilitat exponierter Erythrozyten ge-

gen Standards gemessen wird.

Fur Sonnenschutzprodukte ist weiterhin der Nachweis der Schutzwirkung im UVA-

und UVB-Bereich von Bedeutung. Da die Standardisierung zur Bestimmung des
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UVA-Schutzfaktors noch nicht sehr weit fortgeschritten ist, besteht auch hier der

Bedarf an weiterfihrenden Betrachtungen zu in-vitro-Testsystemen.

1.1 Zielstellung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Uberprifung verschiedener in-vitro-

Testsysteme auf ihre Anwendbarkeit fir kosmetische Produkte.

Es soll Gberpruft werden, ob der Red-blood-cell-Photohamolysetest, der in seiner
Ursprungsform fir Verdinnungen von reinen Substanzen entwickelt wurde [PAPE
& PFANNENBECKER, 1994], auch fur komplexe Zusammensetzungen kosmetischer
Produkte geeignet ist und ein Photohdmolysepotenzial fir diese abgeschéatzt wer-
den kann. Bei den untersuchten Produkten handelt es sich um zwei Sonnen-
schutzcremes mit den Lichtschutzfaktoren (LSF) 6 und 50. Es soll Gberprift wer-
den, ob sich deren Lichtschutzwirkung ebenfalls mit dem RBC-Photohdmolysetest

nachweisen lasst.

Fur die Sonnenschutzcremes sollen au3erdem die Absorptions- und Stabilitats-
eigenschaften der UV-Schutzfilter in-vitro Uberprift werden. Dazu wird eine
Screening-Methode mit Verdinnungslésungen etabliert, die orientierende und
vergleichende Aussagen zwischen verschiedenen Sonnenschutzpraparaten er-

mdoglichen soll.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Sonnenschutzmittel

2.1.1 Strahlungsspektrum der Sonne

Die elektromagnetische Strahlung der Sonne umfasst den Bereich der Infrarot-
strahlung (IR, 800 — 3000 nm), des sichtbaren Lichtes (VIS, 400 — 800 nm) und
der Ultraviolettstrahlung (UV, 200 — 400 nm). Die UV-Strahlung wird dabei noch
weiter unterteilt: UVC-Strahlung mit Wellenlangen von 200 — 290 nm, UVB-
Strahlung im Bereich 290 — 320 nm und UVA mit Wellenlangen zwischen 320 und
400 nm [MANG & KRUTMANN, 2003]. Teilweise wird die langwellige UVA-Strahlung
weiter in die Bereiche UVA1 und UVAZ2 unterteilt, siehe Abbildung 1. Durch die
Atmosphéare und die Ozonschicht wird UVC vollkommen absorbiert, sodass nur

langwelligere Strahlung auf die Erdoberflache trifft [SCHRADER, 2001].
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uv IR
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VIS . .
: : : 400-760 nm : I
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Abbildung 1: Spektralbereiche des Sonnenlichts [BoDE, 2004]

UV-Strahlung besitzt die Fahigkeit, in Hautzellen einzudringen und ist dort an einer
Vielzahl biologischer Reaktionen beteiligt. Zu den bekanntesten Reaktionen zah-

len dabei die Sofortpigmentierung der Haut und die Stimulierung der
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Melaninsynthese. Eine Uberexposition mit UVB-Strahlen fiihrt zu Sonnenbrand,
wohingegen UVA-Strahlung Langzeitschaden wie vorzeitige Hautalterung, Haut-
krebs und Immunsuppression verursacht, da sie tiefer in die Haut eindringt
[SCHRADER, 2001].

Um diesen negativen Einflissen des Sonnenlichts entgegenzuwirken, sollte man

die Haut durch geeignete Sonnenschutzpraparate schitzen.

2.1.2 UV-Filter in Sonnenschutzpréparaten

Sonnenschutzpraparate entfalten ihre Schutzwirkung durch die enthaltenen UV-
Schutzfilter. Diese kdénnen hinsichtlich ihrer Wirkungsweise in chemische und phy-
sikalische Filter und, je nach Wirkspektrum, in UVA-, UVB- und Breitbandfilter un-

terteilt werden.

Physikalische UV-Filter, meist mineralische Pigmente wie Zinkoxid oder Titan-
dioxid, schitzen durch Reflexion und Streuung der Strahlung, wohingegen chemi-
sche Filter die UV-Strahlung durch konjugierte Doppelbindungen absorbieren
[MANG & KRUTMANN, 2003]. Tabelle 1 zeigt Beispiele fur chemische UV-Filter im
UVA- und UVB-Wirkbereich.
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Tabelle 1: Beispiele fir chemische UV-Filter
[nach BAG, 2009; MANG & KRUTMANN, 2003; OSTERWALDER et al., 2001]

INCI-Bezeichnung Chem. Bezeichnung Markennamen Eigenschaften
Diethylaminohydroxy- 2-[-4-(Diethylamino)-2- e Uvinul A Plus Gra- UVA-Filter
benzoylhexylbenzoat hydroxybenzoyl] nular oliéslich
photostabil
Benzoesaurehexylester
Butylmethoxy- 4-tert.-Butyl-4'-methoxy- e Eusolex 9020 UVA-Filter
dibenzoylmethan dibenzoyl-methan * Parsol 1789 nicht photo-
e Neo Heliopan 357 stabil (Stabi-
lisierung
moglich)
oll6slich
Octocrylen 2-Cyano-3,3-diphenyl- e Escalol 597 UVB-Filter
acrylsaure-2"-ethylhexyl-  ® Nep-HeIiopan 303 olléslich
e Uvinul N-539-SG
ester e Parsol 340
e Eusolex OCR
Ethylhexylmethoxy- 2-Ethylhexyl-4- e FEscalol 557 UVB-Filter
cinnamat methoxycinnamat * Eusolex 2292 6lGslich
e Neo Heliopan AV
e Parsol MCX
e Uvinul MC 80

Bevor bekannt wurde, dass Langzeitschdden durch UVA-Strahlung entstehen,

enthielten Sonnenschutzpraparate hauptsachlich UVB-Filter, was zur Folge hatte,

dass die UVA-Exposition verstarkt wurde. Mittlerweile ist die kosmetische Industrie

dazu Ubergegangen, in ihren Produkten vermehrt UVA-Filter einzusetzen. Um ei-

nen moglichst groRen Wellenlangenbereich abzudecken, werden meist mehrere

UV-Filter kombiniert, was allerdings das Risiko von unerwinschten Neben-

wirkungen erhoht.
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Entscheidend flr den Sonnenschutz sind die aktiven Inhaltsstoffe im Praparat, die
UVA und UVB unterschiedlich absorbieren. Das Absorptionsspektrum dieser In-
haltsstoffe stellt demnach eine wichtige Grél3e zur Beschreibung des UV-Schutzes
dar, da sich aus diesem erkennen lasst, in welchem Bereich UV-Strahlung absor-
biert wird und wie stark die Abschwachung der UV-Strahlung ist [WEBER & SCHUL-

MEISTER, 2011].

Die Aufnahme eines Absorptionsspektrums von Probenverdinnungen ermoglicht
eine Aussage Uber die Absorption im UVA- und im UVB-Bereich, jedoch werden

in-vivo-Effekte, wie Penetration in die Haut, nicht bertcksichtigt [SAUPE, 2004].

2.1.3 Lichtschutzfaktor

Um Sonnenschutzmittel zu vergleichen und hinsichtlich ihrer Schutzwirkung ge-
genuber Sonnenbranden (UV-Erythemen) zu beurteilen, wurde der Lichtschutzfak-
tor (LSF) eingeflhrt [WEBER & SCHULMEISTER, 2011].

Der auf Sonnenschutzprodukten angegebene Lichtschutzfaktor bezieht sich auf
den Schutzeffekt gegen UVB-Strahlen und gibt an, wie viel langer man sich mit
geschutzter Haut im Vergleich zur ungeschitzten Haut in der Sonne aufhalten
kann, bis ein Sonnenbrand entsteht. Die Ermittlung des LSF erfolgt in-vivo nach
einer standardisierten Priafvorschrift, die vom Dachverband der européischen
Kosmetikindustrie, der COLIPA, entwickelt wurde. Dazu wird vor und nach dem
Auftragen eines Sonnenschutzmittels die minimale Erythemdosis (MED), also die
Menge an UVB-Strahlung, bei der ein gerade erkennbares Erythem entsteht, be-
stimmt [MANG & KRUTMANN, 2003]. Der LSF ergibt sich nach folgender Formel:

MED mit Sonnenschutzmittel
LSF =

MED ohne Sonnenschutzmittel

Die MED ist eine individuelle Gr63e und von Mensch zu Mensch unterschiedlich.
Weiterhin ist hervorzuheben, dass sich der LSF auf eine Auftragsmenge von
2 mg/lcm? bezieht. Vom Verbraucher wird meist eine deutlich geringere Menge
aufgetragen, sodass der effektive LSF kleiner ist, als der angegebene LSF [WEBER
& SCHULMEISTER, 2011]. Aus diesem Grund sind Produkte mit einem hohen LSF zu
empfehlen. Durch die standige Entwicklung neuer UV-Filter werden immer hau-

figer Praparate mit Lichtschutzfaktoren bis zu 100 angeboten, wobei darauf hin-
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zuweisen ist, dass die Reduktion der UVB-Strahlungseinwirkung nicht linear mit
dem LSF ansteigt. Misst man die Reduktion der UVB-Strahlung, so werden bereits
bei LSF 20 rund 95 % absorbiert. Bei einem LSF von 50 erhoht sich die Absorpti-
on lediglich auf 98 % [BfR, 2003].

2.1.4 UVA-Schutz

Der LSF ermoglicht die Einordnung der Schutzleistung gegentber UVB-Strahlung,
l&sst jedoch keine Rickschlisse und Aussagen uber die UVA-Schutzleistung zu,

fur deren Bestimmung derzeit noch keine internationalen Standards existieren.

Eine Beurteilung der UVA-Schutzwirkung durch die Erythembildung, die durch
UVA-Strahlung induziert wird, ist aus praktischen Grinden nicht geeignet [MANG &
KRUTMANN, 2003]. Derzeit werden verschiedene in-vivo und in-vitro-Methoden zur

Bestimmung des UVA-Schutzes genutzt.

Die beiden gangigsten in-vivo-Methoden sind Immediate Pigment Darkening (IPD)
und Persistant Pigment Darkening (PPD). Bei beiden Methoden wird die Pigmen-
tierung der Haut, die durch UVA-Strahlung ausgel6st wird, gemessen und analog
zum LSF ein UVA-Schutzfaktor definiert. Unterschiede liegen in der UVA-Dosis
(IPD: 1-6 Jicm?; PPD: 15 J/cm?) und der Zeitdauer, die zwischen Bestrahlung und
Messung der Pigmentierung liegen (IPD: 15 min; PPD: mindestens 2 h). Die PPD-
Methode hat den Vorteil, dass sie stabilere Ergebnisse liefert, wahrend bei der
IPD-Methode der Endpunkt instabil ist [OSTERWALDER et al., 2001]. Laut EU-
Kommission sollte der mit der PPD-Methode gemessene Schutzfaktor mindestens
ein Drittel des LSF betragen [EU-Kommission, 2006].

Den in-vitro-Methoden ist gemeinsam, dass die UV-Durchlassigkeit des Sonnen-
schutzmittels, das auf einen UV-durchlassigen Probentrager aufgebracht wurde,

gemessen wird.

Die bevorzugt genutzte in-vitro-Methode ist die Bestimmung nach australischem
Standard. Dabei wird die Durchléassigkeit von UVA-Strahlung durch mit dem Son-
nenschutzmittel beschichtete Quarzplattchen gemessen [WEBER & SCHULMEISTER,
2011]. Nach dieser Methode kann UV-Schutz ausgewiesen werden, wenn der

Wert der Transmission im Spektralbereich zwischen 320 und 360 nm Uberall klei-
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ner als 10 % ist, also mindestens 90 % der Strahlung absorbiert wird [BfR, 2003].
Gemessen wird bei einer optischen Schichtdicke von 8 pm oder einer grof3eren
Schichtdicke, wenn die Formulierung entsprechend verdinnt wurde [OSTERWAL-
DER et al., 2001]. Kritisiert wird bei dieser Methode neben der mangelhaften Imita-
tion der Haut vor allem die zumeist inhomogene Verteilung des Produktes auf den
Messmedien [SCHRADER, 2001]. Die geforderte Absorption wird nur zwischen 320
und 360 nm erfasst, was das UVA-Filtersystem nur unzureichend charakterisiert.
Es werden keine Aussagen Uber den langwelligen UVA-Bereich und den Zusam-
menhang zwischen UVA- und UVB-Schutz getroffen [CVUA, 2003]. Ein héherer
UVB-Schutz verleitet den Verbraucher zum langeren Aufenthalt in der Sonne, wo-
rauf auch der UVA-Schutz abgestimmt sein muss.

Weitere in-vitro-Testmethoden sind die Bestimmung der kritischen Wellenlange
und des UVA/UVB-Verhéltnisses, die sich als Kennzahlen aus der Form des
Spektrums eines Sonnenschutzmittels ableiten lassen. Zur Bestimmung des
UVA/UVB-Verhaltnisses werden die Flachen unter dem Extinktionsspektrum im
UVA-Bereich und im UVB-Bereich berechnet, mit der Bereichsbreite normiert und
durcheinander dividiert [OSTERWALDER et al., 2001]. Die kritische Wellenlange ist
diejenige Wellenlange, bei der 90 % der Flache unter der Absorptionskurve im
Bereich von 290 bis 400 nm erreicht werden [BfR, 2003]. Gemal3 EU-Kommission
sollte die kritische Wellenlange eines Sonnenschutzmittels bei mindestens 370 nm
liegen [EU-Kommission, 2006]. Je hoher die kritische Wellenlange ist, desto bes-
ser schitzt das Produkt vor UVA-Strahlung [WEBER & SCHULMEISTER, 2011]. So-
wohl bei der kritischen Wellenlange als auch beim UVA/UVB-Verhaltnis handelt es
sich um relative Parameter [HINNEBURG, 2004]. Sie sind somit von der auf das
Substrat aufgetragenen Menge, die einem statistischen experimentellen Fehler
unterliegt, unabhéngig und kaum fehlerbehaftet, was eine gute Reproduzierbarkeit
zur Folge hat [OSTERWALDER et al., 2001].

2.1.5 Photostabilitat von UV-Filtersubstanzen

Das Bundesamt fur Risikobewertung (BfR) kritisiert, dass aufgrund der hohen
Lichtschutzfaktoren lange Schutzwirkungen der Produkte angenommen werden.
Dies ist aber nur gewahrleistet, wenn die UV-Schutzfilter Gber die Schutzzeit stabil

bleiben bzw. ihre Metabolite eine vergleichende Schutzwirkung haben [BfR, 2003].
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Die Photostabilitat ist entscheidend fir die Effizienz und die Sicherheit der UV-
Filter, findet aber in den géangigen in-vitro-Methoden keine oder nur unzureichende

Beachtung [OSTERWALDER et al., 2001].

Zur Uberprifung der Photostabilitat wird haufig eine von der COLIPA vorgeschla-
gene Methode genutzt. Bei dieser werden die gelosten UV-Filter auf eine Glas-
oberflache aufgebracht, getrocknet, bestrahlt und anschliel3end die Wiederfindung
der aufgetragenen Menge an UV-Filter mittels HPLC analytisch bestimmt [BfR,
2003]. Diese chemische Analyse gibt zwar Aufschluss lber die Photostabilitat ein-
zelner Filter, ermoglicht aber keine Ruckschlisse auf die verbliebene Schutzwir-
kung [OSTERWALDER et al., 2001]. Fur die in-vitro-Untersuchung der verbleibenden
Schutzwirkung wird die aufgebrachte Probe mit UV-Licht bestrahlt und an-
schlieBend das Absorptionsspektrum im Vergleich zur unbestrahlten Probe aufge-

nommen, sodass magliche Differenzen in der Schutzleistung sichtbar werden.

2.2 Photosensibilisierung

Unter Photosensibilisierung versteht man einen Prozess, bei dem durch eine spe-
zifische Substanz, dem sogenannten Photosensibilisator, sowie der Einwirkung
von normalerweise unwirksamen Strahlendosen Empfindlichkeitsreaktionen der

Haut hervorgerufen werden [SPIELMANN et al., 2000].

Die Grundvoraussetzung hierfur stellt dabei die Fahigkeit des Stoffs dar, auf-
treffendes, energiereiches UV-Licht zu absorbieren und sich dadurch chemisch zu

verandern [UMBACH, 2004].

Am haufigsten werden Photosensibilisierungsreaktionen durch UVA-Strahlung

hervorgerufen, gefolgt vom sichtbaren Licht und der UVB-Strahlung [SoJkA, 2005].

Die Verwendung des Begriffs der Phototoxizitdt zur Beschreibung von Hautre-
aktionen, die durch das Zusammenspiel von Photosensibilisator und Strahlung
hervorgerufen werden, beinhaltet sowohl phototoxische als auch photoallergische
Reaktionen. Unter Phototoxizitat versteht man eine zellschadigende Reaktion, die
nach erstmaliger Verabreichung einer bestimmten Chemikalie auf die Haut sowie
anschlielBender Einwirkung von UV-Strahlung erfolgt. Die Photoirritation stellt da-

bei eine Sonderform der Phototoxizitat dar, da sie nur akut toxische Reaktionen
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beschreibt, die bereits 0 — 72 Stunden nach der Strahlungseinwirkung auftreten.
Die Photoallergie hingegen ist eine immunologische Reaktion, die eine Induktions-
zeit von ein bis zwei Wochen nach erstmaliger Verabreichung der Chemikalie und
UV-Licht-Einwirkung benétigt und sich erst nach wiederholtem Kontakt mit dem

Photosensibilisator und der Licht-Exposition zeigt [SPIELMANN et al., 2000].

Photosensibilisierende Eigenschaften von Stoffen kbnnen sowohl in-vivo als auch
in-vitro ermittelt werden. Eine mogliche in-vitro-Methode stellt der Red-blood-cell-
Phototoxizitatstest dar. Dieser erlaubt durch den Nachweis von
Membranschadigungen Aussagen Uber phototoxische Eigenschaften eines Stoffes
zu treffen. Dazu wird die phototoxisch induzierte Hamolyse von Erythrozyten
guantitativ bestimmt. Das membranschadigende Potenzial von chemischen Sub-
stanzen wird im Red-blood-cell-Test durch die Inkubation dieser Substanzen zu-
sammen mit Erythrozyten ermittelt [PAPE, 1992]. Der RBC-Photoh@amolysetest
stellt eine Erweiterung des RBC-Tests dar, bei der die Erythrozyten zusatzlich UV-

Strahlung ausgesetzt werden.

2.3 Erythrozyten

Die Erythrozyten (rote Blutkérperchen / red blood cells) zahlen zu den zellularen
Bestandteilen des Blutes und entsprechen mit einem Volumenanteil von 44 % fast

der Halfte des Gesamtblutes [LINR & FANGHANEL, 1998].

Die Hauptaufgabe von Erythrozyten besteht im Transport von Gasen, vorrangig
von Sauerstoff. In ihrer Normalform treten sie als flexible, flache Scheibchen mit
einem Durchmesser von etwa 7,5 um und einem aufgetriebenen Rand auf, siehe
Abbildung 2. Diese Form bietet eine grol3e Oberflache und gleichzeitig kurze Dif-

fusionsstrecken fur die Sauerstoffmolekiile zum Hamoglobin.

10 Theoretische Grundlagen



Abbildung 2: Erythrozyten in ihrer Normalform als bikonkave Scheiben [LANG & LANG, 2007]

2.3.1 Erythrozytenmembran

Bei der Erythrozytenmembran handelt es sich um eine semipermeable Membran
mit einem Membranpotenzial von -10 mV. Integrale Proteine, wie z.B. die Na'/K"-
ATPase, tragen maf3geblich zur Struktur und Stabilitdt der Membran bei [SINGER &
NicoLsoN, 1972] und ermdglichen die Aufrechterhaltung des Membranpotenzials.
Die Na'/K*-ATPase halt die intrazellulare Natrium-lonenkonzentration niedrig und
die Kalium-lonenkonzentration hoch. Durch chemische Vorgange kann jedoch die
Permeabilitdt der Membran fur Natrium-lonen gesteigert sein. Der daraus resul-
tierende Einstrom von Natrium-lonen kann durch die Na'/K*-ATPase nicht mehr
kompensiert werden. Eine Zunahme der Natrium-lonenkonzentration in den Zellen
depolarisiert diese und fuhrt zum Einstrémen von Chlorid-lonen und Wasser, wo-
durch es zur Zellschwellung kommt [LANG & LANG, 2007]. Wenn kein weiteres

Wasser aufgenommen werden kann, kommt es zur Hamolyse.

2.3.2 Hamoglobin

Die rote Farbe der Erythrozyten wird durch das enthaltene Hamoglobin verursacht,
dessen Anteil einem Drittel des Erythrozytengewichts entspricht [LANG & LANG,
2007]. Hamoglobin ermdglicht die Hauptaufgabe der Erythrozyten, den Sauerstoff-

transport, da es in der Lage ist, Sauerstoffmolekile reversibel zu binden.
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Ein Hamoglobinmolekil besteht aus vier Untereinheiten mit jeweils einer Protein-
kette (Globin) und einem eisenhaltigen Porphyrinring (H&m), der Bindungsstelle
fur die Sauerstoffmolekule, siehe Abbildung 3.

Abbildung 3: Hamoglobin (PDB:1GZX), vier Untereinheiten (Bandermodell) mit
prosthetischer Gruppe Ham (Stdbchenmodell, grau)

Durch seine rote Farbung ist Hamoglobin in wassrigen Losungen photometrisch

nachweisbar und quantifizierbar, siehe Abbildung 4.
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Abbildung 4: Absorptionsspektrum von Hamoglobin mit intensivstem Absorptionsmaximum
bei 416 nm [Bode, 2004]

2.3.3 Hamolyse

Unter Hamolyse versteht man die Zerstdrung der roten Blutkérperchen, wodurch
das Hamoglobin sowie weitere Bestandteile aus den Erythrozyten in das umge-
bende Medium abgegeben werden, erkennbar an der Rotfarbung des Mediums.
Es existieren verschiedene Arten der Hamolyse, die sich in ihren Ursachen und
Wirkungsweisen unterscheiden. Dazu zahlen die mechanische und die osmo-

tische Hamolyse sowie die Membranhamolyse [HANSEL & STICHER, 2010].

Unter mechanischer Hamolyse versteht man jene Hamolyse, die zum Abbau von
Erythrozyten im gesunden Organismus dient. Erythrozyten haben nur eine be-
grenzte Lebensdauer von etwa 100 bis 120 Tagen [LANG & LANG, 2007], danach
erfolgt aufgrund der mechanischen Beanspruchung durch das Zirkulieren in den

GefalRen die Hamolyse.

Die osmotische Hamolyse kann beim Ausgleich von intra- und extrazellularen
Konzentrationsunterschieden erfolgen. Ist die lonenkonzentration in den Erythro-
zyten hoher als im umgebenden Medium, stromt vermehrt Wasser in die Zellen,

was schlief3lich zum Platzen der Erythrozyten fiihrt [HANSEL & STICHER, 2010].
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Die Membranhamolyse ist eine Folge der Einwirkung stofflicher Faktoren. Or-
ganische Losungsmittel sind beispielsweise in der Lage, die Lipidanteile in der
Membran herauszuldsen, wodurch die Membran instabil wird und eine Hamolyse
maoglich ist. Die hamolytische Wirksamkeit von Seifen und synthetischen Wasch-
mitteln beruht auf der Herabsetzung der Oberflachenspannung zwischen der
wassrigen Phase und der Lipidphase der Membran. Die Lipide werden emulgiert
und aus der Membran herausgelost, wodurch es zu Membranlicken und somit zur

Hamolyse der Zellen kommt [SCHMIDT & LANG, 2007].

Trotz der unterschiedlichen Ursachen ist ein Zusammenwirken der einzelnen
Hamolysearten  moglich, so kann beispielsweise eine  beginnende
Membranhamolyse eine osmotische Hamolyse zur Folge haben.

2.4 Photohamolyse von Erythrozyten

Erythrozyten stellen ein gut geeignetes Modell zur Bestimmung von
Zellmembranschadigungen dar, die aufgrund von UV-Strahlung hervorgerufen
werden, da ihre Biomembran einen Angriffsort fir photochemische Prozesse dar-
stellen kann. Da Erythrozyten keinen Zellkern besitzen [KEMPE, 2007], ist eine Auf-

[6sung der Membran durch DNA-Schaden ausgeschlossen.

Nachdem die Erythrozyten mit UV-Licht Kontakt hatten, kommt es zur Auflésung
der Membran und damit zum Freisetzen von Hamoglobin aus dem Zellinneren.
Das freigesetzte Hamoglobin kann anschliel3end photometrisch quantifiziert wer-
den.

Es wird vermutet, dass die UV-Filter in den Sonnenschutzpraparaten durch die
UV-Bestrahlung Abbauprodukte erzeugen, von denen das Penetrationsverhalten
und die Toxizitatswirkung nicht bekannt ist, wodurch es zu Hautreaktionen kom-

men kann [SCHRADER, 2001].

In Abbildung 5 ist das Prinzip der Photohamolyse eines Erythrozyten schematisch
dargestellt. Nachdem die Erythrozyten mit einem Photosensibilisatormolekul (P) in
Kontakt gekommen sind, werden diese mit UV-Licht bestrahlt. Daraufhin |6st der
Photosensibilisator einige Lipidanteile aus der Membran, wodurch eine Perforation

in der Membran entsteht. Dadurch ist es den Natrium-lonen (Na*) aus der Zellum-
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gebung méglich, in die Zelle zu stromen. Gleichzeitig werden Kalium-lonen (K*) an
die Umgebung abgegeben. Aufgrund der nun hoheren Natrium-lonen-
Konzentration im Inneren des Erythrozyten stromt vermehrt Wasser in die Zelle.
Dadurch wird die Zellmembran immer weiter gedehnt, bis sie schlie3lich platzt und
das intrazellulare Hamoglobin freigesetzt wird. Nach Abzentrifugieren der
Membranbestandteile kann das losliche Hamoglobin im Uberstand photometrisch
ermittelt werden [Bode, 2004]. Die Menge an ausgetretenem Hamoglobin ist dabei
ein Mal} fur die membranschadigende Wirkung des Photosensibilisators unter UV-

Bestrahlung.

Na*
P oy P
o o o~o ° o o] ° ° o
o] (o]
P KW R o ° = g 0
- OONQ*'OO - ° e o e — * ° o] °©
P o o P o o - o} o
o e} o] o &) o
H,0

P =Photosensibilisator
g = Zentrifugation
© = Hamoglobin

Abbildung 5: Photohdmolyse eines Erythrozyten, schematische Darstellung [nach BODE,
2004]
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3 Material

3.1 Chemikalien

Citratpuffer:

66 mmol/l Trinatriumcitratdihydrat (Fluka)

44 mmol/l Citronensaure (Fluka)

1000 ml Aqua dest.

PBS-Puffer:

22 mmol/l Dinatriumhydrogenphosphat (Fluka)
5,6 mmol/l Kaliumdihydrogenphosphat (Fluka)
123,3 mmol/l Natriumchlorid (Merck)

10 mmol/l Glucose (Roth)

1000 ml Aqua dest.

Natriumlaurylsulfat (SDS; Roth)

Ethanol, absolut (Merck)

Schweineblut, frisch
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3.2 Gerate

Zentrifuge T23 (MLW)

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C (Eppendorf)

Multiplattenreader htll (Anthos Mikrosysteme)

Waage AG 204 Delta Range (Mettler Toledo)

UV-Lampe (Wepa Apothekenbedarf)

- Kurzwelle (254 nm): 6 W UV-Leuchtmittel G6T5 (Germicidal Lamps);

Bestrahlungsstarke 17,7 uW/cm? bei 1 m Abstand

- Langwelle (366 nm): 6 W UV-Leuchtmittel Blacklight F6T5BL (Eiko)

Mikroskop (Carl Zeiss Jena)

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal (Marienfeld-Superior)

UV-Spektrometer Specord 50 (Analytik Jena)

Spektralphotometer Helios Beta (Unicam)

Reagenzglasschuttler Lab Dancer (IKA)

Ultraschallbad Sonorex RK 31 (Bandelin electronic)
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4 Methoden und Ergebnisse

4.1 Photometrische Untersuchungen

Zur Uberprufung der UV-Schutzwirkung sollten die Absorptions- und Trans-
missionsspektren der Sonnenschutzmittel in Lésungen aufgenommen werden.
Ethanol und Olivendl sollten auf ihre Eignung als Loésungsmittel fir diesen Versuch
untersucht werden. In einem Vorversuch konnte ermittelt werden, dass sich beide
Substanzen als Lésungsmittel eignen, wenn eine zusatzliche Behandlung im Ul-
traschallbad erfolgt. Eine luftblasenfreie Messung in Kivetten kann jedoch mit Oli-
vendl als Loésungsmittel nicht garantiert werden, sodass Ethanol als Losungsmittel
fur weitere Versuche gewahlt wurde. Bei diesem Testsystem werden nur die in

Ethanol I6slichen UV-Filter erfasst.

4.1.1 Bestimmung des linearen Messbereichs

Um zu gewabhrleisten, dass die Absorptionswerte der Losungen in den gewahlten
Konzentrationen korrekt gemessen werden, musste die Linearitdt des Messbe-
reichs nachgewiesen werden. Dazu wurden die Probenlésungen in verschiedenen
Konzentrationen photometrisch vermessen. Die Abhangigkeit der Absorption von

der Probenkonzentration wurde auf Linearitat untersucht.
4.1.1.1 Methode

Je 250 mg der Sonnenschutzcremes LSF 6 und LSF 50 wurden in ein Kunststoff-
rohrchen mit Schraubverschluss eingewogen, mit 4 ml Ethanol versetzt und auf
dem Reagenzglasschittler behandelt, bis die Substanzen fein verteilt im LO-
sungsmittel vorlagen. Die so hergestellten Suspensionen wurden in 25 ml Mal3-
kolben Uberfihrt und bis zur Markierung mit Ethanol aufgefillt. Zur Verbesserung
der Loslichkeit wurden die Probenlésungen 4 h im Ultraschallbad behandelt. Die
Mindestbehandlungsdauer im Ultraschallbad wurde in einem Vorversuch durch
visuelle Kontrolle der Loslichkeit nach verschiedenen Behandlungsdauern ermit-
telt.
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Nach ausreichender Homogenisierung wurden ungeldste Inhaltsstoffe mit Hilfe

eines Faltenfilters abfiltriert, damit diese das Ergebnis nicht beeinflussen.
Aus den Filtraten wurden Verdinnungen mit Ethanol hergestellt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Verdunnungsstufen

Verdinnungsstufe Probenkonzentration
[mg/ml]
1:100 0,100
1:200 0,050
1:300 0,033
1:400 0,025
1:500 0,020

Fur jede Losung wurden das Absorptions- und das Transmissionsspektrum im

Wellenlangenbereich zwischen 290 und 400 nm gegen das Losungsmittel Ethanol

aufgenommen. Die Messungen erfolgten jeweils als Doppelbestimmung.

4.1.1.2 Ergebnisse

Abbildung 6 zeigt den Vergleich der Absorptionsspektren von Sonnenschutzcreme

mit LSF 6 und LSF 50 fir die Probenkonzentration von 0,1 mg/ml.
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290 310 330 350 370 390

Wellenldnge in nm
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Abbildung 6: Absorptionsspektren von Sonnenschutzcreme LSF 6 und LSF 50
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Im UVB-Bereich (290 — 320 nm) liegen die Absorptionsmaxima samtlicher Kon-
zentrationen bei einer Wellenlange von 315 nm. Im UVA-Bereich lagen die Ab-
sorptionsmaxima bei 355 nm. Die Abbildungen 7 und 8 zeigen die Abhangigkeit
der Absorption von der Konzentration der beiden Sonnenschutzcremes sowie die

Regressionsgeraden und das Bestimmtheitsmal3 (R?2).
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Abbildung 7: Abhangigkeit der Absorption von der Konzentration (LSF 6)
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Abbildung 8: Abhangigkeit der Absorption von der Konzentration (LSF 50)

Sowohl im UVB- als auch im UVA-Bereich ergibt sich fur beide Sonnenschutz-
cremes ein linearer Zusammenhang zwischen den gemessenen Absorptions-
werten und den vermessenen Konzentrationen. Die ermittelten Bestimmtheits-

malde sind stets grof3er als 0,97.

4.1.2 Absorptionsmessungen fur Sonnenschutzcreme

Die beiden Sonnenschutzcremes mit LSF 6 und LSF 50 sollten in verschiedenen
Kombinationen auf ihre Absorptionseigenschaften untersucht werden. Fir den
Versuch wurden die Kombinationen durch separates Einwiegen jeder Creme her-

gestellt.

Es soll Gberprift werden, ob das eingesetzte in-vitro-Testsystem fiir orientierende
und vergleichende Analysen der Lichtschutzwirkungen verschiedener Lichtschutz-

faktoren geeignet ist.
4.1.2.1 Methode

Fur die UV-spektroskopische Untersuchung unterschiedlicher Kombinationen der
beiden Sonnenschutzcremes (LSF 6 und LSF 50) wurden jeweils 250 mg Sub-

Methoden und Ergebnisse 21



stanz (vgl. Probenzusammensetzungen Tabelle 3) in ein Kunststoffrohrchen mit

Schraubdeckelverschluss eingewogen.

Tabelle 3: Probenzusammensetzungen

Bezeichnung

Einwaage [mg]
LSF 6 /LSF 50

100 % LSF 6/ 0 % LSF 50

80 % LSF 6 /20 % LSF 50

60 % LSF 6 /40 % LSF 50

50 % LSF 6 /50 % LSF 50

40 % LSF 6 / 60 % LSF 50

20 % LSF 6 /80 % LSF 50

0% LSF 6 /100 % LSF 50

250/0

200/50

150/ 100

1257125

100/ 150

50 /200

0/250

Die Losungen wurden analog zu Punkt 4.1.1.1 behandelt und im Verhéltnis 1:100

mit Ethanol verdinnt.

Fur jede Losung wurden das Absorptions- und das Transmissionsspektrum im

Wellenlangenbereich zwischen 290 und 420 nm gegen Ethanol aufgenommen.

Die Messungen erfolgten jeweils als Doppelbestimmung.

4.1.2.2 Ergebnisse

Abbildung 9 zeigt beispielhaft den Verlauf des Transmissionsspektrums der Probe
,D0 % LSF 6 / 50 % LSF 50° Abbildung 10 zeigt das Absorptionsspektrum. Die

Spektren der weiteren Probenzusammensetzungen ahneln den dargestellten Ver-

laufen. Unterschiede liegen in den ermittelten Absorptionswerten.
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Abbildung 10: Absorptionsspektrum fir Probe "50 % LSF 6 / 50 % LSF 50"
lenlange von 315 nm. Im UVA-Bereich wurden die Absorptionswerte bei 355 nm

Im UVB-Bereich liegen die Absorptionsmaxima samtlicher Proben bei einer Wel-
abgelesen. Abbildung 11 zeigt die grafische Darstellung der Absorptionen in Ab-
hangigkeit des Anteils von der Sonnenschutzcreme mit LSF 50 in der Probe.
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Abbildung 11: Absorptionen in Abhéangigkeit vom Anteil der Sonnenschutzcreme mit LSF 50
in der Probenzusammensetzung

Laut Zusammensetzung enthalt die Sonnenschutzcreme mit LSF 50 1,5 x so viel
UV-Filter wie die Sonnenschutzcreme LSF 6. Aus den Ergebnissen ist eine Zu-
nahme der Absorptionswerte im UVA- und UVB-Bereich bei steigendem Anteil an
Sonnenschutzcreme mit LSF 50 erkennbar. Mit der angewandten in-vitro-Methode
sind vergleichende Untersuchungen zu den Absorptionseigenschaften von Son-
nenschutzcremes mit verschiedenen Lichtschutzfaktoren mdglich. Die hohere UV-
Schutzwirkung bei hoherem LSF spiegelt sich in den gemessenen htéheren Ab-

sorptionen der in Ethanol geldsten Sonnenschutzpréaparate wider.

Aus den Flacheninhalten unter den Absorptionsspektren im jeweiligen Wellenl&an-
genbereich kénnen die kritische Wellenl&ange und das UVA/UVB-Verhéltnis néhe-
rungsweise berechnet werden. Somit ist eine Abschétzung tUber den Anteil an
UVA-Schutz bei unterschiedlichen Lichtschutzfaktoren méglich. Ein angemesse-
ner UVA-Schutz soll ein Drittel des UVB-Schutzes betragen [EU-Kommission,
2006].
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4.1.3 Uberpriufung der Photostabilitat

Um die Photostabilitdt der Sonnenschutzpréaparate sowie die verbleibende Schutz-
leistung nach UV-Bestrahlung zu ermitteln, wurden Absorptions- und Trans-
missionsmessungen von UV-bestrahlten und unbestrahlten Proben durchgefihrt.
Der Versuch wurde mit den Sonnenschutzcremes (LSF 6 und LSF 50) sowie der
Kombination ,50 % LSF 6 / 50 % LSF 50 durchgefihrt. Da ein extern durchge-
fuhrter Versuch zur UV-Schutzleistung der Produkte fiir die Sonnenschutzcreme
mit LSF 50 einen zu geringen UVA-Schutz nachwies, wurden weitere Proben mit

anderer Zusammensetzung fur den LSF 50 (vgl. Tabelle 4) vermessen.
4.1.3.1 Methode

Jeweils 250 mg Substanz (vgl. Tabelle 4) wurden in ein Kunststoffrohrchen mit

Schraubdeckelverschluss eingewogen und mit 4 ml Ethanol versetzt.

Tabelle 4: Eingesetzte Proben fiir den Photostabilitatstest

Bezeichnung Bemerkung

LSF 6 =

50 % LSF 6 /50 % | Es wurden je 125 mg der Sonnenschutzcremes LSF 6 und LSF 50
LSF 50 eingewogen

LSF 50 (UVA- =
Filter 1)

LSF 50 ohne Ti- [ Titandioxid ist ein anorganischer Breitbandfilter; es wird vermutet,
tandioxid (UVA- | dass der UVA-Filter 1 an Titandioxid adsorbiert und somit schwer zu

Filter 1) detektieren ist; zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde Titandioxid
in dieser Formulierung nicht verwendet

LSF 50 UVA- Einsatz eines anderen UVA-Filters in der Formulierung; dieser soll
Filter 2 besonders im langwelligen UVA-Bereich wirksam und auf3erdem
sehr photostabil sein

Die Proben wurden mit Hilfe eines Reagenzglasschiittlers in Ethanol suspendiert,
bis die Substanzen fein verteilt im Losungsmittel vorlagen. Die Lésungen wurden

in einen 25 ml Maf3kolben tberfuhrt, mit Ethanol bis zur Marke aufgefillt und zur
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Verbesserung der Loslichkeit 4 h im Ultraschallbad behandelt. Ungeldste Inhalts-

stoffe wurden mittels Faltenfilter abfiltriert.

Es wurden 5 ml jeder Losung in eine Mikrotiterplatte (6 Kavitaten, Oberflachen-
Volumen-Verhéltnis ca. 2:1) Uberfihrt und auf einem Schattler 5 h UV-Strahlung
ausgesetzt. Die bestrahlten Losungen wurden in einen 5 ml Maf3kolben tGberfihrt.
Der Verdunstungsverlust des Ethanols wurde ausgeglichen, indem bis zur Markie-
rung mit Ethanol aufgefillt wurde. Sowohl die bestrahlten als auch die

unbestrahlten Probelésungen wurden im Verhaltnis 1:100 mit Ethanol verdinnt.

Fur jede Lésung wurde das Absorptions- und das Transmissionsspektrum im Wel-
lenlangenbereich zwischen 290 und 420 nm gegen Ethanol aufgenommen. Die
Messungen erfolgten jeweils als Doppelbestimmung.

4.1.3.2 Ergebnisse

In den Abbildungen 12 und 13 sind die Ergebnisse des Photostabilitatstests gra-
fisch aufgetragen. Sowohl im UVA- als auch im UVB-Bereich kommt es zu einer
Verringerung der Absorptionen nach der Bestrahlung mit UV-Licht. Die Probe
,LSF 50 ohne Titandioxid“ zeigt nur geringfliigig bessere Absorptionswerte im
UVA-Bereich. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Titandioxid keinen wesentli-
chen Einfluss auf den Nachweis des UVA-Filters 1 hat. Entgegen der Erwartungen
erzielt der UVA-Filter 2 keine deutlich hdheren Absorptionswerte als der UVA-
Filter 1.

2,5000

2,0000

1,5000

1,0000 - —
0,5000 ] —
0,0000 - T T T T !

LSF 6 50% LSF 6/ LSF 50 LSF 50 ohne LSF 50 UVA-
50 % LSF 50 Titandioxid Filter 2

Absorption bei 315 nm

M ohne UV-Bestrahlung mit UV-Bestrahlung

Abbildung 12: Vergleich der Absorptionen im UVB-Bereich mit und ohne UV-Bestrahlung
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Abbildung 13: Vergleich der Absorptionen im UVA-Bereich mit und ohne UV-Bestrahlung

Alle Proben besitzen mindestens noch 65 % ihrer Schutzleistung nach funfstiindi-
ger Bestrahlung mit UV-Licht. Die grofite verbleibende Schutzwirkung wurde bei
der Kombination aus LSF 6 und LSF 50 ermittelt.

4.2 RBC-Test

4.2.1 Herstellung der Pufferl6sungen

Fur den RBC-Photohamolysetest wird ein Citratpuffer verwendet, der die Ge-
rinnung des Blutes verhindern soll. Das Citratanion bildet einen Komplex mit Cal-
cium, ein essenzieller Cofaktor fir eine Vielzahl von Gerinnungsfaktoren [TASKAYA,
2011]. Durch die so erzielte Senkung des ionisierten Calciumwertes kann die Ge-
rinnungskaskade nicht mehr ablaufen [BReTT, 2010]. Es wurden 19,4106 g
Trinatriumcitratdihydrat und 8,4537 g Citronensaure in 1000 ml Aqua dest. gelost

und anschliefRend autoklaviert.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) wird fur die Herstellung der RBC-
Suspension sowie fur Verdinnungs- und Waschvorgange bendtigt. Fur den PBS-
Puffer wurden 3,1515 g Dinatriumhydrogenphosphat, 0,7621 g Kaliumdihydrogen-
phosphat, 7,2057 g Natriumchlorid und 1,8017 g Glucose in 1000 ml Aqua dest.
gelost. Der pH-Wert des Puffers von 7,2 tragt zur Aufrechterhaltung der Zell-
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lebensfahigkeit bei. Vor der Verwendung wird der PBS-Puffer mittels eines Sprit-

zenvorsatzfilters mit einer Porengrof3e von 0,2 um steril filtriert.

Beide Puffer werden nach der Herstellung bei 2 — 8 °C im Kuhlschrank aufbe-

wabhrt.

4.2.2 Herstellung der RBC-Suspension

Das fur den RBC-Photohamolysetest bendtigte Blut stammte von frisch geschlach-
teten Schweinen. Zur Gerinnungshemmung wurden jeweils 450 ml Blut mit 50 ml

Citratpuffer versetzt und anschlieend im Kihlschrank bei 2 — 8 °C aufbewahrt.

Fur die Herstellung der RBC-Suspension wurden je 25 ml mit Citratpuffer ver-
setztes Schweineblut in zwei 50 ml Kunststoffrohrchen Gberfuhrt und 10 min bei
570 x g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in 20 ml PBS-Puffer resuspendiert. Dieser Waschvorgang aus Zentrifugieren und
Resuspendieren wurde wiederholt, bis der Uberstand klar war, siehe Abbildung
14. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 15 ml PBS-Puffer
resuspendiert. Der Inhalt beider Réhrchen wurde vereinigt. Die so hergestellte
Suspension wurde bei 2 — 8 °C im Kuhlschrank aufbewahrt und maximal 3 Tage
verwendet. Um freigesetztes Hamoglobin aus der Suspension zu entfernen, wurde
diese vor jeder Verwendung erneut zentrifugiert, mit PBS-Puffer gewaschen und

das entstandene Pellet in PBS-Puffer resuspendiert.
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Abbildung 14: Herstellen der RBC-Suspension

A: mit Citratpuffer versetztes Blut; B: Blut nach dem Zentrifugieren; C: RBC-Suspension
nach dem ersten Waschvorgang; D: RBC-Suspension nach dem zweiten Waschvorgang

Um eine gleichbleibende Zellzahl der hergestellten RBC-Suspension zu gewahr-
leisten, wurde diese vor jeder Verwendung mittels Zahlkammer ermittelt. Die Zell-
dichte sollte bei mindestens 1 x 10 Zellen/ml liegen [SoJka, 2005].

4.2.3 Aufnahme des Absorptionsspektrums von Hamoglobin

Die Messwerte im RBC-Photohamolysetest werden durch die Bestimmung der
Absorption einer Hamoglobinlésung bei einer geeigneten Wellenlange ermittelt.
Fur die Bestimmung des Absorptionsmaximums des Hamoglobins wurde ein
Spektrum Uber einen Wellenlangenbereich von 300 — 850 nm aufgenommen. Die
Messungen dienten zudem dazu, die am besten geeignete Methode zur Erzielung
einer Totalhamolyse zu ermitteln. Mit Aqua dest. soll eine osmotische Hamolyse
ausgelost werden, wohingegen durch das Tensid Natriumlaurylsulfat (SDS) eine
Hamolyse aufgrund von Membranschadigungen erzielt werden soll. Eine mdgliche
mechanische Hamolyse soll durch Einfrieren und Auftauen der Erythrozyten bzw.
starkes Zentrifugieren Uberpruft werden. Die verschiedenen Methoden wurden
jeweils mit und ohne UV-Bestrahlung durchgefuhrt, um zu ermitteln, ob UV-Licht
eine Umwandlung des Hamoglobins in Methdmoglobin verursacht, dessen Ab-

sorptionsmaximum bei 630 nm liegt [SoJka, 2005]. Die Anwesenheit von Met-
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hamoglobin kénnte zu einer Verfalschung der Ergebnisse der photometrischen

Messungen fuhren.
4.2.3.1 Methode

Fur die Ermittlung des Absorptionsspektrums von Hamoglobin aus Erythrozyten in
verschiedenen Testanséatzen wurde die RBC-Suspension nach der Beschreibung
im Punkt 4.2.2 hergestellt.

Folgende Testlosungen (vgl. Tabelle 5), die auf ihre Fahigkeit zur Totalh&molyse
der Erythrozyten untersucht werden sollen, wurden jeweils zweimal in 1,5 mi

ReaktionsgefalRen hergestellt:

Tabelle 5: Testldsungen fir TotalhAmolyse

1 Aqua dest.: 25 ul RBC-Suspension 975 ul Aqua dest.

2 SDS: 25 pl RBC-Suspension 975 pl SDS-LOsung
(c=50 mg/ml)

3 Gefrieren: 25 pl RBC-Suspension 975 pl PBS

4 Zentrifugieren: 25 pl RBC-Suspension 975 ul PBS

Losung 3 wurde bereits am Tag zuvor hergestellt und Uber Nacht tiefgefroren. L6-

sung 4 wurde nach der Herstellung fir 30 min bei 16000 x g zentrifugiert.

AnschlieBend wurde ein Losungsansatz jeder Testlosung 60 min UV-Strahlung
ausgesetzt. Der zweite Lésungsansatz wurde 60 min im Dunkeln belassen. Nach
einer Standzeit aller Proben von 30 min im Dunkeln wurden die Proben 10 min bei

570 x g zentrifugiert.

Von den Uberstanden wurde mit dem UV-Spektrometer Specord 50 das Absorp-
tionsspektrum im Bereich von 300 bis 850 nm aufgenommen. Als Referenzwert

diente das jeweilige Losungsmittel des Testansatzes.
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4.2.3.2 Ergebnisse

Die Spektren weisen drei verschiedene Absorptionsmaxima fur Hamoglobin auf. In
Tabelle 6 sind diese fir die verschiedenen Testanséatze aufgelistet. Die grafischen
Darstellungen der Absorptionsspektren sind beispielhaft fir die Totalhdmolyse mit
Aqua dest. und Einfrieren (jeweils mit und ohne UV-Bestrahlung) abgebildet (vgl.
Abbildungen 15-18).

Tabelle 6: Absoptionsmaxima von Hamoglobin in verschiedenen Testansatzen

mit UV ohne UV
Wellenlédnge (nm) | Absorption | Wellenldnge (nm) | Absorption
globales Maximum | Aqua dest. 415 0,6839 415 0,5908
SDS 403 0,4383 404 0,4378
Einfrieren 414 0,8036 414 0,7760
Zentrifugieren 413 0,0691 414 0,1059
lokales Maximum 1 | Aqua dest. 542 0,0751 542 0,0649
SDS - - - -
Einfrieren 542 0,0848 542 0,0830
Zentrifugieren 541 0,0056 541 0,0098
lokales Maximum 2 | Aqua dest. 578 0,0797 578 0,0689
SDS - - - -
Einfrieren 578 0,0886 578 0,0867
Zentrifugieren 578 0,0059 578 0,0104
Absorption
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Abbildung 15: Totalhdmolyse durch Aqua dest.; mit UV-Bestrahlung
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Abbildung 16: Totalhamolyse durch Aqua dest.; ohne UV-Bestrahlung

Absorption

—

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
nm

Abbildung 17: Totalhdmolyse durch Gefrieren; mit UV-Bestrahlung
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Abbildung 18: Totalhdmolyse durch Gefrieren; ohne UV-Bestrahlung

Fiur jeden Ansatz hat sich ein globales Maximum bei einer Wellenlange von etwa
414 nm ergeben. Zusatzlich traten lokale Maxima bei ca. 542 nm und 578 nm auf,

auller bei den Ansatzen mit SDS. Bei 630 nm, dem Absorptionsmaximum von
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Methamoglobin, sind fur alle Ansétze keine Absorptionen messbar, d.h. es bildet

sich bei UV-Bestrahlung keine detektierbaren Mengen an Methamoglobin.

Die htchsten Absorptionen wurden bei den tiefgefrorenen und den mit Aqua dest.
behandelten Erythrozyten erreicht. Diese beiden Verfahren eignen sich fur die Er-
zeugung einer Totalhamolyse. Die zentrifugierten bzw. mit SDS-L6sung versetzten
Zellen zeigten eine geringere Hamolyse. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Aqua
dest. zur Erzeugung der Totalhamolyse in den weiteren Versuchen verwendet.

Da das globale Maximum bei einer Wellenlange von ca. 414 nm liegt, sollte diese
als Detektionswellenlange fur die weiteren Messungen gewahlt werden. Da bei
dem verwendeten Multiplattenreader eine Messung bei 414 nm aufgrund eines
fehlenden Filters fur diese Wellenlange nicht méglich ist, wurde Uberprift, ob eine
Messung bei 405 nm ebenfalls moglich ist (vgl. 4.2.4, Abbildung 19).

4.2.4 SDS-abhéangiger Red-blood-cell-Test

Der SDS-abhangige Red-blood-cell-Test wurde als Referenzsystem zum Photo-
hamolyse-Test genutzt. Dabei wurde die membranschadigende Wirkung von ver-
schiedenen SDS-Konzentrationen untersucht. Die Messung der
Hamoglobinfreisetzung erfolgte bei verschiedenen Wellenlangen sowohl in K-
vetten mit dem Spektralphotometer Helios Beta als auch in Mikrotiterplatten mit
dem Multiplattenreader htll, sodass die unterschiedlichen Messtechniken und Wel-

lenlangen verglichen werden konnten.
4.2.4.1 Methode

Die RBC-Suspension wurde wie beschrieben hergestellt (vgl. 4.2.2) und die Zell-

zahl kontrolliert.

Als Ausgangslésungen wurden zwei SDS-Stammlésungen hergestellt. Fur die
Stammldsung 1 mit einer SDS-Konzentration von 20 mg/ml wurden 100 mg SDS
in einen 5 ml MaRRkolben eingewogen, mit PBS bis zur Markierung aufgefullt und
5 min im Ultraschallbad behandelt. Fir die Stammlésung 2 (c = 1 mg/ml) wurden
250 pl Stammldsung 1 in einen 5 ml Mal3kolben pipettiert und mit PBS-Puffer bis
zur Marke aufgeflllt. Das Pipettierschema der SDS-Verdinnungsldsungen ist in

Tabelle 7 dargestellit.
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Tabelle 7: SDS-Verdinnungen

Konzentration [mg/ml] Vsio [U] Vpgs [Hl]
0,01 20 1980
0,02 40 1960
0,03 60 1940
0,04 80 1920
0,05 100 1900

Fur die Messungen wurden von jeder Verdiinnung 1950 pl in ein 2 ml Reaktions-

gefal pipettiert und 50 pl der RBC-Suspension hinzugefigt.

Zum Vergleich wurden auf3erdem eine 100 %- und eine 0 %-Hamolyse-Probe so-
wie die zugehdrigen Blindwerte hergestellt. Fur die 100 %-Hamolyse wurden
1950 pul Aqua dest. mit 50 pl RBC-Suspension bzw. einem Citratpuffer/PBS-
Gemisch (Verhéaltnis 1:10) fur den Blindwert vermischt. Fur die 0 %-Hamolyse und
den zugehdrige Blindwert wurde statt Aqua dest. PBS verwendet.

Fur die SDS-Verdinnungen mussten keine separaten Blindwerte hergestellt wer-
den, da vorab die Absorption der héchsten verwendeten Konzentration gegentiber

PBS-Puffer gemessen wurde und sich keine Absorptionsunterschiede zeigten.

Samtliche Ansatze wurden 10 min auf dem Schuttler inkubiert und anschliel3end
1 min bei 8160 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsge-
fark Uberflhrt, homogenisiert und auf zwei Kivetten verteilt. Danach wurde, jeweils
als Doppelbestimmung, die Absorption bei 414 nm mit dem Spektralphotometer
gemessen. Dabei diente der 100 %- Blindwert als Nullabgleich fir die 100 %-

Hamolyse und der 0 %- Blindwert als Abgleich fur die restlichen Proben.

Nach erfolgter Messung wurden aus jeweils einer Klvette jeder Losung 2 x 100 pl
entnommen und auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Die Absorptionsmessung
erfolgte hier bei 405 nm mit dem Multiplattenreader. Statt eines Nullabgleichs wur-
de die Absorption der Blindwerte mitbestimmt und anschlieRend von der Proben-

absorption subtrahiert.
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4.2.4.2 Ergebnisse

Aus den Absorptionen der Doppelbestimmungen wurden jeweils die Mittelwerte
gebildet und anschlie3end die Hamolyse in Prozent berechnet. Die Absorption der
100 %-Hamolyse jeder Messreihe wurde dafir gleich 100 % gesetzt. Die Absorp-
tionen der restlichen Proben wurden dazu ins Verhdltnis gesetzt (vgl. Anlagen,
Teil 1). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte fur die SDS-

Verdinnungen grafisch aufge-tragen, siehe Abbildung 19.
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Abbildung 19: Abhangigkeit der Himolyse von der SDS-Konzentration bei verschiedenen
Wellenlangen

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Zunahme der Hamolyse bei steigenden Kon-
zentrationen der membranzerstérenden Substanz (SDS) erfolgt, und dass diese
Zunahme photometrisch messbar ist. Die Kurvenverlaufe sind gleich, d.h. der Un-
terschied zwischen den beiden untersuchten Wellenlangen hat keinen Einfluss auf
die relativen Hamolysewerte. Die Verwendung der Mikrotiterplatten erwies sich
trotz des geringeren Messvolumens als genauso geeignet, wie die Verwendung
von Kivetten. Da die Absorptionswerte bei Verwendung der Mikrotiterplatten sehr

klein waren, wurde fur weitere Messungen ein Messvolumen von 250 ul genutzt.
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4.2.5 Uberprufung der BestrahlungsgleichmaRigkeit

Um eine gleichm&Rige Bestrahlung und eine optimale Durchmischung der Proben
zu gewahrleisten, wurden sowohl die Proben als auch die UV-Lampe auf einen
Schdttler gestellt, siehe Abbildung 20. Fur samtliche UV-Bestrahlungen wurde die
UV-Lampe von Wepa Apothekenbedarf genutzt.

UV-Lampe

Mikrotiterplatte mit
Proben

Schuttler

Abbildung 20: Versuchsaufbau zur Probenbestrahlung

Die UV-Bestrahlung der Proben erfolgte in einer Mikrotiterplatte mit 24 Kavitaten.
Dazu musste Uberprift werden, ob die Proben in der Mikrotiterplatte gleichmafig

bestrahlt werden.
4.25.1 Methode

Zur Uberpriifung der gleichmaRigen Ausstrahlung der Mikrotiterplatte musste zu-

erst die RBC-Suspension hergestellt (vgl. 4.2.2) und die Zellzahl Uberpruft werden.

1500 pl RBC-Suspension wurden zu 58,5 ml PBS-Puffer pipettiert. Von dieser L6-
sung sind jeweils 2 ml in die 24 Kavitaten einer Mikrotiterplatte Gberfiihrt und 1 h
UV-Strahlung ausgesetzt worden. Der Inhalt der Kavitaten wurde anschlieRend in
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2 ml ReaktionsgefaRe utberfuhrt und 1 min bei 8160 x g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt, homogenisiert und auf zwei
Kuvetten verteilt. Die Messung der Absorptionen erfolgte bei 414 nm gegen PBS-
Puffer. Aus den Doppelbestimmungen wurden die Mittelwerte der Absorptionen

berechnet.
4.2.5.2 Ergebnisse

Tabelle 8 zeigt die Mittelwerte der Absorptionen fur die Losungen aus den jeweili-
gen Kavitaten der Mikrotiterplatte sowie die Variationskoeffizienten (VK) fur die

Zeilen bzw. Spalten.

Tabelle 8: Fur die jeweiligen Kavitaten der Mikrotiterplatte ermittelte Absorptionen

1 2 3 4 5 6 VK
A 0,145 0,151 0,158 0,147 0,153 0,148 3.14%
B 0,155 0,152 0,147 0,154 0,154 0,155 2,00 %
C 0,154 0,148 0,151 0,155 0,154 0,152 1,69 %
D 0,152 0,153 0,149 0,154 0,154 0,151 1,28 %
VK 2,98 % 1,43 % 3,17 % 2,42 % 0,33 % 1,91 %

Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Mikrotiterplatte gleichmal3ig aus-
gestrahlt wird und somit fur die Probenbestrahlung geeignet ist. Der grolite Varia-
tionskoeffizient betragt 3,14 % und liegt damit fur die Versuche im akzeptablen

Bereich.

4.2.6 Einfluss der Bestrahlungsdauer auf die Hamolyserate

Um eine optimale Bestrahlungsdauer fur den Photohdmolysetest zu ermitteln,
musste der Einfluss der Bestrahlungsdauer auf die Hamolyserate untersucht wer-
den. Die Bestrahlungsdauer muss so gewahlt werden, dass eine Hamolyse er-

kennbar ist, aber noch keine Totalhdmolyse erreicht ist.
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4.2.6.1 Methode

Fur die Untersuchung des Einflusses der Bestrahlungsdauer wurden 1500 pl RBC-
Suspension zu 58,5 ml PBS-Puffer pipettiert. Von dieser L6sung wurden je 2 ml in
die 24 Kavitaten einer Mikrotiterplatte tGberfihrt und 4 h mit UV-Licht bestrahlt.
Nach verschiedenen Bestrahlungsdauern (5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180,
240 min) entnahm man den Inhalt von zwei Kavitaten, Uberfuhrte ihn in 2 ml Reak-
tionsgefale und zentrifugierte 1 min bei 8160 x g. Von beiden Uberstanden wur-
den 8 x 250 pl auf eine Mikrotiterplatte (96 Kavitaten) aufgetragen und die Absorp-
tionen bei 405 nm mit dem Multiplattenreader ermittelt. Die Absorption von PBS-
Puffer bestimmte man ebenfalls und subtrahierte sie von den ermittelten Werten.
Fur jede Bestrahlungsdauer wurde der Mittelwert aller Messwerte berechnet.

4.2.6.2 Ergebnisse

In Abbildung 21 sind die Absorptionen in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer

grafisch aufgetragen (Fur die Messwerte siehe Anlagen, Teil 2).
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Abbildung 21: Abhangigkeit der Hamolyse von der Bestrahlungsdauer
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Bis zu einer Bestrahlungsdauer von 100 min steigen die Absorptionswerte an.
Nach dieser Zeitdauer bleiben die Absorptionswerte konstant, d.h. die UV-
bedingte Totalhamolyse der Erythrozyten ist nach 100 min Bestrahlung erreicht.
Bei allen weiteren Versuchen wurde mit einer Bestrahlungsdauer von 60 min ge-

arbeitet, sodass noch keine Totalhdmolyse erfolgt.

4.2.7 RBC-Photohadmolysetest flir Sonnenschutzcreme

Fur den RBC-Photohamolysetest wurden verschiedene Konzentrationen der Son-
nenschutzcreme zusammen mit einer RBC-Suspension inkubiert. Die Inkubation
erfolgte fir einen Probenansatz ohne UV-Bestrahlung (Dunkelreaktion) und fur
einen identischen Ansatz mit UV-Bestrahlung. Die Dunkelreaktion entspricht dem
einfachen RBC-Test, der das Hamolyserisiko von chemischen Substanzen unter-
sucht. Mit den UV-bestrahlten Proben soll der Einfluss von UV-Strahlung auf die
Hamolysewirkung in Anwesenheit von Sonnenschutzprodukten untersucht wer-
den. Es wird davon ausgegangen, dass Sonnenschutzprodukte eine schitzende
Wirkung auf bestrahlte Erythrozyten besitzen und dass sich diese Schutzleistung

in einer Verringerung der Hamolyserate darstellt.
4.2.7.1 Methode

Fir die Probenverdinnungen der Sonnenschutzcreme wurde eine Stammldsung
mit einer Konzentration von 20 mg/ml hergestellt, indem 100 mg Probe in einen
5 ml Mal3kolben eingewogen, mit PBS-Puffer bis zur Markierung aufgefillt und 5
min im Ultraschallbad behandelt. Anschlieend wurden aus 250 pl Stammlésung
und 4750 pl PBS eine zweite Stammldsung mit einer Konzentration von 1 mg/ml
hergestellt, aus der je 10 ml der in Tabelle 9 aufgefuihrten Verdiinnungen mit PBS-
Puffer hergestellt wurden. Die eingesetzten Probenkonzentrationen wurden an-

hand der Ergebnisse von durchgefiihrten Vorversuchen ausgewahlt.

Methoden und Ergebnisse 39



Tabelle 9: Probenverdiinnungen fir RBC-Photohdmolysetest

Bezeichnung Probenkonzentration
[mg/ml]
A 0,02
B 0,04
C 0,06
D 0,08
E 0,10
F 0,15
G 0,20
H 0,25
I 0,50
J 0,75

Zusammen mit der nach Punkt 4.2.2 hergestellten RBC-Suspension wurden aus
den jeweiligen Probenverdinnungen folgende Testlosungen und Blindwerte
(Tabelle 10) hergestellt. Es wurden auf3erdem Losungen fir die 100 %-Hamolyse

und die 0 %-Hamolyse sowie die zugehdrigen Blindwerte hergestellt.

Tabelle 10: Pipettierschema zur Herstellung der Testlosungen und Blindwerte

Bezeichnung RBC- Agqua Probenver- PBS
Suspension dest. dinnung

100 % Hamolyse 100 pl 3900 pl - -
BW 100 % Hamolyse - 3900 ul - 100 pl
0 % Hamolyse 100 ul - - 3900 pl
BW 0 % Hamolyse - - - 4000 pl
Probenverdinnungen A-J 100 ul - 3900 pl A-J -
BW Probeverdinnungen A-J - - 3900 pl A-J 100 pl
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Von den Loésungen wurden jeweils 2 ml in die Kavitaten zweier Mikrotiterplatten
(24 Kavitaten) gegeben, sodass zwei identisch beschickte Mikrotiterplatten vorla-
gen. Eine Platte setzte man 60 min auf einem Schuttler UV-Bestrahlung aus, die
andere bewahrte man lichtdicht geschitzt 60 min auf dem Schuttler auf. Anschlie-
Rend wurden beide Platten fur die Nachinkubation 30 min lichtdicht geschitzt auf

dem Schittler aufbewabhrt.

Die Losungen uberfihrte man in 2 ml Reaktionsgefal3e und zentrifugierte diese
1 min bei 8160 x g. Die Uberstande wurden in neue ReaktionsgefaRe Uberfihrt
und homogenisiert. Davon wurden pro Losung 6 x 250 pl auf Mikrotiterplatten (96

Kavitaten) aufgetragen und bei 405 nm photometrisch vermessen.
4.2.7.2 Ergebnisse

Die Absorptionen der Blindwerte wurden von den Probenwerten subtrahiert. Aus
den Messwerten der Sechsfachmessungen wurden die Mittelwerte gebildet und
die Hamolyserate in Prozent (bezogen auf die zur Versuchsreihe gehdrende
100 %-Hamolyse-Probe) berechnet (vgl. Anlagen, Teil 3). In den Abbildungen 22
und 23 sind die Abhangigkeiten der Hamolyseraten von der Probenkonzentration

grafisch dargestellt.
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Abbildung 22: Abhangigkeit der Hamolyserate von der Konzentration
an Sonnenschutzcreme LSF 6
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Abbildung 23: Abhangigkeit der Hamolyserate von der Konzentration
an Sonnenschutzcreme LSF 50

Bei beiden Sonnenschutzcremes nimmt die Hamolyserate in Abwesenheit von
UV-Strahlung ab einer Probenkonzentration von 0,1 mg/ml zu, d.h. bei beiden
Sonnenschutzcremes lasst sich ein konzentrationsabhangiges Irritationspotential
anhand einer ausgelésten Hamolyse nachweisen. Dies ist ein Indiz fur eine hautir-
ritierende Wirkung der chemischen Substanzen. Fur die Sonnenschutzcreme LSF
50 ist die Zunahme starker. Zu begrinden ist dies mit der grol3eren Menge an UV-
Filtern in diesem Produkt, da bekannt ist, dass UV-Filtersubstanzen irritative Reak-
tionen hervorrufen [SCHAUDER, 2001]. Die Hamolyseraten der UV-bestrahlten Pro-
ben liegen fur samtliche eingesetzten Probenkonzentrationen im Bereich einer
Totalhamolyse. Die Hamolyserate wird durch die Kombination aus UV-Strahlung
und chemischer EinflussgrofRe Uber den gesamten Konzentrationsbereich ver-

starkt.

4.2.8 Uberprufung der Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit des RBC-Photoh&molysetests zu tberprifen, wurden
fur ausgewahlte Konzentrationen vier Ansatze von jeweils einer Sonnen-

schutzcreme hergestellt und unter gleichen Bedingungen auf das Hamolyserisiko
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untersucht. Die Werte wurden anschlielend verglichen und statistisch ausgewer-
tet.

4.2.8.1 Methode

Es wurden pro Sonnenschutzcreme vier Einwaagen von 100 mg in 5 ml Maf3kol-
ben vorgenommen. Diese flllte man bis zur Markierung mit PBS-Puffer auf und
behandelte sie 5 min im Ultraschallbad. Aus diesen Stammlosungen (c =
20 mg/ml) wurde fur jeden Ansatz eine zweite Stammldsung (c = 1 mg/ml) herge-
stellt, aus der man je 10 ml der in Tabelle 11 eingetragenen Probenverdinnungen

herstellte.

Tabelle 11: Probenverdiinnungen zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit

Bezeichnung Probenkonzentration
[mg/ml]
A 0,02
B 0,06
C 0,10
D 0,20
E 0,50

Aus den Probenverdiinnungen eines jeden Ansatzes stellte man folgende Testl6-
sungen und Blindwerte (Tabelle 12) her. Es wurden aul3erdem Ldsungen fir die
100 %-Hamolyse und die 0 %-Hamolyse sowie die zugehdrigen Blindwerte herge-
stellt. Die RBC-Suspension wurde nach Punkt 4.2.2 hergestellt. Da nur eine Mikro-
titerplatte mit 24 Kavitaten optimal von der UV-Lampe ausgeleuchtet werden konn-

ten, stellte man die Ansatze 3 und 4 zeitversetzt her.
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Tabelle 12: Pipettierschema zur Herstellung der Testlosungen und Blindwerte fir die Uber-
prufung der Reproduzierbarkeit

Bezeichnung RBC- Agqua Probenver- PBS
Suspension dest. dinnung

100 % Hamolyse 100 pl 3900 pl - -
BW 100 % Hamolyse - 3900 pl - 100 pl
0 % Hamolyse 100 pl - - 3900 pl
BW 0 % Hamolyse - - - 4000 pl
Probenverdinnungen A-E 100 pl - 3900 ul A-E -
BW Probeverdinnungen A-E - - 3900 ul A-E 100 pl

Von den Lésungen wurden jeweils 2 ml in die Kavitaten zweier Mikrotiterplatten
gegeben. Eine Platte setzte man auf einem Schittler 60 min UV-Bestrahlung aus,
die andere bewahrte man lichtdicht geschitzt 60 min auf dem Schiittler auf. An-
schlieBend wurden beide Platten fur die Nachinkubation 30 min lichtdicht ge-

schitzt auf dem Schittler aufbewabhrt.

Die Losungen wurden in Mikroreaktionsgefal3e Uberfihrt und 1 min bei 8160 x g
zentrifugiert. Die Uberstande tberfiihrte man in neue ReaktionsgefalRe und homo-
genisierte sie. Davon wurden pro Lésung 6 x 250 pl auf Mikrotiterplatten (96 Kavi-

taten) aufgetragen und bei 405 nm photometrisch vermessen.
4.2.8.2 Ergebnisse

Die Absorptionen der Blindwerte wurden von den Probenwerten subtrahiert. Aus
den Messwerten der Sechsfachmessungen wurden die Mittelwerte gebildet und
die Hamolyserate in Prozent (bezogen auf die 100 %-Hamolyse-Probe) berechnet.

Aus den Hamolyseraten der einzelnen Ansatze wurde der Mittelwert (MW) flir jede
Probenkonzentration berechnet und die Standardabweichung (o) ermittelt. Die
Abbildungen 24 und 25 zeigen die statistischen Kennwerte in Abhangigkeit von

der Konzentration.
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Abbildung 24: Abhangigkeit der gemittelten Hamolyserate von der Probenkonzentration
sowie Standardabweichungen (Sonnenschutzcreme LSF 6)
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Abbildung 25: Abhangigkeit der gemittelten Hamolyserate von der Probenkonzentration
sowie Standardabweichungen (Sonnenschutzcreme LSF 50)

Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Anderung der Hamolyserate einem

reproduzierbaren Trend unterliegt. In Konzentrationsbereichen, in denen sich die
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Hamolyserate stark andert, kommt es zu héheren Standardabweichungen. Dies ist
darauf zurtickzufiihren, dass es sich um ein biologisches Testsystem handelt, wel-
ches naturlichen Schwankungen unterliegt. Die Abweichungen haben jedoch nur
Einfluss auf die Anderung der Hamolyserate bei einer Konzentration und nicht auf

den tendenziellen Verlauf Uber den gesamten Konzentrationsbereich.
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5 Fazit

Absorptionsmessungen von Sonnenschutzprodukten in ethanolischer Losung stel-
len ein geeignetes in-vitro-Testsystem zur Uberpriufung der Lichtschutzwirkung der
Praparate dar. Es sind vergleichende Aussagen zu Produkten mit unterschiedli-
chen Zusammensetzungen und Lichtschutzfaktoren mdglich. Es muss darauf ge-
achtet werden, dass die relevanten Inhaltsstoffe der Formulierungen in Ethanol

[6slich sind.

Bei dem entwickelten Testsystem handelt es sich nicht um eine Alternative zu be-
stehenden Testmethoden, sondern um eine Screening-Methode zur Abschéatzung
der Lichtschutzwirkung. Es stellt eine kostengtinstige und einfach anzuwendende
Methode fur vergleichende und orientierende Untersuchungen, vor allem wahrend
der Produktentwicklung, dar. Mit Hilfe der Methode ist die Abschatzung der

Schutzwirkung sowohl im UVB-, als auch im UVA-Bereich gleichzeitig mdglich.

Mit einer einfachen Erweiterung des Testsystems um eine UV-Bestrahlung kdnnen
zusatzlich Aussagen zur Photostabilitdt des Produkts getroffen werden. Dabei
kann nicht nur festgestellt werden, ob es sich um ein photostabiles Produkt han-
delt, sondern auch eine Aussage zur verbleibenden Schutzleistung nach der Ein-
wirkung von UV-Strahlung getroffen werden. Da die Methode fur vollstandige Pro-
duktformulierungen angewendet werden kann, werden mdgliche Wechselwirkun-

gen der Inhaltsstoffe mit berlcksichtigt.

Mit dem RBC-Photohamolysetest kbnnen Aussagen zum Hautirritationspotenzial
von kosmetischen Produkten getroffen werden. Durch die Dunkelreaktion des
Testsystems ist eine Abschatzung Uber das Vorhandensein eines Irritationspoten-
zials durch die Inhaltsstoffe moglich. Durch die UV-Bestrahlung kdnnen Aussagen
Uber mogliche photosensibilisierende und phototoxische Eigenschaften getroffen
werden. Diese kbnnen entstehen, wenn sich die Inhaltsstoffe der Produkte bei UV-

Bestrahlung chemisch verandern.

Obwohl es sich bei den untersuchten Produkten um Sonnenschutzprodukte han-

delt, deren Wirksamkeit anhand der Absorptionsmessungen bestatigt werden
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konnte, war im Photohdmolysetest keine Schutzwirkung erkennbar. Es wurde
nachgewiesen, dass die Hamolyserate von Erythrozyten durch UV-Bestrahlung
verstarkt wird. Die Arbeitshypothese, dass Sonnenschutzprodukte eine schitzen-
de Wirkung auf bestrahlte Erythrozyten besitzen und dass sich diese Schutzleis-
tung in einer Verringerung der Hamolyserate darstellt, konnte nicht bestatigt wer-
den. Durch die Kombination der Irritationswirkung von chemischen Substanzen
und UV-Strahlung auf Erythrozyten wurde eine Totalhdmolyse ausgeldst. Der
RBC-Photohamolysetest eignet sich unter den gewahlten Testbedingungen nicht
fur in-vitro-Abschéatzungen der Lichtschutzwirkung von derartigen Sonnenschutz-

produkten.
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Anlagen, Teil 1

Messwerte zum SDS-abhéngigen RBC-Test (vgl 4.2.4)

414 nm
Bezeichnung Absorption | MW | % Hamolyse
100%-Hamolyse 0,45| 0,46| 0,45 100,00
0%-Hamolyse 0,04| 0,04| 0,04 9,35
0,01 mg/ml 0,03| 0,03| 0,03 6,71
0,02 mg/ml 0,39| 0,38 0,39 84,82
0,03 mg/ml 0,41| 041| 041 89,88
0,04 mg/ml 0,43| 0,43| 0,43 93,84
0,05 mg/ml 0,40| 0,40| 0,40 88,56

405 nm
Bezeichnung Absorption [ MW | % Hamolyse
100%-Hamolyse 0,34| 0,33]| 0,33 100,00
0%-Hamolyse 0,04| 0,04| 0,04 10,46
0,01 mg/ml 0,02| 0,02| 0,02 6,28
0,02 mg/ml 0,28| 0,29| 0,28 85,05
0,03 mg/ml 0,30| 0,30| 0,30 89,84
0,04 mg/ml 0,32| 0,31 0,32 94,47
0,05 mg/ml 0,30/ 0,30| 0,30 90,13
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Anlagen, Teil 2

Messwerte zur Bestimmung des Einflusses der Bestrahlungsdauer (vgl. 4.2.6)

Zeit in min Absorption bei 414 nm MW STABW
5| 0,037| 0,032| 0,027| 0,033| 0,043| 0,034| 0,037| 0,048 0,036 0,007

15| 0,046| 0,052| 0,042| 0,047| 0,051| 0,051| 0,062| 0,062 0,052 0,007

30( 0,049| 0,040 0,060 0,067| 0,063| 0,057| 0,044| 0,054| 0,054| 0,009

45| 0,056| 0,057| 0,051| 0,058 0,062| 0,051| 0,062| 0,065 0,058 0,005

60 0,086| 0,084 0,082| 0,080| 0,094| 0,089| 0,090| 0,080| 0,086| 0,005

75( o0,110| 0,103| 0,105| 0,096| 0,101| 0,089| 0,130| 0,109| 0,105| 0,012

90| 0,189| 0,207| 0,193| 0,202| 0,220| 0,235| 0,229| 0,225( 0,213| 0,017

120| 0,230| 0,217| 0,225| 0,218 | 0,231| 0,225| 0,227| 0,230( 0,225| 0,005

180| 0,219| 0,225| 0,220| 0,228 | 0,235| 0,223| 0,231| 0,223 0,226( 0,006

240| 0,221| 0,229| 0,230| 0,225| 0,227| 0,222| 0,225| 0,223| 0,225| 0,003
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Anlagen, Teil 3

Messwerte zum RBC-Photohdmolysetest fir Sonnenschutzcreme (vgl. 4.2.7)

LSF 6 Absorption bei 405 nm, ohne UV MW % Hamolyse
100% 0,241 0,244 0,243 0,250 0,244 0,239 0,244 100,00
0% 0,011 0,014 0,021 0,010 0,019 0,023 0,016 6,71

0,02 0,012 0,010 0,028 0,005 0,004 0,008 0,011 4,59
0,04 0,009 0,013 0,011 0,006 0,010 0,016 0,011 4,45
0,06 0,016 0,016 0,024 0,005 0,005 0,008 0,012 5,07
0,08 0,017 0,019 0,017 0,018 0,016 0,011 0,016 6,71

0,1 0,020 0,021 0,024 0,012 0,014 0,015 0,018 7,26

0,15 0,036 0,034 0,034 0,024 0,029 0,034 0,032 13,07

0,2 0,070 0,064 0,062 0,067 0,069 0,078 0,068 28,06

0,25 0,168 0,147 0,161 0,132 0,134 0,127 0,145 59,48

0,5 0,199 0,199 0,193 0,204 0,212 0,209 0,203 83,23

0,75 0,213 0,232 0,274 0,182 0,206 0,214 0,220 90,42

LSF 6 Absorption bei 405 nm, mit UV Mw % Hamolyse
100% 0,298 0,305 0,304 0,212 0,206 0,200 0,254 100,00
0% 0,120 0,124 0,125 0,136 0,137 0,143 0,131 51,48

0,02 0,247 0,250 0,250 0,274 0,263 0,260 0,257 101,25
0,04 0,260 0,262 0,261 0,238 0,243 0,232 0,249 98,10
0,06 0,246 0,243 0,245 0,260 0,242 0,245 0,247 97,11
0,08 0,227 0,228 0,230 0,246 0,256 0,260 0,241 94,89

0,1 0,243 0,246 0,253 0,232 0,235 0,237 0,241 94,82

0,15 0,244 0,246 0,241 0,248 0,240 0,246 0,244 96,07

0,2 0,242 0,247 0,251 0,238 0,240 0,254 0,245 96,52

0,25 0,228 0,233 0,235 0,251 0,251 0,232 0,238 93,77

0,5 0,202 0,240 0,268 0,245 0,228 0,246 0,238 93,70

0,75 0,208 0,241 0,268 0,217 0,242 0,246 0,237 93,25
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LSF50 | Absorption bei 405 nm, ohne UV MW % Hamolyse
100% 0,355 0,358 0,360 0,371 0,369 0,372 0,364 100,00
0% 0,024 0,028 0,031 0,025 0,033 0,041 0,030 8,33

0,02 0,025 0,024 0,024 0,026 0,031 0,014 0,024 6,59
0,04 0,027 0,029 0,032 0,028 0,034 0,036 0,031 8,51
0,06 0,043 0,037 0,036 0,038 0,040 0,032 0,038 10,34
0,08 0,045 0,037 0,045 0,055 0,061 0,071 0,052 14,37

0,1 0,050 0,056 0,050 0,054 0,063 0,053 0,054 14,92

0,15 0,116 0,101 0,101 0,053 0,056 0,068 0,083 22,65

0,2 0,232 0,231 0,235 0,218 0,227 0,234 0,230 63,02

0,25 0,313 0,325 0,317 0,351 0,361 0,347 0,336 92,17

0,5 0,381 0,389 0,380 0,347 0,378 0,379 0,376 103,16

0,75 0,380 0,381 0,381 0,387 0,388 0,377 0,382 104,99
LSF50 | Absorption bei 405 nm, mit UV MW % Hamolyse
100% 0,416 0,416 0,414 0,434 0,431 0,421 0,422 100,00
0% 0,136 0,135 0,136 0,155 0,147 0,142 0,142 33,61

0,02 0,391 0,389 0,399 0,390 0,398 0,415 0,397 94,08
0,04 0,411 0,417 0,414 0,423 0,427 0,416 0,418 99,05
0,06 0,396 0,416 0,430 0,430 0,421 0,417 0,418 99,13
0,08 0,416 0,418 0,419 0,418 0,419 0,417 0,418 99,01

0,1 0,409 0,407 0,409 0,434 0,425 0,432 0,419 99,37

0,15 0,425 0,433 0,433 0,435 0,435 0,426 0,431 102,17

0,2 0,440 0,436 0,439 0,437 0,435 0,438 0,438 103,67

0,25 0,437 0,445 0,440 0,435 0,437 0,437 0,439 103,91

0,5 0,438 0,441 0,444 0,438 0,437 0,441 0,440 104,23

0,75 0,443 0,436 0,443 0,434 0,442 0,440 0,440 104,19
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