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ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonsaure) diammonium Salz
ACF aberrante Krypten (engl. Aberrant Crypt Foci)

ADP Adenosindiphosphat

AFB, Aflatoxin B

AFM; Aflatoxin M1

ALT Alanin-Aminotransferase

AMD Age related Macula Degeneration

Asc Ascorbat

Asc’ Ascorbyl-Radikale

AST Aspartat-Aminotransferase

ATP Adenosintriphosphat

CAR Carotinoid

CAT Katalase

CCl5* Trichloromethyl-Radikal

CCly4 Tetrachlorkohlenstoff

CHD Coronary Heart Diesease

CD Cluster of Differentiation

CHL Chlorophyll

3CHL* Chlorophyll im Triplett-Zustand

COPD chronische obstruktive Lungenerkrankung (engl. Chronic Obstructive

Pulmonary Disease)

CoQ"” Ubisemichinon-Radikal

CoQH> Coenzym Q10, reduzierte Form (Ubichinol)

CK Creatinkinase

CuZnSOD  Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase

CYP Cytochrom P450

d Tag

DEN Diethylnitrosamin

DMBA 7,12-dimethylbenz(a)anthrazen

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. Desoxyribonucleic Acid)

DTH verzdgerte zellulare Typ-IV-Reaktion (engl. Delayed Type
Hypersensitivity)
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EIA

GGPP
G6P-DH
GPT
GPX
GJC
GSH
GSF
GSSG
GST
GST-P1
H20-
HDL
HK
HPLC

Exercise-Induced Asthma

Eisen (ll)-lon

Eisen (ll1)-lon

exspiratorische Sekundenkapazitat (engl. Forced Expiratory Volume)
Fullgewicht

Gramm

Geranylgeranyl-pyrophosphat
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Glutathion-Peroxidase

Gap Junctional Communication

Glutathion, reduzierte Form
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit
Glutathion, oxidierte Form
Glutathion-S-Transferase
Glutathion-S-Transferase-P1
Wasserstoffperoxid

High Densitiy Lipoprotein

Hexokinase

High Performance Liquid Chromatography,
Hochleistungsfllssigkeitschromatographie
Photonen des Sonnenlichts

Internationale Einheit

International Federation of Clinical Chemistry
Interferon-y

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin

Intima-Media Thickness
Isopentenyl-diphosphat
intersystem-crossing

International Unit
Kalium-Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat

Ratenkonstante des Elektronentransfers
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kg Kilogramm

KG Korpergewicht

Kisc Ratenkonstante der Spinumkehr
KM®7 metabolische Kérpermasse

Kq '0,*-Quenchingraten-Konstante

L’ Alkyl-Radikal

LAAS Los Angeles Atherosclerosis Study
LDH Laktat-Deydrogenase

LDL Low Densitiy Lipoprotein

LH Fettsaure

LO-H Lipidperoxid

LO,® Lipidperoxid-Radikal

m mannlich

m? Quadratmeter

MCH mittlerer Himoglobingehalt der Einzelerythrozyten (engl. Mean

Corpuscular Hemoglobin)
MCHC mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten (engl. Mean

Corpuscular Hemoglobin Concentration

MCP-1 Monozyten-Chemotaktisches-Protein-1

M-CSF Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor

MCV mittleres Erythrozytenvolumen (engl. Mean Corpuscular Volume)

MDA Malondialdehyd

MDH Malat-Dehydrogenase

mEH mikrosomale Epoxid-Hydrolase

mg Milligramm

MHC Haupthistokompatibilitats-Genkomplex (engl. Major Histocompatibility
Complex)

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mm-LDL minimally modified LDL
mmol Millimol
mM millimolar

MnSOD Mangan-Superoxid-Dismutase
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MW arithmetischer Mittelwert

n Anzahl

NADH Nicotinamid-Adenosin-Dinucleotid, reduzierte Form
NADP Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat, reduzierte Form
NfE stickstofffreie Extraktstoffe

nm Nanometer

NO* Stickstoffmonoxid

NO,* Stickstoffdioxid

OH* Hydroxyl-Radikal

0, Singulett-Sauerstoff

O, Sauerstoff

0" Superoxid-Radikal

ONOO Peroxynitrit

oxLDL oxidiertes Low Densitiy Lipoprotein

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS Phosphate Buffered Solution

PHA Phytohamagglutinin

PNF praneoplastische Herde (engl. Preneoplastic Foci)

ppm parts per million

RO’ Peroxyl-Radikal

ROzH Hydroperoxid

ROS reaktive Sauerstoffspezies (engl. Reactive Oxygen Species)
RNS reaktive Stickstoffspezies (engl. Reactive Nitrogen Species)
SCC Plattenepithelcarcinom (engl. Squamous Cell Carcinoma)
SENS Sensitizer

'SENS® Sensitizer im Singulettzustand

3SENS* Sensitizer im Triplettzustand

SOD Superoxid-Dismutase
SRA Scavenger Rezeptor A
Stabw Standardabweichung
TAA Total Antioxidant Activity

TBARS Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen (engl. Thiobarbituric Acid
Reactive Substances)
Xl
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TEAC
TNF-a
TS
U/min
uS
VLDL

wk
XME
ZNS

a-TH
o-T°
}\fmax
ul

um

8-OhdG

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Tumornekrosefaktor-a
Trockensubstanz

Umdrehungen pro Minute
ursprungliche Substanz

Very Low Densitiy Lipoprotein

weiblich

weiblich kastriert

Xenobiotic Metabolizing Enzyme

zentrales Nervensystem

a-Tocopherol

Tocopheroxyl-Radikale

Wellenlange der maximalen Absorption
Mikroliter

Mikrometer

8-Hydroxy-2"-deoxyguanosin

X



EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

1. Einleitung und Problemstellung

Wie in der Humanmedizin nahm auch in der Tiermedizin die Haufigkeit von
Neoplasien und degenerativen Erkrankungen drastisch zu. In der westlichen Welt
sind Krebs und Herzkreislauferkrankungen die haufigste Todesursache beim
Menschen. Aber auch bei unseren Haustieren, unter anderem beim Hund, werden in

zunehmendem Malde Tumorerkrankungen diagnostiziert.

Neben verschiedenen anderen Ursachen bestehen zahlreiche Hinweise
darauf, dass oxidative Prozesse an der Entstehung und dem Fortschreiten dieser
chronischen Erkrankungen sowie auch am Alterungsprozess beteiligt sind. Reaktive
Spezies, z. B. Sauerstoffradikale, greifen Proteine, Lipide und die DNA an — es
kommt zur Stérung der normalen Zellfunktionen. Wenn reaktive Spezies die DNA
beschadigen, kann es zu Mutationen und schlieRlich zur Veranderung des Genoms
kommen. Zumal am Anfang jeder Tumorgenese immer die genetische Schadigung
einer Zelle steht, kann das vermehrte Auftreten von reaktiven Spezies so die

Entstehung von entarteten Zellen und somit schlieBlich von Tumoren férdern.

Unter physiologischen Umstanden stellen diese reaktiven Spezies keine
Bedrohung flir den Organismus dar, da der Korper mit effizienten
Schutzmechanismen ausgestattet ist. Ein Teil dieses Schutzes wird durch die im Blut
enthaltenen Antioxidantien, wie z. B. den Carotinoiden, gewahrleistet. Unter
bestimmten Bedingungen kommt es jedoch zu oxidativem Stress. ,Wird das
Gleichgewicht zwischen oxidativer Belastung und antioxidativen
Verteidigungssystemen auf die Seite der Prooxidantien verschoben, bezeichnet man
dies als oxidativen Stress® (Stahl, 2004). Dieses Ungleichgewicht ist u. a. darauf
zuruckzufihren, dass in der heutigen Zeit sowohl Mensch als auch Tier in
zunehmendem MalRe exogenen Faktoren wie Umwelt- und Luftverschmutzung

ausgesetzt sind, die zum Entstehen von oxidativem Stress fuhren.

Mediziner, sowie Patienten und Tierbesitzer streben, auch angesichts der
eingeschrankten Therapiemaoglichkeiten chronischer degenerativer Erkrankungen,
danach, alle Moglichkeiten auszuschoépfen, praventive MaRnahmen zu ergreifen, um

derartige Erkrankungen gar nicht erst entstehen zu lassen. Die Ernahrung kann
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hierbei eine wichtige Rolle spielen. Epidemiologische Studien brachten zutage, dass
der Konsum von Gemuse und Obst eine Reduktion des Risikos verschiedener
Krebserkrankungen zur Folge hat (Block et al. 1992; Riboli und Norat, 2003). Da
Obst und Gemuse hohe Gehalte an Carotinoiden aufweisen, lag die Annahme nah,
dass diese in erster Linie fir die protektiven Effekte verantwortlich sein kdnnten.
Tatsachlich wurde auch eine inverse Beziehung zwischen der Carotinoidaufnahme
bzw. dem Carotinoidgehalt des Serums und dem Auftreten verschiedener
Krebserkrankungen festgestellt (Helzlsouer et al., 1989; Giovannucci et al., 1995;
Van Poppel und Goldbohm, 1995).

Carotinoide sind Pigmente, die von vielen Pflanzen synthetisiert werden und
ihnen ihre typische gelbe bis rote Farbung verleihen. Aufgrund ihrer chemischen
Struktur sind sie dazu befahigt, Energie z. B. von Singulett-Sauerstoff zu
ubernehmen bzw. Elektronen an Radikale abzugeben — sie sind Antioxidantien.
Dadurch werden andere empfindliche Molekile vor oxidativen Schaden bewahrt. In
vitro Studien zeigten, dass Carotinoide, wie z. B. Lycopin, sehr effiziente
Inaktivatoren von Singulett-Sauerstoff sind (Di Mascio et al., 1989). Ergebnisse aus
tierexperimentellen Studien wiesen auch auf eine antioxidative und anticancerogene

Wirkung von Carotinoiden in vivo hin (Jain et al., 1999; Park et al., 1998).

So lag die Annahme nah, dass durch Zusatz dieser Antioxidantien zur
Nahrung positive Effekte erzielt werden konnten. Da Hunde bestimmte Carotinoide,
darunter Lycopin oder Lutein, aus der Nahrung aufnehmen kénnen (Korytko et al.,
2003; Cerveny et al., 1998), besteht groRes Interesse an der unterstitzenden
Verwendung und den maoglichen antioxidativen Wirkungen verschiedener Carotinoide

wie z. B. Lycopin oder Lutein im Futter der Tiere.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem Vorversuch zunachst
festzustellen, ob und in welchem Malie die Carotinoide Lycopin und Lutein nach
einmaliger oraler Verabreichung von Hunden absorbiert werden und nach welcher
Zeit ein Maximum im Blut erreicht wird. Anschliellend sollte in einem aus zwei
Versuchsperioden bestehenden Futterungsversuch untersucht werden, inwieweit die
Wirkstoffe nach taglicher oraler Verabreichung einen positiven Einfluss auf den

antioxidativen Status der Hunde ausuben. Hierzu erhielten die Tiere die Carotinoide
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einzeln oder in Kombination mittels Gelatinekapseln zusammen mit dem Futter Gber
einen Zeitraum von zweimal 84 Tagen. Die zur Beurteilung des antioxidativen Status
im Serum bestimmten Parameter umfassten die antioxidative Kapazitat, sowie
antioxidative Vitamine und Enzyme als Indikatoren von Zellschadigung. Da auch
Eisenionen an der Entstehung von Radikalen beteiligt sein konnen, wurden

zusatzlich die Totale und die Latente Eisenbindungskapazitat des Serums bestimmit.
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2. Literaturubersicht

2.1. Carotinoide

2.1.1. Vorkommen

Carotinoide sind gelbe bis dunkelrote Pigmente, die von vielen Pflanzen, aber
auch von photosynthesebetreibenden Mikroorganismen, synthetisiert werden und
ihnen ihre typische gelbe bis rote Farbung verleihen. Gemuse wie Karotten und
SuRkartoffeln enthalten grolle Mengen dieser Farbstoffe, doch auch in grinem
Gemduse, z. B. Spinat und Grunkohl, sind sie anzutreffen, wobei ihre Farbe jedoch
durch die dunkelgrine Farbung des Chlorophylls Uberdeckt wird (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Vorkommen verschiedener Carotinoide in der Nahrung (Holden et al.,

1999)
Carotinoid Vorkommen
B-Carotin Karotten, Kirbis, Spinat, StRkartoffel, Grinkohl

Lutein und Zeaxanthin Spinat, Brokkoli, Erbse, Petersilie, Aprikose

Lycopin Tomate, Wassermelone, Pink Grapefruit

Cryptoxanthin Papaya, rote Paprika, Wassermelone, Orange

2.1.2. Chemische Struktur

Mehr als 600 Carotinoide wurden bis heute identifiziert, das bekannteste unter
ihnen ist das pB-Carotin. Die Carotinoide werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt. Die
erste Gruppe stellen die Carotine dar, die ausschlieBlich aus Kohlenwasserstoff-

verbindungen bestehen, wie z. B. p-Carotin und Lycopin. Die zweite Gruppe bilden
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die Xanthophylle, auch Oxocarotinoide genannt, die ein oder mehrere
Sauerstoffatome in Form von Hydroxyl-, Epoxy-, Aldehyd- oder Ketogruppen
enthalten. Beispiele fur Vertreter der Xanthophylle sind Zeaxanthin, Canthaxanthin

oder Lutein.

Allen Carotinoiden gemeinsam ist ihre Zugehdrigkeit zur Gruppe der
Isoprenoide, d. h. sie sind aus Einheiten aus funf Kohlenstoffatomen (lsopentenyl-
pyrophosphaten, IPP) aufgebaut. Je ein Molekul IPP und Dimethylallyl-pyrophosphat,
ein Isomer des IPP, bilden wiederum Geranyl-pyrophosphat, aus dem durch
Anlagerung von zwei weiteren IPP schliel3lich Geranylgeranyl-pyrophosphat (GGPP)
entsteht. Durch eine ,Schwanz-zu-Schwanz-“ Verbindung durch Kondensation von
zwei GGPP mittels Phytoensynthasen entsteht schliellich Phytoen, eine
grundlegende Isoprenoidstruktur aus 40 Kohlenstoffatomen. Nach vier durch
Phytoendesaturasen vermittelten Dehydrogenierungsschritten resultiert aus Phytoen
letztlich Lycopin. Die Endgruppen dieses Grundgerists werden bei vielen
Carotinoiden mit Hilfe von Zyklasen zu Ringstrukturen modifiziert, woraus bei
beidseitiger Modifizierung dizyklische und bei einseitiger monozyklische Carotinoide
hervorgehen. Weiterhin kdnnen die Ringstrukturen mit Oxogruppen substituiert
werden, woraus sich die Zugehdrigkeit zur Gruppe der Xanthophylle ergibt
(Hirschberg, 2001; Sandman, 2001). Aus ihrer Struktur erklart sich, dass alle
Carotinoide lipophil sind, wobei diese Eigenschaft bei den Carotinen noch
ausgepragter ist als bei den Xanthophyllen. Fur die biologische Aktivitat als Vorstufe
von Vitamin A (sog. Provitamin A) ist das Vorhandensein einer nicht substituierten (-

lonon-Ringstruktur von Bedeutung.

Ein grundlegendes Merkmal aller Carotinoide ist das System aus konjugierten
Doppelbindungen, das ihnen erlaubt, Lichtenergie zu absorbieren. Diese Tatsache
erklart auch ihre typische Farbung. Hier gehoren die Elektronen nicht einem
einzelnen Atom an, sondern vielmehr dem ganzen System, wodurch bei der
Absorption von Licht die Energie des Photons auf das gesamte Molekll Uberragen
wird. Dieses wird dadurch vom energiearmen Grundzustand in einen
energiereicheren Erregungszustand angehoben. Das Absorptionsspektrum der
Carotinoide bewegt sich im blauen bis grinen Bereich des sichtbaren Lichts, d. h.
zwischen 400 und 500 nm, so dass die meisten von ihnen als ein Gelbton

wahrgenommen werden.
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Lycopin, ein Carotin

Lycopin gehort der Gruppe der Carotine an, es besteht aus 40
Kohlenstoffatomen in linearer Anordnung ohne Ringstrukturen und enthalt 13
Doppelbindungen, von denen elf miteinander in Konjugation stehen (siehe Abbildung

1). Dieses Carotinoid zeichnet sich durch seine extreme Lipophilie aus.

Abbildung 1: Strukturformel von Lycopin

Lycopin ist im Gegensatz zu anderen Carotinoiden, die in einer Vielzahl von
Frichten und Gemisesorten nachweisbar sind, vorwiegend in wenigen roten
Frichten und Gemusesorten anzutreffen, in denen es fur die charakteristische Farbe
verantwortlich ist: Hohe Konzentrationen sind in Tomaten und Tomatenprodukten wie
Tomatenpaste (,Tomatenmark®), -saft und -sauce nachzuweisen, daneben enthalten
aber auch Wassermelone und Pink Grapefruit Lycopin (siehe Tabelle 2 und Tabelle
3). In der Erndhrung des Menschen stammt der Groldteil des aufgenommenen

Lycopins aus Tomaten und Tomatenprodukten (Rao und Agarwal, 1999).

Tabelle 2: Lycopin-Gehalte verschiedener Obst- und Gemisesorten in ug/100g
(Holden et al., 1999)

Obst-/ Gemusesorte Lycopin in pg/100g

Wassermelone 4868
Tomaten 3025
Pink Grapefruit 1462
Persimmon 158
Aprikose 5
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Tabelle 3:  Lycopin-Gehalte verschiedener Tomatenprodukte in pug/100g (Holden et
al., 1999)

Tomatenprodukt Lycopin in ug/100g

Tomatenpaste 29330
Ketchup 17008
Tomatensauce 15990
Tomatensaft 9318

Lutein, ein Xanthophyll

Lutein ist in der Natur vielfach anzutreffen und vorwiegend in gelben und
grinen Gemusen wie Spinat, Brokkoli, Kohlsorten und im Eidotter enthalten (siehe
Tabelle 4). Es besteht wie Lycopin aus 40 Kohlenstoffatomen in linearer Anordnung
und enthalt elf konjugierte Doppelbindungen. An jedem Ende befinden sich jedoch
zusatzlich eine Ringstruktur und eine Hydroxylgruppe, womit Lutein der Gruppe der
Xanthophylle zuzuordnen ist (siehe Abbildung 2). Hieraus erklart sich auch seine
etwas geringere Lipophilie. Sowohl in Pflanzen als auch in Tieren kommt Lutein
meist vergesellschaftet mit einem weiteren Xanthophyll, dem Zeaxanthin, vor.

Deswegen werden diese beiden Xanthophylle oft gemeinsam aufgefihrt.

.OH

I T S T -

Ha

Abbildung 2: Strukturformel von Lutein
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Tabelle 4: Lutein + Zeaxanthin-Gehalte verschiedener Obst- und Gemiusesorten in
png/100g (Holden et al., 1999)

Obst-/ Gemusesorte Lutein + Zeaxanthin in pg/100g

Grunkohl 39550
Spinat 11938
Brokkoli 2445
Rosenkohl 1590

Isomere

Carotinoide treten in verschiedenen Isomeren in Erscheinung. In den Pflanzen
sind vorrangig all-trans-Konfigurationen anzutreffen, doch kann unter bestimmten
Einflissen wie Licht- und Hitzeexposition eine cis-trans-Isomerisierung stattfinden.
So wird bei der Herstellung von Nahrungsmitteln genauso wie von Tierfuttermitteln

die Bildung von cis-Isomeren induziert.

Bei Mensch und Tier ist im Plasma und den Organen im Gegensatz zur
pflanzlichen Nahrung ein Groliteil der Carotinoide als cis-Isomere vorzufinden
(Boileau et al., 2002; Korytko et al., 2003). Man geht davon aus, dass im Korper eine

Isomerisierung von trans- in cis-Konfigurationen stattfindet (Stahl et al., 1992).

Des Weiteren besteht die Annahme, dass in verschiedenen Organen, wie z. B.
der Prostata oder der Leber, eine selektive Aufnahme bestimmter Isomere stattfindet
(Stahl et al., 1992; Clinton et al., 1996). Verschiedene Faktoren konnen dabei eine
Rolle spielen. So fanden Boileau et al. (2000) heraus, dass bei der Aufnahme von
Lycopin in der Leber von Ratten neben dem Gehalt des Carotinoids in der Ration
auch der Androgenstatus der Tiere einen Einfluss auf die Selektion der Isomere
ausubte. Der Anteil an cis-Isomeren in der Leber von mit Lycopin supplementierten
mannlichen Ratten nahm zu, noch deutlicher war dieser Effekt bei orchiektomierten
Ratten.

Eine andere Vermutung lasst jedoch die Erkenntnis aus Studien am
lymphcannulierten Frettchen zu. Hiernach resultiert der erhohte Gehalt von cis-
Isomeren im Blut und in den Organen aus der Tatsache, dass cis-Lycopin besser
bioverflugbar ist als trans-Lycopin. Boileau et al. (1999) fuhrten diesen Effekt auf eine

bessere Loslichkeit der cis-lsomere in den Gallensauremizellen und eine bevorzugte
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Inkorporation in die Chylomikronen zurlck (siehe 2.1.3). Auch beim Vergleich der
Aufnahme von Lycopin und seiner geometrischen Isomere aus hitzebehandeltem
und unbehandeltem Tomatensaft beim Menschen ergab sich eine bessere

Absorption von cis- als von all-trans-Isomeren (Stahl und Sies, 1992).

Im Widerspruch dazu stehen jedoch Studien von Stahl et al., die ergaben,
dass die Konzentration der 9-cis-Form von B-Carotin nach oraler Verabreichung im
Gegensatz zur all-trans-Form im Serum nicht (1993) und in den Chylomikronen bzw.
VLDL des Serums viel schwacher anstieg (1995). Die Autoren sahen in der

selektiven intestinalen Aufnahme eine mogliche Erklarung dieser Beobachtungen.

2.1.3. Absorption, Transport und Verteilung im Kérper

Carotinoide werden von der Schleimhaut des Dunndarms, vornehmlich des
Duodenums, absorbiert. Hierzu werden sie in Mizellen inkorporiert, die aus
Gallensauren, freien  Fettsduren,  Monoglyzeriden und  Phospholipiden
zusammengesetzt sind. Dabei befinden sich die unpolaren Carotine fast
ausschlieBlich im Inneren, die polareren Xanthophylle vorrangig an der Oberflache
der Mizellen, die schliel3lich von den Enterozyten aufgenommen werden. Man geht
davon aus, dass es sich bei diesem konzentrationsabhangigen Prozess um passive
Diffusion handelt (Erdman et al., 1993; Moore et al., 1996).

In den Enterozyten werden die Carotinoide entweder in Vitamin A
umgewandelt oder unverandert in Chylomikronen eingegliedert und Uber das
Lymphsystem in den Blutkreislauf abgegeben, mit dem sie schlieRlich in die Leber
transportiert werden. Dort werden sie wiederum an Lipoproteine gebunden, die sie
als Trager von der Leber aus im Organismus verteilen. Dabei ist zu beobachten,
dass unpolare Carotine wie B-Carotin oder Lycopin vorrangig von LDL (Low Density
Lipoproteine) (Traber et al., 1994), polarere Xanthophylle, wie z. B. Lutein, jedoch
nahezu zu gleichen Teilen von HDL (High Density Lipoproteine) und LDL

transportiert werden (Romanchik et al., 1995).

Die Carotinoide sind in den meisten Kdrperorganen nachzuweisen. In den
Zielorganen bestehen Hinweise auf eine selektive Aufnahme. So lasst sich
feststellen, dass Lycopin das vorrangige Carotinoid in der Prostata oder den Hoden
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darstellt (Clinton et al., 1996; Stahl et al., 1992). In okularen Geweben wie der Retina
und dem Ziliarkorper sind dagegen hauptsachlich Lutein und Zeaxanthin anzutreffen
(Bernstein et al., 2001).

Hinsichtlich der Absorption von Carotinoiden bestehen grof3e tierartliche
Unterschiede. Carotinoide mit Provitamin A-Aktivitdt werden zu grof3en Teilen in den
Enterozyten konvertiert und schlie8lich als Vitamin A absorbiert. Die Aufnahme von
intakten Carotinoiden verhalt sich zwischen verschiedenen Spezies sehr
uneinheitlich. Diese grofden Unterschiede mussen bei der Auswahl von Tiermodellen
im Allgemeinen, aber insbesondere flr die Humanmedizin bertcksichtigt werden.
Das ideale Modell musste Carotinoide bei physiologischer Konzentration intakt
absorbieren, sie in gleicher Weise wie der Mensch im Serum und den Geweben
verteilen, geeignet fur die zu untersuchenden Krankheiten und daneben noch leicht
zu handhaben und kostengunstig sein. Da kein bekanntes Tiermodell all diese
Voraussetzungen erfullt, muss fir jeden Zweck das jeweils geeignetste Modell

ausgewahlt werden (Lee et al., 1999).

Der Mensch wird zu den Spezies gezahlt, die Carotinoide wie z. B. 3-Carotin
in einem gewissen Mal} auch intakt absorbieren (Goodman et al., 1966). Dieses
Ergebnis unterstitzten viele Studien, die zeigten, dass der Anteil des vom Menschen
intakt aufgenommenen p-Carotins trotz einer niedrigen Dosierung bei der

Supplementierung bis zu 17,8% betragt (Novotny et al., 1995).

Im Gegensatz dazu erwies eine Studie mit radioaktiv markiertem B-Carotin an
Ratten bereits 1965, dass diese Tierart B-Carotin praktisch gar nicht intakt
absorbieren kann (Huang und Goodman, 1965). Ribay-Mercado et al. (1989) und
Krinsky et al. (1990) stimmten darin Uberein, dass nach oraler Gabe nur sehr geringe
oder keine Konzentrationen des Carotinoids im Serum oder der Leber nachweisbar
waren. Canthaxanthin und Lycopin konnten jedoch in verschiedenen Studien intakt
von Ratten absorbiert werden (Mathews-Roth et al., 1990; Clark et al., 1998). Man
geht heute davon aus, dass Ratten Carotinoide mit Provitamin A-Aktivitat sehr
effizient in Vitamin A umwandeln. In gewissem Mal3e und v. a. bei einer Futterung
von Diaten mit hohen Carotinoidkonzentrationen kdnnen sie jedoch auch intakt
aufgenommen werden. Bei Mausen verhielt es sich ahnlich. Es wurde die Absorption
verschiedener Carotinoide wie z. B. Lutein (Park et al., 1998) oder Canthaxanthin

(Palozza et al., 1998) nachgewiesen. Mongolische Gerbils absorbierten p-Carotin
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auch bei physiologischer Konzentration in der Ration intakt (Pollack et al., 1994),
beim domestizierten Frettchen ist ebenfalls die Absorption von B-Carotin (Ribaya-
Mercado et al, 1989), daneben auch von anderen Carotinoiden wie z. B. Lycopin
(Boileau et al., 1999) belegt. Bierer et al. (1995) wiesen nach, dass praruminante
Kalber sowohl Xanthophylle (Lutein und Canthaxanthin) als auch Carotine (a-, -
Carotin und Lycopin) intakt absorbieren. Die Autorengruppe um Chew, Wong, Kim
und Park fihrten mehrere Studien an Katzen und Hunden durch. Ihren Ergebnissen
zu Folge wird B-Carotin sowohl von Katzen (Chew et al., 2000b) als auch von
Hunden (Chew et al., 2000a; Chew et al., 2000c) intakt absorbiert. Daneben nehmen
Hunde auflerdem Lutein nach oraler Gabe auf (Kim et al., 2000a). Korytko et al.
(2003) stellten bei Hunden eine Absorption von Lycopin nach oraler Verabreichung
fest. Um einen vergleichbaren Plasmagehalt wie beim Menschen zu erreichen, war
beim Hund jedoch eine wesentlich hohere Dosierung des Carotinoids nétig. Da
Lycopin sichtbar mit dem Kot ausgeschieden wurde, vermuteten die Autoren beim
Hund eine geringere Absorptionsrate als beim Menschen. Bei Primaten muss man
zwischen Spezies unterscheiden, die Carotinoide kaum und solchen, die sie in
grollerem Malde absorbieren. Rhesusaffen gehdren beispielsweise zu den Spezies,
die in der Lage sind, Carotinoide wie z. B. B-Carotin (Krinsky et al., 1990),

Canthaxanthin und Lycopin (Mathews-Roth et al., 1990) intakt aufzunehmen.

Einfluss auf die Absorption

Die Absorption von Carotinoiden im Darm ist von zahlreichen Faktoren
abhangig. So spielt die Matrix der pflanzlichen Nahrung, in der die Pigmente
enthalten sind, eine grofe Rolle (Castenmiller et al., 1998). Aus einer Triacylglycerol-
Matrix, wie sie z. B. in rotem Palmdl anzutreffen ist, wird B-Carotin beispielsweise in
sehr hohem Malde absorbiert. Ist es jedoch in Chloroplasten oder in Chromoplasten
enthalten, sinkt der Grad der Absorption (Handelmann, 2001). Dies erklart sich
dadurch, dass die Carotinoide hier nicht frei, sondern an Proteine gebunden

vorliegen und erst aus der jeweiligen Matrix freigesetzt werden mussen.

Des Weiteren hat auch die Lipophilie der Carotinoide einen Einfluss auf die
Absorption aus dem Darm, welche in engem Zusammenhang mit der Fettverdauung
und -absorption und damit mit dem Gallenfluss steht. So ist der Einbau in die

Mizellen sowohl von der Polaritat des Carotinoids als auch der
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Fettsdaurezusammensetzung der Mizelle abhangig (Borel et al., 1996). Abgesehen
davon stellten Roels et al. bereits 1958 fest, dass der Zusatz von Fett zur Ration
deutlich die Absorption von Carotinoiden verbesserte. Auch Jayarajan et al. (1980)
beobachteten eine verbesserte Aufnahme und Utilisation von pB-Carotin nach Zusatz
von Ol zur Nahrung von Vitamin A-unterversorgten Kindern. Daraus wurde
geschlossen, dass fur die Aufnahme dieser Stoffe eine Mindestmenge an Fett in der

Ration vorhanden sein muss (Castenmiller et al., 1998).

Bierer et al. stellten 1995 fest, dass beim praruminanten Kalb die polareren
Xanthophylle Canthaxanthin und Lutein friher im Serum nachzuweisen waren und
auch schneller wieder ausgewaschen wurden als die unpolareren Carotine a-Carotin,
B-Carotin und Lycopin. Bei Versuchen mit Ratten, deren Mesenteriallymphgefald
cannuliert war, ergab sich zwar ein ahnlicher zeitlicher Verlauf der Absorption bei
Canthaxanthin (Xanthophyll) und Lycopin (Carotin), es bestanden jedoch
Unterschiede im Ausmald der Absorption, die bei Canthaxanthin mit 16% deutlich
hoher war als bei Lycopin (6%) (Clark et al., 1998).

Wie bereits erwahnt spielt auch die cis-trans-Isomerisierung eine Rolle bei der
Absorption der Carotinoide. Es bestehen jedoch widersprichliche Ansichten Uber

eine bessere Absorption von cis- bzw. trans-Isomeren (siehe 2.1.2).

Auch die Versorgung mit Vitamin A hat einen Einfluss auf die Absorption von
Carotinoiden. So zeigten Sklan et al. (1989), dass nach Vitamin A-Supplementation
nicht nur die Aufnahme von B-Carotin, einem Carotinoid mit Provitamin A-Aktivitat
(siehe 2.2.2), vermindert wird, sondern auch die von Canthaxanthin, das keine

Provitamin A-Aktivitat besitzt.
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2.2. Allgemeine Funktionen und Wirkungen der

Carotinoide

2.2.1. Carotinoide als farbgebende Pigmente

Carotinoide sind die am weitesten verbreiteten natlrlichen Pigmente, sie sind
in vielen Pflanzen und Tieren nachzuweisen und verleihen ihnen ihre typische
Farbung. So erhalten Purpurbakterien ihre Purpur-, Braunalgen ihre Braunfarbung,
Lachs sein rosafarbenes und Muscheln ihr gelbliches Muskelfleisch, Flusskrebse
ihren schwarzen Panzer, eine Vielzahl von Végeln und Reptilien ihre Gefieder- bzw.
Hautfarbung durch Carotinoide (Vershinin, 1998).

In vielen Pflanzen sind verschiedene Carotinoide vorhanden, ihre Farbung
spiegelt jedoch nur die Farbe des pradominanten Pigments wieder. So werden
Carotinoide oft durch die dunkelgriine Farbe des Chlorophylls Gberdeckt, z. B. in
Gras, Spinat oder Grunkohl. Die Farbanderung von Blattern im Herbst, oft auch als
,Indian Summer® bezeichnet, veranschaulicht diese Tatsache sehr eindrucksvoll. Erst
durch den Abbau von Chlorophyll werden die stabileren Carotinoide, wie z. B. -
Carotin aber v. a. Lutein, demaskiert und ihre gelbe Farbe tritt in Erscheinung (Henry
et al., 1987; Matile, 2000).

Die Farbstoffe absorbieren mit Hilfe ihres Systems aus konjugierten
Doppelbindungen (siehe 2.1.2) Licht im sichtbaren Bereich vornehmlich zwischen
400 und 500 nm. In den Lichtsammelfallen der photosynthesebetreibenden Pflanzen
wird die aufgenommene Lichtenergie dann von den Carotinoiden an das Chlorophyll
weitergeleitet, womit sie den Pflanzen neben Chlorophyll als akzessorische Pigmente
zur Photosynthese dienen, indem sie das Absorptionsspektrum von Chlorophyll
erganzen (Siefermann-Harms, 1985). AuRerdem schutzen sie das Chlorophyll und

den Photosyntheseapparat vor Photooxidation (siehe 2.3.3.3.1).

Die Farbung von Blumen und Frichten durch Carotinoide besitzt Uberdies
eine Lockfunktion. So wirkt die Farbe einer Vielzahl, insbesondere gelber und
orangefarbener, Blumen und Fruchte anziehend auf Tiere, auf die sie fur ihre

Fortpflanzung und Verbreitung angewiesen sind.
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Auch in der Tierwelt haben die Carotinoide wichtige Funktionen als Farbstoffe
inne. Die Farbung zahlreicher Tierarten stellt ein wichtiges spezies- und
geschlechtsspezifisches Erkennungsmerkmal dar. So ist z. B. das Federkleid vieler
Vogelarten durch Carotinoide gefarbt, die anhand dessen Artgenossen und
Geschlechtspartner erkennen. Die Tiere nehmen die Pigmente Uber ihre Nahrung auf
und lagern sie, z. T. sehr selektiv in die Federn ein. Beim Goldwaldsanger
(Dendroica petechia), Weidengelbkehlchen (Geothlypis trichas) oder Abend-
kernbeiRer (Coccothraustes vespertinus) z. B. wird deren intensive Gelbfarbung
allein durch Lutein erzielt, wohingegen die meisten Spezies eine Mischung
verschiedener Pigmente zum Farben ihres Federkleids benutzen (McGraw et al.,
2003). Bei bestimmten Korallenfischen wird auch der soziale Status durch ein durch
Carotinoide verandertes Farbmuster demonstriert. Ein weiteres Beispiel fur deren
vielfaltige Funktionen in der Fauna stellt das Chamaleon dar, das Carotinoide in der
Haut zu seiner Tarnung nutzt (Vershinin, 1998). Verschiedene Tiere, z. B.
Pfeilgiftfrosche, weisen eine aposematische Farbung auf. Sie nutzen das durch ihre
sehr bunten Farben auffallige Erscheinungsbild zur Warnung und Abschreckung von

Fressfeinden.

In der modernen Nahrungsmittelindustrie finden Carotinoide als natirliche
Farbstoffe Anwendung. So sind beispielsweise Lycopin und Lutein nach der
Zusatzstoff-Zulassungsverordnung als E 160d bzw. E161b als Lebensmittelfarbstoffe
zugelassen. In vielen Erfrischungsgetranken, Molkereiprodukten, Stfwaren, Saucen
usw. werden sie zugesetzt, um eine flr den Verbraucher ansprechende Farbung der
Produkte zu erreichen. Daneben werden Carotinoide auch zur Farbung von

Arzneimitteln und Kosmetikartikeln verwendet.

Carotinoide werden darlber hinaus auch Geflugel- und Fischfutter zugesetzt
und dienen damit als indirekter Lebensmittelfarbstoff flir Eidotter, Gefllgelfleisch und

—haut, sowie Muskulatur von Lachsen und Forellen.
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2.2.2. Carotinoide als Provitamine A

Einige Carotinoide besitzen eine seit langem bekannte wichtige Funktion. Sie
stellen die Vorlaufer des Vitamin A, die sog. Provitamine A, dar. Essentiell fur diese
biologische Aktivitat ist das Vorhandensein einer nicht substituierten B-lonon-
Ringstruktur. Mit einigen Ausnahmen wie der Katze und dem Nerz sind die meisten
Saugetiere dazu befahigt, die Provitamine A in Vitamin A umzuwandeln. Hierzu
werden die in den Pflanzen enthaltenen und mit der Nahrung aufgenommenen
Carotinoide mit Hilfe von Enzymen der Darmschleimhaut, den sog. Oxygenasen,

gespalten.

In vitro wurden 2zwei verschiedene Wege fur diese Biokonversion
nachgewiesen: Bei der zentralen Spaltung von p-Carotin teilt das Enzym §,3-Carotin-
15,15 -monooxygenase (friher bezeichnet als B,3-Carotin-15,15"-dioxygenase) das
B-Carotin an der zentralen Doppelbindung, wodurch aus einem Molekul B-Carotin
zwei Moleklle Retinal hervorgehen (Leuenberger et al., 2001; Wyss et al., 2000), die
anschliellend zu Retinol reduziert werden. Wang et al. (1991-1993) beschrieben
auch eine exzentrische Spaltung der Carotinoide in apo-Retinale und Retinoide
(Retinal, Retinsaure) in vitro und in vivo, woraus aus einem Molekll B-Carotin
demnach ein Molekul Vitamin A resultiert. Zu diesem Ergebnis kamen auch
Brubacher und Weiser (1985), die die aus B-Carotin gewonnene Menge an Retinol
bei Ratten und Huhnern bestimmten. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die

theoretisch maximale Umwandlungsrate nicht ausgeschopft wird.

Nach der Umwandlung in das aktive Vitamin A wird dieses von den
Enterozyten absorbiert, in Chylomikronen verpackt und Uber das lymphatische
System in den Blutkreislauf abgegeben. Es wird vornehmlich in der Leber, in
geringem Ausmal auch in anderen Organen wie Niere, Lunge und Blut, gespeichert.
Bei Hunden ist ein aullergewohnlich hoher Gehalt an Vitamin A in den Nieren
nachzuweisen, dessen Ursache und Funktion noch nicht vollstandig geklart sind.
Man stellte jedoch fest, dass die Niere im Vitamin A-Stoffwechsel bei Hunden aus

eine besonderen Stellung einnimmt (Raila und Schweigert, 2002).
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Einfluss auf die Konversion

Eine Vielzahl von Faktoren Ubt Einfluss auf die Umwandlung von B-Carotin
aus. Es wurde festgestellt, dass die Konversions- genauso wie die Absorptionsrate
von B-Carotin vom Vitamin A-Status des Kdrpers abhangig ist. So zeigte sich, dass
bei Ratten, die eine Ration mit niedrigem Vitamin A-Gehalt erhielten, eine erhdhte
Aktivitat der Oxygenase im Darm nachweisbar war (Van Vliet et al., 1996a). Im
Vergleich dazu war die Enzymaktivitat von Tieren, die mit Vitamin A-reichem Futter

geflttert wurden, um 90% niedriger.

Daneben gibt es auch Hinweise darauf, dass andere Carotinoide wie z. B.
Lutein die Konversion von B-Carotin in Retinal behindern kdénnen (Van Vliet et al.,
1996b).

Die Zusammensetzung der Nahrung spielt ebenso eine Rolle bei der
Gewinnung von Vitamin A aus Carotinoiden. Aus pB-Carotin aus grinem Blattgemuse
kann erheblich weniger Vitamin A gewonnen werden als beispielsweise aus in Ol
geléstem B-Carotin. Castenmiller et al. (1998) erklaren sich dies anhand der

Tatsache, dass hier die Matrix Einfluss auf die Absorption austbt (siehe 2.1.3).

Im Ubrigen ist im Hinblick auf die Konversion der Proteingehalt der Ration von
Bedeutung, so stellten Gronowska-Senger und Wolf (1970) fest, dass ein niedriger

Proteingehalt von 5% in der Ration die Oxygenase-Aktivitat in Ratten vermindert.

2.2.3. Einfluss von Carotinoiden auf das Fruchtbarkeitsgeschehen

Es qibt viele Berichte, denen zufolge Carotinoide wie z. B. B-Carotin
unabhangig von ihrer Vitamin A-Wirkung das Fruchtbarkeitsgeschehen positiv
beeinflussen koénnen. Bereits 1957 vermuteten Brliggemann und Niesar eine
Beziehung zwischen B-Carotin und der Reproduktion des Rindes. Eine Reihe von
Studien ergaben seither, dass sich ein p-Carotin-Mangel bei ausreichendem Vitamin
A-Angebot negativ auf das Fruchtbarkeitsgeschehen von Milchvieh in Form von
weniger stark ausgepragten Brunstsymptomen, verzégerter Ovulation, einer
erhohten Brunstdauer, Ovarialzysten und einem schlechteren Befruchtungsergebnis
auswirkte (Meyer et al., 1975; Lotthammer et al., 1976; Schams et al., 1977). Durch
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eine  anschlieBende B-Carotin-Supplementierung  konnten die  negativen
Erscheinungen wieder weitgehend kompensiert werden. Es bestehen auch Hinweise
darauf, dass der Mangel an B-Carotin zu frihembryonale Entwicklungsstérungen
fuhren kann (Meyer et al., 1975; Lotthammer et al., 1976). All diese negativen Effekte
wurden durch einen niedrigen pB-Carotin-Gehalt der Ration bei ausreichender Vitamin
A-Versorgung hervorgerufen, wodurch die Vitamin A-unabhangige Wirkung von [3-
Carotin belegt wurde. Cooke und Comden (1980) stellten bei Milchkihen mit B-
Carotin-reichem Futter ebenfalls eine hohere Konzeptionsrate fest als bei Tieren mit

geringer B-Carotin-Versorgung.

Auch bei anderen Tierarten wurde ein Einfluss von p-Carotin auf das
Fortpflanzungsgeschehen nachgewiesen. So verringerten z. B. B-Carotin-Injektionen
bei Sauen die embryonale Mortalitdt und erhdhten die WurfgroRe sowie die
Ferkelgewichte (Chew, 1993). Einige Studien an Stuten ergaben ebenso positive
Effekte, z. B. bei Atrophie der Ovarien (Azyklie, AnoOstrie) oder Storungen der

Follikelreifung (Ahlswede und Konermann, 1980).

Auf der Suche nach Erklarungen fur diese Wirkung auf das
Fruchtbarkeitsgeschehen wurde ein direkter Zusammenhang zwischen B-Carotin und
der Progesteronproduktion und -sekretion in den Corpora lutea festgestellt. Vor dem
Hintergrund, dass in diesen grundsatzlich eine hdhere Konzentration von B-Carotin
nachweisbar ist als in anderen Organen, wie z. B. der Leber (Chew et al., 1984),
wurde herausgefunden, dass der Progesterongehalt (Schultz et al., 1974) sowie die
Entwicklung und die GroRe der Corpora lutea (Meyer et al.,1975) bei Kuhen mit
niedriger p-Carotin-Versorgung vermindert waren. Auch in vitro-Versuche ergaben
einen positiven Effekt von p-Carotin auf die Progesteronproduktion von bovinen und
porcinen Lutealzellen (Talavera und Chew 1987 und 1988), bei dem Young et al.
(1995) damit, dass das Carotinoid ein fuir die Synthese von Steroidhormonen
wichtiges Enzym vor Schadigung durch Radikale schitzt, einen Ansatz zur Erklarung

dieses Effekts liefern wollten.

Grundsatzlich muss jedoch angemerkt werden, dass bei allen Tierarten
zahlreiche Studien auch gegenteilige Ergebnisse hervorbrachten. So konnten
Aréchiga et al. (1998b) im Widerspruch zu einer vorhergegangenen Studie (Aréchiga

et al., 1998a), in der B-Carotin bei Gabe von mehr als 90 Tagen in einer erhdhten
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Trachtigkeitsrate am Tag 120 resultierte, keinen positiven Effekt von B-Carotin auf
das Fruchtbarkeitsgeschehen von Milchkihen nachweisen. Wie schon Meyer et al.
(1975) und Lotthammer et al. (1976) feststellten, ist ein B-Carotin-Mangel in der
Praxis meist nur ein Bestandteil des Ursachenkomplexes von Fertilitatsproblemen.
Die positiven Auswirkungen einer B-Carotin-Supplementierung waren bei extremem
B-Carotin-Mangel sehr deutlich. Dieser tritt unter praktischen Verhaltnissen jedoch

selten auf.

Auch bei einigen Untersuchungen an Stuten wurde kein Einfluss der
Supplementierung von p-Carotin auf Parameter des Fruchtbarkeitsgeschehen wie z.
B. die Progesteron- und Ostradiolsekretion, den Follikeldurchnmesser oder die
Trachtigkeitsrate festgestellt (Peltier et al., 1997; Eitzer und Rapp, 1985). Peltier et
al. (1997) schlussfolgerten aus den widersprichlichen Ergebnissen, dass eine
Supplementierung bei Tieren mit ausreichender p-Carotin-Versorgung keine
Erhdhung der Progesteronproduktion hervorruft, dass bei unterversorgten Stuten
jedoch eventuell Wirkungen erzielt werden konnten und deswegen weitere

Untersuchungen angezeigt sind.

2.2.4. Einfluss von Carotinoiden auf die Genexpression

Carotinoide sind in der Lage, Einfluss auf die Genexpression zu nehmen.
Diese Eigenschaft wird neben verschiedenen anderen als moglicher Mechanismus
der anticancerogenen Effekte von Carotinoiden angesehen. Nachgewiesen wurden
Wirkungen sowohl auf Transmembranproteine, die fur die Zell-zu-Zell-
Kommunikation verantwortlich sind als auch auf Enzyme, die bei der Entsorgung
reaktiver Stoffe eine wichtige Rolle spielen. Es wird angenommen, dass Carotinoide
und deren Derivate dabei an Rezeptoren im Zellkern binden und die Transkription

modulieren (Sharoni et al., 2003).
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2.2.4.1. Verbesserung der interzellularen Kommunikation tber ,Gap

Junctions”

Eine Modglichkeit, mit Hilfe von Carotinoiden auf die Tumorgenese
einzuwirken, stellt die Verbesserung der Zell-zu-Zell-Kkommunikation Uber sog. ,Gap

Junctions” dar.

Gap Junctions sind wassergeflllte, auch Connexons genannte Poren, die
benachbarte Zellen miteinander verbinden. Sie setzen sich aus zwolf
Transmembranproteinen, sog. Connexinen, zusammen, von denen sich je sechs in
der Zellmembran der beteiligten Zelle befinden. Die Gap Junctions ermdglichen so
den Austausch von kleinen Molekulen und lonen zwischen den Zytoplasmen von
Zellen durch passive Diffusion. Dadurch wird ein Synzytium geschaffen, das den
Zellen erlaubt, Nahrstoffe und Abfallprodukte, aber auch Signalstoffe untereinander
auszutauschen. Es wird angenommen, dass die Kommunikation Gber Gap Junctions
(Gap Junctional Communication (GJC)) damit eine wichtige Rolle bei der
Regulierung des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und der Apoptose spielt.
Loewenstein (1979) stellte die Hypothese auf, dass das Zellwachstum Uber die GJC
kontrolliert wird, durch ausreichende GJC mit gesunden benachbarten Zellen soll die
Zellproliferation gehemmt werden. Fallt diese Hemmung Uber Signalstoffe weg,
konne es zu gesteigerter Proliferation und damit zur Entstehung von Tumoren

kommen.

Tumorzellen stehen generell in geringem Informationsaustausch mit anderen
Zellen, sie zeigen keine oder kaum GJC (Trosko und Chang, 2001) und entziehen
sich so der Wachstumshemmung. Verschiedene Carotinoide, darunter B-Carotin,
Canthaxanthin, Lutein, Lycopin und a-Carotin, konnten diese interzellulare
Verstandigung nachweislich anregen (Zhang et al., 1991). Dadurch kann
maoglicherweise auch die Proliferation von Tumorzellen verhindert werden. Aust et al.
(2003) wiesen nach, dass auch ein Abbauprodukt von Lycopin einen stimulierenden
Effekt auf die GJC in Leberepithelzellen von Ratten hat. Da die Carotinoide lediglich
vor der Entwicklung solider Tumore Wirkung zeigten, wird davon ausgegangen, dass
sie als praventiv und nicht als therapeutisch wirksam einzustufen sind (Bertram,
1999).
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Als Mechanismus der Verbesserung der GJC wird der Einfluss der Carotinoide
auf die Genexpression angesehen. Es wurde eine Stimulation desjenigen Genes
durch verschiedene Carotinoide (Lycopin, B-Carotin, Canthaxanthin) nachgewiesen,
welches fur das Transmembranprotein Connexin 43 kodiert (Zhang et al., 1992;
Livny et al., 2002). Unter den bislang identifizierten Connexinen ist Connexin 43 das
Transmembranprotein, welches am haufigsten vorkommt. Dieser Effekt war
unabhangig von der Provitamin A-Aktivitat und den antioxidativen Eigenschaften der
Carotinoide. Bisher wurden im Zellkern keine Rezeptoren fur Carotinoide gefunden
(Silveira und Moreno, 1998), es wird jedoch vermutet, dass von Carotinoiden
abgeleitete Molekile an Retinsaure-Rezeptoren binden. Diese nuklearen Rezeptoren
binden selbst an bestimmte Sequenzen der DNA und beeinflussen so die

Genexpression (Bertram, 1999).

2.2.4.2. Einfluss auf Enzyme des Fremdstoffmetabolismus

Carotinoide kdnnen aufierdem die Enzyme der Fremdstoffmetabolismus, sog.
Xenobiotic Metabolizing Enzymes (XME), beeinflussen, die fur die Entsorgung
schadlicher Stoffe im Korper zustandig sind. Es wird vermutet, dass sie im Zellkern
auf Rezeptoren dieser Fremdstoffe einwirken, die die Expression von Cytochrom-
Enzymen regulieren (Sharoni et al., 2003). Jewell und O Brien (1999) untersuchten
die Wirkung verschiedener Carotinoide auf die Induktion von Cytochrom P450
(CYP)-Isoenzymen. Dabei hatten Canthaxanthin und Astaxanthin eine Erhdhung
bestimmter Isoenzyme sowohl in der Leber als auch in der Lunge und der Niere zur
Folge. Die Autoren sind der Meinung, dass diese Modulierung der Enzymaktivitat von
Cytochrom P450 die toxische Wirkung endo- und exogener Stoffe, und somit letztlich
auch cancerogene, mutagene oder teratogene Prozesse beeinflussen kann. Diese
Annahme wird durch die Ergebnisse der Studie von Gradelet et al. (1998)
untermauert, bei der festgestellt wurde, dass die Cytochrom P450-induzierenden
Carotinoide Canthaxanthin und Astaxanthin durch Aflatoxin B4 (AFB+1) hervorgerufene
praneoplastische Herde und DNA-Schaden in der Leber von Ratten verhindern
kénnen. So wurde beispielsweise das Ausmall an DNA-Strangbrichen vermindert
und die Umwandlung des AFB4 in das weniger genotoxische Aflatoxin M (AFM,)

gefordert.
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Es darf jedoch nicht vergessen werden, dass durch die Induktion von
Cytochrom P450-Enzymen auch Reaktionen gefordert werden konnen, die eventuell
negative Auswirkungen haben. Neben der Umwandlung von CCl4 in CCI3® kénnen
beispielsweise auch Procarcinogene durch das induzierte Cytochrom P450 in aktive
Metabolite umgewandelt werden. Rauscher et al. (1998) stellten fest, dass durch
Cryptoxanthin, p-Carotin und Lutein die Aktivitat von Cytochrom P450-Enzymen
reduziert wurde. Sie sahen darin die Ursache fur die Herabsetzung der Mutagenitat
verschiedener Mutagene, da die metabolische Aktivierung ihrer Promutagene
verhindert wurde. Somit verminderten Carotinoide auch in diesem Fall negative
Prozesse, jedoch nicht durch die Induktion sondern durch die Hemmung der

Induktion von Cytochrom P450-Enzymen.

Auch Astorg et al. (1997) sehen in der modulierenden Wirkung von Lycopin
auf Cytochrom P450 die Ursache flr die Verminderung von Diethylnitrosamin (DEN)-
induzierten praneoplastischen Herde in der Leber von Ratten. Sie wiesen nach
Lycopin-Supplementierung eine Abnahme der GrofRe und des Leberanteils von
Rattenlebern nach, in dem diese praneoplastischen Herde vorkamen (Astorg et al.,
1997). Damit sehen sie die Modulierung von CYP als einen Ansatz zur Erklarung
anticancerogenen Wirkung von Carotinoiden. Die gleichen Autoren zeigten in einer
friheren Studie (Gradelet et al., 1996), dass Lycopin die Aktivitat desjenigen
Isoenzyms von Cytochrom P450 (CYP 2E1) erniedrigt, das fur die Aktivierung des

Carcinogens DEN verantwortlich ist.

2.2.5. Einfluss von Carotinoiden auf das Immunsystem

Carotinoide konnen das Immunsystem beeinflussen. Bereits 1930 zeigte eine
Studie an Ratten ohne ausreichende Vitamin A-Versorgung, dass die Anzahl und der
Schweregrad verschiedener Infektionen durch die Gabe von B-Carotin vermindert

werden konnte (Green und Mellanby, 1930).

Klhe wiesen bei Zufutterung von B-Carotin und Vitamin A, jedoch nicht bei
alleiniger Zufuhr von Vitamin A, einen geringeren Zellgehalt der Milch und eine
geringere Inzidenz von Mastitiden nach dem Trockenstellen auf (Chew und
Johnston, 1985; Dahlquist und Chew, 1985). Dies und die Tatsache, dass auch
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Carotinoide ohne Provitamin A-Aktivitat Effekte zeigen, wies auf eine Vitamin A-
unabhangige Wirkung von Carotinoiden auf das Immunsystem hin. Bestatigt wurde
dies auch durch Untersuchungen an Tieren wie der Katze, die pB-Carotin nicht in
Vitamin A konvertieren. Bei verschiedenen Tierarten wie z. B. dem Hund (Chew et
al., 2000c), der Katze (Chew et al., 2000b), dem Kalb (Chew et al., 1993) oder dem
Schwein (Chew et al., 1991a; Chew et al.,, 1991b) wurde eine Aufnahme von (-
Carotin in die Lymphozyten nachgewiesen. In zahlreichen Studien wurden Effekte
von Carotinoiden sowohl auf die humorale als auch auf die zellulare Immunantwort

demonstriert.

Humorale Immunantwort

In Studien an verschiedenen Tierarten wurde festgestellt, dass Carotinoide
einen positiven Einfluss auf die humorale Immunantwort austiben kénnen. Sowohl in
vitro als auch in vivo wurde eine Steigerung der Antikorperproduktion nach dem
Kontakt mit Antigenen festgestellt. Daneben konnte die Anzahl der

antikérperproduzierenden Zellen durch Carotinoide erhdoht werden.

Jyonouchi et al. (1994) fanden heraus, dass Mause, denen Lutein,
Astaxanthin oder B-Carotin verabreicht wurde, nach dem Kontakt mit einem T-Zell-
abhangigen Antigen eine vermehrte Produktion von Antikdrpern aufwiesen als
Mause ohne Carotinoidgabe. Abgesehen davon war auch die Anzahl der IgM- und
IgG-sezernierenden Zellen erhdht. Die Autoren stellten aullerdem fest, dass altere
Mause eine geringere Antikorperproduktion zeigten als junge, und dass Astaxanthin
diese reduzierte Produktion in alteren Tieren verbessern konnte. Sie nahmen an,
dass dies auf eine Verstarkung der humoralen Immunantwort durch Carotinoide bei
alteren Tieren hinweisen konnte. Des Weiteren zeigten Hunde, die uber zwolf
Wochen mit Lutein supplementiert wurden, nach der Impfung mit einer polyvalenten
Vakzine deutlich erhéhte Plasmakonzentrationen von IgG (Kim et al., 2000a). Die
Autoren sahen darin eine Maoglichkeit, durch orale Gabe von Lutein die
Antikorperproduktion nach Routineimpfungen verbessern zu kdnnen. Eine Erh6hung
der IgG-Konzentration lie® sich auch bei mit Lutein supplementierten Katzen (Kim et
al., 2000b) und bei mit p-Carotin supplementierten Hunden (Chew et al., 2000a)

nachweisen.
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Auch zahlreiche in vitro-Experimente mit Zellkulturen ergaben Hinweise auf
eine Wirkung auf die humorale Immunantwort. Astaxanthin erhohte z. B. sowohl die
Anzahl von IgM- als auch von IgG-sezernierenden Zellen bei suboptimaler
Antigendosis (Jyonouchi et al., 1995). Okai und Higashi-Okai wiesen 1996 eine
ebenfalls starke Erhdhung der Antikorperproduktion (IgM und IgG) von murinen
Milzzellen unter Einfluss von Astaxanthin nach. Canthaxanthin erzielte eine mafige
Zunahme und bei B-Carotin war eine dosisabhangige Wirkung nachweisbar, bei der
bei einer niedrigen B-Carotin-Konzentration im Gegensatz zu einer hohen keine
Steigerung der Antikdrperproduktion beobachtet wurde. Dass Unterschiede
hinsichtlich der Wirkungen verschiedener Carotinoide bestehen, stellten auch
Jyonouchi et al. (1996) fest.

Zellulare Immunantwort

Doch nicht nur auf die humorale, sondern auch auf die zellvermittelte
Immunreaktion zeigten Carotinoide Effekte. In vielen Studien wurde die Delayed-
Type Hypersensitivity (DTH)-Reaktion der Haut als in vivo-Test zur Beurteilung der
zellvermittelten Immunantwort herangezogen. Hierbei wurden Antigene (Vakzinen
oder Phytohamagglutinin PHA) intradermal injiziert und daraufhin die Zunahme der
Hautdicke als Folge der zellularen, vornehmlich durch T-Lymphozyten vermittelten,
Immunantwort untersucht. Eine starke Zunahme der Hautdicke wies dabei auf eine
gute zellvermittelte Immunantwort hin. Kim et al. stellten fest, dass die orale Gabe
von Lutein eine erhohte DTH-Antwort auf Vakzine und PHA bei Hunden (2000a) und
auf Vakzine bei Katzen (2000b) hervorrief. Auch B-Carotin ergab bei Hunden eine

Verstarkung dieser Hautreaktion (Chew et al., 2000a).

Nach Exposition von UV-Licht wird die DTH-Reaktion der Haut supprimiert. In
einer Studie an jungen Mannern kamen Fuller et al. (1992) zu dem Ergebnis, dass
diese Unterdrickung durch die orale Gabe von p-Carotin bei Konsum einer
ansonsten carotinoidarmen Diat vermindert werden kann. Herraiz et al. (1998)
stellten eine inverse Beziehung des Plasma-B-Carotin-Gehalts und der
Unterdrickung der DTH-Reaktion durch UV-Licht fest: Bei alteren Mannern mit
hoherer Plasmakonzentration wurde diese Reaktion weniger stark unterdrickt.
Daraus wurde geschlossen, dass [-Carotin gegen die Photosuppression der

Immunabwehr schitzen kann.
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Wahrend die DTH-Reaktion ein in vivo-Test ist, ermdglicht es die Betrachtung
der Fahigkeit von isolierten Lymphoidzellen, in Anwesenheit eines Mitogens zu
proliferieren, die T- und B-Zellfunktion in vitro zu beurteilen. Haufig dazu verwendete
Mitogene sind Concanavalin A und PHA, die die T-Lymphozyten, Lipopolysaccharid,
das die B-Lymphozyten und Pokeweed Mitogen, das sowohl die T- als auch die B-
Lymphozyten stimuliert. Studien an Lymphozyten von zahlreichen Tierarten, wie z. B.
Hunden (Kim et al., 2000a), Mausen (Chew et al., 1996), Ratten (Bendich und
Shapiro, 1986) oder Huhnern (Haq et al.,, 1996) zeigten, dass verschiedene
Carotinoide, unter ihnen Lutein, Astaxanthin, -Carotin und Canthaxanthin, die Rate
der Lymphozytenproliferation erhdhen kénnen. Auch auf der Suche nach einer
Erklarung der mdglichen Effekte von B-Carotin, das Euter von Milchkihen vor
peripartalen Infektionen zu schitzen, wurde bei mononuklearen Zellen prapartal
durch pB-Carotin eine Steigerung der Concanavalin A-induzierten Proliferation
hervorgerufen (Daniel et al., 1991b). Abgesehen davon waren Phagozyten von
MilchkGhen im peripartalen Zeitraum in Gegenwart von B-Carotin in erhdhtem Malde

dazu in der Lage, Staphylococcus aureus in vitro zu téten (Daniel et al., 1991a).

Die DTH-Reaktion und die Ermittlung der Lymphozytenproliferationsrate
stellen Tests dar, anhand derer die Lymphozytenfunktion beurteilt werden kann. Mit
der Betrachtung der verschiedenen Lymphozytensubpopulationen und der
Oberflachenmarker von antigenprasentierenden Monozyten (z. B. Major
Histocompatibility Complex (MHC) Il) kdnnen Ansatze dazu geliefert werden, welche
Mechanismen bei der Modellierung der zellularen Immunantwort durch Carotinoide
eine Rolle spielen. Es wurde eine Erhdhung der Anzahl verschiedener
Lymphozytensubpopulationen und MHC |l festgestellt. Ein Anstieg der T-Helfer-
Zellen (CD4") war z. B. bei Mensch (Alexander et al., 1985) und Hund (Chew et al.,
2000a) nach B-Carotin-Gabe sowie bei Hund (Kim et al., 2000a) und Katze (Kim et al
2000b) nach Lutein-Gabe zu verzeichnen. Kim et al. (2000a) stellten nach
Luteinsupplementierung bei Hunden daneben auch eine Zunahme von zytotoxischen
T-Zellen (CD8") fest.

Eine effektive zellvermittelte Immunabwehr setzt jedoch nicht nur eine
ausreichende Anzahl von T-Zellen voraus, sondern auch eine funktionierende
Zusammenarbeit zwischen diesen und den antigenprasentierenden Zellen. Dabei

erkennen die T-Helferzellen Antigene nur, wenn diese von den Monozyten, an den
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MHC Il gebunden, prasentiert werden. Kim et al. (2000a) fanden heraus, dass nach
Luteingabe bei Hunden erhdhte Zahlen an Monozyten nachweisbar waren, die den
Marker MHC Il auf ihrer Oberflache aufwiesen. Auch beim Menschen wurde ein
vermehrtes Auftreten von Monozyten mit MHC Il nach Verabreichung von p-Carotin
festgestellt (Hughes et al., 1997).

Daraus konnte gefolgert werden, dass die Zunahme dieser
Oberflachenmolekiille durch Carotinoide eine Ursache der verbesserten

zellvermittelten Immunantwort darstellt.

Zytokine

Auch die von Makrophagen und T-Helferzellen produzierten Zytokine besitzen
wichtige Funktionen der zellvermittelten Immunreaktion. So ist z. B. Interferon-y (IFN-
v) unter anderem flr die Makrophagenaktivierung, Interleukin-1 (IL-1) daneben auch
fur die Aktivierung von T-Zellen von Bedeutung. Andere Zytokine wie z. B. IL-4 und
IL-5 leisten antikdrperproduzierenden B-Zellen Hilfe und unterstitzen damit die
humorale Immunantwort. Es gibt Studien, die zeigten, dass Carotinoide die
Produktion von Zytokinen beeinflussen und somit die Immunreaktion modulieren
konnen. Okai und Higashi-Okai (1996) ermittelten eine erhdhte Freisetzung von IL-
1o und TNF-a aus murinen Makrophagen in vitro nach Zusatz von Astaxanthin,
Canthaxanthin und p-Carotin. Beim Hamster wurde nach lokaler Injektion von f3-
Carotin oder Canthaxanthin neben der Regression von chemisch induzierten
Backentaschentumoren auch eine Erhohung der TNF-a-Produktion von

Makrophagen in diesem Gewebe festgestellt (Schwartz et al., 1986).

Es wurden jedoch in zahlreichen Studien auch Ergebnisse gewonnen, die im
Widerspruch zu den bisher genannten stehen. Einige Autoren konnten keine
signifikanten positiven Effekte von Carotinoiden auf die DTH-Reaktion (Santos et al.,
1997), die Lymphozytenproliferation (Brown et al., 1997; Santos et al., 1997; Chew et
al., 2000a; Corridan et al., 2001) oder die Lymphozytensubpopulationen (Murata et
al., 1994; Santos et al., 1997) und die Oberflachenmolekule (Corridan et al., 2001)
feststellen. Auch hinsichtlich der Zytokinproduktion gibt es sowohl aus in vivo (Kim et
al., 2000a; Chew et al., 2000a; Corridan et al., 2001; Santos et al., 1997) als auch
aus in vitro Versuchen (Jyonouchi et al., 1996) vielfach Ergebnisse, die nicht auf eine

derartige Wirkung von Carotinoiden hinweisen.
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Einige Autoren schlussfolgerten aus ihren Untersuchungen, dass die
zellvermittelten Immunreaktionen von Individuen ohne Mangelsituationen in ihrer
Ernahrung nicht durch den Zusatz von Carotinoiden zur Nahrung zu beeinflussen sei
(Watzl et al., 2000; Corridan et al., 2001).

In ihrer Eigenschaft, das Immunsystem positiv beeinflussen zu kénnen, wird
ein weiterer Erklarungsansatz fur die anticancerogene Wirkung der Carotinoide
gesehen. Das Erkennen und die Eliminierung von Tumorzellen durch Zellen des
Immunsystems stellen einen wichtigen Bestandteil der Abwehr der Tumorgenese
dar. Hierzu ist eine funktionierende Kommunikation unter den Immunzellen
essentiell, die durch Oberflachenmolekile und Zytokine gewahrleistet wird. Zytokine
wirken allgemein zellregulatorisch, bestimmte von ihnen, wie z. B. TNF-a und IFN-y,
haben auch antiproliferative Effekte (siehe 2.3.6.4). Vorrangig werden jedoch die
antioxidativen Effekte der Carotinoide fur die anticancogene Wirkung verantwortlich

gemacht.

2.3. Antioxidative Wirkung

2.3.1. Reaktive Spezies

Lebende Zellen von Mensch und Tier sind einerseits zur Energieproduktion
auf molekularen Sauerstoff (O,) angewiesen, andererseits besitzt Sauerstoff jedoch
auch Eigenschaften, die fur den Korper Gefahren darstellen. Dass aerobe Spezies
ohne Sauerstoff nicht Uberleben koénnen, dieser jedoch gleichzeitig eines der
starksten natirlichen Oxidantien ist, hat dazu gefiuhrt, diese Situation auch als
,oxygen paradox” zu bezeichnen (Elsayed, 2001). So entstehen aus O, standig in
kleinen Mengen toxische Substanzen, sozusagen als Abfallprodukte der
Stoffwechselvorgange, die man unter dem Begriff ,reaktive Sauerstoffspezies” (engl.

Reactive Oxygen Species, ROS) zusammenfasst.
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Zur Gruppe der ROS gehdren sowohl Sauerstoffradikale wie Superoxid-
Radikale (O2*) und Hydroxyl-Radikale (OH®), die sich durch das Vorhandensein von
ungepaarten Elektronen auszeichnen, aber auch reaktive Nicht-Radikale wie

Singulett-Sauerstoff ('0,*) und Wasserstoffperoxid (H20,).

Die Elektronentransportvorgange in Mitochondrien und Mikrosomen, die
unspezifische Immunabwehr und korpereigene Enzymsysteme wie die NADPH-
Oxidase, die Xanthin-Oxidase und die peroxisomale Cytochrom P-450-Oxidase sind
Hauptquellen der ROS im Korper. Die plasmamembrangebundenen NADPH-
Oxidasen, die in vielen Zellen mesodermalen Ursprungs vorkommen, katalysieren z.
B. die Produktion von O,* aus Sauerstoff, bei der NADPH als Elektonendonor
fungiert. Phagozyten wie z. B. neutrophile Granulozyten verwenden im Rahmen der
Immunabwehr von diesen Superoxid-Radikalen abgeleitete Oxidantien, wie '0,* und
H2O,, um eindringende Mikroorganismen zu toten. Dieser Vorgang wird auch
.respiratory burst” genannt. Den Makrophagen stehen dabei zusatzlich zu den ROS
auch die die ,reaktiven Stickstoffspezies” (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS) zur

Verfligung.

Ein Vertreter dieser weiteren Gruppe reagierfreudiger Spezies ist z. B. das
Stickstoffmonoxid-Radikal (NO®), das durch enzymatische Oxidation von L-Arginin
entsteht. Ein Beispiel fir aus NO* und ROS abgeleitete sekundare Angehdrige dieser
Gruppe ist z. B. Peroxynitrit (ONOQO") (Koppenol et al., 1992).

Den ROS und RNS gemeinsam ist ihre extreme Reaktivitat, sie alle sind
starke Oxidationsmittel, d. h. sie entreiRen anderen Molekilen Elektronen. Diese
oxidative Schadigung betrifft verschiedene Zellkompartimente wie Lipide, Proteine
und Aminosauren sowie die DNA (Sies, 1991; Halliwell, 1996), wodurch es zur

Storung der normalen Zellfunktionen kommen kann.
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2.3.2. Schadigung von Biomolekilen

2.3.2.1. Lipidperoxidation

Wie bereits erwahnt, kénnen reaktive Spezies Lipide im Koérper oxidativ
schadigen. Diese Schadigung beeintrachtigt in erster Linie die Lipidmembranen,
wobei in diesen insbesondere ungesattigte Fettsauren gefahrdet sind. Reaktive
Spezies wie z. B. Peroxyl-Radikale (RO,") entreillen den, insbesondere mehrfach
ungesattigten, Fettsauren (LH) Wasserstoffatome. Hieraus resultieren Alkyl-Radikale
(L*) und Hydroperoxide (RO2H).

LH + RO,* — L* + ROzH
Unter Einfluss von Sauerstoff entstehen aus Alkyl-Radikalen wiederum sehr

schnell Lipidperoxyl-Radikale (LO").

L*+ 0O, > LOZ.
Diese greifen ihrerseits wieder benachbarten ungesattigten Fettsduren an und

entreiRen ihnen Wasserstoffatome.

LO'+LH —» LOH +L°
Durch die entstandene Kettenreaktion kommt es zur Anhaufung von
Lipidperoxiden in der Zellmembran. Dies fuhrt schliel3lich zum Verlust der
strukturellen Integritdt und somit zur Storung der normalen Zellfunktionen. Der

gesamte Vorgang wird als Lipidperoxidation bezeichnet.

Aber nicht nur Lipide der Zellmembranen, sondern auch Lipoproteine im
Plasma konnen oxidative Schadigungen erfahren. So wurde nachgewiesen, dass
oxidierte LDL eine Rolle beim atherosklerotischen Geschehen spielen (siehe
2.3.5.2).

2.3.2.2. DNA-Schéadigung

Abgesehen von den Lipiden kann jedoch auch das Erbgut, die DNA, durch
reaktive Spezies geschadigt werden. Sowohl die Basen als auch die Zuckerreste der
Nukleinsauren sind dabei betroffen. Durch die oxidative Schadigung kommt es zu

Mutationen, z. B. in Form von Transversion bestimmter Basen. Auch DNA-
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Strangbriiche sind eine Folge der Einwirkung von Oxidantien. Derartige
Schadigungen der DNA koénnen schwerwiegende Konsequenzen wie z. B. eine
gestorte Proteinsynthese nach sich ziehen. Der Korper besitzt Mechanismen, um
beschadigte oder veranderte DNA-Abschnitte zu reparieren oder zu ersetzen (siehe
antioxidatives Abwehrsystem). Heute besteht jedoch heute die Meinung, dass eine
fortlaufende oxidative Schadigung der DNA Uber einen langen Zeitraum hinweg eine
Hauptursache fur im Alter auftretende Tumorerkrankungen darstellt (siehe 2.3.5.3).

2.3.2.3. Schadigung von Aminoséauren und Proteinen

Aminosauren und Proteine Uben im Organismus vielfaltige Funktionen aus.
Sie sind unter anderem fur Enzymwirkungen, Rezeptorfunktionen und
Transportprozesse verantwortlich. Durch oxidative Einwirkung auf die Proteine
konnen somit viele Vorgange im Organismus beeintrachtigt werden.
Sulfhydrylgruppen sind hierflr beispielsweise ein Hauptangriffspunkt. Die Oxidation
dieser Gruppen des Cysteins durch OH® und ONOO™ im Enzym Glyceraldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase z. B. flhrt zu einer Inaktivierung dieses Enzyms, was eine
Beeintrachtigung der Glykolyse in den betroffenen Zellen zur Folge hat (Souza und
Radi, 1998). Auffallig ist auch das Vorkommen von Nitrotyrosin, das durch Nitrierung
von Tyrosin durch das starke Oxidans ONOO" entsteht, in verschiedenen erkrankten
Geweben wie dem ZNS bei der Alzheimer'schen Krankheit (Smith et al., 1997) oder

erkranktem Lungengewebe (Kooy et al., 1995).

2.3.3. Schutzmechanismen des Kdrpers

Da aerob lebende Zellen, wie bereits erwahnt, in ihrem Stoffwechsel auf
molekularen Sauerstoff angewiesen sind, kann die Entstehung einer gewissen
Menge an reaktiven Spezies nicht verhindert werden. Alle Koérperzellen enthalten
deshalb zum Schutz gegen ROS und RNS ein Abwehrsystem, das eine oxidative
Schadigung verhindern soll. Dieses System umfasst verschiedene enzymatische und

nicht-enzymatische Mechanismen. Erstere beinhalten die Enzyme Superoxid-
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Dismutase, Katalase, Glutathion-Peroxidase, GSH-Reduktase und Thioredoxin-
Reduktase. Eisen- und kupferbindende Proteine, Reparaturmechanismen des
Korpers sowie verschiedene hydro- und lipophile Antioxidantien stellen die nicht-

enzymatische Abwehr dar.

2.3.3.1. Das antioxidative enzymatische System

Das antioxidative enzymatische System beinhaltet Enzyme wie die Superoxid-
Dismutase (SOD), die die Disproportionierung zweier sehr reaktiver O," in O, und

das weniger toxische H,O; katalysiert.

SOD
20" + 2H "> O, + H,O»

Im Zytoplasma und im Extrazellularraum ist die Kupfer-Zink-SOD (CuZnSOD),
in den Mitochondrien die Mangan-SOD (MnSOD) anzutreffen. Weiterhin gehdren
zum antioxidativen enzymatischen System die Enzyme Katalase (CAT) und
Glutathion-Peroxidase (GPX), die das entstandene H,O, schlie3lich in O, und H,O

umwandeln.

CAT
2H,02 —» 2H,0 + O,
GPX
2GSH + H02 —» GSSG + 2H,0

Enzyme wie die GSH-Reduktase oder die Thioredoxin-Reduktase tragen
ebenfalls zur antioxidativen Abwehr des Korpers bei, indem sie bereits oxidierte
Antioxidantien oder redoxaktive Thiol-Gruppen (z. B. im Glutathion, siehe 2.3.3.2)

wieder reduzieren, die somit der Abwehr erneut zur Verfugung stehen.

GSH-Reduktase

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

Die GSH-Reduktase kann aul3erdem auch Lipidperoxide entsorgen, indem es

sie in Alkohole umwandelt.
43



LITERATURUBERSICHT

2.3.3.2. Das antioxidative nicht-enzymatische System

Eisen- und Kupferionen konnen die Entstehung bestimmter reaktiver Spezies
unterstiitzen. In der Fenton-Reaktion katalysieren Eisenionen (Fe**) u. a. die
Entstehung von Hydroxyl-Radikalen (OH®), der reaktivsten Vertreter der ROS, aus
H202.

H,0, + Fe?* — OH" + OH + Fe®**

Auch Kupferionen kénnen die Formation von OH® aus H,O, katalysieren.
Daher hat der Koérper Mechanismen entwickelt, das Vorkommen von freien Eisen-
und Kupferionen zu kontrollieren und zu reduzieren. Im Serum befinden sich die
eisenbindenden Proteine Transferrin und Ferritin und das kupferbindende
Caeruloplasmin. Transferrin stellt das Transportprotein der Eisenionen im Blut dar,
uberzahlige lonen werden an Apoferritin gebunden und schlieBlich als Ferritin
intrazellular gespeichert. Damit wird eine Teilnahme dieser Ubergangsmetallionen an

der Erschaffung reaktiver Spezies verhindert.

Daneben tragen die Reparaturmechanismen des Korpers zum Schutz vor
oxidativen Schaden bei. So werden z. B. DNA-Schaden mittels Exzisionsreparatur
entfernt. Hierzu schneidet eine spezifische Exzisionsendonuklease den betroffenen
Abschnitt heraus. Anhand der Sequenz des Gegenstrangs ersetzt eine DNA-
Polymerase das fehlende Stuck, das durch eine DNA-Ligase in die entstandene
Licke eingefugt wird. Spezielle Enzyme (Lipasen, Proteasen) bauen geschadigte
Lipide und Proteine ab. Durch diese Mechanismen wird eine Anhaufung von
defekten Biomolekilen und von ihnen ausgehende weitere schadigende

Auswirkungen verhindert.

Auch die hydro- und lipophilen Antioxidantien gehdren den nicht-
enzymatischen Abwehrmechanismen an. Sie sind Reduktionsmittel, die leicht mit
oxidierenden Substanzen reagieren, selbst oxidiert werden und damit andere
Molekule vor oxidativer Schadigung bewahren. Hydrophile Antioxidantien sind
beispielsweise Vitamin C, Harnsdure und Glutathion (GSH). Letzteres ist ein
wichtiges Tripeptid, das als redoxaktive Gruppe die Thiol-Gruppe (SH-Gruppe)
seines Cystein-Restes besitzt. Bei der Oxidation werden zwei Molekile der
reduzierten Form (GSH) zu einem Disulfid (GSSG) verknupft.

2GSH + HO, —» GSSG + 2H,0
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Vitamin C (Ascorbinsaure) ist ein potenter Radikalfanger von O,*, H,O,, OH®,
Hypochloritionen, RO," und '0," im wassrigen Milieu des Zytosols, des Plasmas und
anderer Korperflissigkeiten. Es kann auflerdem auch Tocopheroxyl-Radikale zu
Vitamin E regenerieren (Sies et al., 1992). Die Regeneration des Vitamin C selbst
erfolgt schlie8lich durch die Reduktionsmittel NADH, NADPH oder GSH.

Harnsaure zahlt fir den Menschen zu den wichtigsten Antioxidantien. Es fallt
beim Abbau von Purinbasen an. Da die Harnsaure bei Tieren jedoch grof3tenteils mir
Hilfe des Enzyms Uricase weiter in Allantoin umgewandelt wird, spielt sie in der

Tiermedizin eine untergeordnete Rolle.

Zu den lipophilen Antioxidantien gehoren neben Vitamin E auch die reduzierte
Form von CoEnzym Q, Flavonoide und Carotinoide. Vitamin E (hauptsachlich a-,
daneben aber auch -, y-, d-Tocopherol und Tocotrienole) ist schon lange dafur
bekannt, dem Verderb von Fetten und Olen der Nahrung (,ranzig werden®)
entgegenzuwirken. Es schutzt gegenuber Oxidation empfindliche Strukturen jedoch
nicht nur aullerhalb, sondern auch innerhalb des Korpers. So werden
Zellmembranen vor Peroxidationsschaden bewahrt, indem a-Tocopherol (o-TH)
Lipidperoxyl-Radikale abfangt, bevor sie mit anderen Lipiden weiterreagieren und

damit eine Kettenreaktionen beginnen konnen (Sies und Stahl, 1995).

a-TH + LO" > o-T" + LOH

Abgesehen davon entscharft Vitamin E auch zahlreiche freie Radikale wie z.
B. OH" und 'O," (Sies und Stahl, 1995). Stickstoffdioxid wird insbesondere sehr
effizient von y-Tocopherol abgefangen (Cooney et al., 1993). Die entstehenden
Tocopheroxyl-Radikale (a-T°) sind weit weniger reaktiv, sie kdbnnen von Vitamin C

(Asc), GSH oder Coenzym Q10 (CoQH;) wieder zum Vitamin E regeneriert werden.

o-T°+ Asc > a-TH + Asc’®
o-T°+ GSH - o-TH + GS*
o-T°+ CoQH; - a-TH + CoQH®
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Coenzym Q (Ubichinon/ Ubichinol) Ubernimmt in der oxidierten Form als
Ubichinon in der Atmungskette die Funktion eines Ubertrdgers von
Reduktionsaquivalenten, d. h. von Elektronen und Protonen. Die reduzierte Form
Ubichinol (CoQHy>) besitzt eine Wirkung als Antioxidans und geht durch Abgabe von
Wasserstoffatomen in seine oxidierte Form Ubichinon dber. Ubichinol kann damit mit
einer mit Vitamin E vergleichbaren Effektivitat vor Lipidperoxidation schutzen, indem
es Peroxyl-Radikale reduziert (Frei et al., 1990). Das entstandene Ubisemichinon-

Radikal (CoQ") kann ein weiteres Peroxyl-Radikal entscharfen.

CoQH, + RO,* —» CoQ* + H+ + RO,H
CoQ" +H" + RO,* —» CoQ + RO,H

AuRerdem ist Ubichinol, wie bereits erwahnt, in der Lage, Vitamin E-Radikale
zu regenerieren (Kagan et al., 1990). Ubichinon selbst wird innerhalb der
Atmungskette  durch  Ubertragung von  Reduktionsaquivalenten  mittels

Dehydrogenasen wieder zu Ubichinol reduziert.

Flavonoide sind naturlich vorkommende Benzo-y-Pyron-Derivate, die in vielen
Pflanzen anzutreffen sind. lhre antioxidative Wirkung erzielen sie durch ihre
Fahigkeiten, sowohl freie Radikale abfangen (Chen et al., 1990) als auch Eisenionen

binden zu kénnen (Sestili et al., 1998).

Auch unkonjugiertes Bilirubin spielt eine Rolle als Fanger von Superoxid- und
Peroxylradikalen sowie von Singulett-Sauerstoff. Im Blut von Neugeborenen wurden
erhdohte Konzentrationen von Bilirubin festgestellt, die zu einer Verbesserung des

antioxidativen Status beitrugen (Maisels, 1988; Dennery et al., 1995).

SchlieBlich sind auch die Carotinoide wichtige Vertreter der lipophilen

Antioxidantien.
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2.3.3.3. Antioxidative Wirkmechanismen von Carotinoiden

Carotinoide spielen als Antioxidantien eine bedeutende Rolle. Ein ihnen allen
gemeinsames Merkmal ist ihr System aus konjugierten Doppelbindungen, d. h. sie
selbst sind Reduktionsmittel und reagieren somit leicht mit oxidierenden Substanzen,
werden selbst oxidiert, indem sie ,bereitwillig® Elektronen abgeben, und schitzen
dadurch andere Molekule vor Oxidation. Abgesehen davon konnen sie Energie von

Molekulen im Erregungszustand ubernehmen.

2.3.3.3.1.Inaktivierung von Molekulen im Erregungszustand

Molekile koénnen durch Aufnahme von Energie in einen hdheren
Energiezustand, den sog. Erregungszustand, Uberfihrt werden. Ein Vertreter dieser
Molekiile im Erregungszustand ist Singulett-Sauerstoff ('O.*). Er entsteht durch
Ubertragung von Energie Uber Elektronen eines sog. Sensitizers (SENS) im erregten
Triplett-Zustand (*.SENS*) auf Sauerstoff (*0y).

hv* kisc*

SENS - 'SENS* - 3SENS*

Ket*
3SENS* + %0, > SENS + '0,*

*hv: Photonen des Sonnenlichts
kisc: Ratenkonstante der Spinumkehr (intersystem-crossing, isc)

ket: Ratenkonstante des Elektronentransfers

In biologischen Systemen sind diese Sensitizer beispielsweise Porphyrine,
Chlorophyll oder Riboflavin (Edge et al., 1997), die durch Aufnahme von Photonen
des Sonnenlichts (hv) zunachst in den Singulettzustand ("'SENS*) und anschlieBend
durch Spinumkehr (sog. intersystem-crossing, isc) in den erregten Triplettzustand
(*SENS®) Uberfiihrt wurden. Singulett-Sauerstoff ist eine sehr reaktive Spezies und

Verursacher von Photooxidationsprozessen.

Schon 1968 zeigten Foote und Denny, dass B-Carotin photosensibilisierte
Oxidationsprozesse verhindern kann und damit ein Inaktivator (,Quencher®) von

Singulett-Sauerstoff ist. Seitdem wurde dieser Effekt auch bei zahlreichen anderen
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Carotinoiden nachgewiesen. Es gibt zwei verschiedene Mechanismen, durch die
Carotinoide Singulett-Sauerstoff entscharfen. In seltenen Fallen kommt es zu einem
chemischen Deaktivierungsprozess, der zu einer Zerstorung des beteiligten
Carotinoids fuhrt (Liebler, 1993). Hauptsachlich bewirken Carotinoide (CAR) jedoch
einen Energietransfer Uber Elektronenaustausch, wodurch sie den Triplett-Zustand

erreichen (Farmilo und Wilkinson, 1973).

'0,*+ CAR = %0, + 3CAR’

Durch Abgabe der erhaltenen Energie als Warme kann das Carotinoid aus
dem Triplett-Zustand wieder in den Grundzustand zurickkehren und steht somit fur

weitere Reaktionen zur Verfligung.

3CAR* —> CAR + thermische Energie

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der konjugierten
Doppelbindungen (n) des Carotinoids und seiner Fahigkeit, Singulett-Sauerstoff zu
inaktivieren. Zahlreiche Autoren stimmen darin Uberein, dass grundsatzlich mit
steigender Zahl von Doppelbindungen die Inaktivierungsrate ansteigt. Lee und Min
(1990) wiesen nach, dass Carotinoide mit elf (z. B. Lycopin, Zeaxanthin) oder 13 (z.
B. Astaxanthin) konjugierten Doppelbindungen die Bildung von Peroxiden in
Sojabohnendl signifikant besser verhinderten als Carotinoide mit nur zehn (z. B.
Lutein) dieser Doppelbindungen. Auch die 'O,"-Quenchingraten-Konstanten (Kq)
stiegen mit Zunahme der konjugierten Doppelbindungen. Danach haben z. B.
Carotinoide mit funf oder weniger Doppelbindungen keine Quenching-Aktivitat (Edge
et al., 1997). Bei Lutein (n = 10), Lycopin (n = 11) und Dodecapreno-p-Carotin (n =
19) nahm der k-Wert in der genannten Reihenfolge zu (Conn et al., 1991) (siehe
Tabelle 5).
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Tabelle 5:  'O,"-Quenchingraten-Konstanten (k,) in Benzen von Carotinoiden mit
unterschiedlicher Anzahl von Doppelbindungen (n)

Carotinoid n kqin 10°M*s™ Quelle
<5 <0,01 Edge et al., 1997
Lutein 10 16 Conn et al., 1991
Lycopin 11 17 Conn et al., 1991
Dodecapreno-f3- 12 23 Conn et al., 1991
Carotin

Die cis-trans-Isomerisierung scheint einen geringen Einfluss auf die 'O,'-
Quenching-Aktivitat von Carotinoiden zu haben. Conn et al. (1991) stellten fest, dass
verschiedene cis-lIsomere von p-Carotin eine geringflugig niedrigere Reaktivitat
gegenuber Singulett-Sauerstoff als all-trans p-Carotin aufwiesen. Aus den Daten von
Conn et al. (1991) schlossen Edge et al. (1997) aulderdem, dass bei Carotinoiden mit
gleicher Anzahl an konjugierten Doppelbindungen eine Abhangigkeit der Quenching-
Aktivitat von der Wellenlange der maximalen Absorption (Amax) besteht. So war in
Benzen bei der Untersuchung von 9-cis-pB-Carotin (Amax = 458 nm), Zeaxanthin (Amax
= 463 nm), all-trans-p-Carotin (Amax = 466 nm) und Lycopin (Amax = 485 nm) eine

Zunahme des k-Werts zu beobachten (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: 'O,"-Quenchingraten-Konstanten (k,) in Benzen von Carotinoiden mit
gleicher Anzahl von Doppelbindungen (n) und unterschiedlichen
Wellenlangen der maximalen Absorption (Amax)

Carotinoid n Amax Kq Quelle
innm  in 10°M?s™*

9-cis-p-Carotin 11 458 11,0 Conn et al., 1991
Edge et al., 1997

Zeaxanthin 11 463 12,0 Conn et al., 1991
Edge et al., 1997

all-trans-B-Carotin 11 466 13,0 Conn et al., 1991
Edge et al., 1997

Lycopin 11 485 17,0 Conn et al., 1991
Edge et al., 1997
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Die Ergebnisse von Di Mascio et al. (1989) standen im Einklang damit und
bestatigten ebenfalls Lycopin als den effizientesten 'O,*-Quencher unter den
natiirlichen Carotinoiden. Ihr ermittelter k,-Wert liegt jedoch mit 31,0 x 10°Ms™

deutlich hoher als der der anderen Forschungsgruppen.

In Pflanzen haben Carotinoide neben ihrer Funktion als akzessorische
Photosynthesepigmente die wichtige Aufgabe des Schutzes des
Photosyntheseapparates vor Photooxidation inne. Bei der Photosynthese werden
Chlorophyll-Molekile (CHL) durch Aufnahme von Lichtenergie in einen
Erregungszustand, den sog. Triplett-Zustand (3CHL*), Uberfuhrt, der sehr instabil ist
und die Zerstérung des Chlorophylls zur Folge hat. Carotinoide (CAR) ubernehmen
Energie des Triplett-Chlorophylls, bevor dieses Schaden erleiden oder anrichten

kann.

3CHL* + CAR — CHL + 3CAR®

2.3.3.3.2. Interaktion mit freien Radikalen

Carotinoide interagieren jedoch nicht nur mit Molekllen im Erregungszustand,
sondern auch mit freien Radikalen (R®). Dabei findet entweder ein Transfer von
Elektronen statt, wodurch Carotinoid-Radikal-Kationen entstehen (1). Abgesehen
davon konnen bei einer Abspaltung von Wasserstoff Carotinoid-Radikale
hervorgehen (2). Durch Additionsreaktionen kann es auflerdem zur Bildung von
Addukt-Radikalen kommen (3).

(1) R"+CAR - R +CAR"
(2) R"+CAR - RH + CAR’

(3) R'+CAR - [R-CART

Die Radikale, die als Produkte aus diesen Reaktionen hervorgehen, sind

weniger reaktiv als die urspringlichen Radikale und damit unschadlicher.
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Interaktionen von Carotinoiden mit zahlreichen Radikalen sind belegt, unter
ihnen auch das hepatotoxische Trichloromethylperoxyl-Radikal (CCl3-O,") (Yaping et
al., 2001), Thiyl- (RS®), Sulfonyl- (RSO;") und Stickstoffdioxid- (NO,") Radikale, die

Lipidperoxidationsprozesse induzieren kdnnen (Everett et al., 1996).

2.3.4. Oxidativer Stress

Da der Organismus zur Energiegewinnung auf Sauerstoff angewiesen ist und
sich das Immunsystems im Rahmen seiner Abwehrmechanismen reaktiver Spezies
bedient, um eindringende Mikroorganismen abzuwehren, ist die endogene
Produktion von ROS und RNS in Korper unvermeidlich. Unter physiologischen
Umstanden stellt das Auftreten dieser reaktiven Spezies jedoch keine Bedrohung fur
den Organismus dar. Der Korper ist mit einer ausreichenden Menge an effizienten
Schutzmechanismen ausgestattet, die es ihm ermdglichen, die Zahl der produzierten
ROS und RNS zu reduzieren. Bereits entstandene reaktive Spezies konnen durch
Antioxidantien abgefangen und entscharft werden, bevor sie Biomolekile schadigen.
Wenn eine oxidative Schadigung eingetreten ist, wird deren Ausmal in Grenzen

gehalten, indem betroffene Biomolekule repariert oder entfernt werden.

Unter bestimmten Bedingungen kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht
zwischen dem Auftreten von reaktiven Spezies und den antioxidativen
Abwehrmechanismen. Ist das Gleichgewicht zu Gunsten der reaktiven Spezies
verschoben, spricht man von oxidativem Stress, durch welchen Schaden im Korper

angerichtet werden kann (Sies, 1985).

Man unterscheidet endogene und exogene Faktoren, die diese Imbalanz
verursachen. Endogen kann oxidativer Stress beispielsweise durch erhebliche
korperliche Belastung verursacht werden, welche mit verstarkter Atmung und einer
damit einhergehenden erhdhten Aufnahme von Sauerstoff verbunden ist. Es kommt
zu einer gesteigerten Produktion von Radikalen (Davies et al., 1982; Jenkins, 1988).
Durch diese kann es nach korperlicher Belastung zu oxidativer Schadigung von
verschiedenen Strukturen wie z. B. von Muskelzellen und Lipiden kommen (Stohrer
et al., 2001).
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Auch im Rahmen des Alterungsprozesses (siehe 2.3.5.3) kommt es zum
gehauften Auftreten von ROS und RNS im Korper. Mit steigendem Alter arbeitet das
antioxidative Abwehrsystem zunehmend schlechter, die Bekampfung der reaktiven

Spezies wird ineffizient.

Exogene Faktoren spielen bei der Verursachung von oxidativem Stress eine
immer wichtigere Rolle. Beim Menschen ist in diesem Zusammenhang an erster
Stelle der Konsum von Tabak zu erwahnen. Tabakrauch enthalt groie Mengen an
freien Radikalen und anderen Oxidantien, durch die das antioxidative Abwehrsystem
liberfordert wird. Ein Zug Zigarettenrauch enthalt etwa 10'° sehr reaktive organische
Radikale, Stickstoffmonoxid ist im Zigarettenrauch in einer Konzentration von bis zu
300 ppm enthalten (Pryor und Stone, 1993). Die Schadigung durch Zigarettenrauch
betrifft jedoch nicht nur die weltweit 1,1 Milliarden Raucher, sondern auch die
Gesundheit menschlicher und tierischer Nichtraucher wird durch passives Rauchen

in Mitleidenschaft gezogen.

Die steigende Umwelt- und Luftverschmutzung tragt ebenfalls einen grol3en
Teil dazu bei, den exogenen oxidativen Stress zu steigern. Durch die Verbrennung
fossiler Brennstoffe in Kraftfahrzeugen sowie in Elektrizitdts- und Heizkraftwerken
werden gro3e Mengen der Oxidantien Stickstoffmonoxid (NO®) und —dioxid (NO3")
freigesetzt. lhnen ist der Organismus, genauso wie auch dem erhéhten Ozongehalt

der Luft, permanent ausgesetzt.

Auch zahlreiche Medikamente leisten einen Beitrag zu oxidativem Stress.
Durch das Antibiotikum Ciprofloxacin z. B. (Gurbay et al., 2001) entstehen bei
dessen Verstoffwechslung in den Lebermikrosomen reaktive Spezies. Auch das
Immunsuppressivum Cyclosporin A fuhrte zu einem erhdhten Anfall von ROS in
Leberzellen (Wolf et al., 1996).
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2.3.5. Degenerative Erkrankungen und oxidative Prozesse

Bei vielen Erkrankungen wird von einer Beteiligung reaktiver Spezies und
oxidativer Prozesse an der Entstehung, der Entwicklung und dem Fortschreiten
ausgegangen. Dazu gehoren verschiedene Lungenerkrankungen wie die chronische
obstruktive Lungenkrankung, sowie vaskulare Erkrankungen wie Atherosklerose oder
Krebs.

Daneben stehen oxidative Prozesse auch im Verdacht, zu zahlreichen
neurodegenerativen (Alzheimersche, Parkinsonsche Krankheit, Multiple Sklerose,
Demenz), Autoimmun- (Rheumatoide Arthritis, Immune-complex-mediated Vasculitis)
und Augenerkrankungen (Katarakt, Age-related Macular Degeneration (AMD),

Retinopathie) beizutragen.

2.3.5.1. Lungenerkrankungen — COPD

Neben verschiedenen anderen Lungenerkrankungen wie Pneumonie und
zystischer Fibrose sind auch bei der chronischen obstruktiven Lungenerkrankung
(engl. Chronic Obstructive Pulmonary Disease, COPD) oxidative Prozesse am

Krankheitsgeschehen involviert.

Unter dem Begriff COPD werden die Krankheitsbilder der chronischen
Bronchitis, chronische Formen des Asthma bronchiale und das Lungenemphysem
zusammengefasst. Die Krankheit ist charakterisiert durch eine Verengung und
Verlegung der Atemwege. Die Atiologie dieser Erkrankung ist noch nicht vollstandig
geklart. Man vermutet ein allergisches Geschehen, eine chronische bakterielle
Infektion oder die Inhalation von reizenden Substanzen wie Zigarettenrauch oder
Schadstoffen aus der Luft als Ausléser des Krankheitsgeschehens. Schadstoffe in
der Luft, darunter Stickstoffoxide und Ozon, aber auch Zigarettenrauch belasten die
Atemwege. Mit Chronizitdt des entzundlichen Geschehens geht schlieBlich eine
Verengung der Luftwege einher, durch die eine Ventilwirkung entsteht: Die
Exspiration ist starker eingeschrankt als die Inspiration, so dass die eingeatmete Luft
z. T. in den Alveolen gefangen wird (engl. ,air trapping®). Dieser Vorgang verstarkt

sich bei jedem Atemzug, so dass schliel3lich ein Lungenemphysem die Folge ist.
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Sowohl beim Menschen als auch in der Tiermedizin, hier v. a. beim Pferd, ist
dieses progressive Krankheitsgeschehen zu beobachten. Es wird dabei ein starker
Zusammenhang zwischen dem Einwirken von oxidativem Stress und der
Entwicklung des Krankheitsbildes der COPD angenommen. Zunachst steht die
Lunge iber ihre enorme epitheliale Oberfliche (ca. 80 m? beim Menschen) in
intensivem direkten Kontakt mit der Umwelt und ist daher besonders exogenen
oxidativen Einflissen ausgeliefert. Zusatzlich dazu werden durch den chronischen
Entzindungsprozess bei der COPD grolle Mengen an ROS und RNS von den

Leukozyten und Makrophagen im Rahmen der Immunabwehr freigesetzt.

Eine Vielzahl von Studien ergab Hinweise auf eine Beteiligung von reaktiven
Spezies an der Entstehung und Entwicklung der COPD. Die Reinigung der oberen
Atemwege wird durch die Zilien des Flimmerepithels der Nasen-, Rachen-,
Luftréhren- und Bronchialschleimhaut gewahrleistet. Schmutzpartikel sowie
Uberschussiger Schleim werden durch koordiniertes Schlagen Richtung Mundhdhle
transportiert. Feldman et al. (1994) fanden heraus, dass die Exposition von H;O,
beispielsweise eine Verlangsamung dieses Schlagens bis hin zum voélligen Stillstand
zur Folge hatte. Diese Situation wird noch durch die Tatsache verschlimmert, dass
unter dem Einfluss von Oxidantien in Folge der erhéhten Prostaglandin F2a-
Produktion zusatzlich auch noch mehr Schleim von den tracheobronchalen
Epithelzellen sezerniert wird (Adler et al., 1990). Dies alles fuhrt zu einer
Ansammlung von viskdsem Schleim in den Atemwegen, was zu einer weiteren

Verschlechterung der Situation flhrt.

Untersuchungen an COPD-Patienten ergaben erhohte Werte von
Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (engl. Thiobarbituric Acid Reactive
Substances, TBARS) im Kondensat der Exspirationsluft (Nowak et al., 1999), einen
erhdhten Isoprostan Fy.-llI-Gehalt im Urin (Pratico et al., 1998), erhdhte Werte von 4-
Hydroxy-2-Nonenal im Lungengewebe (Rahman et al.,, 2002) und einen erhdhten
Gehalt der Exspirationsluft an Ethan (Paredi et al., 2000). All diese Parameter sind
Marker zur Detektion und Beurteilung von Peroxidationsprozessen (Mayne, 2003)

und weisen auf ein verstarktes Auftreten oxidativer Prozesse hin.
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Oxidative Prozesse beeinflussen auch die Zytokinproduktion, die wiederum
Effekte auf die Entwicklung der COPD zeigen konnen. Davalia et al. (1993) stellten
fest, dass humane bronchiale Epithelzellen in Kultur nach dem Einwirken von NO,"® z.
B. vermehrt die Zytokine IL-8 und TNF-a freisetzten. Beide weisen selbst wiederum

proinflammatorische Wirkungen auf und setzen somit den Entzindungsprozess fort.

2.3.5.2. Vaskulare Erkrankungen — Atherosklerose / Coronary Heart Disease /
Myokardinfarkt

Auch bei verschiedenen vaskularen Erkrankungen, wie z. B. dem Komplex
Atherosklerose — Coronary Heart Disease (CHD) — Myokardinfarkt, die heute in der
westlichen Welt mit die haufigste Todesursache beim Menschen darstellen, spielen
reaktive Spezies in deren Pathogenese eine grof3e Rolle. In der Tiermedizin treten
atheromatose Prozesse weniger haufig und vorrangig bei bestimmten Spezies wie
Schwein, Vogel und Affe auf, bei den meisten anderen Gewebsproliferationen und
Verkalkungen der Arterien handelt es sich gewdhnlich um ein arteriosklerotisches

Geschehen.

Die Atherosklerose ist eine multifaktorielle Erkrankung, die durch eine
Verdickung und Verhartung der Arterienwand charakterisiert ist. Chronische
Hypertonien, Hyperlipidamien oder Endothellasionen durch Toxine werden unter
anderem als Kausalfaktoren angesehen. All diese Vorgange bedingen
Perfusionsstorungen in der Arterienwand, es treten Thrombozyten- und
Fibrinaggregationen (sog. Mikrothrombosen) an der Gefalinnenhaut auf. Durch
folgende Endothel- und Intimaproliferationen kommt es weiterhin zu kissen- oder
beetartigen Intimaverdickung, die zusatzlich zum GefalRwandédem die Perfusion
weiter erschwert. In diesen Bereichen werden in Abhangigkeit vom Lipidgehalt des
Blutes Lipide eingelagert. Mit zunehmender Chronizitat der Veranderungen beginnen
auch Kalzifizierungsprozesse. Das Krankheitsgeschehen fuhrt letztendlich zu
hochgradiger Lumeneinschrankung mit daraus folgender Ischamie der zugehdrigen

Organe.
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Treten atherosklerotische Veranderungen in den Herzkranzgefallen auf,
spricht man von CHD. Zunehmend weniger Blut kann durch diese Gefalle stromen,
die die Herzmuskelzellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen. Es kommt
schliel3lich zur kardialen Ischamie, d. h. zur Unterversorgung der Myokardzellen mit
Sauerstoff. Wird die Sauerstoffversorgung plétzlich nahezu vollstandig oder
vollstandig unterbrochen, ist ein Myokardinfarkt die Folge, bei dem der betroffene
Bereich des Herzmuskels geschadigt wird und schlie8lich zu Grunde geht.

Lipide werden im Korper mittels der Lipoprotein-Komplexe transportiert, wobei
Low Density Lipoproteine (LDL) die Gewebe mit Cholesterol versorgen und High
Density Lipoproteine (HDL) Uberschissiges Cholesterol wieder zurlick zur Leber
fuhren. An den Zielzellen findet eine Bindung bestimmter Proteine der LDL-Hulle
(ApoB-100 und ApoE) an zellmembranstandige Rezeptoren statt, die Lipoproteine
werden durch Endozytose aufgenommen. Es wurde festgestellt, dass in den Zellen
der arteriellen Lasionsstellen eine Ansammlung von Cholesterol stattfindet, die
jedoch nicht durch eine ubermafige Aufnahme ursprianglicher LDL nach Bindung an
die ApoB-100 Rezeptoren entsteht. Es entstehen vielmehr durch oxidative Prozesse
modifizierte LDL (oxLDL) (,Oxidations-Hypothese“ der Atherosklerose). Dieser
Hypothese zufolge werden LDL im Subendothelialraum der Arterien zunachst leicht
oxidiert zu sog. mm-LDL (minimally modified LDL). Diese mm-LDL fuhren zu einer
vermehrten Produktion von verschiedenen Faktoren durch die Endothelzellen, die zu
einer Aufnahme von Monozyten in die Arterienwand und deren Differenzierung zu
Makrophagen fuhrt. Hier stimulieren letztere wiederum die weitere Oxidation von
mm-LDL zu oxLDL, welche proatherogene Eigenschaften besitzen (Navab et al.,
1996). Erstens werden sie bei ihrer Aufnahme an Scavenger Rezeptoren A (SRA)
gebunden, die im Gegensatz zu ApoB-100 Rezeptoren nicht durch einen steigenden
Cholesterolgehalt herunterreguliert werden. Es kommt zur Bildung von
Schaumzellen, die schlieRlich zugrunde gehen und ihren Inhalt freilassen, der dann
zur Atherombildung fuhrt. Abgesehen davon wirken oxLDL chemotaktisch auf
Monozyten und erniedrigen die Beweglichkeit von Makrophagen. oxLDL ist
zytotoxisch fur Endothelzellen, mitogen flr glatte Muskelzellen sowie Makrophagen

und induziert Superoxid-Entstehung in den Zellen.
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2.3.5.3. Alterung und Tumorgenese

Seit langerem ist bekannt, dass Lebewesen mit einer hohen metabolischen
Rate eine geringere Lebenserwartung haben, damit also schneller altern.
Gerontologen vermuteten den gesteigerten Energieverbrauch dieser Organismen als
Ursache dafiur, sie nannten diese Vorstellung die ,rate of living“-Theorie (Pearl,
1928).

Harman stellte schon 1956 die Hypothese auf, dass im Laufe des Lebens
oxidative Schaden akkumulieren, zu altersbedingten Erkrankungen und schliel3lich
zum Tod fihren (,free radical theory of aging®). Mit der Erkenntnis, dass reaktive
Spezies wahrend der Energiegewinnung in den Mitochondrien entstehen, wurde der
Kreis zwischen der ,rate of living“-Theorie und der ,free radical theory of aging”
geschlossen. Je hoher die metabolische Rate ist, desto hdher ist auch die
Atemfrequenz und damit die Aufnahme von Sauerstoff und die Produktion von

reaktiven Spezies. Diese bewirken wiederum den beschleunigten Alterungsprozess.

Im alternden Organismus wird dessen antioxidatives Abwehrsystem
zunehmend schlechter, die Bekampfung der reaktiven Spezies ist ineffizienter.
Daraus folgt, dass sich mit zunehmendem Alter Mutationen der DNA ansammeln, es
kommt zu Veranderungen des Genoms. Dieser Vorgang wird durch die verminderte
DNA-Reparaturkapazitat noch verstarkt. Da am Anfang jeder Tumorgenese immer
die genetische Schadigung einer Zelle steht, wird im vermehrten Auftreten von
Mutationen im Alter ein Ansatz zur Erklarung der Entstehung altersbedingter

Tumorerkrankungen gesehen (Ames et al., 1993).

Durch Veranderungen der DNA kann es weiterhin infolge fehlerhafter
Transkription und Translation zur Synthese defekter Proteine kommen. Proteine
werden auch durch direkte Einwirkung von Oxidantien geschadigt, so dass es
insgesamt zu einer Anhaufung fehlerhafter Biomolekile kommt. Auch die
Verknupfung von Proteinen mit anderen Molekiulen wie DNA oder Zuckern
(,Crosslinks®) findet durch den gesteigerten Angriff reaktiver Spezies haufiger statt.
Nahezu alle Enzyme des Korpers sind Proteine, wodurch eine Proteinschadigung
weit reichende Auswirkungen auf samtliche enzymatische Reaktionen hat. So
konnen beispielsweise die am antioxidativen Abwehrsystem des Korpers oder der
DNA-Reparatur beteiligten Enzyme weiter beeintrachtigt werden. Dies fluhrt
wiederum zu oxidativen Prozessen, wodurch ein Teufelskreis entsteht.
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Mit Hilfe der Biomarker fur Lipidperoxidation, DNA- und Proteinschadigung
konnte nachgewiesen werden, dass altere Individuen tatsachlich in vermehrte Malie
Hinweise auf oxidative Schaden aufweisen. Z. B. konnte mit zunehmendem Alter ein
Anstieg des 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosins (8-OhdG) gemessen werden (Hamilton et
al., 2001, Shi et al., 2004). 8-OhdG ist ein Biomarker flr die DNA-Oxidation (Mayne,
2001). Ahnlich verhielt es sich mit dem Carbonylgehalt der Proteine von Erythrozyten
und Fibroblasten. Diese wurden als Modelle fur die zellulare Alterung verwendet.
Durch die Bestimmung des Parameters lasst sich die oxidative Schadigung von
Proteinen abschatzen. Ein erhdhter Gehalt an Carbonylen weist dabei auf eine
oxidative Schadigung von Proteinen hin. Oliver et al. (1987) fanden heraus, dass der
Gehalt in Erythrozyten mit deren Alter zunahm. Weitere Studien zeigten, dass in den
Fibroblasten die Proteine von an Progerie oder der Wernerschen Krankheit
erkrankten Patienten im Vergleich zu Proben gesunder Kontrollindividuen einen
héheren Carbonylgehalt aufwiesen. Diese zwei Krankheiten sind durch die vorzeitige
Alterung der Patienten charakterisiert. Auch bei Fibroblastenkulturen von Spendern
uber 60 Jahren wurde ein Anstieg im Carbonylgehalt der Proteine festgestellt (Oliver
et al., 1987). Die durch oxidative Prozesse entstandenen Crosslinks treten bei
alteren Individuen ebenfalls gehaufter auf. Ein bei vielen Spezies beschriebener
Vertreter dieser Gruppe ist das Lipofuszin. Dieses gelb-braune Pigment besteht aus
verknupften Lipiden und Proteinen, die durch Peroxidation und Polymerisation von
Lipoproteinen der Zellmembranen entstanden sind. Es wird als nichtverdaulicher
Rest in autophagischen Vakuolen in den Zellen abgelagert. Auch bei anderen
Proteinen, wie z. B. Kollagen oder Linsenkristallinen, treten Crosslinks auf, wobei

Verknupfungen zu Zuckern hergestellt werden.

2.3.6. Antioxidative Effekte von Carotinoiden und deren

chemopraventive Wirkungen

Es existieren zahlreiche epidemiologische Studien, die belegen, dass ein
hoher Konsum von Frichten und Gemuse negativ mit dem Auftreten von
degenerativen Erkrankungen wie Atherosklerose, CHD oder Krebs korreliert (Block
et al. 1992; Riboli und Norat, 2003; Trichopoulou et al., 2003). Da Frichte und

Gemuse hohe Gehalte an Carotinoiden aufweisen, besteht die Annahme, dass in
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erster Linie diese Stoffe fur die positiven Effekte verantwortlich sein kénnten. Ein
Ansatz zur Erklarung dieser Effekte der Carotinoide besteht in ihrer Eigenschaft,
antioxidativ wirksam zu sein. Da man bei den aufgefuhrten Erkrankungen von einer
Beteiligung von oxidativen Prozessen am Krankheitsgeschehen ausgehen kann,

wurden diese durch die Carotinoide vermindert.

2.3.6.1. Antioxidative Effekte von Carotinoiden

Schutz vor Lipidperoxidation in vitro

Balachandran und Rao (2002) wiesen Effekte von Carotinoiden auf die
Lipidperoxidation, gemessen in der Produktion von TBARS, nach. Sie verwendeten
hierzu Liposomen als Modell flr die Doppelschichtstruktur von Zellmembranen und
stellten zunachst fest, dass Lycopin in die Liposomen inkorporiert wurde. Des
Weiteren fanden sie heraus, dass der Zusatz von Lycopin die Formation von TBARS
nach durch FeSO, induzierter Lipidperoxidation in Liposomen herabsetzte. Dieser
Effekt war konzentrationsabhangig und Uberdies starker als nach Zusatz von Vitamin
E.

Leal et al. (1998) untersuchten die zellschitzenden Effekte von Lutein und
Lycopin auf Leberzellen von Huhnern. Sie verwendeten hierzu das Toxin T-2, um
Oxidationsprozesse auszulosen. Dieses Mykotoxin, das zur Gruppe der
Trichothecene gehort, wird von verschiedenen Fusarienspezies produziert und
kontaminiert Nahrungs- und Futtermittel wie z. B. Getreide. Es kann
Oxidationsprozesse hervorrufen, indem es beispielsweise zur Bildung freier Radikale
und zur Verminderung der GSH-Konzentration fuhrt. Durch seine lipidperoxidativen
Eigenschaften wirkt T-2 zytotoxisch. Der zellschutzende Effekt der verwendeten
Carotinoide wurde mittels der Bestimmung von GSH und Laktat-Dehydrogenase
(LDH) beurteilt. Ein erhéhter Verbrauch von GSH wies dabei auf Oxidationsprozesse,
ein Verlust von LDH auf eine Schadigung der Zellmembranen hin. Die Autoren
stellten fest, dass sowohl Lycopin als auch Lutein zellschitzende Eigenschaften
zeigten. Am starksten war der Effekt von Lycopin auf Hepatozyten, die zuerst mit
dem Carotinoid und anschliefend nach 30 Minuten mit T-2 inkubiert wurden. Hier
wurde ein 51%iger Schutz vor LDH-Verlust und ein 57%iger Schutz vor GSH-

Verbrauch erzielt.
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Kim (1995) erhielt in seiner Studie Uber die protektiven Effekte von
Carotinoiden gegen Schadigung von Hepatozyten von Ratten durch
Tetrachlorkohlenstoff (CCls) ahnliche Ergebnisse. CCls wird in der Leber unter
Mithilfe des Enzyms Cytochrom P450 (siehe 2.2.4.2) zum hochreaktiven
Trichloromethyl-Radikal (CCl;*) umgewandelt, das Lipidperoxidationsprozesse
hervorruft. Auch hier erniedrigten Lycopin und Lutein, aul3erdem auch noch a- und f-
Carotin, die Freisetzung von LDH aufgrund von Zellschadigung. Das Mal} der
Lipidperoxidation wurde ebenfalls herabgesetzt, wobei das entstandene
Malondialdehyd (MDA), ein Endprodukt der Lipidoxidation, als Marker diente.

Tierexperimentelle Studien

In den Studien, die an Tieren durchgefuhrt wurden, sollte verifiziert werden, ob
Carotinoide neben ihrer nachgewiesenen in vitro-Wirkung tatsachlich auch in vivo
antioxidative Effekte zeigen. Brown et al. (1997) supplementierten Ratten mit
lycopinreichem Tomatenmark und stellten eine Abnahme der SOD-Aktivitat in der
Leber fest. Sie erklarten diesen Effekt damit, dass durch die antioxidativen
Eigenschaften des Lycopins SOD in geringerem Ausmal} induziert und auf einem
niedrigeren Level gehalten wurde. Ahnliche Resultate erzielten Blakely et al. (1988),
als sie nach B-Carotin-Gabe die SOD-Aktivitat bei Ratten bestimmten, denen hohe

Konzentrationen an Maiskeimdl gefuttert wurden.

Jain et al. (1999) flhrten ebenfalls Untersuchungen an Ratten durch, sie
bestimmten den Einfluss der Supplementierung der Tiere mit Lycopin auf die Lipid-
und Proteinoxidation. Es zeigte sich eine Abnahme der TBARS im Serum, was auf
ein vermindertes Auftreten von Lipidoxidationsprozessen hinwies. Der Gehalt des
Serums an Thiolen nahm zu, woraus sich auf eine ebenfalls reduzierte oxidative
Schadigung der Proteine schliel3en liel3. Zu denselben Ergebnissen kamen auch Rao
und Shen (2002) bei Untersuchungen nach Lycopingabe beim Menschen. Sie
stellten ebenfalls einen reduzierten Gehalt an TBARS und einen erhohten Gehalt an
Thiolen im Serum fest. In einer anderen Studie erhielten Manner Uber zwei Wochen
taglich Tomatensaft (Bub et al., 2000). Nach Konsum des Tomatensafts waren auch
hier die TBARS erniedrigt. Abgesehen davon wurde nach lIsolierung der LDL-
Fraktion aus dem Plasma die Oxidation der Lipoproteine induziert. In der

verlangerten Lag-Time dieser Oxidationsprozesse zeigte sich eine erhdhte Resistenz
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der Lipoproteine gegenuber oxidativer Schadigung. Dass der Lycopingehalt in den
Lipoproteinen signifikant zunahm, liel3 die Autoren vermuten, dass der schiutzende
Effekt auf das Carotinoid zurlckzufuhren war. Woodall et al. (1996) fuhrten eine
Studie an Huhnern durch und stellten fest, dass in Homogenisaten aus Hihnerlebern
das Ausmal® an induzierter Lipidperoxidation nach Futterung von B-Carotin bzw.

Zeaxanthin, jedoch nicht von Canthaxanthin, signifikant erniedrigt wurde.

Auch bei Schlittenhunden konnte nach Supplementierung mit -Carotin, Lutein
und Vitamin E das Ausmal der oxidativen Lipid- und Proteinschadigung im Vergleich
zu unsupplementierten Tieren reduziert werden (Baskin et al., 2000). Nach dem
Rennen nahm die Konzentration von 8-OhdG, einem Marker fur DNA-Schadigung,
hier ab, wohingegen sie in der Kontrollgruppe anstieg. Abgesehen davon wurde auch
eine erhohte Resistenz der Lipoproteine gegenuber oxidativer Schadigung

festgestellt.

2.3.6.2. Positive Beeinflussung der Lungenfunktion bei Lungenerkrankungen

Wie bereits erwahnt, gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass oxidative
Prozesse an der Pathogenese von Lungenerkrankungen, wie z. B. COPD beteiligt
sind (siehe 3.5.1.). Aus diesem Grund kam man zu der Uberlegung, dass
Antioxidantien einen positiven Einfluss auf das Krankheitsgeschehen ausiben
konnten (MacNee and Rahman, 1999). Hu et al. (2000) stellten fest, dass eine
hohere Aufnahme und eine hohere Serumkonzentration verschiedener
Antioxidantien, darunter auch p-Carotin, die Lungenfunktion verbesserten. Diese
Verbesserung wurde gemessen in der Zunahme des FEV; (exspiratorische
Sekundenkapazitat, engl. Forced Expiratory Volume), die das in der ersten Sekunde
maximal ausatembare Volumen beschreibt. In einer Studie, in der Patienten mit
Exercise-induced Asthma (EIA) Uber eine Woche taglich Lycopin erhielten, war das
Absinken des FEV nach koérperlicher Anstrengung geringer als in der Kontrollgruppe.
Bei 55% der Probanden schuitzte die Supplementierung signifikant vor EIA (Neuman
et al., 2000).

Carotinoide kénnen wie im Kapitel 2.4. beschrieben, Einfluss auf die
Genexpression nehmen und so auch modulierende Wirkung auf die Enzyme

ausuben, die bei der Entsorgung von reaktiven Stoffen im Kdrper eine wichtige Rolle
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spielen (Xenobiotic Metabolizing Enzymes, XME). So stellten Smith und Harrison
(1997) eine Verbindung zwischen der Auspragung des Allels fur die mikrosomale
Epoxid-Hydrolase (mEH) und der Anfalligkeit der Lunge flr Schadigung durch
Epoxide her. mEH ist ein XME, das in den bronchialen Epithelzellen vorzufinden ist
und reaktive Epoxide durch Hydrierung in Ioslichere Dihydrodiole umwandelt, welche
vom Korper schneller ausgeschieden werden. Die Autoren beobachteten, dass bei
Patienten mit COPD oder Lungenemphysem die homozygote Auspragung des mEH-
Allels mit langsamer mEH-Aktivitat signifikant haufiger auftrat. Es bestehen somit
Hinweise darauf, dass durch die verminderte Produktion von mEH die Lunge
schlechter gegen Schadigung durch Epoxide geschutzt ist.

Neben der mEH tragt auch die GST-P1, die der Enzymfamilie der Glutathion-
S-Transferasen (GST) angehort, zur lokalen Entgiftung toxischer Stoffe in den
Alveolen und Bronchioli bei und spielt damit ebenfalls eine Rolle im
Abwehrmechanismus gegen toxische Verbindungen aus Zigarettenrauch. In einer
japanischen Studie war die Anzahl von COPD-Patienten, die eine homozygote
Auspragung des Isoleucin-Allels der GST-P1 aufwiesen, signifikant erhoht. Die
Autoren schlussfolgerten daraus, dass diese Patienten damit starker durch
Xenobiotika aus dem Tabakrauch gefahrdet waren (Ishii et al., 1999). Es besteht die
Moglichkeit, dass Carotinoide durch ihre modulierende Wirkung auf die XME so das

Krankheitsgeschehen positiv beeinflussen kdnnen.

2.3.6.3. Schutz vor dem Krankheitskomplex Atherosklerose / Coronary Heart
Disease / Myokardinfarkt

Epidemiologische Studien

Viele epidemiologische Studien brachten an den Tag, dass in der Nahrung
enthaltene Antioxidantien invers mit dem Risiko von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
korreliert sind. In der EURAMIC Studie wurden in zehn europaischen Landern
Feinnadelaspirationen des Fettgewebes von Myokardinfarktpatienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen auf ihnren Gehalt an a-Carotin, 3-Carotin und Lycopin hin
untersucht. Die im Fettgewebe enthaltenen Carotinoide entstammen groftenteils der
Nahrung und sind ein guter Indikator fir die Aufnahme dieser Stoffe Uber einen
langeren Zeitraum hinweg (Kohlmeier und Kohlmeier, 1995). Es wurde festgestellt,

dass Personen mit hoherem Lycopingehalt im Fettgewebe ein signifikant erniedrigtes
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Risiko eines Myokardinfarktes aufwiesen (Kohlmeier et al., 1997). In der Rotterdam
Studie erfasste man die Aufnahme von B-Carotin und kam zu dem Ergebnis, dass die
Probanden mit der hochsten Aufnahme das geringste Myokardrisiko aufwiesen
(Klipstein-Grobusch et al., 1999). Die Autoren beider Studien sehen in einer hohen
Zufuhr des jeweiligen Carotinoids eine Maoglichkeit, vor Myokardinfarkten zu

schutzen.

Durch die Los Angeles Atherosclerosis Study (LAAS) sollten Erkenntnisse
daruber gewonnen werden, inwieweit Carotinoide die Progression von frihen
Stadien der Atheroskerose beeinflussen konnen (Dwyer et al., 2001; Dwyer et al.,
2004). Dazu schloss die LAAS sowohl epidemiologische als auch in vitro
Untersuchungen sowie in vivo Untersuchungen am Tiermodell ein, deren Ergebnisse
allesamt darauf hinwiesen, dass eine erhohte Aufnahme von bestimmten
Carotinoiden in der fruihen Phase der Atherosklerose schutzende Effekte zeigt. So
war beispielsweise die Zunahme Intima-Media Dicke (Intima-Media Thickness, IMT)
der Carotisarterien bei den Patienten mit hdherem Plasmagehalt an Lutein, p-
Cryptoxanthin, Zeaxanthin und a-Carotin weniger stark ausgepragt. In vitro wurde
untersucht, ob sich nach Inkubation mit Lutein die Anzahl der in die Arterienwand
auswandernden Monozyten andern wurde. Diese Monozyten werden durch
modifiziertes LDL in der Arterienwand chemotaktisch angezogen. Als Ergebnis ergab
sich, dass das Carotinoid diese Migration und damit die durch Monozyten vermittelte
Entzindungsreaktion dosisabhangig verhinderte. Weitere Hinweise auf schitzende
Effekte von Lutein erbrachten auch Versuche an verschiedenen Mausemodellen.
Sowohl ApolipoproteinE-null Mause als auch LDL-Rezeptor-null Mause entwickeln
bei lipidreicher Nahrung schwere atherosklerotische Lasionen, die morphologisch
den Veranderungen der arteriellen Lasionen beim Menschen &hneln. Durch
Supplementierung der Mause mit Lutein konnte die GroRe dieser Lasionen um Uber

40% reduziert werden.
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Schutz vor LDL-Oxidation

Viele Studien beschaftigten sich auch mit der antioxidativen Wirkung der
Carotinoide auf die LDL-Oxidation, die eine bedeutende Rolle bei der Entstehung
von Atherosklerose spielt (siehe 2.3.5.2). Dugas et al. (1998 und 1999) untersuchten
den Einfluss von Carotinoiden auf die in vitro Oxidation von LDL durch humane
Endothelialzellen. Sie ermittelten ein vermindertes Auftreten von Lipidhydroperoxiden
als Mal} fur die LDL-Oxidation sowohl nach in vitro-Zusatz von B-Carotin als auch,
sogar noch deutlicher, nach Supplementierung der Probanden mit B-Carotin. Keinen
Effekt zeigte in diesen Studien Lycopin, wohingegen in einer Arbeit von Bub et al.
(2000) wiederum bei einem erhdhten Lycopingehalt der LDL nach Konsum von
Tomatensaft die LDL-Oxidation, gemessen in der verlangerten Lag-Time der

induzierten Oxidationsprozesse, reduziert wurde.

Auch beim Hund gibt es Hinweise auf eine schitzende Wirkung von
Carotinoiden vor der oxidativen Schadigung der Lipoproteine. Baskin et al. (2000)
verabreichten Schlittenhunden vor dem Rennen uUber eine Dauer von einem Monat
hinweg pB-Carotin, Lutein und Vitamin E. Nach dem Rennen zeigten die LDL der
supplementierten Hunde eine langere Lag-Time und damit eine erhdhte Resistenz

der LDL vor Oxidationsprozessen.

Mehrere Interventionsstudien gaben jedoch keine Hinweise auf eine
schutzende Wirkung von Carotinoiden vor Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Sowohl in
der ATBC- (The Alpha-Tocopherol, Beta Carotene Cancer Prevention Study Group,
1994) als auch in der CARET- (Omenn et al., 1996), der PHS- (Hennekens et al.,
1996) und der WHS-Studie (Lee et al., 1999) zeigte p-Carotin keine Reduktion des
Risikos von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Auch bei der Betrachtung des
Gesamtcarotinoidgehalts wurde kein signifikanter positiver Effekt auf das Risiko von
Myokardinfarkten oder des Todes durch CHD festgestellt (Evans et al., 1998).
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2.3.6.4. Anticancerogene Effekte von Carotinoiden

Es gibt viele Hinweise darauf, dass Carotinoide die Tumorentstehung und das
Tumorwachstum  beeinflussen  kénnen. In erster Linie werden diese
anticancerogenen Eigenschaften der Carotinoide auf ihre antioxidative Wirkung
zuruckgefuhrt. Daneben spielen jedoch auch die Beeinflussung der Genexpression
(siehe 2.2.4) und des Immunsystems (siehe 2.2.5) eine Rolle bei den

anticancerogenen Effekten.

Zahlreiche epidemiologische Studien zeigten eine inverse Beziehung
zwischen der Carotinoidaufnahme und dem Risiko fur die Entwicklung verschiedener
Arten von Krebs. So konnte beispielsweise eine negative Korrelation der
Lycopinaufnahme und des Risikos von Prostatakrebs (Giovannucci et al., 1995;
Giovannucci et al., 2002) oder cervikaler Neoplasien (VanEenwyk et al., 1991)
nachgewiesen werden. Daneben ergab sich auch eine inverse Relation zwischen
dem Serumgehalt von Lycopin und dem Auftreten von Brust- (Dorgan et al., 1998)
oder Harnblasenkrebs (Helzlsouer et al., 1989). Zahlreiche epidemiologische Studien
beschaftigten sich auch mit dem Einfluss von B-Carotin auf die Inzidenz von Krebs,
insbesondere von Lungenkrebs. Viele von ihnen wiesen auf ein geringeres Auftreten
derartiger Erkrankungen bei hoher Aufnahme oder hohen Serumkonzentrationen von
B-Carotin hin (Van Poppel und Goldbohm, 1995). Auch Goodman et al. (2003)
stellten im Zusammenhang mit Lungenkrebs erniedrigte Serumkonzentrationen von
verschiedenen Carotinoiden (Lutein, Zeaxanthin, B-Cryptoxanthin, Lycopin, o-
Carotin, B-Carotin) fest. Diese inverse Beziehung war besonders ausgepragt bei
weiblichen Versuchsteilnehmern. Mannisto et al. (2004) fanden bei der Betrachtung
der Daten aus sieben Kohortenstudien keine Beziehung zwischen der f-
Carotinaufnahme, jedoch eine inverse Beziehung zwischen der f-
Cryptoxanthinaufnahme und dem Lungenkrebsrisiko der Teilnehmer. Zu denselben
Ergebnissen kamen Yuan et al. (2003) bei Untersuchungen an 63257 Chinesen in
Singapur. Auch bei Krebserkrankungen des Digestionstraktes gibt es Hinweise auf
einen schitzenden Effekt der Carotinoide, so wurde beispielsweise eine
Erniedrigung des Auftretens von Colonkrebs bei hoher Luteinaufnahme (Slattery et
al., 2000) und von Rectumkrebs bei Frauen bei hoher Lycopinaufnahme (Murtaugh
et al., 2003) festgestellt.
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Auch in vitro Studien an Zellkulturen erbrachten Ergebnisse, die auf eine
anticancerogene Wirkung von Carotinoiden hindeuten. Sie gaben auch Hinweise auf
deren Wirkmechanismen. Palozza et al. stellten 2002 fest, dass B-Carotin das
Wachstum verschiedener humaner Zelllinien von Adenocarcinomen des Colons
hemmt, indem es ein Sistieren des Zellzykluses und Apoptose induzierte. Diese
Effekte wurden durch eine Herunterregulierung bestimmter Proteine erreicht, die fur
die Progression des Zellzykluses bzw. fur die Blockierung der Apoptose
verantwortlich sind. Ein weiterer Mechanismus der anticancerogenen Wirkung von
Carotinoiden, die Verbesserung der GJC, wurde ebenfalls an Zellkulturen untersucht.
Lycopin zeigte in der Kultur humaner Zellen aus Tumoren der Mundhoéhle eine
deutliche Hemmung deren Proliferation. Gleichzeitig bewirkte es auch eine
signifikante Heraufregulierung der Transkription und Expression des Genes von
Connexin 43, einem wichtigen Protein der Gap Junctions. Die gemessene GJC

zwischen den Tumorzellen war verbessert (Livny et al., 2002).

Auch zahlreiche tierexperimentelle Studien wurden durchgefiihrt. Jain et al.
(1999) untersuchten Ratten, denen nach Lycopin-Supplementierung das
colonspezifische chemische Carcinogen Azoxymethan intraperitonaal verabreicht
wurde. Neben einer Erniedrigung des TBARS-Gehalts (verminderte
Lipidperoxidation) und erhohter Thiol-Gehalte im Serum, einem Anzeichen flr
reduzierte Proteinoxidation, wies das Colon der supplementierten Ratten eine
erniedrigte Anzahl von aberranten Krypten (engl. Aberrant Crypt Foci, ACF) auf.
Diese ACF sind Folge einer Zelliberproduktion, die zu einer Ausdehnung und
Verlangerung der Krypten fuhrte. Sie sind im Frihstadium der Coloncarcinogenese
anzutreffen und entwickeln sich im Folgenden zu Polypen und Adenomen, oft
schliel3lich zu Carcinomen. Daher werden sie bei Kurzzeitstudien als Biomarker fur
Colonkrebs nachgewiesen (Bruce et al., 1993). Dieser Effekt zeigte sich bei
Verabreichung von Lycopin in der Promotionsphase noch deutlicher als bei

Verabreichung in der Initiationsphase.

Astorg et al. (1997) untersuchten den Effekt von Lycopin auf die Initiation der
Hepatocarcinogenese. Hierzu supplementierten sie Ratten mit dem Carotinoid,
verabreichten das Carcinogen DEN intraperitondaal und wiesen praneoplastische
Herde (engl. Preneoplastic Foci, PNF) in der Leber nach. Sie stellten fest, dass nach
Lycopingabe sowohl die GroRRe als auch der Anteil der betroffenen Leberbezirke

signifikant erniedrigt war.
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Die gleichen Autoren fanden ebenfalls heraus, dass die Induktion von PNF in
der Leber durch AFB; mit der Gabe von p-Carotin, B-Apo-8-carotenal,
Canthaxanthin und Astaxanthin beeinflusst werden kann. So waren hier Anzahl und
Grole der PNF vermindert (Gradelet et al., 1998). Abgesehen davon reduzierten -
Apo-8’-carotenal, Canthaxanthin und Astaxanthin auch das Vorkommen von AFB1-
induzierten DNA-Schaden.

Mehrfach untersucht wurde die anticancerogene Wirkung von Carotinoiden
am Modell der induzierten Backentaschentumoren bei Hamstern. Schwartz und
Shklar (1988) induzierten durch Applikation von 7,12-dimethylbenz(a)anthrazen
(DMBA) in die Backentasche Veranderungen in Form von Plattenepithelcarcinomen.
Durch lokale Injektionen von B-Carotin oder Canthaxanthin wurde eine signifikante
Tumorregression erreicht. Mohan und Nagini (2003) konnten ebenfalls durch in
Tomatenmark enthaltenes Lycopin die Carcinogenese DMBA-induzierter Tumoren in
Form von Plattenepithelcarcinomen (engl. Squamous Cell Carcinoma, SCC), sowie
hyperplastische und dysplastische Lasionen der Backentaschen von Hamstern
vermindern. Durch Verabreichung von Lycopin aus Tomaten Uber eine Magensonde
konnte die Inzidenz der Tumoren auf 60% und deren Volumen auf 12% erniedrigt
werden. Auch das Auftreten von SCC und hyper- und dysplastischer Veranderungen
wurde signifikant vermindert. Die Autoren sahen die Ursache hierfir in den
antioxidativen Fahigkeiten von Lycopin. Sie vermuteten eine Modulierung der
oxidativen und antioxidativen Vorgange sowohl im Zielorgan als auch in Leber und
Erythrozyten durch das Carotinoid. Die Tatsache, dass die Aktivitaten von SOD, CAT
und GPX, alles Enzyme des antioxidativen Abwehrsystems des Korpers, hier

signifikant erhdht waren, stand im Einklang mit dieser Annahme.

Abgesehen von der Induktion der Carcinogenese durch Verabreichung
verschiedener Carcinogene kann die Tumorgenese auch durch Inokulierung von
Tumorzellen initiiert werden. Park et al. (1998) fanden heraus, dass hierbei durch
supplementiertes Lutein in niedrigen Konzentrationen sowohl die Tumorinzidenz, als
auch das Tumorgewicht und das Tumorvolumen von Mammartumoren erniedrigt
wurde. Auch das Ausmal} der Lipidoxidation (TBARS-Gehalt) im Tumorgewebe war

vermindert.
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Chew et al. (1999) wiesen nach, dass auch B-Carotin, Canthaxanthin und
Astaxanthin der Entwicklung von Mammartumoren entgegenwirken. Sie stellten fest,
dass nach Inokulierung von Tumorzellen das Volumen der Mammartumoren von
Mausen bei Futterung der genannten Carotinoide geringer war. Den starksten Effekt
erbrachte Astaxanthin mit einem Tumorvolumen von 50 bis 60% im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Auch der TBARS-Gehalt im Tumorgewebe war nach

Astaxanthingabe signifikant erniedrigt.

Aufgrund der viel versprechenden Ergebnisse der epidemiologischen Studien
wurden vier grol3 angelegte Interventionsstudien mit p-Carotin beim Menschen
durchgefuhrt. In einer der ersten, der Alpha-Tocopherol B-Carotene (ATBC) Cancer
Prevention Study, in der 29133 mannliche Raucher Uber durchschnittlich
sechseinhalb Jahre hinweg taglich mit p-Carotin und/oder «o-Tocopherol
supplementiert wurden, zeigte p-Carotin jedoch keine Verminderung des
Lungenkrebsrisikos. Es wurde vielmehr ein um 18% erhOhtes Risiko bei diesen
Rauchern festgestellt (The Alpha-Tocopherol, Beta Carotene Cancer Prevention
Study Group, 1994). Die Ergebnisse des B-Carotene and Retinol Efficacy Trial
(CARET), in dem 18314 Raucher, ehemalige Raucher und mit Asbest vorbelastete
Manner und Frauen Uber die Dauer von vier Jahren taglich B-Carotin und Retinol
erhielten, bestatigten die unerwarteten Erkenntnisse aus der ATBC Studie. Auch hier
ergab sich eine erhohte Inzidenz von Lungenkrebs und eine erhohte Mortalitatsrate
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Omenn et al., 1996). Die Physicians’ Health Study
(PHS) umfasste 22071 Arzte, die Uber einen Zeitraum von zwdlf Jahren jeden
zweiten Tag B-Carotin erhielten. Hier wurde kein signifikanter Effekt von pB-Carotin auf
die Inzidenz von Lungenkrebs festgestellt (Hennekens et al., 1996). Im Gegensatz zu
den drei genannten Interventionsstudien, bei denen die Teilnehmer nicht
mangelernahrt waren, untersuchten Blot et al. (1993) den Effekt von B-Carotin auf
29584 mit Vitaminen und Mineralstoffen unterversorgte Menschen in Linxian, China.
Es wurde eine Abnahme der Mortalitats- und Krebsrate, insbesondere von
Magenkrebs, in der Gruppe festgestellt, die eine Kombination von B-Carotin, Vitamin
E und Selen erhielt. Die Bewohner von Linxian weisen weltweit eine der hochsten

Raten des Auftretens von Speiseréhren- und Magenkrebs auf.
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Mayne et al. fanden (2001) in ihrer Studie keine signifikanten Unterschiede
zwischen dem Auftreten von Tumoren des Kopfes, des Halses oder der Lunge bei p3-
Carotin supplementierten Patienten und der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse deuten
jedoch ebenfalls auf eine mogliche Erhohung des Risikos von Lungenkrebs hin,
wohingegen das Auftreten von Tumoren des Kopfes und Halses tendenziell seltener
war. Keine Effekte zeigte die Supplementierung mit B-Carotin auf die Inzidenz von
verschiedenen Krebsarten in der Women's Health Study (WHS) mit 39876 Frauen
(Lee et al., 1999).

Andere Interventionsstudien erbrachten positive Effekte der Gabe von f-
Carotin im Sinne einer signifikanten Regression von pracancerésen Lasionen der

Magenschleimhaut (Correa et al., 2000).

Nach der Publikation der ATBC und des CARET wurden einige laufende
Studien unterbrochen. Viele Autoren suchen seither nach einer Erklarung flir diese
Beobachtungen. Eine Hypothese von Bendich (2004) besagt, dass die negativen
Effekte der B-Carotin Supplementierung bei Rauchern auf eine Verbesserung der
Lungenfunktion zurlckzuflihren sein kénnten: Einige Studien gaben Hinweise auf
eine verbesserte Lungenfunktion bei héherem Serumgehalt an B-Carotin und
anderen Carotinoiden (Grievink et al., 2000; Schinemann et al., 2001), unter
anderem auch bei Rauchern (Hu und Cassano, 2000). Dadurch kdme es zu einer
verstarkten Aufnahme von Carcinogenen mit dem Zigarettenrauch und damit zu
einer erhdhten Exposition der Lunge mit diesen schadlichen Stoffen. Somit hatte ein
grundsatzlich positiver Effekt der Cartoinoide, die Verbesserung der Lungenfunktion,
bei Rauchern negative Auswirkungen im Sinne einer hoheren Aufnahme von

Schadstoffen und einer damit verbundenen groReren Belastung der Lunge.

Es wurde in vitro jedoch auch nachgewiesen, dass unter bestimmten
Bedingungen die antioxidativen Effekte der Carotinoide umgekehrt werden und
schliel3lich eine prooxidative Wirkung auftritt. Burton und Ingold (1984) stellten fest,
dass p-Carotin in hohen Konzentrationen und unter hohem Sauerstoffpartialdruck
prooxidativ wirken kann. Abgesehen davon konnte sowohl (-Carotin als auch
Lycopin in Abhangigkeit von den verwendeten Oxidantien prooxidative Effekte zeigen
(Yeh und Hu, 2000). Verantwortlich fur diese Wirkung werden u. a. oxidative
Spaltprodukte der Carotinoide gemacht (Yeh und Hu, 2001)

69



LITERATURUBERSICHT

Die Carotinoide verhalten sich jedoch hinsichtlich der prooxidativen
Eigenschaften nicht alle gleich. Martin et al. (1999) teilten Carotinoide mit starker
antioxidativer Kapazitat in zwei Gruppen ein: Die erste Gruppe, der u. a. p-Carotin
und Lycopin angehdren, wird vertreten von Carotinoiden, die unter bestimmten
Umstanden auch prooxidative Eigenschaften haben. Die zweite Gruppe umfasst
diejenigen Carotinoide, die trotz starker antioxidativer Wirkung keine prooxidativen
Effekte zeigen und alle konjugierte Oxogruppen enthalten. Astaxanthin und

Canthaxanthin gehoren dieser zweiten Gruppe an.

Es besteht die Mdglichkeit, dass prooxidative Eigenschaften der Carotinoide
zu einer Schadigung von Geweben oder Organen fihren kdnnen. Da insbesondere
in der Lunge hohe Konzentrationen an Sauerstoff herrschen, kdnnte das vermehrte
Auftreten von Lungenkrebs nach Carotinoidgabe unter anderem auch auf deren
prooxidative Effekte zurlckzufiuihren sein. Es gibt jedoch bisher keine Belege fur das

Auftreten von prooxidativen Mechanismen der Carotinoide in vivo (Lowe et al., 2003).
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchsaufbau

Die vorliegenden Untersuchungen umfassten einen Vorversuch, der aus drei
Versuchsdurchlaufen bestand, sowie einen Hauptversuch, der sich aus zwei

Versuchsperioden zusammensetzte.

Im Vorversuch wurde bei neun Hunden die Plasmaresponse von Lycopin und
Lutein Uber den Zeitraum von 24 Stunden hinweg nach einmaliger oraler Gabe
bestimmt. In den beiden Versuchsperioden des Hauptversuches wurden 36 bzw. 30
Hunde mit den beiden Carotinoiden in verschiedenen Kombinationen und
Verhaltnissen Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen supplementiert. In bestimmten
Intervallen wurden Blutproben gewonnen, die neben der Plasmaresponse auch auf

ihren antioxidativen Status hin untersucht wurden.

Zusatzlich dazu wurden im Rahmen der Dissertation von Hellweg (Wien,

2005) Parameter des Immunsystems bestimmit.

3.1.1. Vorversuch

Ziel des Vorversuches

Ziel des Vorversuchs war es, die Bioverfugbarkeit von Lycopin und Lutein zu
ermitteln. Hierzu wurde nach einmaliger oraler Gabe der beiden Substanzen mittels
Gelatinekapseln der jeweilige Plasmaresponse innerhalb eines Zeitraumes von 24

Stunden bestimmt. Es sollten dabei folgende Fragestellungen beantwortet werden:
e Werden die Stoffe nach oraler Verabreichung vom Korper aufgenommen?
¢ In welchen Mengen werden die Stoffe aufgenommen?

¢ In welchem zeitlichen Abstand nach der Verabreichung wird eine maximale

Konzentration im Blut erreicht?
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Fur die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den gesetzlichen Vorgaben von
der Regierung von Oberbayern eine Genehmigung von Eingriffen und Behandlungen

an Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken erteilt.

Versuchsablauf des Vorversuches
Im Rahmen dieses Vorversuches wurden neun Hunde (Hund 1-9) auf drei
Versuchsgruppen verteilt:

Gruppe A: Kontrollgruppe

keine Verabreichung von Lycopin und Lutein

Gruppe B: Versuchsgruppe Lycopin
Verabreichung von Lycopin

Dosierung: 2,0 mg/kg Kérpergewicht

Gruppe C: Versuchsgruppe Lutein
Verabreichung von Lutein

Dosierung: 2,0 mg/kg Kérpergewicht

Zu Beginn des Vorversuches (Zeitpunkt 0) wurden 2,0 mg des jeweiligen
Stoffes pro kg Korpergewicht (KG) in einer Gelatinekapsel (Gruppe B und C) bzw.

eine Leerkapsel (Gruppe A) oral verabreicht.

Zum Zeitpunkt 0 sowie 15 Minuten, 30 Minuten, 60 Minuten, 90 Minuten, zwei,
drei, vier, funf, sechs, acht, zehn, zwdlf, 18 und 24 Stunden nach Eingabe der Kapsel

wurde von jedem Tier eine Blutprobe genommen.

Die Versuchsdurchflihrung erfolgte nach dem Prinzip des ,Latin Square®. Dies
bedeutet, dass der Versuchsaufbau insgesamt dreimal durchlaufen wurde
(Versuchsdurchlauf I-1ll), wobei jeder der neun Hunde einmal der Gruppe A, B und C
angehorte (siehe Tabelle 7). Zwischen den drei Versuchsdurchlaufen wurde jeweils

eine Washout-Phase von mindestens sechs Wochen eingeschoben.
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Tabelle 7:  Ubersicht Versuchsplan Vorversuch Lycopin/Lutein (n=3 / Gruppe) mit
den Hunden 1-9 und Dosierung der Wirkstoffe in mg/kg Kdérpergewicht
(KG)

Versuchsdurchlauf

Gruppe A Kontrollgruppe Hund 1,2,3 Hund4,5,6 Hund7,8,9
kein Wirkstoff

Gruppe B Versuchsgruppe Lycopin  Hund 4,5,6 Hund7,8,9 Hund1,2,3
2,0 mg/kg KG

Gruppe C Versuchsgruppe Lutein Hund 7,8,9 Hund1,2,3 Hund4,5,6
2,0 mg/kg KG

3.1.2. Hauptversuch

Ziel des Hauptversuches

In der vorliegenden Arbeit wurden neben der Plasmaresponse von Lycopin
und Lutein auch die Wirkungen der beiden Carotinoide auf den antioxidativen Status
der Hunde untersucht. Dazu wurden verschiedene Parameter aus dem Blut

bestimmt.

Zusatzlich dazu wurde ermittelt, inwieweit die beiden Substanzen das
Immunsystem der Hunde beeinflussen. Dabei wurden sowohl Parameter der
zellvermittelten als auch der humoralen Immunitat beurteilt. Diese Untersuchungen
wurden im Rahmen der Dissertation von Hellweg (2005) unter der Leitung von Prof.
Jurgen Zentek, Institut fur Tierernahrung, Universitat der Tiermedizin Wien
durchgefuhrt.

Fir die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den gesetzlichen Vorgaben eine
Anzeige von Eingriffen und Behandlungen an Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken

bei der Regierung von Oberbayern eingereicht.
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Ablauf des Hauptversuches

Nach einer Vorperiode von zwei Wochen ohne Supplementierung wurden den
Hunden die Carotinoide Lycopin und Lutein in Versuchsperiode | Uber einen
Zeitraum von zwolf Wochen verabreicht. Nach einer Washout-Periode von elf
Wochen schloss sich die zwdlfwochige Versuchsperiode 1l an. In beiden
Versuchsabschnitten erhielten die Hunde insgesamt 2 mg/kg KG an Wirkstoff bzw.
Wirkstoffen einzeln oder in Kombination und in verschiedenen Verhaltnissen oral
mittels Gelatinekapseln (siehe Tabelle 8). Die Eingabe der Kapseln erfolgte taglich

zur gleichen Zeit mit der Futterung.

In beiden Versuchsperioden wurden jeweils an Tag 0, 7, 21, 56 und 84
Blutproben genommen, klinische Untersuchungen durchgefihrt, sowie das

Korpergewicht der Tiere festgehalten.

3.1.2.1. Versuchsperiode |

36 Beagles wurden nach Geschlecht, Alter und Gewicht randomisiert den
sechs Versuchsgruppen zugeteilt, wobei jede Versuchsgruppe aus sechs Hunden

bestand:

Kontrollgruppe (Hunde 1-6):

Keine Verabreichung von Lycopin und Lutein

Versuchsgruppe Lycopin (Hunde 7-12):
Verabreichung von Lycopin

Dosierung: 2,0 mg/kg KG
Versuchsgruppe Lutein (Hunde 13-18):

Verabreichung von Lutein

Dosierung: 2,0 mg/kg KG
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Versuchsgruppe Lycopin:Lutein 1:1 (Hunde 19-24):
Verabreichung von Lycopin und Lutein
Dosierung: 1,0 mg/kg KG Lycopin und 1,0 mg/kg KG Lutein

Versuchsgruppe Lycopin:Lutein 1:2 (Hunde 25-30):
Verabreichung von Lycopin und Lutein
Dosierung: 0,67 mg/kg KG Lycopin und 1,33 mg/kg KG Lutein

Versuchsgruppe Lycopin:Lutein 2:1 (Hunde 31-36):
Verabreichung von Lycopin und Lutein

Dosierung: 1,33 mg/kg KG Lycopin und 0,67 mg/kg KG Lutein

3.1.2.2. Washout-Periode

Im Anschluss daran folgte eine Washout-Periode von elf Wochen, in der den
Tieren wiederum kein Wirkstoff verabreicht wurde. Hierdurch wurde eine

Auswaschung der Substanzen aus dem Blut erreicht.

3.1.2.3. Versuchsperiode Il

Fir die ebenfalls zwolfwochige Versuchsperiode Il wurden 30 Beagles nach
Geschlecht, Alter und Gewicht randomisiert funf Versuchsgruppen zugeteilt, wobei

jede Gruppe aus jeweils sechs Hunden (Hundenummer 1-30) bestand:

Kontrollgruppe (Hunde 1-6):

keine Verabreichung von Lycopin und Lutein
Versuchsgruppe Lycopin (Hunde 7-12):

Verabreichung von Lycopin

Dosierung: 2,0 mg/kg Korpergewicht Lycopin

75



MATERIAL UND METHODEN

Versuchsgruppe Lutein (Hunde 13-18):
Verabreichung von Lutein
Dosierung: 2,0 mg/kg KG Lutein

Versuchsgruppe Lycopin:Lutein 1:2 (Hunde 19-24):
Verabreichung von Lycopin und Lutein
Dosierung: 0,67 mg/kg KG Lycopin und 1,33 mg/kg KG Lutein

Versuchsgruppe Lycopin:Lutein 2:1 (Hunde 25-30):
Verabreichung von Lycopin und Lutein
Dosierung: 1,33 mg/kg KG Lycopin und 0,67 mg/kg KG Lutein

Tabelle 8: Wirkstoffzuteilung in mg/kg Koérpergewicht (KG) in Versuchsperiode | und
Il des Hauptversuches (Lyco: Lycopin, Lut: Lutein)

Wirkstoffzuteilung in mg/kg KG

Gruppe Vor- Versuchs- Washout Versuchs-
periode periode | -Periode periode Il
Kontrolle - - - -
Lycopin - 2,0 mg/kg KG Lycopin - 2,0 mg/kg KG Lycopin
Lutein - 2,0 mg/kg KG Lutein - 2,0 mg/kg KG Lutein
Lyco:Lut - 1,0 mg/kg KG Lycopin -
1:1 + 1,0 mg/kg KG Lutein
Lyco:Lut - 0,67mg/kg KG Lycopin - 0,67 mg/kg KG Lycopin
1:2 + 1,33 mg/kg KG Lutein + 1,33 mg/kg KG Lutein
Lyco:Lut - 1,33 mg/kg KG Lycopin - 1,33 mg/kg KG Lycopin
2:1 + 0,67 mg/kg KG Lutein + 0,67mg/kg KG Lutein
Zeitdauer 2 12 11 12
Wochen Wochen Wochen Wochen

76



MATERIAL UND METHODEN

3.2. Versuchstiere und ihre Haltung

Insgesamt nahmen 45 Beagles verschiedener Altersstufen, verschiedenen
Geschlechts und verschiedenen Gewichts an der Studie teil. Es handelte sich dabei
um zwolf institutseigene Beagles und 33 Tiere, die von der GSF (Forschungszentrum
fur Umwelt und Gesundheit GmbH, Munchen, Neuherberg) zur Verfugung gestellt
wurden. Das Alter der Tiere variierte zu Versuchsbeginn zwischen anderthalb und elf
Jahren, das Korpergewicht zwischen 10,5 kg und 25,8 kg. Es nahmen 25 weibliche

und 20 mannliche Tiere teil. Alle Tiere wurden regelmalig geimpft und entwurmt.

3.2.1. Hunde des Vorversuches

Die neun Hunde des Vorversuches (siehe Tabelle 9) waren in der Aul3enstelle
Oberwiesenfeld des Instituts fir Physiologie, Physiologische Chemie und
Tierernahrung der Tiermedizinischen Fakultat jeweils zu zweit in Boxen auf
Gummimatten mit Decken untergebracht.

Tabelle 9: Versuchstiere des Vorversuches, Alter zu Versuchsbeginn in Jahren,

Geschlecht (w: weiblich) und Kérpergewicht der Hunde (in kg) wéhrend
des Zeitraumes des Vorversuches

Hundenummer Alter Geschlecht Korpergewicht
1 4 w 11,8+0,3
2 2 w 10,8 + 0,2
3 2 w 11,1+0,3
4 1 w 10,7+ 0,2
5 1 w 10,8 +0,3
6 1 w 11,0+ 0,3
7 1 w 11,1+0,3
8 1 w 10,9+ 0,3
9 1 w 10,7+ 0,2
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Sie erhielten tagstber Auslauf in Gruppen in etwa 25 m? grolen
Aulenzwingern, die mit einem Unterstand zum Schutz vor Witterungseinflussen

ausgestattet waren.

3.2.2. Hunde des Hauptversuches

Die Hunde des Hauptversuches waren in Gruppen von zwei bis vier Tieren,
funf Tiere in Einzelhaltung in Zwingern von jeweils 3 m x 5 m GréRe mit je einem
angeschlossenen, zur freien Verfligung stehenden Auslauf von 6 m x 2 m GroR3e in

einer Auldenstelle der GSF in Grobenried, Bergkirchen, untergebracht.

Sie wurden nach Alter, Gewicht und Geschlecht randomisiert den

Versuchsgruppen zugeteilt (siehe Tabelle 10 und Tabelle 11).

Tabelle 10: Versuchstiere der Versuchsperiode I des Hauptversuches,
Versuchsgruppe, Alter zu Versuchsbeginn in Jahren, Geschlecht (m:
mannlich, w: weiblich, wk: weiblich kastriert) und durchschnittliches
Korpergewicht (MW + Stabw) wahrend des Versuches (in kg)

Gruppe Hundenummer Alter Geschlecht Korpergewicht
Kontrolle 1-6 7,8 3m, 3w 18,0+ 0,4
Lycopin 6-12 7,3 3m, 2w, 1wk 19,5+0,4
Lutein 13-18 7,3 4m, 1w, 1wk 20,2+0,2
Lyco:Lut 1:1 19-24 8,0 3m, 3w 20,5+0,8
Lyco:Lut 1:2 25-30 7,2 3m, 2w, 1wk 18,6 £ 0,5
Lyco:Lut 2:1 31-36 7,8 4dm, 2w 18,4 £ 0,2
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Tabelle 11: Versuchstiere  der  Versuchsperiode Il des Hauptversuches,
Versuchsgruppe, Alter zu Versuchsbeginn in Jahren, Geschlecht (m:
mannlich, w: weiblich, wk: weiblich kastriert) und durchschnittliches
Korpergewicht (MW + Stabw) wahrend des Versuches (in kg)

Gruppe Hundenummer Alter Geschlecht Korpergewicht
Kontrolle 1-6 7,5 4m, 1w, 1wk 19,6 £ 0,6
Lycopin 6-12 8,3 5m, 1w 21,3+0,3
Lutein 13-18 8,5 4m, 2w 19,7+ 0,5
Lyco:Lut 1:2 19-24 7,3 3m, 1w, 2wk 20,3+0,8
Lyco:Lut 2:1 25-30 8,5 3m, 3w 21,3+£0,3

3.3. Versuchsfutter

Die Hunde erhielten das Trockenfutter MeraDog light (Mera Tiernahrung,
Kevelaer-Wetten), dessen Zusammensetzung handelsiblichen Produkten entspricht
(siehe Tabelle 12 und Tabelle 13).

Tabelle 12: Nahrstoffgehalt des Versuchsfutters MeraDog light, nach Angaben des

Herstellers, in Prozent der urspriinglichen Substanz (% uS) und in Prozent
der Trockensubstanz (% TS)

Nahrstoffe Gehalt im Futter
% uS % TS
Rohprotein 21,0 22,5
Rohfett 8,5 9,1
Rohasche 5,7 6,1
Rohfaser 5,1 5,5
Stickstofffreie Extrakte 53,1 56,9
Feuchte 6,6
Trockensubstanz 93,4
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Tabelle 13: Mineralstoff- und Vitamingehalt des Versuchsfutters MeraDog light, nach
Angaben des Herstellers, in g, mg bzw. Internationalen Einheiten (I.E.) pro

kg Futter
Elemente Gehalt pro kg Futter Elemente Gehalt pro kg Futter
Calcium 10¢g Vitamin B4 15,0 mg
Phosphor 8¢ Vitamin B 15,0 mg
Natrium 39 Vitamin Be 10,0 mg
Kalium 6,89 Vitamin B4z 200,0 mg
Magnesium 19 Vitamin C 50 mg
Eisen 220 mg Vitamin D3 1000 I.E.
Zink 220 mg Vitamin E 200 mg
Kupfer 25 mg Nicotinsaure 40,0 mg
Mangan 60 mg Pantothensaure 35,0 mg
Selen 0,41 mg Folsaure 1,5 mg
Jod 2,2mg Biotin (Vitamin H) 500 mg
Vitamin A 12000 I.E. Cholinchlorid 2500 mg
B-Carotin 10 mg L-Carnitin 40 mg

Den Hunden wurden bedarfsdeckend im Tagesdurchschnitt 0,45 MJ/kg KM%
zugeteilt. Die Futterung erfolgte einmal taglich gegen 10 Uhr, wobei das Futter zuvor

mit Wasser eingeweicht wurde. Leitungswasser stand den Hunden ad libitum zur

Verfligung.
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3.4. Kapseln

Im Vorversuch wurde die jeweilige Menge an Wirkstoff (Lycopin: Lycopene 5%
TG, Roche, Basel, Schweiz; Lutein: Lutein 5% TG, Roche, Basel, Schweiz) fur jede
Kapsel einzeln abgewogen (Waage Mettler AE160, Mettler-Toledo GmbH, Giessen)
und in Hartgelatineleerkapseln der Grofde 000 (Wepa, Hohr-Grenzhausen) gefullt.

Die zu verabreichenden Wirkstoffe des Hauptversuches wurden zusammen
mit dem Fullstoff Placebo 5% TG (Roche, Basel, Schweiz) in die Kapseln eingefullt.
Hierzu wurden sie je nach Gewicht und Versuchsgruppe in die entsprechende
Menge an Flullstoff eingemischt und mittels des Kapselfull- und SchlielRgerates
Aponorm (Fa. Wepa, Hohr-Grenzhausen) in Hartgelatineleerkapseln der Groéfze 000

gefullt.

Die maximal zuldssige Gewichtsschwankung der Kapseln wurde mit 5%
festgelegt, was bedeutet, dass nur Kapseln verwendet wurden, deren Inhalt
zwischen 95% und 105% der errechneten Fullmenge lag. Damit betrug folglich auch

die Schwankungsbreite der Wirkstoffe maximal + 5%.

3.5. Blutentnahme

Die Blutproben wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten durch Punktion der
Vena cephalica antebrachii mit sterilen Einmalkantlen (0,9 x 40 mm, Fa. Terumo,
Leuven, Belgien) genommen. Im Vorversuch wurden hierzu je 2 ml Blut in mit K-
EDTA beschichtete Rohrchen zur Plasmagewinnung verbracht (Fa. Sarstedt AG &
Co., NUmbrecht).

An den Entnahmezeitpunkten des Hauptversuches wurden jedem Hund 23 mi
Vollblut entnommen. Davon wurden je 10 ml in Réhrchen mit Gerinnungsaktivator
zur Serumgewinnung (Fa. Sarstedt AG & Co. AG & Co., Numbrecht), 2 ml in mit K-
EDTA beschichtete Rohrchen zur Plasmagewinnung, 2 ml in K-EDTA-Rohrchen zur

Bestimmung des roten und weil3en Blutbildes, viermal 2 ml in K-EDTA-R&hrchen und
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1 ml in heparinisierte Roéhrchen (Fa. Sarstedt AG & Co., Numbrecht) fir die

Bestimmung der Immunparameter verbracht.

Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Proben lichtgeschitzt und nach ca.
15 Minuten kuhl aufbewahrt.

3.6. Bearbeitung und Aufbewahrung der Proben

Serumgewinnung

Die Rdhrchen mit Gerinnungsaktivator zur Serumgewinnung wurden bis zur
vollstandigen Gerinnung des Blutes senkrecht stehend bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Durch Zentrifugation des Blutes bei 3000 U/min fir die Dauer von 10
Minuten (Zentrifuge Heraeus Sepatech, Hereaus Holding GmbH, Hanau) innerhalb
von vier Stunden nach Entnahme wurde das Serum abgetrennt und die zur
jeweiligen Untersuchung bendtigten Aliquots in Reagiergefale (Fa. Sarstedt AG &
Co., Nimbrecht) Uberflhrt.

Plasmagewinnung
Das Blut in den K-EDTA-R&hrchen zur Plasmagewinnung wurde ebenfalls
innerhalb von vier Stunden mit 3000 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert und das

Plasma mittels Pasteurpipetten (Fa. VWR, Darmstadt) in Reagiergefalie verbracht.

Bearbeitung der Proben zur Vitamin C-Bestimmung

Bei der Vorbereitung der Proben zur Bestimmung des Vitamin C-Gehalts im
Serum wurden nach der Gewinnung des Serums Aliquots von 500 pl in
Reagiergefalle Uberflhrt. Unmittelbar danach wurde jede Probe entsprechend einem
Verhaltnis von 1:1 mit 500 pl 5%iger meta-Phosphorsaure (Fa. Merck KGaA,

Darmstadt) versetzt.
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Aufbewahrung der Proben

Alle genannten Proben wurden auf Trockeneis (Fa. Air Liquide GmbH,
Munchen) zum Institut fur Tiererndahrung transportiert. Dort wurden das Material fur
die Vitamin E- und Vitamin C-, Creatinkinase (CK)- und Aspartat-Aminotransferase
(AST)-Bestimmung bei —20°C, die Proben fir die Bestimmung der Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (TEAC) und der Totalen und Latenten Eisenbindungskapazitat
(TEBK und LEBK), sowie der Plasmaresponse bei —80°C bis zur weiteren

Untersuchung aufbewahrt.

Fur die Bestimmung des roten und weil3en Blutbildes wurden von jedem Tier 2
ml mittels K-EDTA gerinnungsgehemmtes Blut gekuhlt bis zur Bestimmung am

selben Tag aufbewahrt.

Die Proben fur die Bestimmung der Immunparameter wurden gekuhit
innerhalb von 24 Stunden nach Gewinnung zur Untersuchung an Prof. Jlrgen

Zentek, Institut fir Ernahrung, Universitat der Tiermedizin Wien geschickt.

3.7. Allgemeine Untersuchungsparameter

3.7.1. Gesundheitszustand

Bei der taglichen Futterung wurden der Gesundheitszustand und das

Verhalten der Tiere kontrolliert.

3.7.2. Gewichtsentwicklung

Die Entwicklung des Koérpergewichts der Hunde wurde durch Wiegungen an

den Tagen 0, 7, 21, 56 und 84 in beiden Versuchsperioden verfolgt.
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3.8. Bestimmung der Plasmaresponse

Die Plasmaresponse von Lycopin und Lutein wurde im Labor der Fa. DSM
Nutritional Products AG, Kaiseraugst, Schweiz (ehemals Roche Vitamins AG, Basel,
Schweiz) mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatography,

Hochleistungsflissigkeitschromatographie) bestimmt.

Hierzu wurden die Plasmaproteine zunachst mit Ethanol gefallt. Die
Carotinoide wurden mit n-Hexan/BHT aus der wassrigen Losung extrahiert. Nach
Zentrifugation wurde ein Aliquot der organischen Phase getrocknet, in einem
Ldsungsmittelgemisch aufgenommen und auf einer apolaren Saule (C18) isokratisch
mittels HPLC aufgetrennt. Die Detektion und Quantifizierung der Carotinoide erfolgte

schliellich photometrisch.

3.9. Untersuchung des antioxidativen Status

Die Untersuchung des antioxidativen Status umfasste die Bestimmung der
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), der Vitamin E- und C-Konzentration,
der Enzyme Creatinkinase (CK) und Aspartat-Aminotransferase (AST), sowie der

Totalen und Latenten Eisenbindungskapazitat (TEBK und LEBK) im Serum.

3.9.1. Bestimmung der Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC)

Die Bestimmung der TEAC erfolgte photometrisch in Anlehnung an die
Methode von Miller et al. (1996). Die TEAC ist definiert als die Konzentration von
Trolox, einem wasserloslichen Vitamin E-Analog, in mmol/l, die die gleiche
antioxidative Kapazitat wie eine 1,0 mmol/l L6sung der zu untersuchenden Substanz,

in diesem Fall Serum, besitzt.
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Prinzip

Nach Zugabe des Probenaliquots zu einer ABTS-Radikal-Kationen (ABTS®)-

Lésung reduzierten die im Serum enthaltenen Antioxidantien, vornehmlich Albumin,

Harnsaure, Ascorbinséure, o-Tocopherol und Bilirubin, die chromogenen ABTS®,

wodurch die Farbintensitat der Losung verringert und ihre Extinktion erniedrigt wurde.

Aus der photometrisch bei einer Wellenlange von 734 nm ermittelten Extinktion

wurde zunachst die TAA (Total Antioxidant Activity), aus dieser wiederum die TEAC

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) errechnet.

Reagenzien und Material

Apparate

2,2’-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonsaure) diammonium  Salz
(ABTS), Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

PBS-Puffer-Lésung (phosphate buffered solution, 5 mM, pH = 7,4):
Mischen von Na;HPO4 x 12 H,O (1,7907 g/l) und NaH,PO4 x H,O (0,655
g/l) zu einem pH von 7,4 und Zugabe von 9,0 g/l NaCl

Mangandioxid (,manganese dioxid, activated”), Fa. Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Whatman No.5 Filterpapier, Fa. VWR International GmbH, Darmstadt
Whatman PVDF syringe filter, Fa. VWR International GmbH, Darmstadt

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure), Fa. Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

PS-1/2-Mikrokuvette, Fa. Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Photometer Genesys 10uv, Fa. Thermo-Spectronic Deutschland, Dreieich

Vortex-Schiittler, Fa. Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Zunachst wurde durch Loésen von 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-

sulfonsaure) diammonium Salz in PBS-Puffer-Losung eine 5 mM ABTS-

Stammldsung hergestellt. Aus ABTS entstand durch Durchflielen von Mangandioxid
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mittels eines Whatman No.5 Filterpapiers das ABTS-Radikal-Kation (ABTS™).
Uberschiissiges Mangandioxid wurde durch Filtration durch einen Whatman PVDF
syringe filter mit einer Porengrdfie von 0,2 um entfernt. Danach erfolgte die
Einstellung dieser ABTS**-Losung mit PBS-Puffer auf eine Extinktion von 0,700 +
0,002 bei 734 nm.

Vor jeder Messung wurde der Nullwert am Photometer bei einer Wellenlange
von 734 nm mit PBS-Pufferlosung abgeglichen. Von jeder Probe wurde eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Erstellung einer Kalibrierkurve

Zunachst wurde taglich vor Messbeginn eine Kalibrierkurve erstellt. Hierzu
erfolgte die Herstellung einer 2,5 mM Trolox-Stammldsung aus Trolox und PBS-
Puffer, wobei die Trolox-Kristalle mit Ultraschall in Lésung gebracht wurden. Aus
dieser Stammlésung wurden wiederum durch Verdinnung mit PBS-Puffer die

Standards fur die Kalibrierkurve bereitet (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Standards aus Verdinnungen der 2,5 mM Trolox-Stammldsung mit PBS-
Puffer zur Erstellung der Kalibrierkurve

Standard Trolox-Stammldsung PBS-Puffer

(2,5 mM)

2,5 mM 500 ul -
2,0 mM 100 wl 25 pl
1,5 mM 100 pl 66 pl
1,0 mM 100 pl 150 pl
0,5 mM 100 wl 400 pl
0mM - 500 pl

Nach dem Pipettieren von 10 ul des entsprechenden Standards in eine PS-
1/2-Mikroklvette wurden 990 pl ABTS**-Lésung zugegeben, die Mikrokivette kurz

geschuttelt und nach exakt einer Minute die Extinktion bei 734 abgelesen.
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Nach Ermittlung des Extinktionsmittelwertes der beiden Messwerte der

Doppelbestimmung wurde die TAA nach folgender Formel berechnet:

TAA = (Extinktion nuiwert — EXtinktion stangard) / Extinktion nuiwert

An Hand dieser Werte wurde eine Kalibrierkurve erstellt, wobei auf der x-
Achse die Troloxkonzentration, auf der y-Achse die zugehorige berechnete TAA
aufgetragen wurde (siehe Abbildung 3).

1
0,8
0,6
<
<
0,4 -
y = 0,3673x + 0,0016
0.2 R? = 0,9997
0 T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Trolox mmol/l

Abbildung 3: Beispiel einer Kalibrierkurve fir die TEAC-Bestimmung

Alle weiteren Berechnungen sollen anhand dieses Beispiels demonstriert
werden. Nach Ermittlung der Formel der Trendlinie der Kalibrierkurve, in diesem
Beispiel TAA prbe (y) = 0,3673 TEAC prove (X) + 0,0016, die mittels eines
Tabellenkalkulationsprogrammes (Microsoft® Excel 97) in das Diagramm gezeichnet
wurde, und deren Auflésung nach x konnte folgende Formel fir die Berechnung der
TEAC ermittelt werden:

TEAC (mmol/l) = (TAA - 0,0016) / 0,3673

Analyse der Proben
Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur erfolgte die Messung der
Extinktionen der Proben entsprechend der Vorgehensweise bei den Standards. Nach

dem Pipettieren von 10 ul Serum in eine PS-1/2-Mikrokuvette, der Zugabe von 990 ul
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ABTS**-Lésung und kurzem Schitteln auf einem Vortex-Schittler wurde die
Extinktion nach exakt einer Minute bei 734 nm abgelesen. Aus dem
Extinktionsmittelwert der beiden Messwerte der Doppelbestimmung wurden die TAA

und schlief3lich die TEAC nach folgenden Formeln errechnet.

TEAC prove (Mmol/l) = (TAA prope + 0,0016) / 0,3673

3.9.2. Bestimmung der Vitamin E-Konzentration im Serum

Der Gehalt der Serumproben an Vitamin E wurde mittels HPLC mit
Fluoreszenzdetektor in Anlehnung an die Methode nach Vuilleumier et al. (1983)

bestimmt.

Prinzip

Das im Serum enthaltenen Vitamin E wurde nach dem Ausfallen der
Serumproteine mit Ethanol unter Verwendung des Losungsmittels Hexan extrahiert,
dieses durch Abdampfen unter Stickstoffgaszufluss wieder entfernt und das trockene
Vitamin E in einem Methanol-Ethanol-Gemisch (80:20) aufgenommen. Die Analyse

erfolgte chromatographisch mittels HPLC.

Reagenzien und Material

¢ Reinstwasser fur die Chromatographie, hauseigene Herstellung (Anlage
Seralpur delta, Fa. Seral Reinstwasser-Systeme, Ransbach-Baumbach)

e Ethanol 96% vergallt, Fa. Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

¢ n-Hexan, Rotisolv® HPLC, Fa. Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

e Methanol, LiChrosolv, Fa. Merck KGaA, Darmstadt

e a-Tocopherol, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

e HPLC-Flaschchen G8-1,5 br, 1,5 ml, 32x11,5, braun, Fa. Chromatographie
Handel Muller, Fridolfing
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e Mikroeinsatze fur HPLC-Flaschchen, Offn=5mm, 0,1 ml, 30x5 mm, farblos,
rund, Fa. Chromatographie Handel Muller, Fridolfing

e Schraubkappe G8 fur HPLC-Flaschchen, 1,3 mm, 35S, Silicon-weild/
PTFE-rot, Fa. Chromatographie Handel Muller, Fridolfing

o PS-1/2-Mikrokuvette, Fa. Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Apparate
o Vortex-Schuttler, Fa. Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz
e Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5702 R, Fa. Eppendorf AG, Hamburg
e HPLC-Anlage
e Class-vp Chromatography Data System Version 4.2 mit Computer
Pentium 1 90, 128 MB RAM, Fa. Shimadzu, Neufahrn bei Freising
e Fluoreszenzdetektor, Jasco FP-920 Intelligent Fluorescence Detector,
Fa. Jasco Labor- und Datentechnik GmbH Deutschland, Grof3-Umstadt
e Pumpe Merck Hitachi L-6200 Intelligent Pump, Fa. Merck KGaA,
Darmstadt
e Probengeber Shimadzu SIL 10 AD VP Auto Injector, mit integrierter
Probenkihlung, Fa. Shimadzu, Neufahrn bei Freising
e Chromatographiesaule LiChrosorb Sl 60, 5 um, 125 x 4 mm, Fa. Grom
Chromatography GmbH, Rottenburg-Hailfingen

Bestimmung

Zunachst wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut. 200 pl Serum
wurden in Glaszentrifugenrohrchen mit 200 pl Reinstwasser verdunnt. Durch Zugabe
von 750 ul 96%igem Ethanol und Schitteln auf einem Vortex-Schuttler wurde die
Ausfallung der Serumproteine erreicht. Zur Extraktion des Vitamin E wurde 1 ml n-
Hexan zugeben, erneut mit Hilfe des Vortex-Schuttlers gemischt und anschlief3end

bei 3000 U/min 5 Minuten lang zentrifugiert.

Nach dem Abpipettieren der Hexanphase in ein zweites Glasrohrchen erfolgte
die Extraktion nach dem gleichen Schema ein zweites Mal. Der Uberstand der
zweiten Extraktion wurde mit dem der ersten vereinigt und unter Stickstoffgas im

30°C warmen Wasserbad bis zur Trockene abgedampft.
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Der Rickstand wurde mit 200 ul eines Methanol-Ethanol-Gemisches (80:20)
aufgenommen. Davon wurde ein Aliquot von 150 pl in ein HPLC-Flaschchen mit
Einsatz Uberfuhrt.

Die weitere Bestimmung erfolgte mittels HPLC, wobei eine Standardiésung mit
bekanntem Vitamin E-Gehalt ins Verhaltnis zu den gemessenen Peaks gesetzt
wurde. Diese Standardlosung wurde durch Losen eines Tropfens a-Tocopherol in
100 ml Ethanol hergestellt und ihre Extinktion bei 295 nm in einer PS-1/2-
MikrokUvette photometrisch gemessen. Mittels des Extinktionskoeffizienten von a-
Tocopherol (75,8) und des Molekulargewichts (430,69 g/mol) wurde die molare
Konzentration der Standardlésung bestimmt. Sie wurde mit anschliel3end mit Ethanol
soweit verdunnt, bis ein dem Hundeserum entsprechender Vitamin E-Gehalt erreicht

wurde.

Als mobile Phase diente Methanol. Die Elution des Vitamin E erfolgte bei einer
Flussrate von 1,0 ml/min. Der Vitamin E-Gehalt wurde bei einer Exzitation von 295

nm und einer Emission von 330 nm fluoreszenzphotometrisch bestimmt.

3.9.3. Bestimmung der Vitamin C-Konzentration im Serum

Die Bestimmung der Vitamin C-Gehalte im Serum erfolgte nach einer in

unserem Institut entwickelten Methode mittels HPLC.

Prinzip
In einem Fallungsschritt wurden héhermolekulare Substanzen abgetrennt.
AnschlieRend erfolgte die Auftrennung mittels HPLC unter Verwendung eines UV-

Detektors.

Reagenzien und Material
e L-ascorbic acid, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
e Acetonitril, LiChrosolv, Fa. Merck KGaA, Darmstadt
¢  Ammoniumdihydrogenphosphat-Losung, 50 mM:
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Apparate

Lésen der Ammoniumdihydrogenphosphat-Kristalle (reinst, Fa. Merck
KGaA, Darmstadt) mit Hilfe eines Magnetruhrstabes in Reinstwasser fur
die Chromatographie, hauseigene Herstellung (Anlage Seralpur delta, Fa.
Seral Reinstwasser-Systeme, Ransbach-Baumbach)

meta-Phosphorsaure 5%, Fa. Merck KGaA, Darmstadt: Losen der Kristalle
mit Hilfe eines Magnetruhrstabes in Reinstwasser fur die Chromatographie,
hauseigene Herstellung (Anlage Seralpur delta, Fa. Seral Reinstwasser-
Systeme, Ransbach-Baumbach)

HPLC-Flaschchen G8-1,5 br, 1,5 ml, 32x11,5, braun, Fa. Chromatographie
Handel Muller, Fridolfing

Mikroeinsétze fir HPLC-Flaschchen, Offn=5mm, 0,1 ml, 30x5 mm, farblos,
rund, Fa. Chromatographie Handel Miller, Fridolfing

Schraubkappe G8 fur HPLC-Flaschchen, 1,3 mm, 35S, Silicon-weil}/
PTFE-rot, Fa. Chromatographie Handel Muller, Fridolfing

Elutionsmittel

Mischen von Acetonitril (LiChrosolv, Fa. Merck KGaA, Darmstadt) mit einer

50mM Ammoniumdihydrogenphosphat-Losung im Verhaltnis 7:3

Prazisionswaage Mettler AE160, Fa. Mettler-Toledo GmbH, Giessen

Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5702 R, Fa. Eppendorf AG, Hamburg

HPLC-Anlage

e Class-vp Chromatography Data System Version 4.2 mit Computer
Pentium | 90, 128 MB RAM, Fa. Shimadzu, Neufahrn bei Freising

e UV-Detektor, Shimadzu SPD-10A VP UV-Vis Detector, Fa. Shimadzu,
Neufahrn bei Freising

e Pumpe Merck Hitachi L-6200 Intelligent Pump, Fa. Merck KGaA,
Darmstadt

e Probengeber Shimadzu SIL 10 AD VP Auto Injector, mit integrierter
Probenkihlung, Fa. Shimadzu, Neufahrn bei Freising

e Chromatographiesaule Grom SIL 120-Amino-2PA, 5 um, 250 x 4 mm,
Fa. Grom Chromatography GmbH, Rottenburg-Hailfingen
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Bestimmung

Die 1:1 mit meta-Phosphorsaure versetzten Serumproben wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und bei 3000 U/min funf Minuten lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und zur volistédndigen Entfernung der Proteine 1:1 mit
Acetonitril versetzt. Nach erneutem Zentrifugieren und Abpipettieren wurde ein
Aliquot von 80 pul in die HPLC-Anlage injiziert. Als Elutionsmittel diente ein Acetonitril-
Ammoniumdihydrogenphosphat-Gemisch im Verhaltnis 7:3, die Durchflussrate

betrug 1,0 mi/min.

Die bei 250 nm gemessenen Peaks wurden mit einer Standardlosung mit
bekanntem Vitamin C—Gehalt verglichen und daraus der Gehalt der Probe an
Vitamin C ermittelt. Die hierzu bendétigte Standardlésung wurde hergestellt, indem
100 mg L-Ascorbinsaure auf einer Prazisionswaage abgewogen und auf 100 ml
meta-Phosphorsaure aufgeflllt wurde. Diese Stammldsung wurde mit meta-

Phosphorsaure entsprechend der Konzentration der Proben verdinnt

3.9.4. Bestimmung der Enzyme Creatinkinase (CK) und Aspartat-

Aminotransferase (AST)

3.9.4.1. Bestimmung der Creatinkinase (CK)

Die Bestimmung von CK (in [U/l) erfolgte im Labor der |. Medizinischen Klinik
der Ludwig-Maximilians-Universitat Muanchen mittels Creatinphosphat und
Adenosindiphosphat (ADP) nach einer Methode, die von Szasz et al. (1976) auf
optimale Testbedingungen verbessert wurde. Photometrisch gemessen wurde die
Extinktionszunahme durch Entstehung von NADPH, die der Aktivitat der CK im

Serum proportional war.

Die Probe wurde zunachst mit einer Puffer/Enzym/Coenzym-LOsung
(gebrauchsfertige Losung R1, Fa. Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim) versetzt,
die sicherstellte, dass die sehr rasch durch Oxidation ihrer zentralen

Sulfhydrylgruppen inaktivierte CK reaktiviert wurde.
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Durch Zugabe einer Puffer/Substrat-Lésung (gebrauchsfertige Losung R2, Fa.
Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde eine Kaskade von Reaktionen
gestartet. Creatinphosphat und ADP reagierten unter dem Einfluss von CK als
Katalysator zu Creatin und Adenosintriphosphat (ATP). ATP wiederum wurde mit
Glucose zu ADP und Glucose-6-Phosphat umgewandelt, von denen letzteres mit
NADP+ zu Gluconat-6-P, NADPH und H+ reagierte. Die Extinktionszunahme durch
NADPH wurde schlie3lich photometrisch gemessen, wobei die Geschwindigkeit der
NADPH-Bildung der CK-Aktivitat proportional war.

Ubersicht Uiber die ablaufenden Reaktionen

CK*
Creatinphosphat + ADP — Creatin + ATP

HK*
Glucose + ATP — Glucose-6-Phosphat + ADP

G6P-DH*
Glucose-6-Phosphat + NADP* — Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H*

*CK: Creatinkinase
HK: Hexokinase
G6P-DH: Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

3.9.4.2. Bestimmung der Aspartat-Aminotransferase (AST)

Die Bestimmung von AST (in IU/l) erfolgte ebenfalls im Labor der I.
Medizinischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen mittels einer von
der Referenzmethode nach IFCC (International Federation of Clinical Chemistry)
abgeleiteten Methode, bei der die Abnahme der NADH-Konzentration im Zeitablauf

photometrisch gemessen und daraus die AST-Aktivitat bestimmt wurde.

Die Probe wurde zunachst mit einer Puffer/Enzym/Coenzym-LOsung
(gebrauchsfertige Losung R1, Fa. Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim) versetzt,
die die Vermeidung von unerwinscht ablaufenden Nebenreaktionen sicherstellte.
Durch Zugabe der Substrat-Losung (gebrauchsfertige Lésung R2, Fa. Roche,
Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde folgende Reaktion gestartet: a-Ketoglutarat

und L-Aspartat reagierten unter dem Einfluss von AST als Katalysator zu L-Glutamat
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und Oxalacetat. Die Zunahme von Oxalacetat wurde mit einer Indikatorreaktion
bestimmt. Hierbei reagierten Oxalacetat, NADH und H* zu L-Malat und NAD", wobei
NADH oxidiert wurde. Die Geschwindigkeit der photometrisch gemessenen
Abnahme von NADH war direkt proportional der Bildungsgeschwindigkeit von
Oxalacetat und somit der AST-Aktivitat.

Ubersicht Uiber die ablaufenden Reaktionen

AST*
o-Ketoglutarat + L-Aspartat — L-Glutamat + Oxalacetat

MDH*
Oxalacetat + NADH + H" — L-Malat + NAD"

* AST: Aspartat-Aminotransferase

MDH: Malat-Dehydrogenase

3.9.5. Bestimmung der Totalen und Latenten Eisenbindungs-
kapazitat (TEBK und LEBK)

3.9.5.1. Totale Eisenbindungskapazitat (TEBK)

Die Totale Eisenbindungskapazitat wurde mit Hilfe von kommerziellen Testkits
fur die kolorimetrische Bestimmung von Eisen und der Eisenbindungskapazitat

(Randox Laboratories GmbH, Krefeld) ermittelt.

Prinzip

Zur Bestimmung der TEBK wurde das Serum zunachst mit einem Uberschuss
an Eisen versetzt, um das eisenbindende Transferrin zu sattigen. Das Ubrige
ungebundene Eisen wurde mit basischem Magnesiumcarbonat ausgefallt. Nach
Zentrifugation wurde im Uberstand mit Hilfe des Testkits fur die Eisenbestimmung
das enthaltene Eisen bestimmt. Hierzu wurde dieses Eisen (lll) in saurer Umgebung
von seinem Tragerprotein Transferrin getrennt und zu Eisen (ll) reduziert. Letzteres

wurde durch das Chromogen Feren, ein auf Eisen sensibler Farbindikator, zu einem
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blauen Chromophor komplexiert, welches bei einer Wellenlange von 595 nm
photometrisch nachgewiesen wurde. Die Menge des gemessenen Eisens entsprach
der des Transferrins und stellte damit die Totale Eisenbindungskapazitat der

untersuchten Probe dar.

Reagenzien und Material
e Folgende Reagenzien wurden den beiden Testkits ,Eisen im Serum® (Sl
257) und ,Eisenbindungkapazitat* (TI 1010) der Firma Randox
Laboratories GmbH, Krefeld entnommen:
e Eisen-Losung 500 pg/100ml
e Magnesiumhydroxidcarbonat
e Chromogen: Feren-L6sung 22 mmol/l
e Reduziermittel: Ascorbinsaure-Lésung 1,3 mol/l
e Puffer-Losung (Acetat-Puffer, Dimethyl-Sulphoxyd, Netzmittel): 0,087
mol/l, pH 4,65
e Eichmal} 200 pg/di
¢ Reinstwasser, hauseigene Herstellung (Anlage Seralpur delta, Fa. Seral
Reinstwasser-Systeme)
e PS-1/2-Mikrokuvette, Fa. Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Apparate
e Vortex-Schittler, Fa. Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz

e Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5702 R, Fa. Eppendorf AG, Hamburg

e Photometer Genesys 10uv, Fa. Thermo-Spectronic Deutschland, Dreieich

Testdurchfihrung

Zunachst wurden 0,5 ml Serum und 1,0 ml Eisenldsung in ein 10 ml
Zentrifugenrohrchen pipettiert. Nach sorgfaltigem Mischen auf dem Vortex-Schuttler
wurden die Ansatze bei +20 bis +25°C fur 30 Minuten stehen gelassen.

Anschlieend wurden 180 mg Magnesiumhydroxidcarbonat hinzugefligt und die
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Ansatze weitere 60 Minuten bei +20 bis +25°C stehen gelassen, wobei sie wahrend
dieser Zeit hin und wieder gemischt wurden. AnschlieBend wurden sie bei 3000

U/min 10 Minuten lang zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert.

0,25 ml dieses Uberstandes wurden schlieRlich fiir den Testkit ,Eisen im
Serum® nach dem Semi-Mikro-Verfahren verwendet. Hierzu wurden Ansatze nach

folgendem Schema in Mikroklvetten pipettiert (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Pipettierschema fir die Bestimmung der TEBK

Blindreagenz Probe Eichmal3

Puffer 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml

Reduziermittel 0,05 mi 0,05ml 0,05 ml
Eisenfreies Wasser 0,25 ml - -

Eichmal} - - 0,25 ml
Probe - 0,25 ml -

Nach sorgfaltigem Mischen wurde die Anfangsextinktionsdifferenz (INITIAL)
der Probe und des Eichmalles gegen die Blindreagenz bei einer Wellenlange von

595 nm abgelesen.

AnschlieBend wurde zu jedem Ansatz 0,05 ml Chromogen-Lésung
zugegeben. Die Ansatze wurden erneut gemischt und bei +20 bis +25°C 15 Minuten
lang inkubiert. Danach wurde die Endextinktion (FINAL) der Probe und des
EichmalRes gegen die Blindreagenz bei 595 nm abgelesen. Die Konzentration des
enthaltenen Eisens, und damit die Transferrinkonzentration und die TEBK, wurde

nach folgenden Formeln berechnet:

A Probe = FINALProbe - |N|TIALProbe
A Eichmal} = FlNALEichmaB - |N|T|ALEichma[z,

TEBK (mg/dl) = A Probe / A Eichmal} x 0,6
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3.9.5.2. Latente Eisenbindungskapazitat (LEBK)

Fur die Berechnung der LEBK wurde zunachst die Serumeisenkonzentration
bestimmt. Hierzu wurde ebenfalls der Testkit ,Eisen im Serum® nach dem Semi-
Mikro-Verfahren angewandt (siehe Testdurchfihrung TEBK), wobei jedoch als
Probenmaterial 0,25 ml Serum verwendet wurden. Der Gehalt der Probe an Eisen

wurde nach folgender Formel berechnet:

Eisen im Serum (mg/dl) = A Probe / A Eichmalf3 x 0,2*

* Konzentration des EichmaRes (mg/dl)

SchlieRlich konnte aus der TEBK und dem Eisengehalt die LEBK berechnet

werden:

LEBK (mg/dl) = TEBK - Serumeisenkonzentration

3.10. Immunantwort

Die Bestimmung folgender Parameter werden im Rahmen der Dissertation
von Hellweg (2005) unter der Leitung von Prof. Jirgen Zentek, Institut fur Ernahrung,
Universitat der Tiermedizin Wien, veroffentlicht und sollen an dieser Stelle nur kurz

aufgefuhrt werden.

e IgGund IgM
e Mitogen-induzierte Proliferation der PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells)

e Leukozyten-Subpopulationen
e Hypersensitivitat vom verzdgerten Typ

e Produktion von Interleukin-2
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3.11. Bestimmung des roten und weil3en Blutbilds

Die Bestimmung des roten und weil3en Blutbilds wurde im Labor der |I.
Medizinischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen mit Hilfe des
Gerates Cell Dyn® 3500R (Fa. Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) durchgefiihrt.

Dabei wurden folgende Parameter gemessen: Hamoglobingehalt, Hamatokrit,
Erythrozytenzahl, MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, mittlere
Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin,
mittlerer Hamoglobingehalt der Einzelerythrozyten), MCV (Mean Corpuscular
Volume, mittleres Erythrozytenvolumen), Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl, Zahl
der neutrophilen Granulozyten, Zahl der eosinophilen Granulozyten, Zahl der

basophilen Granulozyten, Lymphozytenzahl, Monozytenzahl.

3.12. Statistische Methoden

Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittel der einzelnen Versuchsgruppen
mit der dazugehdrigen Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SAS (Statistical Analysis System) fir
Windows, Version 6.12.

Zur Erfassung signifikanter Unterschiede innerhalb der Gruppen zu den
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Varianzanalyse und der LSD-Test
angewandt. Die Unterschiede der Mittelwerte der Versuchsgruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe an den verschiedenen Zeitpunkten wurden mit Hilfe des Dunnett-
Tests auf ihre Signifikanz hin Uberpruft. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p < 0,05 wurde dabei als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische Beobachtungen

4.1.1. Gesundheitszustand

Das Allgemeinbefinden der Hunde war bis auf wenige Ausnahmen ungestort.
Vereinzelt kam es aufgrund von Aggressionsverhalten der Hunde untereinander zu

Verletzungen, die mit Wundversorgung und z. T. mit Antibiose behandelt wurden.

Zwei Hunde mussten wahrend des Versuches euthanasiert werden. Bei Hund
24 aus Versuchsperiode | ergab die pathologische Untersuchung mehrere
Schleimhautpolypen sowie ein Lymphom, bei Hund 16 aus Versuchsperiode Il wurde

bei der Sektion ein undifferenziertes Karzinom der Glandula parotis festgestellt.

4.1.2. Gewichtsentwicklung

Das Gewicht der Tiere betrug zu Versuchsbeginn zwischen 10,5 kg und 25,8
kg und blieb wahrend der Versuchsdauer weitgehend konstant (siehe Abbildung 4
und Abbildung 5).

25
20 @ —&— Gruppe Kontrolle
—— Gruppe Lycopin
2 15 |
i Gruppe Lutein
é 10 Gruppe Lyco:Lut 1:1
—¥— Gruppe Lyco:Lut 1:2
5 —e— Gruppe Lyco:Lut 2:1
0

0 7 21 56 84

Tag

Abbildung 4: Entwicklung des mittleren Korpergewichts (KG) in kg der sechs
Gruppen wahrend der Versuchsperiode |
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25

—a— Gruppe Lycopin

2 15
- | Gruppe Lutein
g 10 -
—¥— Gruppe Lyco:Lut 1:2
5 —e— Gruppe Lyco:Lut 2:1
0 : : : :
0 7 21 56 84
Tag

Abbildung 5: Entwicklung des mittleren Kérpergewichts (KG) in kg der finf Gruppen

wahrend der Versuchsperiode Il

4.2. Plasmaresponse

Die Untersuchung der Plasmaproben auf ihren Gehalt an Lycopin und Lutein
wurde im Labor der Fa. DSM Nutritional Products AG, Kaiseraugst, Schweiz,
durchgefuhrt.

4.2.1. Vorversuch

4.2.1.1. Lycopin

Die Gruppenmittelwerte der Lycopingehalte (in pg/l) im Plasma der Hunde

wahrend des Vorversuches sind Tabelle 16 zu enthehmen.

Vor der Kapselgabe war bei keinem der Hunde Lycopin im Plasma
nachweisbar. Weiterhin konnte in der Kontrollgruppe und der Gruppe Lutein zu

keinem Zeitpunkt Lycopin im Plasma festgestellt werden.

In der Gruppe Lycopin war der Wirkstoff erstmals 60 Minuten nach
Kapselgabe im Plasma nachweisbar und stieg signifikant an, um 18 Stunden nach
Kapselgabe einen Maximalwert von 57,67 ng/l zu erreichen. Danach sank der

Plasmagehalt wieder ab.
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Tabelle 16: Mittlerer Lycopin-Gehalt im Plasma der drei Gruppen im Vorversuch zu
den Zeitpunkten 0, 15 Minuten, 30 Minuten, eine, zwei, drei, vier, funf,
sechs, acht, zehn, zwdlf, 18 und 24 Stunden nach Kapselgabe in pg/l (MW

+ Stabw)
Gruppe Gruppe Gruppe
Kontrolle Lutein Lycopin
0 n.n® n.n® n.n®
15 Min n.n® n.n® n.n®
30 Min n.n? n.n? n.n®
60 Min n.n® n.n® 6,56 + 3,81%°
90 Min n.n® n.n® 16,78 + 11,53%°
2 Std n.n? n.n’ 18,38 + 10,98%°
3 Std n.n® n.n® 27,67 + 20,92
4 Std n.n° n.n? 27,78 + 19,51°
5 Std n.n’ n.n® 28,67 + 15,42
6 Std n.n® n.n® 40,78 + 29,16°%
8 Std n.n° n.n? 48,11 + 36,61%°
10 Std n.n® n.n® 51,56 + 43,68%
12 Std n.n? n.n? 55,89 + 42,38°
18 Std n.n® n.n? 57,67 + 45,22°
24 Std n.n® n.n® 53,78 + 45,10°

a,b,c,d, e,

: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den
verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
n.n.: nicht nachweisbar; Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden bei der statistischen

Auswertung als 0 gerechnet
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4.2.1.2. Lutein

In Tabelle 17 sind die Gruppenmittelwerte des Luteingehalts (in ug/l) im

Plasma der Hunde wahrend des Vorversuches zusammengefasst.

Tabelle 17: Mittlerer Lutein-Gehalt im Plasma der drei Gruppen im Vorversuch zu den
Zeitpunkten 0, 15 Minuten, 30 Minuten, eine, zwei, drei, vier, funf, sechs,
acht, zehn, zwdlf, 18 und 24 Stunden nach Kapselgabe in pg/l (MW £

Stabw)
Gruppe Gruppe Gruppe
Kontrolle Lutein Lycopin
0 0,89 + 1,362 0,22 + 0,672 1,56 + 2,192
15 Min 0,56 + 1,132 0,11 + 0,332 1,44 +2,19°
30 Min 0,67 + 1,002 0,22 + 0,672 1,22 + 1,922
60 Min 0,78 + 0,972 2,78 + 3,23% 1,33 + 2,40°
90 Min 1,89 + 3,552 4,11 + 2,802 1,00 + 1,732
2 Std 0,56 + 0,882 8,11 + 9,133 1,11 + 1,532
3 Std 0,67 +1,12° 11,67 + 1,00 + 1,222
12’808b0d
4 Std 1,22 +1,20° |16,33+19,71°°¢| 1,00 +1,22°
5 Std 1,33+ 1,252 19,78 + 27,85° 1,56 + 1,592
6 Std 1,89 + 1,622 18,22 + 26,50 1,33 + 1,662
8 Std 2,33 + 3,162 17,78 + 25,07 1,44 + 2,302
10 Std 211 +3,18° 11,78 + 1,44 + 2,242
17’903bcd
12 Std 2,67 +4,27° 10,89 + 3,00 + 5,202
17’593bcd
18 Std 2,44 + 4,002 5,89 + 9,123bcd 1,11 + 1,692
24 Std 1,44 + 2,512 2,78 + 4,263 0,67 + 1,412

a,b,cde,

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

n.n.: nicht nachweisbar; Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden bei der statistischen

Auswertung als 0 gerechnet
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Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe Lycopin waren bei
einigen Hunden geringe Mengen von Lutein im Plasma nachweisbar. Diese Werte
bewegten sich wahrend des gesamten Zeitraumes des Vorversuches im Mittel

zwischen 0,56 und 3,00 ug/l.

In der Gruppe Lutein war ab 60 Minuten nach Kapselgabe ein steter Anstieg
des Plasmagehalts zu verzeichnen, der nach funf Stunden ein Maximum von 19,78
ug/l im Gruppenmittel erreichte. Bis 24 Stunden nach Verabreichung des Wirkstoffes
nahm der Wert kontinuierlich wieder ab. Der Anstieg der Plasmakonzentration von

Lutein war in dieser Gruppe signifikant.

4.2.2. Hauptversuch

4.2.2.1. Lycopin

Die mittleren Lycopingehalte der Gruppen im Plasma (in ug/l) wahrend der

Versuchsperioden | und Il sind Tabelle 18 und Tabelle 19 zu entnehmen.

Zu Beginn der Versuchsperiode | war in keiner Gruppe Lycopin im Plasma
nachweisbar. In allen Gruppen, denen der Wirkstoff verabreicht wurde, stieg der
Plasmagehalt innerhalb der Gruppen signifikant an und erreichte seinen Maximalwert
am Tag 21. Einzige Ausnahme stellt hier Gruppe Lyco:Lut 2:1 dar, in der das
Maximum erst am Tag 56 erreicht wurde. Danach war wieder eine Abnahme zu
verzeichnen. In den Gruppen Lycopin, Lyco:Lut 1:1 und Lyco:Lut 2:1 stieg der
Plasmagehalt auf Werte von Uber 400 pg/l an, die zu allen Zeitpunkten signifikant
héher waren als die der Kontrollgruppe. Der hochste Wert wurde mit 462,67 pg/l in
der Gruppe Lyco:Lut 2:1 erreicht. In der Gruppe Lyco:Lut 1:2 nahm der Plasmagehalt
an Lycopin weniger stark zu (Maximalwert 276,83 ng/l) als in den Gruppen Lycopin
(441,83 ug/l), Lyco:Lut 1:1 (418,60 ug/l) und Lyco:Lut 2:1 (462,67 pug/l).

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe Lutein waren vereinzelt

geringe Mengen von Lycopin im Plasma nachweisbar.
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Tabelle 18: Mittlerer Lycopin-Gehalt im Serum der sechs Gruppen in Versuchsperiode
| zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in pg/l (MW £ Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84
Kontrolle n.n.2 26,67 + 14,67 + n.n.? 6,17 +
42,00° 35,932 15,112
Lycopin n.n.? 306,67 + 441,83 + 315,00 + 394,17 +
97,42 292,63 53,43 192,60
Lutein n.n.? 24,00 + 17,33 + 29,00 + 30,00 +
58,79° 36,04° 49272 51,482
Lyco:Lut n.n.? 290,67+ 418,60 + 333,00 + 332,00 +
1:1 161,16 312,65 291,79 241,56
Lyco:Lut n.n.° 220,83 + 276,83 + 258,33 + 190,83 +
1:2 99,952 132,407 64,67° 94,342
Lyco:Lut n.n.P 315,17 + 435,67 + 462,67 + 399,33 +
2:1 251,562 333,03* 334,24 306,15
a, b, c d,

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

jeweiligen Zeitpunkt

: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum

n.n.: nicht nachweisbar; Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden bei der statistischen
Auswertung als 0 gerechnet

In Versuchsperiode |l verhielten sich die Plasmaresponsekurven von Lycopin
ahnlich. Die Maximalwerte wurden jedoch erst am Tag 56 (Gruppe Lycopin und
Gruppe Lyco:Lut 2:1) bzw. am Tag 84 (Gruppe Lyco:Lut 1:2) erreicht. Der
Plasmagehalt stieg in der Gruppe Lycopin mit einem Wert von 489,50 ug/l am
starksten an und uberschritt damit nur in dieser Gruppe den Wert von 400 pg/l.
Neben den Werten der Gruppen Lycopin und Lyco:Lut 2:1 war auch der
Plasmalycopingehalt der Gruppe Lyco:Lut 1:2 in der Supplementierungsphase

signifikant héher als der der Kontrollgruppe.
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Tabelle 19: Mittlerer Lycopin-Gehalt im Serum der funf Gruppen in Versuchsperiode Il
zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in ug/l (MW + Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84
Kontrolle 1,67 9,17 + n.n.? 16,50 + 9,00 +
4,082 22,452 40,422 20,122
Lycopin 317 + 311,60 + 450,50 + 489,50 + 404,60 +
7,76° 83,06 31,142 50,25 84,213
Lutein 6,00 + 2,33 + 4,67 + 3,60 + n.n.?
14,702 5,722 11,432 5,682
Lyco:Lut n.n.° 172,83 + 213,67 + 290,17 + 306,33 +
1:2 77,39 160,312 84,453 127,89%*
Lyco:Lut n.n.? 318,83 343,50 + 347,00 + 317,17
2:1 175,37 108,65 113,75 60,90
a, b, c d,

: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum
jeweiligen Zeitpunkt
n.n.: nicht nachweisbar; Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden bei der statistischen

Auswertung als 0 gerechnet

4.2.2.2. Lutein

In Tabelle 20 und Tabelle 21 sind die Gruppenmittelwerte des Plasmas an
Lutein (in ug/l) wahrend der Versuchsperioden | und Il des Hauptversuchs an den
Tagen 0, 7, 21, 56 und 84 aufgefuhrt.

Zum Zeitpunkt 0 konnte in keiner Gruppe Lutein nachgewiesen werden. In
allen Gruppen, die Lutein erhielten, war im Verlauf des Versuchs eine Zunahme des
Plasmagehalts dieses Wirkstoffs zu beobachten, die innerhalb der Gruppen
signifikant war. Mit Ausnahme der Gruppe Lyco:Lut 1:1 (Maximalwert am Tag 21)
erreichte der Wert all dieser Gruppen sein Maximum am Tag 56, wobei in der

Gruppe Lutein der Plasmagehalt mit einem Maximalwert von 27,83 nug/l am starksten

105




ERGEBNISSE

anstieg. Die Gruppe Lyco:Lut 2:1 erreichte einen Maximalwert (9,33 ug/l), der
deutlich unter dem der Gruppen Lyco:Lut 1:1 (16,60 pg/l) und Lyco:Lut 1:2 (14,33
ug/l) lag. Nach Erreichen des Maximalwerts war in allen supplementierten Gruppen

ein Abfall des Plasmagehalts an Lutein festzustellen.

Tabelle 20: Mittlerer Lutein-Gehalt im Serum der sechs Gruppen in Versuchsperiode |
zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in ug/l (MW + Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle n.n.? n.n.? n.n.? n.n.? n.n.?
Lycopin n.n.? n.n.? n.n.? n.n.? 1,33 +
3,272
Lutein n.n.% 14,33 + 19,67 + 27.83 + 23,00 +
5,43% 4,72 10,38% 7,323
Lyco:Lut n.n.? 11,33+ 16,60 + 15,20 + 14,00 +
1:1 4,032 14,94°* 11,03 13,00
Lyco:Lut n.n.° 11,00 + 11,33 + 14,33 + 11,00 +
1:2 3,22% 5,89 5,68 6,63
Lyco:Lut n.n.° 6,50 + 6,83 + 9,33 + 6,17 +
2:1 2,43 3,63° 4,89° 3,13°

a, b, c d,

: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum
jeweiligen Zeitpunkt

n.n.: nicht nachweisbar; Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden bei der statistischen

Auswertung als 0 gerechnet

An allen Zeitpunkten der Supplementierungsphase (Tag 7, 21, 56 und 84)
waren die Werte der Gruppen Lutein, Lyco:Lut 1:1, Lyco:Lut 1:2, am Tag 7 zusatzlich
auch noch die der Gruppe Lyco:Lut 2:1, signifikant héher als die der Kontrollgruppe.

In der Kontrollgruppe und der Gruppe Lycopin waren mit Ausnahme von

einem Hund zu keinem Zeitpunkt Lutein im Plasma nachweisbar.
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Tabelle 21: Mittlerer Lutein-Gehalt im Serum der funf Gruppen in Versuchsperiode Il
zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in ug/l (MW + Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84
Kontrolle n.n.2 n.n.? n.n.? n.n.2 n.n.2
Lycopin n.n.2 n.n.2 n.n.2 n.n.? n.n.?
Lutein n.n.? 14,00 + 16,00 + 19,4 + 21,00 +
8,81 5,80 5,03 7,14
Lyco:Lut n.n.c 7,00 + 11,17 £ 13,83 + 13,67 +
1:2 5,87° 5,712 6,242 5,922
Lyco:Lut n.n.° 2,17 + 8,00 + 8,00 + 6,67 +
2:1 5,31°¢ 4,202 4,3% 3,012

2. d. ynterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
*:. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontroligruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt
n.n.: nicht nachweisbar; Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden bei der statistischen

Auswertung als 0 gerechnet

In Versuchsperiode |l stellte sich der Verlauf der Plasmaresponsekurven von
Lutein ahnlich dar. Der Maximalwert der Gruppe Lutein (21,00 ug/l) wurde jedoch
erst am Tag 84 erreicht und die Maximalwerte aller supplementierten Gruppen

blieben etwas unter denen der Versuchsperiode | zurtck.

In der Gruppe Lutein war der Plasmagehalt an Lutein zu jedem Zeitpunkt der
Supplementierungsphase, in der Gruppe Lyco:Lut 1:2 an den Tagen 21, 56 und 84
und in der Gruppe Lyco:Lut 2:1 an den Tagen 21 und 84 statistisch signifikant hoher

als in der Kontrollgruppe.

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe Lycopin war zu keinem

Zeitpunkt Lutein im Plasma nachzuweisen.
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4.3. Antioxidativer Status

4.3.1. Trolox Equivalent Anitioxidant Capacity (TEAC)

Die mittleren Werte der TEAC der sechs Versuchsgruppen der
Versuchsperiode | und der funf Versuchsgruppen der Versuchsperiode Il zu den
Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84, angegeben in mmol/l, sind Tabelle 22 und

Tabelle 23 zu entnehmen.

Tabelle 22: Mittlere Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) im Serum der
sechs Gruppen in Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56
und 84 in mmol/l (MW % Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 0,335 + 0,223 + 0,371+ 0,312 + 0,368 +
0,089° 0,021° 0,137° 0,038%° 0,055°

Lycopin 0,251 + 0,242 + 0,335+ 0,320 + 0,307 £
0,0972 0,058? 0,0772 0,0512 0,106°

Lutein 0,291 + 0,075 + 0,375 + 0,374 + 0,397 +
0,062° 0,034 0,045? 0,056° 0,091°

Lyco:Lut 0,303 + 0,108 + 0,324 + 0,359 + 0,411 +
1:1 0,0742 0,031 0,046° 0,039% 0,073°
Lyco:Lut 0,266 + 0,580 + 0,347 + 0,340 + 0,405 +
1:2 0,107° 0,096 0,099 0,052°° 0,071°
Lyco:Lut 0,333 + 0,608 + 0,372 + 0,358 + 0,375 +
2:1 0,052° 0,031%* 0,050° 0,056° 0,052°

2.0 9 nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
*:. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontroligruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt

In Versuchsperiode | schwankte die TEAC in der Kontrollgruppe um einen
Wert von 0,322 mmol/l. In allen supplementierten Gruppen lagen die

Gruppenmittelwerte aller Zeitpunkte, mit Ausnahme des Tages 7, uber dem
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Ausgangswert von Tag 0. In der Gruppe Lycopin waren diese Werte alle um die 25%
hoher, in der Gruppe Lutein um die 30%. In der Gruppe Lyco:Lut 1:1 nahm die TEAC
der Tage 21, 56 und 84 um bis zu 36% stetig zu, in der Gruppe Lyco:Lut 1:2
erreichte die Zunahme am Tag 84 52%. Um die 11% bewegte sich der Anstieg des

Wertes zu diesen Zeitpunkten in der Gruppe Lyco:Lut 2:1.

Am Tag 7 verhielt sich die TEAC der verschiedenen Gruppen sehr
unterschiedlich. Wahrend der Wert in der Gruppe Lycopin leicht absank, nahm er in
den Gruppen Lutein und Lyco:Lut 1:1 stark ab (-74% bzw. —64%). Diese Werte
waren im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant niedriger. Ganz im
Gegensatz dazu war in den Gruppen Lyco:Lut 1:2 und Lyco:Lut 2:1 ein deutlicher
Anstieg zu verzeichnen (+118% bzw. +183%), die TEAC war hier statistisch

signifikant hoher als die der Kontrollgruppe.

Tabelle 23: Mittlere Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) im Serum der funf
Gruppen in Versuchsperiode Il zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84
in mmol/l (MW £ Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 0,302 + 0,252 + 0,241 + 0,317 + 0,374 +
0,036° 0,042° 0,042° 0,041° 0,0452

Lycopin 0,308 + 0,322 + 0,353 + 0,382 + 0,372 +
0,051° 0,067 0,036%°°* 0,030? 0,045%

Lutein 0,333 + 0,357 + 0,373 + 0,358 + 0,353 +
0,059% 0,049 0,012% 0,0422 0,0182

Lyco:Lut 0,345 + 0,416 + 0,336 + 0,371 + 0,313 +
1:2 0,074° 0,031%* 0,060 0,068% 0,046°
Lyco:Lut 0,372 + 0,379 + 0,374 + 0,381 + 0,356 +
2:1 0,046° 0,036* 0,034* 0,049° 0,048?

a.b.c.d. nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
*. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt
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In Versuchsperiode Il nahm die TEAC in der Kontrollgruppe erst leicht ab, um
anschlielfend wieder zuzunehmen. In den Gruppen Lycopin und Lutein war zu allen
Zeitpunkten im Vergleich zum Tag 0 eine Zunahme der TEAC um bis zu 24% bzw.
12% zu beobachten. In den Gruppen Lyco:Lut 1:2 und Lyco:Lut 2:1 schwankte der
Wert um 0,356 mmol/l bzw. 0,372 mmol/l.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren am Tag 7 die TEAC der Gruppen
Lutein, Lyco:Lut 1:2 und Lyco:Lut 2:1, am Tag 21 zusatzlich auch die der Gruppe
Lycopin signifikant hoher.

4.3.2. Vitamine Eund C

4.3.2.1. Vitamin E

In Tabelle 24 und Tabelle 25 werden die bei der Analyse der Serumproben der
Hunde erhaltenen Gruppenmittelwerte des Vitamin E-Gehalts zu den Zeitpunkten

Tag 0, 7, 21, 56 und 84 beider Versuchsperioden, angegeben in ug/ml, dargestellt.

In allen Gruppen, einschlieBlich der Kontrollgruppe, war in Versuchsperiode |
insgesamt ein Anstieg des Vitamin E-Gehalts im Serum festzustellen. Am
deutlichsten war dieser in der Kontrollgruppe, bei dem der Vitamin E-Gehalt um bis

zu 61% zunahm.

Innerhalb der supplementierten Gruppen waren die Veranderungen mit einer
Ausnahme (Gruppe Lycopin Tag 0 und 84) nicht statistisch signifikant, beim
Vergleich der Gruppen mit der Kontrollgruppe waren ebenfalls zu keinem Zeitpunkt

statistisch signifikante Veranderungen festzustellen.
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Tabelle 24: Mittlerer Vitamin E-Gehalt im Serum der sechs Gruppen in
Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in ug/ml (MW

+ Stabw)
Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84
Kontrolle 21,70 + 26,44 + 25,80 + 32,27 + 34,87 +
5,41° 4,54 5,48"° 9,38%° 6,23?
Lycopin 22.56 + 26,16 + 23,81 + 26,90 + 32,72 +
5,172 5,50%° 13,2220 4,30% 7,43°
Lutein 24,08 + 30,04 + 29.05 + 30,42 + 28,15 +
5,842 7,892 5,412 8,75° 5,26°
Lyco:Lut 31,34 + 31,75 + 34,69 + 37,05 + 36,70 +
1:1 10,612 12,172 14,982 16,75° 16,282
Lyco:Lut 23,77 + 26,98 + 24,97 + 28,92 + 29.40 +
1:2 7,802 11,582 9,962 9,842 9,822
Lyco:Lut 29,59 + 32,40 + 32,29 + 35,48 + 33,31 +
2:1 4,882 5,592 5,592 10,402 8,962
a, b, c, d,

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

jeweiligen Zeitpunkt

: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum

In Versuchsperiode Il war der Serumgehalt an Vitamin E ebenfalls in allen

Gruppen zu allen Zeitpunkten hoher als der zum Zeitpunkt 0. Die zwei einzigen
Ausnahmen stellen hier die Gruppe Lutein und Lyco:Lut 1:2 dar, bei denen am Tag
21 (Gruppe Lutein) bzw. am Tag 84 (Gruppe Lyco:Lut 1:2) etwas niedrigere Werte
ermittelt wurden. Am deutlichsten war die Zunahme mit bis zu 33% (Tag 56) in der

Gruppe Lyco:Lut 2:1.

Die Unterschiede des Vitamin E-Gehalts waren in Versuchsperiode Il weder
innerhalb der Gruppen noch im Vergleich der Gruppen zur Kontrollgruppe statistisch

signifikant.
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Tabelle 25: Mittlerer Vitamin E-Gehalt im Serum der funf Gruppen in Versuchsperiode
Il zu den Zeitpunkten Tag O, 7, 21, 56 und 84 in pg/ml (MW + Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 21,51 + 25,49 + 24,23 + 26,70 + 22,65 +
3,80° 5,75° 5,15° 5,342 4,692

Lycopin 28,53 + 31,04 + 32,32 + 33,53 + 30,53 +
6,63° 8,18° 2,272 4,702 5,65°

Lutein 31,16 = 33,03 + 30,87 + 36,64 + 31,18 £
10,28°% 11,06° 6,77° 7,042 4,512

Lyco:Lut 23,90 + 25,31 + 24,69 + 29,76 + 23,78 +
1:2 5,65° 7,32° 7,40° 8,67° 7,272

Lyco:Lut 27,16 £ 30,93 + 33,72 + 36,32 + 35,67 £
2:1 7,732 11,462 15,022 14,222 20,73?

a.b.c.d. ynterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt

4.3.2.2. Vitamin C

In Tabelle 26 und Tabelle 27 sind die bei der Analyse der Serumproben der
Hunde erhaltenen Gruppenmittelwerte des Vitamin C-Gehalts zu den Zeitpunkten

Tag 0, 7, 21, 56 und 84 beider Versuchsperioden, angegeben in ug/ml, dargestellt.

Im Verlauf der Versuchsperiode | war der Vitamin C-Gehalt des Serums in der
Kontrollgruppe signifikant um rund 200% hoher als am Tag 0. Auch in den Gruppen
Lycopin und Lutein war ein Anstieg zu beobachten, der jedoch mit rund 18% bzw.
88% geringer war als der der Kontrollgruppe. Der Gruppenmittelwert der Gruppe
Lyco:Lut 1:1 lag zu allen Zeitpunkten deutlich Uber dem Ausgangswert, mit einer sehr
starken Zunahme von +455% am Tag 7, die im Vergleich zur Kontrollgruppe
statistisch signifikant war. Auch der Vitamin C-Gehalt der Gruppen Lyco:Lut 1:2 und
Lyco:Lut 2:1 war zu jedem Zeitpunkt hoher als der des Tages 0. Am Tag 56 waren
die Werte dieser beiden Gruppen jedoch statistisch signifikant niedriger als der der

Kontrollgruppe.
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Tabelle 26: Mittlerer Vitamin C-Gehalt im Serum der sechs Gruppen in
Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in ug/ml (MW

+ Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 3,93+ 11,53 + 12,40 + 10,97 + 12,93 +
0,49° 1,992 1,142 1,55° 5,112

Lycopin 9,38 + 10,63 + 10,88 + 10,53 + 12,35 +
1,27% 2,102 2,46° 1,772 5,122

Lutein 543 + 12,21 + 9,46 + 9,37 + 9,68 +
2,61° 3,542 2,022 1,822 5,012

Lyco:Lut 4,16 + 23,10 + 12,13 + 11,70 + 16,69 +
1:1 1,55 4,03 1,72% 3,12° 2,99¢
Lyco:Lut 4,26 + 11,31 + 12,52 + 6,43 + 9,95 +
1:2 1,562 5,24° 1,58 2.64% 1,56"

Lyco:Lut 3,26 + 12,59 + 12,09 + 4,61+ 11,33 +
2:1 1,01° 3,912 3,03° 0,82 2,172

a.b.¢. d nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt

In Versuchsperiode Il war bei allen Gruppen eine Zunahme des Serumgehalts
an Vitamin C ab dem Tag 56 zu verzeichnen. Besonders deutlich war hierbei der
Anstieg am Tag 84, der knapp 100% (Gruppe Kontrolle) bis hin zu 200% (Gruppe
Lutein) betrug.
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Tabelle 27: Mittlerer Vitamin C-Gehalt im Serum der finf Gruppen in Versuchsperiode
Il zu den Zeitpunkten Tag O, 7, 21, 56 und 84 in pg/ml (MW t Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 4,06 + 384+ 4,24 + 4,28 + 8,06 +
0,602 1,002 0,322 1,282 1,48°

Lycopin 359+ 4,16 + 3,090 + 4,38 + 7,18 +
0,57°° 0,84° 0,99 0,64° 0,68°

Lutein 282+ 3,78 + 3,69 + 4,23 + 8,47 +
0,86%" 0,50° 0,63 0,74° 0,492

Lyco:Lut 3,83+ 3,29 + _# 4,44 + 7,98 +
1:2 0,342 0,242 0,96° 1,20°
Lyco:Lut 3,69 + 3,48 + _# 543 + 9,35 +
2:1 0,40°° 0,95° 2,20° 1,202

2.5 9 nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum
jeweiligen Zeitpunkt

*: keine Analysewerte vorhanden

4.3.3. Aspartat-Aminotransferase (AST) und Creatinkinase (CK)

Die Gruppenmittelwerte der Analysen der Serumproben auf ihren AST
(Aspartat-Aminotransferase)- und CK (Creatinkinase)-Gehalt in Versuchsperiode |
und Il zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84, angegeben in IU/l, sind in Tabelle
28, Tabelle 29, Tabelle 30 und Tabelle 31 aufgefihrt.

4.3.3.1. Aspartat-Aminotransferase (AST)

In allen Gruppen war im Verlauf der Versuchsperiode | zunachst ein Absinken,
anschliellend wieder ein Ansteigen der AST im Serum zu beobachten. Dabei stieg
die AST in der Kontrollgruppe, sowie in den Gruppen Lyco:Lut 1:1 und Lyco:Lut 1:2
schlieBlich auf einen Wert an, der hoher als der Ausgangswert am Tag 0 war. In den
Gruppen Lycopin, Lutein und Lyco:Lut 2:1 erreichte die AST ihren Ausgangswert

nicht wieder. Alle Gruppen blieben jedoch hinter dem Maximalwert der
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Kontrollgruppe von 36,3 1U/I im Gruppenmittel zurlick. Die AST veranderte sich
innerhalb der Gruppen z. T. signifikant, im Vergleich zur Kontrollgruppe war diese

Veranderung jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Tabelle 28: Mittlerer Aspartat-Aminotransferase (AST)-Gehalt im Serum der sechs
Gruppen in Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84
in U/l (MW % Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 29,7 £ 22,2 + 22,2 + 28,7 £ 36,3 +
12,230 8,9° 3,6° 6,7%° 15,82

Lycopin 32,8+ 24,0 + 26,3 + 28,8 + 28,0 +
10,22 4,9° 11,52 5,42 8,8°

Lutein 35,5+ 24,0 + 21,3 + 27,0 + 34,0 +
13,72 4,6"° 4.4° 4,43 14,13

Lyco:Lut 30,2 + 245 + 256 + 31,6 + 32,6 +
1:1 12,12 11,72 15,42 14,42 20,8°

Lyco:Lut 30,3 + 225+ 227 + 27,5 + 35,0 +
1:2 4,0° 3,72 5,22 3,92 24.8°

Lyco:Lut 33,3+ 26,5 + 21,8 + 202 + 28,3 +
2:1 10,02 7,9%° 5,3° 5,3% 8,3%

2.0 9 nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt

Insgesamt lagen in Versuchsperiode Il die Ausgangswerte aller Gruppen
niedriger als in Versuchsperiode |. Mit Ausnahme des Zeitpunktes Tag 7 in der
Kontrollgruppe sowie den Gruppen Lycopin und Lutein war wieder eine Ab- und eine
anschlielliende Zunahme des AST-Gehalts im Serum aller Gruppen festzustellen, die
jedoch weniger ausgepragt war als in Versuchsperiode I. In den Gruppen Lycopin
und Lyco:Lut 2:1 wurde im Gegensatz zu den ubrigen Gruppen der Ausgangswert
nicht wieder erreicht. Auch in diesem zweiten Abschnitt des Versuches blieben die
Gruppenmittel aller Gruppen hinter dem der Kontrollgruppe (28,5 IU/l) zurlck. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Versuchsgruppen zur

Kontrollgruppe.
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Tabelle 29: Mittlerer Aspartat-Aminotransferase (AST)-Gehalt im Serum der funf
Gruppen in Versuchsperiode Il zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84
in IU/I (MW + Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 255+ 26,3 + 22,8 + 24,2 + 28,5 +
26,3° 4,72 5,02 5,22 8,72

Lycopin 21,7 + 23,8 + 17,8 £ 20,3 + 21,3+
3,4% 3,52 2,5 3,5% 4,32

Lutein 22,8 + 26,3 + 19,2 £ 23,2 + 24,2 +
6,0 5,32 4,5° 4,3% 7,5%

Lyco:Lut 24,7 + 21,3+ 20,5 + 27,0 + 25,5 +
12 4’6ab 3,4b 4,0b 5’58 4’68b

Lyco:Lut 24,2 + 22,5 + 18,8 + 22,7 + 22,0 +
2:1 0,8° 4,8% 1,6° 3,9% 4,62

2.6 9 nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
*:. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontroligruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt

4.3.3.2. Creatinkinase

In beiden Versuchsperioden nahm die CK, ahnlich der AST, im
Versuchsverlauf erst ab und anschliel3end wieder zu. Lediglich die Werte der Gruppe
Lyco:Lut 1:1 der Versuchsperiode | sowie der Kontroligruppe und der Gruppe
Lyco:Lut 1:2 der Versuchsperiode Il stiegen Uber ihren Ausgangswert hinaus an.
Auch die Ab- und Zunahme des CK-Gehalts des Serums war in Versuchsperiode |l

weniger stark ausgepragt als in Versuchsperiode |.

Innerhalb der Gruppen waren hinsichtlich des CK-Gehalts z. T. Signifikanzen
festzustellen, es zeigte jedoch keine Gruppe signifikant unterschiedliche Werte zur

Kontrollgruppe.
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Tabelle 30: Mittlerer Creatinkinase (CK)-Gehalt im Serum der sechs Gruppen in
Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 in U/l (MW %

Stabw)
Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84
Kontrolle 1832 + 111,0 + 117,7 + 172,8 + 138,5 +
141,82 70,6° 38,3? 50,12 67,12
Lycopin 223.2 + 106,8 + 99,5 + 145,2 + 117,5 +
184,52 44 6° 20,2° 35,32 31,3%
Lutein 2577 + 91,2 + 86,2 + 119,0 + 141,0 +
256,07 28,9° 16,4° 38,7%° 44 6%
Lyco:Lut 1945 + 128,8 + 165,2 + 181,6 + 207,0 +
1:1 64,3? 68,8? 113,22 97,0° 158,02
Lyco:Lut 180,2 + 95,8 + 97,8 + 131,2 + 128,7 +
1:2 85,92 35,0° 27,5° 30,0%° 47 1%
Lyco:Lut 238,5 + 126,3 + 100,7 + 140,8 + 185,7 +
2:1 157,52 55,7° 20,1° 53,5% 59 1%
a, b, c, d,

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*

jeweiligen Zeitpunkt
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Tabelle 31: Mittlerer Creatinkinase (CK)-Gehalt im Serum der funf Gruppen in
Versuchsperiode Il zu den Zeitpunkten Tag O, 7, 21, 56 und 84 in IU/l (MW %

Stabw)
Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84
Kontrolle 96,8 + 84,7 + 78,8 + 84,7 + 127,7 +
39.4° 24 5° 28,22 20,6° 92,72
Lycopin 97,8 + 93,8 + 68,5 + 80,0 + 82,8 +
15,3? 35,12 7,7° 5,43 15,8%
Lutein 91,0 + 79,8 + 67,5+ 80,4 + 84,8 +
19,7° 26,6° 12,92 2278 21,32
Lyco:Lut 81,2 + 74,0 + 64,7 + 79,8 + 90,5 +
1:2 18,7% 17,7%° 4.4° 11,52 19,12
Lyco:Lut 113,8 + 85,3 + 79,3 + 94,2 + 89,7 +
2:1 41,6° 10,0° 8,4° 8,6%° 18,0%

2.6 9 nterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
*:. signifikanter Unterschied (p < 0,05) der jeweiligen Versuchsgruppe zur Kontroligruppe zum

jeweiligen Zeitpunkt

4.3.4. Totale und Latente Eisenbindungskapazitat (TEBK und
LEBK)

Zunachst muss angemerkt werden, dass aufgrund mangelnden
Probenmaterials diese zwei Parameter nicht bei allen Hunden bestimmt werden
konnten, die Gruppenmittelwerte setzten sich aus einem bis zu sechs Einzelwerten
zusammen. Es fand keine statistische Auswertung statt. Diese Tatsachen mussen

bei der Beurteilung der Ergebnisse bertcksichtigt werden.

4.3.4.1. Totale Eisenbindungskapazitat

Die mittleren Werte der Totalen Eisenbindungskapazitat (TEBK) der sechs
Versuchsgruppen der Versuchsperiode | und der finf Versuchsgruppen der
Versuchsperiode Il zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84, angegeben in mg/dl,

sind Tabelle 32 und Tabelle 33 zu entnehmen.
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Tabelle 32: Mittlere Totale Eisenbindungskapazitat (TEBK) des Serums der sechs
Gruppen in Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84
in mg/dl (MW = Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 0,552 + 0,529 + 0,583 £ 0,638 + 0,548 +
0,090 0,114 0,096 0,113 0,153

Lycopin 0,529 + 0,571 + 0,601 + 0,574 0,491 +
0,078 0,088 0,090 0,206

Lutein 0,515 0,593 + 0,597 + 0,639 = 0,556 +
0,080 0,077 0,087 0,148

Lyco:Lut 0,412 + 0,577 + 0,669 + 0,712 + 0,696 *
1:1 0,022 0,037 0,049 0,040 0,129

Lyco:Lut 0,426 + 0,569 + 0,606 + 0,515+ 0,760 *
1:2 0,037 0,164 0,168 0,080 0,159

Lyco:Lut 0,386 + 0,618 £ 0,619 + 0,644 + 0,687 +
2:1 0,065 0,105 0,081 0,071 0,060

In Versuchsperiode | schwankte die TEBK in der Kontrollgruppe um einen
Wert von 0,570 mg/dl. In den Gruppen Lycopin und Lutein nahm die TEBK zunachst
zu, um anschlie3end wieder abzusinken, wobei jedoch nur in der Gruppe Lycopin der
Wert seinen Ausgangswert unterschritt. In den Gruppen Lyco:Lut 1:1, Lyco:Lut 1:2
und Lyco:Lut 2:1 lagen alle Werte der TEBK wahrend der Supplementierungsphase
deutlich iber dem Wert von Tag 0. Am starksten war die Steigerung in der Gruppe
Lyco:Lut 1:2 am Tag 84, an dem der Wert 78% hdher war als am Tag 0.

Die TEBK der Kontrollgruppe bewegte sich im Verlauf der Versuchsperiode I
um einen Wert von 0,350 mg/dl. Mit Ausnahme der Zeitpunkte Tag 84 in der Gruppe
Lycopin und dem Tag 21 der Gruppe Lutein war auch in der zweiten
Versuchsperiode ein leichter Anstieg und Abfall der TEBK zu beobachten. Die
Mittelwerte der Gruppen Lyco:Lut 1:2 und Lyco:Lut 2.1 lagen ebenfalls alle Gber dem

Ausgangswert, jedoch nicht so deutlich wie in Versuchsperiode I.
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Tabelle 33: Mittlere Totale Eisenbindungskapazitat (TEBK) des Serums der funf
Gruppen in Versuchsperiode Il zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84
in mg/dl (MW = Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 0,322 + 0,395 + 0,361 + 0,301 + 0,373 +
0,074 0,058 0,048 0,184 0,055

Lycopin 0,352 + 0,398 + 0,396 + 0,360 + 0,390 +
0,088 0,128 0,075 0,070 0,068

Lutein 0,342 + 0,485 + 0,354 + 0,387 + 0,375 +
0,103 0,079 0,067 0,034 0,042

Lyco:Lut 0,314 + 0,389 + 0,412 + 0,422 + 0,384 +
1:2 0,111 0,058 0,111 0,104 0,099

Lyco:Lut 0,342 _# 0,454 + 0,389 + 0,402 +
2:1 0,176 0,066 0,062

*: keine Analysewerte vorhanden

4.3.4.2. Latente Eisenbindungskapazitat

In Tabelle 34 und Tabelle 35 werden die bei der Analyse der Serumproben der
Hunde erhaltenen Gruppenmittelwerte der Latenten Eisenbindungskapazitat (LEBK)
zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84 beider Versuchsperioden, angegeben in
mg/dl, dargestellt.

Sehr ahnlich wie die TEBK verhielt sich auch die LEBK. In der Kontrollgruppe
schwankte sie im Verlauf der Versuchsperiode | um den Wert 0,426 mg/dl. In den
Gruppen Lycopin und Lutein war eine geringe Zu- und wieder Abnahme des Wertes
zu verzeichnen, der wie in der ersten Versuchsperiode in der Gruppe Lycopin seinen
Ausgangswert unterschritt. In den Ubrigen drei Gruppen fanden starke Anstiege der
LEBK statt, die hochste darunter war mit 128% in der Gruppe Lyco:Lut 1:1 am Tag

84 zu beobachten.
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Tabelle 34: Mittlere Latente Eisenbindungskapazitat (LEBK) des Serums der sechs
Gruppen in Versuchsperiode | zu den Zeitpunkten Tag 0, 7, 21, 56 und 84
in mg/dl (MW = Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 0,428 + 0,392 + 0,452 + 0,473 + 0,384 +
0,106 0,105 0,063 0,065 0,130

Lycopin 0,401 + 0,400 + 0,487 + 0,442 0,312 =
0,078 0,087 0,076 0,167

Lutein 0,398 0,445 + 0,468 + 0,503 = 0,410 +
0,067 0,077 0,098 0,142

Lyco:Lut 0,253 + 0,424 + 0,531 + 0,554 + 0,576 =
1:1 0,025 0,030 0,068 0,085 0,141

Lyco:Lut 0,292 + 0,455 + 0,483 + 0,335+ 0,639 =
1:2 0,032 0,128 0,159 0,035 0,021

Lyco:Lut 0,250 + 0,474 + 0,478 + 0,468 + 0,562 +
2:1 0,077 0,105 0,090 0,117 0,065

Tabelle 35: Mittlere Latente Eisenbindungskapazitat (LEBK) des Serums der flnf
Gruppen in Versuchsperiode Il zu den Zeitpunkten Tag O, 7, 21, 56 und 84
in mg/dl (MW % Stabw)

Tag O Tag 7 Tag 21 Tag 56 Tag 84

Kontrolle 0,153 + 0,230 + 0,231 + 0,161 + 0,255 +
0,123 0,043 0,042 0,178 0,044

Lycopin 0,182 + 0,214 + 0,231 + 0,197 + 0,245 +
0,099 0,157 0,093 0,090 0,047

Lutein 0,184 + 0,300 + 0,181 + 0,247 + 0,237 +
0,083 0,056 0,087 0,030 0,035

Lyco:Lut 0,134 + 0,253 + 0,282 + 0,293 + 0,269 +
1:2 0,064 0,024 0,086 0,074 0,079

Lyco:Lut 0,215 _# 0,235 + 0,220 + 0,229 +
2:1 0,210 0,063 0,059

*: keine Analysewerte vorhanden
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Die LEBK der Kontrollgruppe bewegte sich im Verlauf der Versuchsperiode I
um einen Wert von 0,200 mg/dl. Genauso wie bei der TEBK war auch bei der LEBK
mit Ausnahme der Zeitpunkte Tag 84 in der Gruppe Lycopin und Tag 21 der Gruppe
Lutein in der zweiten Versuchsperiode ein leichter Anstieg und Abfall zu beobachten.
Die Mittelwerte der Gruppen Lyco:Lut 1:2 und Lyco:Lut 2.1 lagen ebenfalls alle tber
dem Ausgangswert, jedoch mit einer maximalen Zunahme von 119% (Gruppe
Lyco:Lut 1:2) und +9% (Gruppe Lyco:Lut 2:1) weniger deutlich als in

Versuchsperiode |.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion des Versuchaufbaus und der

Versuchsdurchfliihrung

5.1.1. Versuchstiere und ihre Haltung

5.1.1.1. Vorversuch

Der Vorversuch wurde an neun institutseigenen, weiblichen Beagles
durchgefuhrt. Die Durchfihrung mit drei Versuchsdurchlaufen erfolgte nach dem
Prinzip des ,Latin Square®, wobei jeder Hund einmal jeder Gruppe angehdrte. Damit
wurde eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Gewicht, Alter oder individuelle

Einflusse des Einzeltieres weitgehend ausgeschlossen.

Wahrend des gesamten Zeitraumes der drei Versuchsdurchlaufe mit den
dazwischenliegenden  Washout-Phasen war keine  Beeintrachtigung des

Allgemeinbefindens der Hunde festzustellen.

5.1.1.2. Hauptversuch

Der Hauptversuch wurde an insgesamt 36 Beagles durchgefuhrt. Die
Einteilung der Hunde in die sechs (Versuchsperiode 1) bzw. funf (Versuchsperiode 1)
Versuchsgruppen erfolgte nach Gewicht und Alter randomisiert, so dass trotz der z.
T. groRen Gewichts- und Altersunterschiede zwischen den Hunden innerhalb der
Gruppen annahernd gleiche Durchschnittsgewichte und -alter erreicht wurden.
Hierdurch kann eine gewichts- oder altersbedingte Beeinflussung der Ergebnisse

vernachlassigt werden.
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Alle Hunde des Hauptversuches wurden bis auf funf Ausnahmen in Gruppen
von zwei bis vier Tieren gehalten. Da Hunde Rudeltiere sind und ein ausgepragtes
Sozialverhalten zeigen, wurde aus Grunden des Tierschutzes die Gruppenhaltung
der Einzelhaltung vorgezogen. Ausnahmen bildeten fiunf Hunde, die sich vor
Versuchsbeginn auch nach mehrmaligen Versuchen mit verschiedenen Hunden und
Hundegruppen nicht erfolgreich in eine Gruppe eingliedern liellen und deshalb

einzeln gehalten werden mussten.

Die Eingabe der Kapseln erfolgte unmittelbar mit der Fatterung, bei der sich
jeder Hund an seinem eigenen angestammten Fressplatz befand. Wahrend der
gesamten Dauer der Fltterung hielt sich eine Person im Zwinger auf, die die Hunde
beaufsichtigte und eine mogliche Aufnahme von Futter aus einem fremden
Futternapf verhinderte. Auch nach der Futterung wurden die Zwinger in Abstéanden

kontrolliert.

Vereinzelt kam es zu Aggressionsverhalten der Tiere untereinander. So

mussten einige Hunde mit Bissverletzungen versorgt werden.

Die zwei euthanasierten Hunde waren zehn bzw. neun Jahre alt, die
Euthanasie erfolgte am Tag 10 bzw. Tag 47 der jeweiligen Versuchsperiode. Vor
dem Hintergrund, dass sich um altere Tiere handelte und die Erkrankung schon
bereits zu einem relativ frGhen Zeitpunkt im Versuchsverlauf auftrat, ist die
Moglichkeit eines Zusammenhangs der Tumorerkrankungen mit dem Versuchsablauf

zu vernachlassigen.

5.1.2. Wirkstoffzuteilung und -verabreichung

Bei der Auswahl der Dosierung der Wirkstoffe orientierte man sich an
Interventionsstudien am Menschen. Mit der Dosierung von 2 mg/kg KG befand man
sich in der gleichen GroRenordnung wie in Interventionsstudien mit B-Carotin beim
Menschen, bei denen trotz hoher Dosierung keine klinisch relevanten negativen
Effekte auftraten (Bendich, 1992). Es wurden beim Hund bereits verschiedene
Studien durchgefuhrt, bei denen sich die Dosierung der Carotinoide zwischen 0,3
und 14,3 mg/kg KG bewegte (Chew et al., 2000a; Chew et al., 2000c). Korytko et al.
(2003) stellten bei Hunden auch bei einer taglichen Dosierung von 30 mg/kg KG Uber
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28 Tage hinweg keine Anzeichen einer Toxizitat von Lycopin fest. Da beschrieben
wurde, dass Lycopin und Lutein bei kombinierter Gabe synergistische Effekte
aufweisen konnen (Stahl et al., 1998), wurden im Hauptversuch einige Gruppen mit

beiden Wirkstoffen in Kombination in verschiedenen Verhaltnissen supplementiert.

Die einmalige Verabreichung der Wirkstoffe im Vorversuch erfolgte durch
orale Eingabe von Kapseln, in die der jeweilige Wirkstoff bzw. das Placebo einzeln
eingewogen wurden. Nach Uberpriifung des Schluckreflexes war eine exakt auf das

Korpergewicht abgestimmte und sichere Aufnahme garantiert.

Im Hauptversuch musste sichergestellt werden, dass jeder Hund Uber den
gesamten Versuchszeitraum hinweg die entsprechende Dosierung von 2 mg/kg KG
an Wirkstoff bzw. an Wirkstoffkombination erhielt. Hierzu wurde ebenfalls eine
Verabreichung mittels Kapseln gewahlt, bei der die Wirkstoffmenge genau auf das
Korpergewicht der Tiere eingestellt werden konnte. Dies ist insbesondere wichtig bei
grolien Gewichtsunterschieden zwischen den Hunden, wie es in dieser Studie der
Fall war, bei der das Korpergewicht zwischen 10,5 kg und 27,1 kg betrug. Aul3erdem
wurde durch die orale Eingabe der Kapseln und Kontrolle des Schluckvorganges

eine sichere Aufnahme der Carotinoide erreicht.

Des Weiteren musste verhindert werden, dass groRe Schwankungen
innerhalb der Wirkstoffzubereitung auftraten. Um dies zu erreichen, wurden nur
Wirkstoffe derselben Charge verwendet. Die Wirkstoffe und die fertigen Kapseln
wurden wahrend des gesamten Versuchszeitraumes dunkel, weitestgehend luftdicht

abgeschlossen und bei 8°C aufbewahrt.

5.1.3. Laborbestimmungen

Im Vorversuch traten trotz der Anzahl von 15 Blutenthahmezeitpunkten
innerhalb von 24 Stunden bei der Probengewinnung keinerlei Probleme auf. Die
betroffenen GliedmalRen wurden am Ende des Versuchs mit Heparinsalbe und einem

Verband versorgt.

Die Gewinnung der Blutproben des Hauptversuches verlief ebenfalls
problemlos und erfolgte stets zur gleichen Uhrzeit an nichternen Tieren, wodurch

circadiane Einflisse vermieden werden sollten.
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Es wurde stets darauf geachtet, dass das Blut moglichst rasch nach der
Entnahme zentrifugiert, das Serum bzw. Plasma abpipettiert und auf Trockeneis bei
—80°C tiefgefroren wurde. Dies ist insbesondere von Bedeutung fur die Bestimmung
praanalytisch instabiler Parameter wie z. B. TEAC oder Vitamin C, um eine
Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden. Des Weiteren wurde ein schonendes
Auftauen der Proben vor der Analyse bei Raumtemperatur gewahrleistet und ein

mehrfaches Auftauen und wieder Einfrieren vermieden.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Plasmaresponse

5.2.1.1. Vorversuch

Ziel des Vorversuches war es, festzustellen, inwieweit die Carotinoide Lycopin
und Lutein nach oraler Verabreichung von Hunden absorbiert werden und nach
welcher Zeit eine maximale Konzentration im Blut erreicht wird. Hierzu wurde nach
einmaliger oraler Gabe die Plasmaresponse der beiden Wirkstoffe innerhalb eines

Zeitraums von 24 Stunden bestimmt.

Bei Hunden ohne Lycopingabe war dieses Carotinoid zu keinem Zeitpunkt im
Plasma nachweisbar. 60 Minuten nach Verabreichung wurde es erstmals im Plasma
nachgewiesen, danach stieg es kontinuierlich bis 18 Stunden nach der Kapselgabe
an. AnschlieRend war ein Abfall der Konzentration zu beobachten (siehe Abbildung
6). Die maximale Plasmakonzentration betrug 57,7 ug/l. Einen ahnlichen Verlauf der
Plasmaresponse ermittelten auch Korytko et al. (2003), die Hunden 10, 30 oder 50
mg/kg KG Lycopin eingaben. In dieser Studie wurde der Maximalwert etwa 15
Stunden nach Verabreichung erreicht. Die Konzentration war trotz der Dosierung von
10 mg/kg KG ahnlich hoch (49,4 ug/l), was darauf schlieBen lasst, dass eine

Erhdhung der Dosis nicht immer eine Erhdhung der maximal erreichten
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Plasmakonzentration bedingt. Auch nach der Gabe von 30 mg/kg KG bzw. 50 mg/kg

KG Lycopin trat in jener Studie kein deutlicher Unterschied des Maximalwertes im
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Abbildung 6: Plasmagehalt an Lycopin in pg/l innerhalb von 24 Stunden nach
einmaliger oraler Gabe von 2 mg/kg KG Lycopin

Lutein war schon vor der Kapselgabe und auch in der Kontroll- sowie in der
Lycopingruppe in geringen Mengen im Plasma von einigen Hunden nachweisbar.
Eine mdgliche Erklarung hierfur ist in der Futterung der Hunde zu finden, da das
Futter der Tiere Gefligelprodukte und -fett enthielt. Carotinoide, darunter auch
Lutein, sind als farbende Stoffe fur Geflugelfutter zugelassen (bis zu 80 mg/kg
Alleinfutter fir Gefllgel), sie werden haufig zur Dotter- und Hautfarbung eingesetzt.
In einer Studie von Kim et al. (2000a) konnte Lutein bei den teilnehmenden Beagles
vor der Verabreichung nicht im Plasma nachgewiesen werden, dieselben Autoren
fanden jedoch bei Katzen ebenfalls schon vor der Supplementierung Luteingehalte
im Blut. Wahrend in den beiden Gruppen der vorliegenden Studie, die kein Lutein
erhielten, die Plasmakonzentration in diesem niedrigen Bereich blieb, stieg sie in der
Gruppe, der Lutein verabreicht wurde, ab 60 Minuten nach Verabreichung an, um
nach finf Stunden ein Maximum von 19,8 ug/l im Gruppenmittel zu erreichen.
Danach sank der Wert stetig wieder nahezu bis zum Ausgangswert ab (siehe
Abbildung 7). Somit stieg die Plasmakonzentration von Lutein wesentlich friher auf
ihren Maximalwert an, nahm jedoch auch viel eher wieder ab als die von Lycopin.
Diese Beobachtung kann anhand der chemischen Struktur der beiden Carotinoide
erklart werden. Da polarere Xanthophylle schneller resorbiert aber auch wieder

ausgewaschen werden als die unpolaren Carotine, erreichte Lutein eher seine
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Maximalkonzentration als das lipophilere Lycopin, sank jedoch auch friher wieder
ab. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer Studie von Bierer et al.
(199%5), in der die Absorption verschiedener Carotinoide beim praruminanten Kalb
untersucht wurde. Die Autoren stellten fest, dass die Polaritdt der Carotinoide die
Dauer bis zum Erreichen des Peaks beeinflusste. Die polareren Xanthophylle
erreichten wesentlich eher ihre Maximalkonzentration im Blut, verschwanden jedoch

auch sehr viel schneller wieder.
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Abbildung 7: Plasmagehalt an Lutein in pg/l innerhalb von 24 Stunden nach
einmaliger oraler Gabe von 2 mg/kg KG Lutein

Auffallig ist die hohe Standardabweichung der Werte, die im Zeitraum um den
Maximalwert bis zu + 45 pg/l (£ 80%) bei Lycopin bzw. + 28 ug/l (= 140%) bei Lutein
betrug. Bei der Betrachtung der Werte der einzelnen Hunde fielen deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Zunahme der Plasmakonzentration auf. Wahrend diese
bei einigen Hunden z. T. auf Maximalwerte von bis zu 140 ug/l (Lycopin) bzw. 87 ugl/l
(Lutein) stieg, erreichte sie bei anderen Tieren lediglich 7 ug/l bzw. 3 ng/l. Dies
konnte im Auftreten von ,Non-Respondern® oder ,Low-Respondern® begrindet sein.
Darunter versteht man Individuen, die bei Verabreichung des entsprechenden
Carotinoids keinen oder nur einen geringen Anstieg des Wirkstoffs im Blut aufweisen.
Im Gegensatz dazu stehen die ,High-Responder®, bei denen die Konzentration im
Blut stark ansteigt. Bei Hunden, Kalbern oder Katzen (Chew et al., 2000a; Bierer et
al., 1995; Chew et al., 2000b) beispielsweise wurden in einigen Studien Non- bzw.

Low-Responder angetroffen, wahrend in anderen Studien, u. a. auch beim Hund
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keine derartigen Beobachtungen gemacht wurden (Chew et al., 2000c). Chew et al.
(2000b) stellten fest, dass zwei Katzen ihrer Studie, die sich bei einer Dosierung von
5 mg B-Carotin als Low-Responder herausstellten, bei einer hoheren Dosierung des
Carotinoids durchaus einen signifikanten Anstieg der Plasmakonzentration
aufwiesen. Sie vermuteten deshalb, dass das Auftreten von Low-Respondern von
der Dosis des verabreichten Carotinoids abhangen konnte. Da in der vorliegenden
Studie mit 2 mg/kg KG eine niedrigere Dosierung gewahlt wurde als beispielsweise
in der Studie von Chew et al. (2000c), konnte ein Low-Responder-Effekt aufgetreten

sein.

5.2.1.2. Hauptversuch

Zu Beginn des Versuchs war bei den meisten Hunden weder Lycopin noch
Lutein im Plasma nachweisbar, die Konzentration der jeweiligen Carotinoide stieg bei
allen Hunden zu Beginn der Supplementierung deutlich an. Nach dem Erreichen des
Maximums (am Tag 21, 56 oder 84) war im Gruppenmittel wieder eine Abnahme zu
verzeichnen (Abbildung 8, Abbildung 9, Abbildung 10 und Abbildung 11). Warum die
Plasmakonzentrationen trotz andauernder Supplementierung zum Versuchsende hin
wieder abfielen, ist unklar. Es besteht die Moglichkeit, dass sich der Plasmagehalt
nach dem anfanglich starken Ansteigen bei einem gewissen Spiegel einpendeln
wurde, um den er schlieBlich schwankt. Um dies zu bestatigen, mussten die Hunde
uber einen noch langeren Zeitraum supplementiert und die Plasmakonzentration
bestimmt werden. Andere Autoren (Kim et al., 2000a; Korytko et al., 2003; Chew et
al.,, 2000) stellten bei einer mehrwdchigen Supplementierung von Beagles mit
verschiedenen Carotinoiden ebenfalls zunachst einen deutlichen Anstieg der
Plasmakonzentration fest. Wahrend die Konzentration von Lutein jedoch bis zum
Versuchsende (Tag 84) hin anstieg (Kim et al., 2000a), war bei der von B-Carotin ab
Tag 28 vergleichbar mit den Carotinoiden der vorliegenden Studie ein leichter
Ruckgang zu verzeichnen (Chew et al., 2000a). In der Studie von Korytko et al.
(2003), in der die Hunde taglich 30 mg/kg KG Lycopin erhielten, war schon vier Tage
nach der ersten Verabreichung ein konstanter Spiegel zwischen 421 und 535 g/l

erreicht.
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In der vorliegenden Studie stiegen die Werte Uber einen langeren Zeitraum an,
die HOhe der erreichten Konzentrationen lag in den Gruppen Lyco:Lut 2:1 und
Lycopin mit etwa 450 pg/l jedoch in der gleichen GroRenordnung wie bei der
Supplementierung mit 30 mg/kg KG (Korytko et al., 2003). Dies lasst die Annahme
zu, dass bei einer hoheren Dosierung die maximale Konzentration zwar schneller
erreicht wird, die absolute Hohe sich jedoch ab einer bestimmten Dosierung nicht
mehr steigern lasst. Auffallig war, dass die Lycopinkonzentrationen mit bis Gber 450
ug/l wesentlich héhere Werte erreichten als Lutein, bei dem die Konzentrationen
unter 30 pg/l blieben. Somit wurde Lycopin in deutlich hdherem Malie aufgenommen
als Lutein und schien besser bioverfugbar gewesen zu sein. Eine mdgliche Erklarung
konnten Interaktionen der beiden Carotinoide untereinander oder mit im Futter
enthaltenen B-Carotin darstellen. In zahlreichen Studien wurde eine gegenseitige
Beeinflussung der Absorption von B-Carotin und Lutein festgestellt, wohingegen

Interaktionen zwischen B-Carotin und Lycopin weniger gut belegt sind (van den Berg,
1999).

Es schien eine Dosisabhangigkeit erkennbar zu sein. Die Gruppen, die mehr
Wirkstoff erhielten, zeigten in der Regel auch eine hohere Plasmakonzentration des
Wirkstoffes. Da die Wirkstoffe in Kombination verabreicht wurden und deswegen
Wechselwirkungen moglich waren, konnte die Dosisabhangigkeit jedoch nicht
uneingeschrankt beurteilt werden. Die kombinierte Gabe schien insgesamt dennoch
keinen Einfluss auszuuben. Eine Ausnahme stellte die Gruppe Lyco:Lut 2:1 in
Versuchsperiode | dar, die 1,33 mg/kg KG Lycopin erhielt und dessen ungeachtet
einen hdheren maximalen Plasmagehalt dieses Carotinoids aufwies als die Gruppe
Lycopin (2 mg/kg KG). Eine mogliche Erklarung fur diese Entwicklung in
Versuchsperiode | ist die Verteilung von Low- und High-Respondern unter den
Gruppen. Tatsachlich fiel bei Betrachtung der Einzelwerte der Hunde auf, dass ein
Tier der Gruppe Lyco:Lut 2:1 sich durch einen besonders hohen Anstieg der
Lycopinkonzentration im Plasma (auf bis zu 1011 png/l) auszeichnete. Nach
Herausnahme der Werte dieses High-Responders blieb die Plasmakonzentration im
Gruppenmittel hinter der der Gruppe Lycopin zurtick. In Versuchsperiode Il verhielten
sich alle Plasmaresponsekurven dosisabhangig. Auch bei Verabreichung einzelner
Wirkstoffe in  verschiedenen anderen Studien wurde eine deutliche
Dosisabhangigkeit der Plasmakonzentration von Carotinoiden beim Hund festgestellt

(Chew et al., 2000a; Chew et al., 2000c; Kim et al., 2000a).
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Die Gruppe Lyco:Lut 1:1 nimmt eine Sonderstellung ein. Die
Plasmakonzentration von Lycopin bzw. Lutein war in dieser Gruppe hoher als in den
Gruppen Lyco:Lut 2:1 (nach Herausnahme des einzelnen High-Responders) bzw.
Lyco:Lut 1:2, was bedeutet, dass trotz niedrigerer Dosierung in dieser Gruppe (je 1
mg/kg KG) das Plasma einen hoheren Gehalt des jeweiligen Wirkstoffs erreichte als
bei einer Dosierung von 1,33 mg/kg KG. Dieses Verhalten ist moglicherweise darauf
zuruckzufuhren, dass bei der Verabreichung der beiden Carotinoide in der gleichen

Dosierung doch Wechselwirkungen aufgetreten sein konnten.

Zu einigen Zeitpunkten waren auch in den Gruppen, die keine Carotinoide
erhielten, bei vereinzelten Hunden Wirkstoffe im Plasma nachweisbar. Die Ursache
fur diese Beobachtung konnte moglicherweise in Analyseungenauigkeiten zu finden
sein. Auch geringe Schwankungen in der Futterzusammensetzung sind als Grund
denkbar. Ein etwas hoherer Anteil von carotinoidenthaltenden Gefligelprodukten
oder -fett kdnnten beispielsweise zu einer nachweisbaren Konzentration dieser Stoffe
im Plasma gefuhrt haben. Entgegen aller Sorgfalt kann aul’erdem bei einer
Gruppenhaltung der Hunde nicht ausgeschlossen werden, dass ein Hund z. B. durch
Aufnahme von Erbrochenem eines anderen Hundes eventuell darin enthaltene
Wirkstoffe aufnahm. Auch trotz gewissenhafter Uberwachung insbesondere wahrend

und nach der Futterung mussen derartige Faktoren in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 8: Plasmagehalt an Lycopin in ug/l der sechs Versuchsgruppen wéhrend
der Versuchsperiode |
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Abbildung 10: Plasmagehalt an Lutein in pg/l der sechs Versuchsgruppen wéahrend der

Versuchsperiode |
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5.2.2. Parameter des antioxidativen Status

5.2.2.1. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

Die TEAC wurde photometrisch bestimmt. Dieser Parameter beschreibt das
Vermodgen der im Serum enthaltenen Antioxidantien, ABTS-Radikal-Kationen
(ABTS®") zu reduzieren. Ein hoher Wert der TEAC bedeutet demnach, dass im
Serum eine groRere Menge an Antioxidantien vorhanden ist, die vor Radikalen und
damit vor oxidativer Schadigung schitzen kénnen, die antioxidative Kapazitat ist
hoch.

Bislang ist kein Referenzbereich der TEAC beim Hund ermittelt. In den
vorliegenden Untersuchungen wurde dieser Parameter deshalb auf Veranderungen
innerhalb der Gruppen bzw. zwischen den supplementierten Gruppen und der

Kontrollgruppe hin untersucht und beurteilt.

Wahrend die TEAC in der Kontrollgruppe um einen Wert von 0,32 mmol/l
schwankte, lagen in den supplementierten Gruppen die Gruppenmittelwerte aller
ubrigen Zeitpunkte, mit Ausnahme des Zeitpunktes Tag 7, uber ihrem Ausgangswert
von Tag 0. Am wenigsten ausgepragt war dieser Anstieg mit um die 11% in der
Gruppe Lyco:Lut 2:1, am starksten war er mit +52% in der Gruppe Lyco:Lut 1:2 am
Tag 84.

Am Tag 7 war zwischen den Mittelwerten der einzelnen Gruppen eine sehr
grol’e Streuung festzustellen. Wahrend die TEAC in der Gruppe Lycopin leicht
absank, nahm sie in den Gruppen Lutein und Lyco:Lut 1:1 stark ab (-74% bzw. -
64%). Diese Werte waren im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant
niedriger. Ganz im Gegensatz dazu war in den Gruppen Lyco:Lut 1:2 und Lyco:Lut
2:1 ein deutlicher Anstieg zu verzeichnen (+118% bzw. +183%), die TEAC war hier
statistisch signifikant hoher als die der Kontrollgruppe. Betrachtet man die weitere
Entwicklung der TEAC, bei der dieser Parameter in den supplementierten Gruppen
insgesamt allmahlich anstieg, lasst sich vermuten, dass die Carotinoide am Tag 7 zu
diesem frihen Zeitpunkt der 84-tagigen Supplementierungsphase noch nicht véllig
ihre Wirkung auf die TEAC erreicht hatten. Deshalb sollen die stark abweichenden

Werte des Tages 7 der Versuchsperiode | unberucksichtigt bleiben.
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Um die unterschiedliche Entwicklung der TEAC in den verschiedenen
Gruppen infolge der Carotinoidgabe zu verdeutlichen, wurden Gruppenmittelwerte
des gesamten Supplementierungszeitraums gebildet und mit dem jeweiligen

Ausgangswert von Tag 0 verglichen (Abbildung 12).

Tag0Tag? Tag21 Tag 56 Tag 84
L I e
Tag 0 Mittelwert aus Tag 7 bis 84

Abbildung 12:Bildung des Mittelwertes aus den Zeitpunkten der
Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84)

In Versuchsperiode | war in allen supplementierten Gruppen ein deutlicher
Anstieg der TEAC zum Ausgangswert nachzuweisen, wohingegen die Werte der
Kontrollgruppe kaum anstiegen. Die Gruppe Lutein zeigte mit +31% einen leicht
hoheren Wert als die Gruppe Lycopin (+28%), noch deutlicher war dieser
Unterschied zwischen der Gruppe Lyco:Lut 1:2 (+37%) im Vergleich zur Gruppe
Lyco:Lut 2:1 (+11%). Dies deutet auf eine marginal bessere Wirkung von Lutein auf
die TEAC hin. In der Gruppe Lyco:Llut 1:1 nahm die TEAC im
Supplementierungszeitraum um 20% im Vergleich zum Tag 0 zu (siehe Abbildung
13).
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Abbildung 13:Zu- bzw. Abnahme des Mittelwertes der TEAC der Supplementierungs-

phase im Vergleich zum Ausgangswert (Tag 0) in der Versuchsperiode |
ohne Beriicksichtigung des Tages 7 in %
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Obwohl die Unterschiede zwischen den supplementierten Gruppen und der
Kontrollgruppe zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant waren, wiesen die
Ergebnisse darauf hin, dass die Supplementierung der Hunde mit den gewahlten
Carotinoiden die TEAC des Serums steigerte. Sehr ausgepragt war diese Wirkung v.
a. in den Gruppen Lycopin, Lutein und Lyco:Lut 1:2. Diese Beobachtung bestatigt
Schlussfolgerungen von Dijuric et al. (2003), in deren Studie festgestellt wurde, dass
v. a. Lycopin, aber auch Lutein und Zeaxanthin, in humanen Plasma stark mit der
TEAC des Plasmas Kkorrelierten. Die Autoren vermuteten deshalb, dass
Interventionen, die den Plasmagehalt an Lycopin erhdhen, auch die TEAC erhéhen

konnten.

Im wassrigen Medium Serum konnen stark hydrophobe Stoffe wie Carotinoide
schlecht direkt mit Hilfe des TEAC-Assays beurteilt werden (Miller et al., 1993). Um
die Fahigkeit von Carotinoiden zu untersuchen, ABTS-Radikal-Kationen (ABTS®")
reduzieren zu kdénnen, mussen sie in einem Ldsungsmittel wie z. B. Aceton in
Lésung gebracht werden (Miller et al., 1996). Da es sich bei dem Probenmaterial in
dieser Studie um Serum handelte, wurden die Carotinoide bei der Bestimmung der
TEAC nicht direkt miterfasst. Bei der beobachteten Steigerung der TEAC durch die
Verabreichung von Lycopin und Lutein handelte es sich folglich um indirekte Effekte.
So kénnten die Carotinoide zu einer Erhéhung der TEAC gefuhrt haben, in dem sie
z. B. die Konzentration der Ubrigen Antioxidantien im Plasma steigerten. Da die
Ergebnisse der Bestimmung der Vitamine E und C keinen Hinweis auf eine Wirkung
von Lycopin und Lutein auf diese antioxidativen Vitamine im Blut gaben (siehe
5.2.2.2.), ist anzunehmen, dass sie nicht vorrangig fur die Erhéhung der TEAC
verantwortlich waren. Diese Vitamine tragen jedoch auch lediglich einen geringen
Anteil zur Gesamt-TEAC des Plasmas bei (Miller et al., 1993). Um festzustellen, ob
Lycopin und Lutein einen Einfluss auf andere wichtige Antioxidantien wie Albumin

ausuben, mussten weitere Untersuchungen durchgefihrt werden.

Eine weitere Mdglichkeit, wie die verabreichten Carotinoide indirekt zu einer
Steigerung der TEAC gefuhrt haben konnten, ist durch die Beeinflussung des
enzymatischen antioxidativen Systems. Schon mehrfach wurde nachgewiesen, dass
Carotinoide in der Lage sind, die Genexpression zu beeinflussen und Enzyme zu
induzieren (siehe 2.2.4). Mohan et al. (2003) stellten fest, dass die Verabreichung

von Lycopin die antioxidativen Aktivitaten der Enzyme SOD und CAT signifikant
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erhohte. Daher ist es vorstellbar, dass durch die Wirkung dieser Enzyme die
Antioxidantien im Blut weniger stark ,verbraucht® wurden und so zu einer erhohten
TEAC fuhrten.
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Abbildung 14:Zu- bzw.  Abnahme  des Mittelwertes der TEAC der
Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84) im Vergleich zum
Ausgangswert (Tag 0) in der Versuchsperiode Il in %

In der zweiten Versuchsperiode war der positive Effekt auf die TEAC
vorhanden, jedoch bei weitem nicht so ausgepragt wie in der ersten (siehe Abbildung
14). Mdgliche Erklarungen daflr sind beispielsweise in der Tatsache zu finden, dass
die zwei Abschnitte des Hauptversuches in unterschiedlichen Jahreszeiten
stattfanden. So wurde Versuchsperiode | im Frihjahr und Sommer durchlaufen,
Versuchsperiode Il hingegen im Herbst und Winter. Abgesehen davon stammten die
Wirkstoffe beider Versuchsperioden aus derselben Charge, was bedeutet, dass sie
im zweiten Abschnitt des Versuches bereits etwas alter waren als im ersten.
Aufgrund der sorgfaltigen Lagerung, bei der darauf geachtet wurde, dass die
Carotinoide stets kuhl, lichtgeschutzt und weitestgehend luftdicht aufbewahrt wurden,
ist das Alter der Wirkstoffe als Ursache aber eher als unwahrscheinlich einzustufen.
Am ehesten scheint die Ursache der reduzierten Effekte in der Versuchsperiode Il
darin zu liegen, dass die Carotinoide den Hunden bereits in Versuchsperiode | Uber
einen Zeitraum von 84 Tagen verabreicht worden und so trotz der langen Washout-
Phase noch Auswirkungen aus der Versuchsperiode | vorhanden waren. Diese
Annahme wird unterstutzt durch die Tatsache, dass die Ausgangswerte der TEAC
am Tag 0 von Versuchsperiode |l insgesamt bereits hoher lagen als in
Versuchsperiode 1. Auch die extreme Schwankung am Tag 7 war nicht zu
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beobachten. Aus diesen Grinden wurde der Tag 7 in der Versuchsperiode Il im
Gegensatz zur Versuchsperiode | bei Berechnung des Mittelwertes der

Supplementierungsphase mit berlcksichtigt.

5.2.2.2. Vitamine Eund C

Die Konzentration des fettloslichen Vitamin E und des wasserloslichen Vitamin
C, beides Antioxidantien im Serum, wurde bestimmt, um einen madglichen Einfluss
der Carotinoide auf deren Serumgehalt zu untersuchen. AuRerdem sollten
Informationen darliber gewonnen werden, inwieweit diese zwei Vitamine an der

Veranderung der TEAC beteiligt waren.

Innerhalb der Gruppen war insgesamt eine Zunahme der Vitamin E-
Konzentration wahrend beider Versuchsperioden festzustellen. Dies traf auch fir die
Kontrollgruppe zu. Zu keinem Zeitpunkt unterschieden sich die Werte der
supplementierten Gruppen jedoch signifikant von denen der Kontrollgruppe. Dies
steht in Ubereinstimmung mit zahlreichen Studien, in denen bei vergleichbarer
Dosierung ebenfalls kein Einfluss der Supplementierung von Carotinoiden auf den
Serumgehalt von Vitamin E nachgewiesen wurde (Kim et al., 2000a; Chew et al.,
2000a; Chew et al., 2000c).

Beim Vergleich der Mittelwerte der Supplementierungsphase (Tag 0 bis 84)
mit dem Ausgangswert war die Zunahme der Vitamin E-Konzentration in der
Kontrollgruppe mit +38% am deutlichsten. Im Gegensatz dazu stieg die TEAC in
dieser Gruppe am wenigsten an. Daraus kann man schliel3en, dass Vitamin E nicht
in grolem Ausmald zur antioxidativen Kapazitat des Serums (gemessen als TEAC)
beitrug. Miller et al. (1993) fuhrten Untersuchungen an humanem Plasma durch und
bestimmten, zu welchen Anteil die enthaltenen Antioxidantien an der TEAC beteiligt
sind. Auch sie kamen zu dem Ergebnis, dass Vitamin E nur zu etwa 3% zur Gesamt-
TEAC des Plasmas beitragt.

Der Vitamin C-Gehalt des Serums nahm in allen Gruppen insgesamt zu.
Dabei verhielten sich die Gruppen im Allgemeinen ahnlich wie die Kontrollgruppe. In
Versuchsperiode | wichen wenige Gruppenmittelwerte von diesem Verlauf ab. Ein

maoglicher Grund dafur konnte z. B. in der unterschiedlichen Reaktion der einzelnen
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Hunde auf Hitzebelastung zu finden sein, da der Versuch z. T. im Sommer
durchgefuhrt wurde. Obwohl die Tiere stets Zugang zu Schatten und dem kuhleren
Innenbereich hatten und Hunde in der Lage sind, Vitamin C selbstandig zu
synthetisieren, wird die Serumkonzentration u. a. von diesem Faktor beeinflusst.
Insgesamt kann man davon ausgehen, dass die Carotinoide Lycopin und Lutein

keinen Einfluss auf die Serumkonzentration von Vitamin C austbten.

5.2.2.3. Aspartat-Aminotransferase (AST) und Creatinkinase (CK)

Die Aspartat-Aminotransferase (AST) ist in zahlreichen Geweben und
Organen nachzuweisen, sie stellt demnach kein organspezifisches Enzym dar. Hohe
AST-Aktivitaten sind im Herz- und Skelettmuskel, aber auch in der Leber anzutreffen.
Ein starker Anstieg (Uber das Dreifache des Referenzwertes) im Serum wird bei
Muskel- und Lebererkrankungen beobachtet. Da das Enzym sowohl im Zytoplasma
als auch in den Mitochondrien lokalisiert ist, erfolgt eine Erhdhung in erster Linie bei
Zellnekrose, ist aber auch bereits bei Membranschadigung festzustellen (Kraft und
Ddrr, 1997).

Sowohl beim Menschen als auch beim Tier lassen sich drei Isoenzyme der
Creatinkinase (CK) nachweisen. Diese sind die Muskel-CK, die Herzmuskel-CK und
die Gehirn-CK. Da die Gehirn-CK jedoch nicht in das Blut Ubertritt, wird die CK im
Serum als muskelspezifisches Enzym angesehen, was bedeutet, dass eine
Erhéhung ihrer Aktivitat im Serum ausschlieBlich bei Muskelerkrankungen oder
-miterkrankungen in der Folge von anderweitigen Grunderkrankungen anzutreffen ist.
Sie eignet sich hierdurch sehr gut zur Untersuchung und Beurteilung der
Muskelzellintegritat (Kraft und Durr, 1997). Ist eine Erhéhung der CK festgestellt,
kann auf eine Schadigung von Muskelzellen riickgeschlossen werden. Diese kann
unter anderem durch Muskeltraumata, extreme korperliche Belastung, Myositiden
oder auch Stoffwechselstorungen der Muskulatur wie beim Kreislaufschock

hervorgerufen werden.

Aber auch reaktive Spezies kdnnen die Zellmembranen der Korperzellen
schadigen und so zum Verlust deren struktureller Integritat flhren. Da die AST und

die CK Parameter zur Untersuchung und Beurteilung der Zellintegritat darstellen,
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wurden sie in dieser Studie dazu verwandt, auf mdgliche Schadigungen der
Zellmembranen, in diesem Fall der Muskel- und Leberzellmembranen, durch reaktive
Spezies bzw. auf die Verhinderung der schadlichen Vorgange durch die
Supplementierung mit den Carotinoiden Lycopin und Lutein rickzuschlie3en.
Carotinoide sind eine ausgesprochen lipophile Stoffklasse. Diese Eigenschaft ist bei
den unpolaren Carotinen noch ausgepragter als bei den polareren Xanthophyllen.
Daraus folgt ihr starker Bezug zu lipophilen Strukturen und Zellkompartimenten wie
z. B. Zellmembranen. Eingelagert in die Lipiddoppelschicht kdnnen die Carotinoide
hier reaktive Spezies entscharfen und damit Zellmembranen vor oxidativer

Schadigung schiitzen.

Zunachst wurde im zeitlichen Verlauf ein Absinken und anschlie3end wieder
ein Ansteigen der beiden Enzyme festgestellt. Beim Vergleich der niedrigsten Werte
mit den jeweiligen Ausgangswerten wurde deutlich, dass diese Abnahme in den
Gruppen Lutein, Lyco:Lut 2:1, Lycopin und Lyco:Lut 1:2 starker war als in der
Kontrollgruppe. Hier sanken die AST bzw. die CK um 40% bzw. 67%, 35% bzw.
58%, 27% bzw. 55% und 26% bzw. 47%, wahrend in der Kontrollgruppe die AST
lediglich um 25%, die CK um 39% abfiel.
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Abbildung 15:Zu- bzw. Abnahme des Mittelwertes der AST und CK der
Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84) im Vergleich zum
Ausgangswert (Tag 0) in der Versuchsperiode | in %

Auch bei Betrachtung der Mittelwerte aus Tag 7 bis 84 im Vergleich zum Tag
0 ergab sich in allen Gruppen, die Carotinoide erhielten, eine starkere Abnahme der
beiden Enzyme wahrend der Supplementierungsphase als in der Kontrollgruppe.

Einzige Ausnahme bildete auch hier die Gruppe Lyco:Lut 1:1 (AST: 5%, CK: 12%), in
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der die Abnahme geringer war als in der Kontrollgruppe (8% / 26%) (siehe Abbildung
15). Am pragnantesten war der Ruckgang mit 25% / 57% in der Gruppe Lutein,
gefolgt von der Gruppe Lyco:Lut 2:1 (21% / 42%), der Gruppe Lycopin (18% / 47%)
und der Gruppe Lyco:Lut 1:2 (11% / 37%).

In Versuchsperiode |l zeigte sich ein ahnliches Bild wie in Versuchsperiode |,
lediglich in der Gruppe Lutein nahm die AST im Mittel der Tage 7 bis 84 im Vergleich
zum Tag 0 etwas zu (siehe Abbildung 16). Die Veranderungen waren insgesamt
jedoch deutlich weniger ausgepragt. Es konnten die gleichen mdglichen Ursachen
zugrunde liegen wie beim Parameter TEAC (siehe 5.2.2.1), jedoch unterstitzt auch
hier die Tatsache, dass die mittleren Ausgangswerte aller Gruppen im zweiten
Abschnitt des Versuches (21,7 bis 25,5 1U/l) deutlich unter denen der ersten (29,7 bis
35,5 IU/l) lagen, die Annahme, dass die verabreichten Carotinoide aus
Versuchsperiode | noch Wirkungen zeigten, die in die zweite Versuchsperiode hinein

andauerten.
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Abbildung 16:Zu- bzw. Abnahme des Mittelwertes der AST und CK der
Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84) im Vergleich zum
Ausgangswert (Tag 0) in der Versuchsperiode Il in %

Obwohl zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe
bestanden, weisen die Ergebnisse insgesamt auf eine Abnahme der Aktivitat der
beiden Enzyme im Serum in den mit Carotinoiden supplementierten Gruppen hin. Mit
Ausnahme der Gruppe, die Lycopin und Lutein im Verhaltnis 1:1 erhielt, sanken die
Werte wahrend des Supplementierungszeitraums im Vergleich zum Tag 0 starker als
in der Kontrollgruppe. Aus diesen erniedrigten Enzymaktivitaten im Serum lasst sich

schlielen, dass die strukturelle Integritdit sowohl der Leber- als auch der
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Muskelzellmembranen der Hunde besser aufrechterhalten werden konnte. Da die
Belastung mit reaktiven Spezies eine mogliche Ursache der Schadigung der
Zellmembranen ist, konnten die erniedrigten Enzymaktivitaten ein Indikator fur den
besseren Schutz der Zellen vor oxidativer Schadigung durch reaktive Spezies sein.
Ahnliche Schlussfolgerungen zogen Stohrer et al. (2001) aus den Ergebnissen ihrer
Studie, in der Schlittenhunde vor dem Rennen drei Monate lang mit Vitamin E
supplementiert wurden. Durch Gabe dieses Antioxidans war die Aktivitat des Enzyms
CK nach dem Rennen geringer als bei nicht supplementierten Tieren. Dies wurde
ebenfalls als Hinweis auf eine geringere oxidative Schadigung der

Skelettmuskelzellen betrachtet.

Insgesamt betrachtet bestehen Hinweise auf eine eventuell etwas starkere
Wirkung von Lycopin auf die Enzymaktivitat von AST und CK. In Versuchsperiode |
wurde in der Gruppe Lutein der starkste Effekt erzielt, die Gruppen Lycopin und
Lyco:Lut 2:1 zeigten jedoch in beiden Versuchsperioden ebenfalls eine starke
Abnahme der Enzymaktivitaten, die in Versuchsperiode |l wesentlich deutlicher war
als in der Gruppe Lutein. In beiden Versuchsabschnitten nahm in den Gruppen mit
kombinierter Verabreichung von Lycopin und Lutein die Aktivitat beider Enzyme in
derjenigen Gruppe starker ab, die mehr Lycopin erhielt (Gruppe Lyco:Lut 2:1).
Moglicherweise kann dies zuruckgefuhrt werden auf die Eigenschaft von Lycopin, als
apolares Carotin annahernd senkrecht zu den Phospholipidmolekilen in der
Lipiddoppelschicht zu liegen, wohingegen Lutein sich als Xanthophyll aufgrund
seiner etwas hdheren Polaritat (seine Hydroxylgruppen gehen Wechselwirkungen mit
den polaren Anteilen der Phospholipide ein) eher parallel anordnet (Krinsky, 2002).
So besteht die Mdglichkeit, dass Lycopin etwas besser in der Lage war, eine Art

Schutzschild gegen Angriffe von reaktiven Spezies zu bilden.

5.2.2.4. Totale und Latente Eisenbindungskapazitat (TEBK und LEBK)

Eisenionen kdonnen im Blut zur Entstehung von reaktiven Spezies beitragen,
indem sie Fenton-Reaktionen katalysieren, aus denen u. a. hoch reaktive Hydroxyl-
Radikale hervorgehen. Das vorrangige Protein, das Eisenionen im Serum bindet und
somit an der Teilnahme bei der Erschaffung reaktiver Spezies hindert, ist das

Transferrin. Der Gehalt des Serums an Transferrin ist in hohem MalRRe korreliert mit
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der Totalen Eisenbindungskapazitat (TEBK) des Serums. Die TEBK spiegelt
demnach wider, wie viel Transferrin im Serum vorhanden ist und wie viel Eisen von
diesem maximal gebunden werden kann. Das Transferrin ist im Serum jedoch meist
nicht vollstandig mit Eisen gesattigt. Der restliche, nicht gesattigte Anteil steht als
Latente Eisenbindungskapazitat (LEBK) zur Verfligung, so dass in der Regel keine
katalytisch wirksamen freien Eisenionen im Serum vorkommen. Beim erwachsenen
Menschen ist nur etwa ein Drittel des Transferrins gesattigt, wohingegen bei
Neugeborenen die TEBK Uberschritten werden kann, so dass freie Eisenionen im
Blut nachweisbar sind (Evans et al., 1992; Lindeman et al.,, 1992). Bei diesen

Neugeborenen gibt es aufgrund der 100%igen Transferrinsattigung keine LEBK.

Bei Betrachtung der Ergebnisse aus Versuchsperiode | wurde ersichtlich, dass
in allen Gruppen sowohl die TEBK als auch die LEBK im Vergleich zur
Kontrollgruppe zunahm. Besonders ausgepragt war diese Zunahme in den Gruppen,
die beide Carotinoide in Kombination erhielten. Der Vergleich des Mittelwertes der
Zeitpunkte der Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84) im Vergleich zum
Ausgangswert macht die Entwicklung der beiden Parameter deutlich (siehe
Abbildung 17).
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Abbildung 17:Zu- bzw. Abnahme des Mittelwertes der TEBK und LEBK der
Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84) im Vergleich zum
Ausgangswert (Tag 0) in der Versuchsperiode | in %

Den starksten Zuwachs im Mittel des Supplementierungszeitraums zeigte die
TEBK bzw. die LEBK in den Gruppen Lyco:Lut 1:1 (61% / 106%) und Lyco:Lut 2:1
(66% / 98%). Einen ebenfalls deutlichen Anstieg mit 44% bzw. 64% konnte in der
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Gruppe Lyco:Lut 1:2 festgestellt werden. In Versuchsperiode |l tendierten die TEBK
und die LEBK der meisten Gruppen, die Lycopin und Lutein in Kombination

bekamen, ebenfalls zu einem Anstieg, der jedoch nicht so deutlich war.

Eine Erhdhung der TEBK bedeutet, dass das Blut in der Lage war, eine
grolkere maximale Menge an Eisenionen zu binden — der Gehalt an Transferrin war
erhoht. Wie bei der Steigerung der TEAC kann auch hier ein Einfluss auf die
Genexpression die Ursache gewesen sein. Es wurde nachgewiesen, dass
Carotinoide bestimmte Gene stimulieren kdnnen, die fur Proteine kodieren (siehe
2.2.4). Es besteht die Mdglichkeit, dass in dieser Studie Lycopin und Lutein in
Kombination einen stimulierenden Effekt auf die Gene hatte, die fir Transferrin
kodieren. Warum diese Wirkung nur bei kombinierter Verabreichung der beiden
Carotinoide auftrat, kann nur spekuliert werden. Es gibt Berichte Uber eine
synergistische Wirkung der beiden Wirkstoffe (Stahl et al., 1998). In jener Studie
wurden jedoch antioxidative Eigenschaften der beiden Carotinoide und nicht ihr

Einfluss auf die Genexpression untersucht.

Aus der Zunahme der TEBK folgte auch eine Zunahme der LEBK. Die
Tatsache, dass die LEBK prozentuell starker zunahm als die TEBK lasst sich daraus
erklaren, dass die LEBK einen geringeren absoluten Wert hatte. Bei einer gleichen
Zunahme der TEBK und der LEBK stieg die LEBK folglich prozentual starker an. Bei
Betrachtung der absoluten Werte wird deutlich, dass sich das Ausmal® des

Zuwachses der TEBK und der LEBK in derselben GréRenordnung bewegte.
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Abbildung 18:Zu- bzw. Abnahme des Mittelwertes der TEBK und LEBK der
Supplementierungsphase (Tag 7 bis 84) im Vergleich zum
Ausgangswert (Tag 0) in der Versuchsperiode Il in %
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Auch auf diese beiden Parameter zeigten die Carotinoide in Versuchsperiode
Il weniger stark ausgepragte Effekte als in Versuchsperiode |. Lediglich in der
Gruppe Lyco:Lut 1:2 war im Mittel der Tage 7 bis 84 im Vergleich zum Tag 0 eine
pragnantere Steigerung als in der Kontrollgruppe festzustellen (siehe Abbildung 18).
Als Ursache kommen hierfir die gleichen mdglichen Einflisse in Betracht wie bei
den Parametern TEAC, AST und CK.

An dieser Stelle sei nochmals darauf verwiesen, dass aufgrund mangelnden
Probenmaterials die TEBK und die LEBK nicht bei allen Hunden bestimmt werden
konnten. Deswegen setzten sich die Gruppenmittelwerte aus einem bis zu sechs
Einzelwerten zusammen, was bei der Bewertung der Ergebnisse berucksichtigt
werden muss. Bei einer geringeren Anzahl von Einzelwerten, die in die gebildeten
Mittelwerte eingingen, kdonnen diese Einzelwerte einen wesentlich groReren Effekt
hervorrufen. Auffallig ist bei Betrachtung der Ergebnisse der TEBK und der LEBK
auch, dass die Gruppe Lyco:Lut 1:1 hier die starkste Wirkung zeigte, obwohl in
dieser Gruppe bei den Parametern TEAC, AST und CK der geringste Effekt erzielt
wurde. Deshalb ist die starke Zunahme der TEBK und der LEBK sehr vorsichtig zu

beurteilen.
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6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse zahlreicher Studien weisen darauf hin, dass oxidative
Prozesse an der Entstehung und dem Fortschreiten von Krebs und chronischen
degenerativen Erkrankungen beteiligt sind. Carotinoide sind dazu befahigt, reaktive
Spezies wie Singulett-Sauerstoff oder Radikale zu entscharfen und kdonnen so vor
oxidativer Schadigung — und damit moglicherweise auch vor degenerativen

Erkrankungen — schitzen.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Vorversuch zunachst die
Plasmaresponse der Carotinoide Lycopin und Lutein von Hunden uber einen
Zeitraum von 24 Stunden hinweg nach einmaliger oraler Verabreichung ermittelt.
AnschlieBend wurde in einem Futterungsversuch, der aus zwei zwdlfwochigen
Versuchsperioden bestand, untersucht, inwieweit sie nach taglicher oraler
Supplementierung mittels Gelatinekapseln einen positiven Einfluss auf den
antioxidativen Status der Hunde ausuben. Hierzu erhielten 36 bzw. 30 nach Alter und
Gewicht randomisierte Hunde Lycopin und Lutein einzeln oder in Kombination
zusammen mit dem Futter. Die Gesamtmenge der verabreichten Carotinoide betrug
stets 2 mg/kg KG, wobei eine Gruppe nur Lycopin, eine andere nur Lutein erhielt. In
drei weiteren Gruppen wurden die Carotinoide in den Verhaltnissen 1:1, 1:2 und 2:1

in Kombination verabreicht. Jeweils sechs Hunde dienten als Kontrollgruppe.

In jeder Versuchsperiode wurde an den Tagen 0, 7, 21, 56 und 84
gewonnenes Serum auf den antioxidativen Status hin untersucht. Hierzu wurde die
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) bestimmt. Zusatzliche Hinweise auf
den antioxidativen Status sollten durch die Bestimmung der antioxidativen Vitamine
E und C sowie der Enzyme Aspartat-Aminotransferase (AST) und Creatinkinase
(CK) gewonnen werden. Eine Erhéhung dieser beiden Enzyme wirde auf eine
Zellschadigung, u. a. durch oxidative Prozesse, hinweisen. Da auch Eisenionen an
der Entstehung von Radikalen beteiligt sein kénnen, wurden die Totale und die

Latente Eisenbindungskapazitat (TEBK und LEBK) des Serums bestimmt.

146



ZUSAMMENFASSUNG

Sowohl Lycopin als auch Lutein wurden nach einmaliger oraler Verabreichung
von den Hunden absorbiert, wobei die Konzentration im Plasma nach 18 bzw. funf
Stunden ihr Maximum erreichte. Es wurde festgestellt, dass einige Tiere eine sehr
hohe Plasmaresponse (,High-Responder®), andere eine niedrige (,Low-Responder*)

zeigten.

In Versuchsperiode | des Hauptversuches konnte eine Erhdhung der TEAC
durch die Carotinoide bewirkt werden, wobei Lutein einen marginal starkeren Einfluss
auf diesen Parameter des antioxidativen Status zu haben schien. Die
Enzymaktivitaten von AST und CK konnten durch die Carotinoidgabe vermindert
werden, wodurch auf ein geringeres Ausmal} an Zellschadigung geschlossen werden
kann. Mdglicherweise vermochte Lycopin insgesamt die Zellintegritat etwas besser
zu schutzen als Lutein. Die Wirkstoffe zeigten keinen Effekt auf die Vitamine E und
C. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass eine kombinierte Verabreichung der

Carotinoide sowohl die TEBK als auch die LEBK erhohen kann.

In Versuchsperiode Il waren die beobachteten Effekte in ahnlicher Weise
vorhanden, jedoch wesentlich weniger stark ausgepragt. Moglicherweise waren trotz
der langen Washout-Phase von elf Wochen zwischen den Versuchsperioden noch

Auswirkungen aus der Versuchsperiode | vorhanden.

Insgesamt konnten positive Effekte der Carotinoide Lycopin und Lutein auf
den antioxidativen Status des Hundes festgestellt werden. Deshalb kdnnte die
Supplementierung von Hundefutter mit Lycopin und Lutein flr die Gesundheit der

Tiere von Interesse sein.
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SUMMARY

7. Summary

Nicole Nitschke

Influence of the carotenoids lycopene and lutein on the antioxidant status of

dogs

There is consistent indication that oxidant processes take part in the etiology
and progression of cancer and other chronic degenerative diseases. Carotenoids are
capable to quench reactive species like singlet oxygen or radicals and hence are
able to protect against oxidative damage — and possibly against degenerative

diseases as well.

In the present study initially the plasma response of the two carotenoids
lycopene and lutein was examined in dogs during 24 hours after a single oral dose as
a pilot test. Subsequently in a feeding trial consisting of two parts of twelve weeks
each, it was examined if they provide a positive effect on the antioxidant status of the
dogs after daily oral doses. For this reason 36, respectively 30 dogs randomized by
age and weight received lycopene and lutein singly or in combination via gelatine
capsules with their food. The total amount of supplemented carotenoids was 2 mg/kg
bodyweight, one group receiving solely lycopene, another solely lutein. To three
additional groups the carotenoids were administered in combination in the ratios 1:1,

1:2 and 2:1. Six dogs functioned as a control group.

In each part of the feeding trial serum samples were taken on day 0, 7, 21, 56
and 84 in which the antioxidant status was examined. For this reason the trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) was measured. Additional information about
the antioxidant status was meant to be obtained by the determination of the
antioxidant vitamins E and C as well as the enzymes aspartate-amino-transferase
(AST) and creatinekinase (CK). An increase of these two enzymes would indicate
cell damage, which could have been caused by oxidative processes. As ferric ions
can catalyze radical formation the total and latent iron binding capacity (TEBK and

LEBK) of the serum were investigated.
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Lycopene as well as lutein was absorbed by the dogs after a single oral dose,
the plasma concentration peaking after 18 respectively five hours. Some animals
showed a very high plasma response (“high-responders”), whereas others showed a

low plasma response (“low-responders”).

In the first part of the feeding trial the carotenoids managed to increase TEAC,
lutein appearing to have a marginally stronger effect. The enzyme activities could be
decreased by the supplementation with the carotenoids, which indicated a reduced
amount of cell damage. It seemed that lycopene was able to protect cell integrity
slightly better than lutein. Dietary lycopene and lutein did not influence plasma
vitamin E and C concentrations. There is indication that a combined administration of

the carotenoids could elevate TEBK as well as LEBK.

In the second part of the feeding study the effects were detectable although to
a much lesser extent. Possibly part | of the trial left some effects despite the long

washout period of eleven weeks between the two parts of the trial.

In conclusion, due to the carotenoids lycopene and lutein positive effects on
the antioxidant status could be found in dogs. For this reason supplementation of dog

food with lycopene and lutein could be of interest for the health of the animals.
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