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Einleitung und Aufgabenstellung

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Tomes beschreibt 1850 das rotliche Sekret auf der Haut des Riickens eines von ihm
beobachteten Flusspferdes. Die Vermutung, es handele sich dabei um blutigen
Schweil3, sorgte fur grofes Aufsehen. Dennoch blieben Ursachen und Bedeutung
dieses Phanomens lange unklar. Die erste anatomische Beschreibung der
sekretproduzierenden Hautdrise erfolgte durch Crisp (1867), der die mit bloiem
Auge sichtbaren Hautdriisen beschrieb und Gber das sonderbare Produkt der Haut
der Flusspferde berichtete. Eingehende histologische Untersuchungen der fetalen
Flusspferd-Haut wurden von Weber (1886) und Toldt (1916) durchgefuhrt. Im Jahre
1918 veroffentlichte die Kaiserliche Akademie der Wissenschaften in Wien von
Schumacher den wohl umfassendsten Bericht Uber die Zytologie der Flusspferd-
Drusen. 1962 folgte von Allbrook eine Zusammenfassung tber die Morphologie der
subdermalen Driuse der Flusspferde. Ausfihrliche Arbeiten tUber die Anatomie und
Physiologie der Drusen publizierten 1963 Luck und Wright. 1987 folgte ein
weiterfihrender Bericht von Wright. 1999 wurde von Eltringham das einzige bisher

verfasste Buch Uber Flusspferde und Zwergflusspferde herausgegeben.

Saikawa et al. beschreiben 2004 in der Zeitschrift ,Nature” das zahfllssige,
alkalische Haut-Sekret der Flusspferde, das nach seiner Sekretion in kurzer Zeit
unterschiedliche Farben annimmt. Das farbige Sekret soll den Flusspferden — so
vermuten Saikawa und Mitarbeiter - wirksamen Schutz vor UV-Bestrahlung bieten,
bakteriellen Infektionen der Haut vorbeugen, gleichzeitig soll es, obwohl es
nachweislich nicht von histologisch-regularen Schweil3drisen gebildet wird, auch der

Thermoregulation dienen.

Das ungeklarte Phanomen des ,blutigen Schwei3es” der Flusspferde, die bisher
zahlenmafig geringen Untersuchungen, die wenigen Kenntnisse Uber die
Inhaltsstoffe sowie die Bedeutung des Sekretes fur die Flusspferdhaut waren Anlass
zur vorliegenden Promotionsarbeit.

Ziel dieser Arbeit war zunachst die Beobachtung der Bildung von Haut-Sekret an

Zoo-Flusspferden und die Klarung der Frage, ob augenscheinliche Unterschiede in
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der alters-, geschlechts-, Tageszeiten- oder Jahreszeiten-abhangigen Produktion des
Haut-Sekretes zu erkennen sind.

Die Gewinnung von Haut-Sekret an lebenden Flusspferden sollte dabei ohne
Restriktion und Stérung des Wohlbefindens der Tiere in zwei verschiedenen Zoos
erfolgen.

Weiter sollte versucht werden Inhaltsstoffe des Haut-Sekretes zu identifizieren.

Das Haut-Sekret sollte weiterhin gezielt auf bestimmte mdgliche antioxidative
Inhaltsstoffe wie Carotinoide, Vitamine und Enzyme getestet werden. Es sollte
zusatzlich auf einen moglichen Zusammenhang mit den unterschiedlich gefarbten
Sekreten untersucht werden.

Weiterhin sollte eine mdgliche antibakterielle Wirkung, die UV-protektiven Effekte

und wundheilenden Eigenschaften des Haut-Sekretes Uberprift werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Das Flusspferd

Die vorliegende Promotionsarbeit konnte nur mit Hilfe des Flusspferdpaares ,Mike*
und ,Rosi” in Stuttgart und den sechs Flusspferdkiihen ,Zora“, ,Kiboko®, ,Habari“,
.Cherry*, ;Himba“, ,Victoria“ und schliel3lich dem Flusspferd - Jungbullen ,Fridolin*

aus dem Erlebnis-Zoo Hannover entstehen.

2.1.1 Flusspferd - Taxonomie

In Verwendung der Zoologischen systematischen Taxonomie

Stamm: Chordata

Unterstamm: Vertebrata

Klasse: Mammalia

Unterklasse: Eutheria

Uberordnung: Laurasiatheria

Ordnunag: Artiodactyla
Unterordnung: Nonruminantia

Familie: Hippotamidae

Gattung: Hippopotamus

Art: Hippopotamus amphibius
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Abb. 1: Uberblick (iber beide rezenten Flusspferdarten: Hippopotamus amphibius und Choeropsis
liberiensis (aus Elthringham, 1999)

2.1.2 Flusspferd - Allgemein

Die sehr artenarme Familie der Flusspferde besteht aus nur zwei rezenten
Flusspferd - Arten: das  Flusspferd  Hippopotamus amphibius und das
Zwergflusspferd Choeropsis liberiensis (siehe Abbildung 1), beide werden in der
gultigen Taxonomie der Zoologie zu zwei eigenen Gattungsgruppen zugeordnet.

Eine Unterscheidung beider Arten ist phanotypisch leicht moglich: die Parameter
somatische Morphologie und Korpergrof3e variieren zum Teil stark.

Die Abstammung der rezenten Flusspferde wird in der Literatur der einzelnen
Autoren diskutiert. Es wird im Allgemeinen angenommen, dass eine Verwandtschaft
besteht zwischen Flusspferd und Schwein (Petzsch, 1992). Eine andere - jingere -
Theorie gibt dagegen auch eine mdgliche Verwandtschaft mit den Walartigen,
Familie Cetaceae an (Boisserie et al., 2005; Eltringham, 1999; Hasegawa, Adachi,
1996).

Die heute im Allgemeinen noch verwendete Bezeichnung ,Nilpferd” ist auf eine
historisch erste Sichtung der Tiere im Nil zurtickzufihren, obwohl sie bis etwa vor
3500 Jahren noch auf dem gesamten afrikanischen Kontinent verbreitet waren. Der

Begriff ,Nilpferd” ist irrefihrend, weil die Flusspferde zoologisch ndher mit den
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Schweineartigen, Familie Suidae, verwandt sind als mit den Pferdeartigen, Familie
Equidae. Heute kommen die Tiere nur noch sudlich der Sahara, besonders in den
dort lokalen Naturschutzgebieten, vor.

Die Ausrottung der Spezies Flusspferd wie etwa in der Region Westafrika ist
bedenklich vorangeschritten (Stuart, 2000).

Die Grinde fur die drohende Ausrottung der Flusspferde sind vielfaltig. Die Tiere
werden besonders zur Nutzung ihrer Eckzdhne, deren Matrix aus Elfenbein besteht,
und ihres Fleisches gejagt (Eltringham, 1999, Klingel, 1988). Vor dreil3ig Jahren
bestand zum Beipiel im Nationalpark von Kongo die grof3te Flusspferdpopulation, die
jedoch durch Wilderei zu 95 % reduziert wurde (Homes, 2003). Aber auch die durch
Fral? verursachten Schaden, die durch néachtliche Futteraufnahme an Land
entstehen, gaben in Gebieten mit dichtem Flusspferd-Vorkommen lange Zeit Anlass
zur Jagd und zum Toten der Flusspferde (Eltringham, 1999). In Afrika werden mehr
Menschen durch Flusspferde getdtet als durch Léwen, Elefanten und Biiffel
zusammen (Klingel, 1988). Diese vermeintliche Bedrohung stellt einen weiteren
Grund der Verfolgung der Flusspferde durch den Menschen dar.

Im Jahre 2006 wurde das Flusspferd zum ersten Mal von der International Union for
Conservation Nature and Natural Resources (IUCN) auf die Rote Liste (Stand:
4.05.2006) gesetzt.

Die 2006 veroffentlichte Ausgabe der IUCN umfasst 16 119 Arten, 530 mehr als zwei
Jahre zuvor. Die Gefahrdung von Arten wird durch die Einstufung in Rote-Liste-
Kategorien (0: ausgestorben oder verschollen, 1: vom Aussterben bedroht, 2: stark
gefahrdet, 3: gefahrdet, 4: potenziell gefahrdet) wiedergegeben.

Das Flusspferd wird seitdem als ,gefahrdet* (Kategorie 3) eingestuft.

Naturliche Feinde der Flusspferde kommen nicht vor. Flusspferde leben in Gruppen
von bis zu 20 Tieren, aber auch Grol3gruppen mit bis zu 100 Tieren kodnnen
regelmallig angetroffen werden (Nowak, 1999). Auseinandersetzungen in der
Gruppe sind haufig, die meisten verlaufen allerdings harmlos und bestehen vielmehr
aus Drohungen. Handelt es sich dabei aber um Revierkampfe zwischen zwei Bullen,
kénnen sie fiur eines der Tiere den Tod bedeuten (Jauch, 2006). Die Flusspferde
weisen eine amphibische Lebensart auf, daher die lateinische Bezeichnung
Hippopotamus amphibius. Den Tag verbringen die Flusspferde hauptsachlich

ruhend, stehend oder liegend im Wasser beziehungsweise auch in Schlammsuhlen.



Literaturtbersicht

Das ginstige Kopfprofil erlaubt dem Flusspferd sehr lange in einer Position im
Wasser zu verharren, da sich die Ohren, Augen und Nustern Uber der
Wasseroberflache befinden und somit die Umgebung mit allen Sinnen wahrnehmbar
ist. Trotz der amphibischen Lebensweise kénnen die Flusspferde, die grof3ten
SuRwassersaugetiere der Welt, nicht schwimmen (Dietrich et al., 2006). Sie
bendtigen zur Fortbewegung den Bodenkontakt, um entweder auf dem Grund des
Wassers zu laufen oder sich von ihm immer wieder abzustoRen. Wahrend des Tages
wird meist keine Nahrung aufgenommen. Erst in der Abenddammerung oder in der
Nacht verlassen die Tiere das Wasser, um an Land zu weiden. Die n&chtlichen
Wanderungen zur Futteraufnahme konnen einige Kilometer in Anspruch nehmen
(Dietrich et al.; 2006). In dieser Zeit wird pro Tier eine Menge von insgesamt 25 —
40 kg an Grasern und Frichten aufgenommen (Klingel, 1988). Noch ist ungeklart,
warum die Tiere nur bei Dunkelheit das Wasser verlassen und sich an Land
aufhalten. Entweder resultiert dieses Verhalten aus der Furcht vor dem Menschen
oder weil es einen zu hohen Energieaufwand fir die Tiere bedeutete, wenn sie
wahrend der afrikanischen Hitze auf Nahrungssuche gingen. Trotz ihres
gedrungenen, walzenformigen Kérpers, mit 1,5 bis 3 Tonnen Kdrpergewicht und den
disproportional kurzen Beinen erreichen sie an Land Geschwindigkeiten von bis zu
50 km/h (Dietrich et al., 2006).

Im Vordergrund dieser Arbeit steht die Untersuchung des Sekretes der Drisen der
Flusspferdhaut und seiner besonderen Inhaltsstoffe. Beim amphibisch lebenden
Flusspferd wird die Haut zum Beispiel durch Mikroorganismen im Lebensraum
Wasser oder durch UV-Bestrahlung aul3erhalb des Wassers stark beansprucht.

2.2 Haut

Der anatomische Begriff Integumentum commune umfasst die Haut allgemein
gemeinsam mit den Hautanhangsorganen wie das die Haut bedeckende Haarkleid,
verschiedenen Hautdriisen und alle Sonderbildungen wie etwa das stark verhornte
Organon digitale (Dyce et al., 1991). Das Integumentum commune ist das grofite
Sinnesorgan des Korpers der Saugetiere. Die zu erfullenden Funktionen und
Aufgaben des Integumentum commune sind vielfaltig. Der Haut kommt insbesondere
eine ausgepragte Schutzfunktion zu, sie umfasst einen eigenen zellularen

Immunapparat, die Regulation des Wasserhaushaltes, die Thermoregulation, die
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Kommunikation und die Sinnesfunktion (Hees, Sinowatz, 2000). Bei einem
Flusspferd mit einem Gewicht von 1500 kg umfasst das Integumentum commune
eine Gesamtmasse von etwa 270 kg (Vergleich Mensch: 6,7 %; Montagna, 1956).
Ein adultes Tier von 1,5 Tonnen besitzt folglich eine Oberflache von 10 m? (Luck,
1964).

Anatomisch-histologisch wird das Integumentum commune in drei Schichten
unterteilt:

1. die Oberhaut (Epidermis), die epitheliale Zone, 2. die Lederhaut (Corium), die
bindegewebige Zone und 3. die Unterhaut (Subcutis) als fettreiche Isolationsschicht

(Panniculus adiposus).

2.2.1 Epidermis - Allgemein

Die Epidermis, die einer fortwahrenden, schnellen Regeneration unterliegt, wird von
einem mehrschichtigen, verhornenden Plattenepithel abgedeckt, das sich an den
verschiedenen Korperstellen von innen nach aufen aus einem Stratum basale,
Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum, Stratum corneum
zusammensetzt. Die Schichten der Epidermis sind am dicksten und deutlichsten in
den Bereichen der starksten Belastung ausgepragt. In weniger stark mechanisch
belasteten Bereichen des Korpers ist die Epidermis wesentlich diinner aufgebaut und
lasst weder das Stratum granulosum noch das Stratum lucidum deutlich in
Erscheinung treten (Dyce, 1991).

Die Epidermis vereint verschiedene Zellen. Der Hauptanteil der Epidermis wird von
den Keratinozyten, verhornenden Epithelzellen, gebildet. Das fur die Pigmentierung
der Epidermis notwendige Melanin wird von den Melanozyten produziert. Langhans-
und Granstein-Zellen haben Bedeutung als Antigen-prasentierende Zellen und sind
damit stationdre Makrophagen der Oberhaut. Die Merkel-Zellen sind als freie
Nervenendigungen verantwortlich fir die Mechanorezeption durch die Epidermis.
Das Stratum basale, Basalzellschicht, setzt sich aus basophilen, iso- bis
hochprismatischen Zellen zusammen, die Uber Halbdesmosomen mit der
Basalmembran fest in Verbindung stehen. Dadurch ist eine stabile Verankerung des
Epithels mit dem Bindegewebe gewahrleistet. In unterschiedlicher Anzahl kénnen

Melaningranula in den basal gelegenen Melanozyten auftreten, die zur
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Pigmentierung des Epithels beitragen. Das Stratum basale weist Langhans-Zellen
und Merkel-Zellen auf (Liebich, 1999). Die Dicke der Gesamtepidermis wird von der
Mitoserate des Stratum basale bestimmt (Dyce, 1991).

Das nach auf3en folgende Stratum spinosum, die Stachelzellschicht, wird aufgebaut
aus einer mehrschichtigen Lage isoprismatischer, polygonaler Zellen, die durch
zahlreiche Zytoplasma-Auslaufer untereinander eng in Verbindung stehen. An den
Enden der Zytoplasma-Auslaufer sind benachbarte Zellen durch Desmosomen, den
Maculae adhaerentes, fest verbunden. In der lichtmikroskopischen Untersuchung
laufen die Fortséatze der Zellen des Stratum spinosum spitzstachelig aus. Die
Zellfortsatze werden dabei von Tonofilamenten als einem besonderen Anteil des
Cytoskelettes gestitzt, die scherengitterartig nach Zug- und Drucklinien angeordnet
sind (Liebich, 1999).

Die Epithelzellen stellen sich im Stratum granulosum stark abgeflacht dar und treten
je nach Verhornungsgrad in 3 bis 5 Lagen auf. Die Einlagerung besonders alpha-L-
Histidin-reicher, basophiler Keratohyalingranula geben diesem Abschnitt den Namen.
In dieser Zone beginnen die Verhornungsprozesse, eine erneut hohe Dichte von
Tonofilamenten. Die in dieser Schicht einsetzende Kernpyknose unterstitzen diesen
intrazellularen Prozess (Liebich, 1999).

Im Bereich des Stratum lucidum, der sogenannten Glanzzellschicht, sind die Kerne
und Zellorganellen kaum noch anfarbbar, das Zytoplasma schlie3t verdichtete
Filamentbindel und eine homogene, eosinophile Matrix mit ein. Diese stark
lichtbrechende Schicht kommt insbesondere an verdickten Epidermisstellen, den
sogenannten ,Leistenhauten“ der Sohlenballen und des Nasenspiegels vor. Die
Hauptaufgabe des Stratum lucidum ist das Abdichten der tieferen Epithellagen
gegenuber &ulReren Einflissen und stellt einen Schutzmechanismus gegen
Austrocknung und den Verlust von Korperflussigkeiten dar. Die letzte und nach
aul3en abschliel3ende Schicht ist das Stratum corneum, die Hornzellschicht. Die
Verdickung der Zellmembranen, die Auflésung der Zellkerne und Zellorganellen und
die Bildung von Keratin, einem Skleroprotein aus Keratohyalin und
Tonfilamentbundeln, sind die mikroskopisch augenscheinlichsten Merkmale dieser
Haut-Zone (Liebich, 1999).

Eine weitere Einteilung der funf Strata in Stratum profundum und —superficiale ist

maoglich. Das Stratum profundum setzt sich aus Stratum basale, Stratum spinosum
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und Stratum granulosum zusammen. Auch freie Nervenendigungen durchziehen das
Stratum profundum. Die Ernahrung erfolgt tber Diffusion aus dem angrenzenden
Corium. Das Stratum superficiale wird aus den oberflachlichen Schichten, Stratum

lucidum und Stratum corneum gebildet.
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2.2.2 Epidermis des Flusspferdes

Abb. 2:  Nahaufnahme der medianen Riickenhaut eines 22-jahrigen mannlichen Flusspferdes

Abb. 3: Nahaufnahme der lateralen Ruckenhaut eines 39-jahrigen weiblichen Flusspferdes

Abb. 4:  Nahaufnahme der Riickenhaut im Bereich der Schulter eines 46-jahrigen weiblichen
Flusspferdes

10
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Luck und Wright dokumentieren 1964 eine Untersuchung des Integumentum
commune eines Flusspferdes. Dabei zeigte sich, dass der Abstand von der
Oberflache des Stratum corneum bis zu den Spitzen der Papillen am Abdomen
0,5 bis 0,9 mm und am Ricken 0,7 bis 1,0 mm betragt. Die Epidermisoberflache
wurde als fein und frei von flockigen Keratineinlagerungen beschrieben. Seichte
Einsenkungen auf der Epidermisoberflache wiederholen sich in regelméafigen
Abstédnden von 3-5mm. Das Stratum corneum der Flusspferdhaut stellt sich
kompakt dar und wird von 10 bis 20 klar erkennbaren Schichten geformt. Die
beschriebenen Schichten erreichen am Abdomen 85 bis 130 um, am Rucken
65 bis 100 um Dicke. Weiterhin beschreiben Luck und Wright, dass es - im
Gegensatz zu anderen Saugetierspezies - kein deutliches Stratum corneum
disjunction gibt, eine starke PAS-positive Schicht ist kennzeichnend (Luck, 1964). Ein
Stratum lucidum kommt beim Flusspferd nicht vor. Auch das Stratum granulosum
kann nur schlecht bestimmt werden, obwohl einige seiner Zellen angefullt sind mit
typischen Granula, die in manchen Zellarealen sehr dicht gepackt erscheinen.
Innerhalb der Zone der Malpighi-Zellen sind die zellularen Briicken stark PAS-Positiv
anfarbbar. Die beschriebenen Knoten von Bizzozero reagieren in der gleichen
histologischen Farbung ebenso stark positv. Laut Luck und Wright (1964) befinden
sich keine Fetttropfen in den epidermalen Zellen. Das Stratum germinativum weist
augenscheinlich keine spezifischen Kennzeichen auf. Das Vorkommen des
Hautpigments Melanin variiert auf3erordentlich: auf Héhe des Abdomens fehlt es
anndhernd ganzlich, am Rucken erscheint die Haut stark Melanin-angereichert. Im
Bereich der Ruckenhaut bilden die Pigmentkorper typische Kappen Uber den Zellen
oberhalb der Basalschicht. Die Melanin-Granula sind dichter gepackt (Luck, 1964).

Schumacher beschreibt 1918 die Flusspferd-Haut als reichlich pigmentiert. Das
Pigment verteilt sich dabei Uber alle Schichten der Epidermis. An zahlreichen
Hautstellen kommen gut ausgebildete Chromatophoren vor, diese kdnnen an
anderen Hautstellen aber auch ganzlich fehlen. Eine weitere Moglichkeit ist das
Vorkommen von Chromatophoren bei vollstandigem Fehlen des epidermalen
Pigmentes. Das Epidermispigment liegt im Stratum cylindrium, einem besonderen
Merkmal der Dickhauter-Haut, gewdhnlich im basalen, in den Zellen der Ubrigen
Schichten ausnahmslos im distalen Zellabschnitt kappenférmig dem Kern aufsitzend.

Weiterhin berichtet Schumacher, dass die Pigmentkérnchen keine gesetzmafRlige

11
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Lagerung - sowohl in den Zellen der aulReren Wurzelscheide der Haare, als auch im
geschichteten Epithel der DriUsenausfihrungsgédnge aufweisen - und dass die
Ansammlung der Pigmentkdrnchen in der distalen Zellhadlfte fir einen
Phototropismus der Zellsysteme kennzeichnend sei. Schumacher stellte in seinen
Untersuchungen ein Fehlen des interzellularen Pigmentes in den oberflachlichen
Schichten der Epidermis fest. Das in den tiefen Schichten vorkommende
interzellulare Pigment rechnet Schumacher zu Auslaufern von Chromatophoren. Die
Chromatophoren sind mit verzweigten Auslaufern versehene Zellen, die an der
Corium-Epidermis-Grenze liegen. Die Verbindung zwischen Chromatophoren und
den Epidermiszellen erfolgt nicht durch die Protoplasmafasern, sondern die
Auslaufer der Chromatophoren dringen tief in die InterzellularrAume der
Epidermiszellen ein. Schumacher vermutet, dass die Chromatophoren weder als
modifizierte Epithelzellen noch als Leukozyten oder gewdhnliche Bindegewebszellen,
sondern dass sie als Zellen eigener Art aufzufassen sind. Weiterhin geht er davon
aus, dass das gelegentliche Vorkommen von freien Pigmentkérnchen und
pigmentierten Leukozyten im Blut und in pigmentierten Endothelzellen nicht als
Beweis fur den hamatogenen Ursprung des Pigments gedeutet werden darf.

Die epidermal-coriale Verbindung ist charakterisiert durch eine tiefe Hautleiste mit
dazugehdrigen dermalen Papillen, 7 - 9 Papillen pro mm (Luck, 1964).

2.2.3 Corium - Allgemein

Das Corium bildet die stitzende, bindegewebige und erndhrende Unterlage flr die
Epidermis und setzt sich aus Kollagenfasern des Types| zusammen, zwischen
denen vereinzelt elastische Fasern vorkommen.

Kollagen ist ein a-L-Prolin- und a-L-Lysin- reiches Glycoprotein, an dessen Aufbau
des Weiteren die Aminosauren, a-L-Glycin, a-L-Alanin und a-L-Asparaginsaure
beteiligt sind (Hees, Sinowatz, 2000). Kollagen ist das wichtigste Strukturprotein des
tierischen Organismus und kommt in nahezu allen Binde- und Stutzgeweben vor.
Sein Gesamtproteinanteil betragt etwa 25 - 30 Prozent. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit
wird biochemisch zwischen 18 Kollagentypen unterschieden, deren Struktur nicht
immer vollstandig bekannt ist (Hees, Sinowatz, 2000) und von denen nur etwa flnf
fur den Aufbau des tierischen Organismus morphologisch von Bedeutung sind
(Liebich, 1999). Die verschiedenen Kollagen-Typen unterscheiden sich in der

12
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Aminosauresequenz der Pro-a-Ketten und in der Quantitdt und Qualitat ihrer
sekundaren Glycosylierung.

Das Typ-I-Kollagen tritt als haufigster Kollagentyp des Korpers (30 — 35 %) in der
Haut, in Sehnen, Faszien, Knochen, Gefal3en, inneren Organen und im Dentin auf.
Dieser Fasertyp besteht aus zwei gleichartigen Peptidketten (a;) und zusatzlich einer
anderen Kettenvariante (ay).

Die Kollagentypen II-V setzen sich einheitlich aus 3 a; - Ketten zusammen. Sie
unterscheiden sich jedoch im Gehalt an Aminosduren (zum Beispiel an
Hydroxyprolin, Hydroxylisin oder Zysteinylresten). Typ-ll-Kollagen ist das
Strukturprotein des hyalinen Knorpelgewebes. Typ-lll-Kollagen tritt in Gefalwanden,
in inneren Organen (zum Beispiel Leber, Niere, Milz), in der Haut, im embryonalen
Bindegewebe und in der Hornhaut des Auges auf. Typ-IV- und Typ-V-Kollagen sind
Bestandteile der Basallamina, sie sind reich an Hydroxyprolin.

Weitere Faserbestandteile des Corium sind reticulare (Fibrae reticulares) und
elastische Fasern (Fibrae elasticae). Die retikularen Fasern, die in ihrer
biochemischen Zusammensetzung den Kollagenfasern nur wenig ahneln (Liebich,
1999), sind kaum dehnbar. Sie bilden gitterartige, feinverzweigte, dreidimensionale
Maschenwerke in den Kapseln der meisten Organen (Leber, Niere, Drisen, Gefalie).
Retikulinfasern kommen weiterhin in engen Verbindungen mit der Basal-Lamina der
Epithelien vor und Uberziehen netzartig Sehnen, Bander und Muskelfasern.
Besonders in lympho- und hamoretikularen Geweben (Milz, Lymphknoten,
Knochenmark) dienen Retikulinfasern als formgebende, biegsame Strukturelemente.
Im Gegensatz zu Kollagen- und Retikulin-Fasern sind elastische Fasern bis zu
150 Prozent der Ausgangslange reversibel dehnbar. Durch starke Verzweigungen
bildet diese Fasersorte netzartige Verbindungen und offenen Membranen
insbesondere innerhalb der Wandung von Blutgefaf3en. Auch Organkapseln, der
elastische Knorpel und elastische Bénder enthalten vereinzelt diese Fasersorte
(Hees, Sinowatz, 2000).
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Tab. 1: Ubersicht iiber die Morphologie und das Vorkommen der funf verbreitetsten
Kollagenfasertypen (modifiziert nach Hees, Sinowatz, 2000)

Kollagentyp Lénge der Helix Chemische Zusammensetzung Vorkommen

I 300 Zwei gleichartige Peptid-ketten(al) Haufigster Kollagentyp;
und zusétzlich eine andere bes. Haut, Sehnen,
Kettenvariante (a2) Faszien, Knochen,

Gefal3en, inneren
Organen u. im Dentin

Il 300 3-al-Ketten; Unterschied im Gehalt Hyaliner Knorpel
der Aminosauren
1 300 3-al-Ketten; Unterschied im Gehalt GefalRwande; innere
der Aminosauren Organe, Haut,
embryonales
Bindegewebe, Hornhaut
des Auges
v 390 3-al-Ketten; Unterschied im Gehalt Basallamina

der Aminosauren

\Y 300 3-al-Ketten; Unterschied im Gehalt Basallamina
der Aminosauren

Aufgrund der unterschiedlichen Dichte und Anordnung des kollagen-elastischen
Grundgerustes lassen sich zwei Schichten des Coriums, das Stratum papillare und

Stratum reticulare, unterscheiden (Liebich, 1999).

Stratum papillare

Das Stratum papillare, die Papillarschicht, grenzt direkt an die Epidermis und ist mit
dieser durch  fingerformige, papillenartige Vorstllpungen, den sogenannten
Papillarkoérper, verzahnt (Hees, Sinowatz, 2000). Je nach mechanischer
Beanspruchung des jeweiligen Hautareals variiert die Anzahl und Form der
Bindegewebspapillen. Durch die Vorstilpungen der Papillen bildet sich ein
Faltensystem, dass nicht nur fir den mechanischen Zusammenhang von Bedeutung
ist, sondern auch wesentlich zur Oberflachenvergrof3erung der beiden Schichten
beitragt (Hees, Sinowatz, 2000). Eine wesentliche Aufgabe des Stratum papillare
bestent in der Erndhrung des dartiber befindlichen epidermalen Stratum
germinativum per diffusionem, denn die Epidermis ist typischerweise frei von
GefalRen. Das Stratum papillare setzt sich aus lockerem, relativ zellreichem
Bindegewebe mit einem Netzwerk aus retikuldren, kollagenen und elastischen

Fasern zusammen. Die Papillarschicht erfillt mechanische, nutritive,
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immunologische, kreislaufregulatorische und sensorisch-sensible Aufgaben (Liebich,
1999). Daher sind die Mikrovaskulariation und die vegetative Innervation stark
ausgepragt, auch in Hinblick auf den Stoffaustausch, der zwischen Corium und
Epidermis besteht. Weiterhin sind im Stratum papillare vorzugsweise Haare-, Talg-
und Schweil3drisen als Abkommlinge der Epidermis, die sogenannte Epidermis-
Trias, eingelagert (Konig, Liebich, 1999). Zusatzlich befinden sich in den Corium-

Papillen Nervenfasern und Nervenendkdrperchen, Meil3ner-Tastkérperchen.

Stratum reticulare

Das Stratum reticulare, die Geflechtschicht, breitet sich unterhalb der Papillarschicht
aus und stellt die locker-bindegewebige Verbindung zur Subcutis dar. Im Gegensatz
zum Stratum papillare ist diese Schicht zellarm und bildet ein eng verflochtenes
Bindel aus kollagenen Fasern (Kollagen Typ 1). Die Faserbindel sind
scherengitterartig angeordnet und in ihnen sind die GefalRe, Nerven und
Anhangsgebilde des Integumentum commune systemgerecht eingeordnet (Liebich,
1999). Die Anordnung der kollagenen Fasern variiert mit den verschiedenen
Kdrperregionen, da sie jeweils unterschiedliche Vorzugsrichtungen entwickelt haben,

die mit den Spannungsunterschieden des Integumentum commune Ubereinstimmen.

2.2.4 Corium des Flusspferdes

Luck und Wright (1964) beschreiben das Corium des Flusspferdes als viel dicker im
Vergleich zur Flusspferd-Epidermis. Das Corium macht den Hauptteil des Gewichtes
der Gesamthaut aus (Eltringham, 1999). Die Dicke des Coriums variiert - analog zur
Epidermis (siehe Tabelle 2) —zum Teil sehr. Es besteht aus einem dichten Gewebe
von Kollagenfasern, die miteinander verflochten und auffallig regelmafiig angeordnet
sind. Diese Art von Muster verleiht der Haut eine hohe Festigkeit. Die
Faserzwischenraume sind durch ein homogenes Grundgewebe ausgefullt, dass sich
positiv durch die Periodic acid Schiff-Reagenz (PAS) anfarben lasst. Dies beweist
eine grofRe Prasenz von spezifischen Kohlenhydraten. Das Corium wird in seinen
tiefen Abschnitten von einem groben Netzwerk aus BlutgefaRen, von denen aus
besonders auffallige Collateralen zu den subdermalen Driisen abzuziehen scheinen.
Schumacher beschreibt 1918 ebenfalls das Corium der Flusspferde. Im Rahmen
seiner Untersuchungen stellte er fest, dass oberflachliche Papillen des

Integumentum commune an allen Kdrperstellen machtig entwickelt, aul3ergewdhnlich
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hoch und stets einfach fingerformig sind. Die Papillen stehen im Allgemeinen
senkrecht zur Hautoberflache, nur in Regionen der Zehen- und Sohlenhaut sind sie
schrag ausgerichtet.

Das Corium lasst sich nach der Anordnung der Bindegewebsbiindel in vier Schichten
aufteilen, die nicht scharf voneinander abgrenzbar sind, sondern regelmalig
untrennbar ineinander tibergehen. Bei den Schichten handelt es sich um das Stratum
papillare, das Stratum subpapillare, das Stratum reticulare und das Stratum
profundum (Schumacher, 1918).

Das Stratum papillare umfasst nicht nur Hautoberflachen-Papillen sondern auch
noch einen kleineren Abschnitt des darunterliegenden Gewebes. Es st
ausgezeichnet durch feine stark wellig verlaufende Faserziige, die hauptsachlich
parallel zur Papillenachse verlaufen.

Das Stratum subpapillare besteht aus schon bedeutend groberen, wellig
verlaufenden Faserbindeln, die sich nach den verschiedensten Richtungen
unregelméanig durchkreuzen.

Das Stratum reticulare unterliegt in seiner Ausbildung den gré3ten Schwankungen.
Von ihm hangt im Wesentlichen die verschiedene Hautdicke an den einzelnen
Kdrperstellen ab. Es besteht an Stellen mit betrachtlicher Hautdicke aus groben,
meist gerade gestreckten, sich sehr regelméafiig durchflochtenen Faserbindeln, die
sich, schrag aufsteigend, unter konstantem Winkel Uberkreuzen. Ein aus sich
Uberkreuzenden Faserbiindeln bestehendes System liegt annahernd in der
Frontalebene, ein zweites in der Sagittalebene (Schumacher, 1918).

Das Stratum profundum besteht vorwiegend aus sehr groben, nur leicht gewellten
Faserbundeln, die zum gréf3ten Teil tangential, insbesondere aber frontal und sagittal
verlaufen (Schumacher, 1918).

Diesen in den verschiedenen Raumrichtungen angeordneten Zigen verdankt die
Flusspferdhaut vermutlich ihre aul3erordentliche, sprichwortliche Festigkeit.

Im Gegensatz zum Stratum papillare und subpapillare, kommen Blutgefal3e im
Stratum profundum und im Stratum reticulare nur in geringer Anzahl vor.

Freie, modifizierte Nervenendigungen sind in dieser Schicht die Vater-Paccini-
Lamellenkorperchen die nur an bestimmten Korperstellen vorkommen und sich

nahezu ausschlief3lich im Stratum subpapillare und nur ausnahmsweise im Stratum

16



Literaturtbersicht

papillare befinden und an anderer Stelle in verschiedenen Organkapseln
vorkommen.

Schumacher (1918) beschreibt das Corium-Pigment als auf3erordentlich spérlich
Uber das Corium verbreitet und es sei abschlieBend insgesamt, wenn Gberhaupt, nur

an wenigen Hautstellen nachweisbar.

Tab. 2: Dicke der Flusspferdhaut, gemessen von der Riicken-Medianen bis zur Mitte des Abdomens
(nach Luck und Wright, 1964)

: - Dicke der Haut
Distanz von der Mittellinie des Riickens [cm]

[mm]
0 22
20 35
80 35
90 12
150 12

2.2.5 Subcutis - Allgemein

Die Subcutis besteht aus lockerem, unregelméRig angeordnetem Bindegewebe mit
mehr oder weniger reichlich eingelagertem Fettgewebe, dem Panniculus adiposus
(Konig, Liebig, 1999). Sie stellt die Verbindung zwischen Haut und der
oberflachlichen Korperfaszie her und erméglicht somit die Verschieblichkeit der Haut.
In der Subcutis verlaufen gréfRere Blut- und Nervenbahnen, die Endstiicke von
verschiedenen Drisen des Integumentum commune, sowie Nervenendkorperchen,
die Vater-Paccini-Lamellenkorperchen. Die Subcutis stellt einen wichtigen
Fettspeicher dar, der unter anderem fiur die Wasserspeicherung und
Warmeregulation nutzlich ist. Es handelt sich ferner um eine lIsolierschicht fur die
darunter liegende Muskulatur (Hees, Sinowatz, 2000). Der Grad der Fettansammlung
in der Subcutis ist tierartlich, geschlechtsspezifisch und regional unterschiedlich
ausgepragt (Liebich, 1999). Mit Hilfe ihres Fettpolsters bildet die Subcutis

insbesondere im Bereich der Ballen einen Sto3puffer.

2.2.6 Subcutis des Flusspferdes

Schumacher untersucht 1918 die Subcutis eines neugeborenen Flusspferdes. Er
beschreibt die Ausprdgung des subcutanen Binde- oder Fettgewebes dieses
Individuums als besonders schwach entwickelt in Relation zum gesamten

Integumentum commune. Das Fettgewebe Uberwiegt dagegen subcutan gegeniber

17



Literaturtbersicht

dem Bindegewebe. Die univakuolaren Fettzellen sind im Allgemeinen — im
Gegensatz zu anderen Saugetier-Spezies - auffallend klein. Nach Schumacher

besteht keine scharf zu ziehende Grenze zwischen Subcutis und Corium

Subcutanes Fettgewebe

Im Vergleich zu anderen Warmbliter besitzen die Flusspferde wenig subcutanes Fett
(Klingel, 1988). Auf 64 % Wasseranteil kommt nach Luck and Wright nur 1 %
Lipidmaterial. Bei anderen S&ugetieren kommen subcutane Fettzellen, Lipozyten
oder Adipozyten in Relation zum Flusspferd in hdherer Konzentration vor. Besonders
beim Schwein, dem das Flusspferd verwandtschaftlich nahe stehen soll, spricht man
aufgrund der hohen Dichte subcutaner Lipozyten von der sogenannten subcutanen
Schwarte (Nickel et al., 1996).

2.3 Hautfarbe des Flusspferdes

Die Hautfarbe der Flusspferde variiert von Tier zu Tier zwischen hellbraun und
dunkelgrau, aber auch schwarz (Luck, 1964). Die Farbintensitadt nimmt von dorsal
nach ventral ab, so dass die ventrale Seite in ihrer Farbe um einiges heller in
Erscheinung tritt (Luck, 1964). Charles Pitman (1962) berichtet aber auch Uber
unterschiedliche Formen des Albinismus in freier Natur. Diese Mutationen entstehen
entweder durch einen angeborenen totalen (Albinismus universalis) oder durch einen
partiellen Pigmentmangel (Albinismus partialis) in der Haut. Laut Pitman wurden
nach eigenen Beobachtungen und gesammelten Berichten von anderen, einige
wenige Tiere gesichtet, bei denen entweder dieser Albinismus vollstandig oder
teilweise ausgepragt war. Weiterhin beobachtete Pitman, dass die Albino-Tiere
ausnahmslos in einer Herde integriert und anscheinend nur vom Verhalten etwas
scheuer und zuriickhaltender waren. Pitman beschreibt, dass das grofl3te Problem fir

ein Albino-Tier vermutlich der Sonnenbrand ware.

2.4 Haarkleid

Haare, Pili, sind zugfeste, dinne Hornfaden, die epidermaler Herkunft sind (Konig,
Liebich, 1999). Umschlossen werden die Haarwurzeln von einer Wurzelscheide,
Vagina radicularis, die sich wie ein Hohlzylinder um die Wurzel legt. Die Haarwurzel
gliedert sich in eine epitheliale und in eine bindegewebige Wurzelscheide. Die

epitheliale Wurzelscheide wird in einen &aufReren Anteil, &ullere epitheliale
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Wurzelscheide, der dem Stratum germinativum der Epidermis entspricht, und in
einen inneren Anteil, innere epitheliale Wurzelscheide, der mit dem Stratum
granulosum beziehungsweise lucidum vergleichbar ist, unterteilt (Hees, Sinowatz,
2000). Von auf3en wird die epitheliale Wurzelscheide von der bindegewebigen
Wurzelscheide umbhdllt, in dem sie sich um das differenzierte Haar als
bindegewebiger Haarbalg manschettenartig anlegt. Des Weiteren werden die Haare
von glatten Muskelzellen, Mm. erectores pili, feinen Kapillarnetzen und einer
ausgepragten, sensiblen Innervation begleitet (Konig, Liebich, 1999). Aus der
epidermalen Anlage gehen gemeinsam mit den Haaren Talg- und Schweil3driisen
hervor und verlagern sich in der Tiefe. Das Haar, die Talg- und Schweil3driisen
bilden die Epidermis-Trias.

Eine besondere Bedeutung haben die Sinushaare, Pili tactiles, die auch als
Tasthaare, eine Sonderform der Borstenhaare, bezeichnet werden. Die Sinushaare
besitzen eine groRere Wandstarke, sind durch ihre Lange gekennzeichnet, liegen tief
in der Dermis und erreichen meist die Subcutis. Die Bewegungsmadglichkeit der
Sinushaare wird durch das Vorkommen quergestreifter Hautmuskulatur
gewahrleistet. Bei dieser Art von Haar spaltet sich der Haarbalg in ein inneres und in
ein aulleres Blatt ab. Zwischen diesen beiden Blattern befindet sich ein Blutsinus mit
einer endothelialen Auskleidung. Es werden ein kaverndser Typ und ein sinusoider
Typ des Blutsinus unterschieden. Bei dem kavernésen Typ sind beide Blatter durch
feine Bindegewebstrabekel verbunden und der Blutsinus ist durchgehend
unregelmélig gekammert. Bei dem sinusoiden Typ ist der distale, der der
Epidermisoberflache nahe Bereich des Blutsinus durch die Ausbildung eines
Ringsinus gekennzeichnet (Konig, Liebich, 1999). Ein feines Geflecht sensibler
Nervenfasern durchzieht die bindegewebigen Wande und das Trabekelsystem des
Blutsinus. Die freien Nervenendigungen der sensiblen Nervenfasern reichen bis in
die Wurzelscheide der Sinushaare und zweigen sich dort auf. Die Nervenfortsatze,
Haarfollikelzellen, stellen spezifische Druckrezeptoren dar, die jede Anderung der
Sinneshaare und der Impulswelle des Blutsinus aufnehmen und verstarkt afferent
weiterleiten (Liebich, 1999).
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2.5 Haare des Flusspferdes

Die Literatur Uber die Haare des Flusspferdes ist stark begrenzt. Luck und Wright
(1964) auB3ern sich ausschlieB3lich tber die Verteilung der Haare. Sie beschreiben,
dass die Hautoberflache der Flusspferde nahezu haarlos ist. Wenige feine Harchen
verteilen sich Uber den gesamten Korper. Am Ricken besitzen sie eine Dichte von
etwa 20 bis 30 Harchen pro 100 cm?, die Hélfte davon befindet sich an den Flanken
und noch weniger sind tber das Abdomen verteilt (Luck, 1964). Im Vergleich dazu
kommen beim Merino-Landschaf etwa 7500 Haare pro cm? vor. Sichtbare Haare
beziehungsweise Borsten befinden sich am Maul, an den Ohren und am Schwanz.

Laut Schumacher (1918) treten schon beim neugeborenen Flusspferd gut
ausgebildete Sinushaare an der Oberlippe auf. Der Haar-Sinus wird vonTrabekeln
durchzogen - ein Ringsinus sowie ein Sinuskissen, die bei anderen Paarhufern
vorkommen, fehlen beim Flusspferd géanzlich. Weniger weit entwickelt sind die
Sinushaare am glatten Kinnpolster. Letztere fand Schumacher nur in der
Ohrmuschel. Er bezeichnet sie als ,Ubergangsformen®, die sich wenigstens — wie er
schreibt - zum grofRen Teil noch zu voll ausgebildeten Sinushaaren entwickeln
durften. Sie sind durch einen machtigen bindegewebigen Haarbalg ausgezeichnet,
der von sehr reichlichen und dinnwandigen Blutgeféf3en durchzogen wird, in den
asinuésen Haaren am nachsten stehenden Formen aber ziemlich gefal3arm sein
kann. Die innere Faserlage des bindegewebigen Haarbalgs zeigt gewdhnlich eine
Langsrichtung, die &uflere einen zirkularen Verlauf. Haarmuskeln fehlen allen
Haaren vollkommen. Die Haarpapillen sind in ihrer Form sehr verschieden und héufig
mit sekundaren zusammengesetzten Papillen versehen. Rudimentare Cilien sind
schon beim neugeborenen Tier nachweisbar; auch sie werden zu den
,Ubergangsformen* zwischen sinuésen und asinuésen Haaren gerechnet und zeigen

Zeichen des Haarwechsels (Schumacher, 1918).

2.6 Hautdrisen - Allgemein

Zu den Hautdrisen, Glandulae cutis, gehéren unter anderem die Schweil3- und
Talgdrisen. Beide Hautdrisen sind Teil der sogenannten Epidermis-Trias und
reichen nach Hees und Sinowatz (2000) unterschiedlich weit in die Mittel- und
Unterhaut. Beide Drisen sondern ein mehr oder weniger lipidreiches Sekret ab, das
die Haut mit einem dinnen Oberflachenfilm bedeckt (Liebich, 1999).
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Die Talgdrisen, Glandulae sebaceae, sind exoepitheliale, exokrine, alveolare und
holokrin sezernierende Driisen. Sie kdnnen als einfache oder zusammengesetzte
alveolare Drisen entwickelt sein (Liebich, 1999). Der von den Drisen produzierte
Talg, Sebum, gelangt Uber einen meist kurzen Ausfihrungsgang tber die Haarfollikel
an die Oberflache der Epidermis (Liebich, 1999). Das Sebum entsteht durch eine
Reihe von intrazellularen Prozessen, wobei es letztendlich durch den Zellverfall in
den Ausfuhrungsgang freigegeben wird (Hees, Sinowatz, 2000). An der
Hautoberflache angelangt, bildet das Sebum einen dinnen Fettfilm auf der
Epidermis. Der Fettfilm vermindert die Durchlassigkeit fur Wasser und andere
wassrige Flussigkeiten und halt das Stratum corneum der Epidermis und die
Oberflache der Haare geschmeidig (Konig, Liebich, 1999).

Die Schweil3drisen, Glandulae sudoriferae merocrinae, sind exoepitheliale, exokrine,
tubuldre und apokrin oder merokrin, ekkrin sezernierende Drisen (Liebich, 1999).
Die Mehrzahl der Schweil3driisen bei Haussaugetieren sind apokrine Driisen und
sind an Haarfollikeln gebunden. Seltener besitzen die Haussaugetiere merokrine
Drisen, da diese nur an unbehaarten Hautarealen, also unabhéangig von Haaren,
auftreten. Die Sekretion des Schweil3es erfolgt durch Kontraktion der Drisenalveolen
Uber Myoepithelzellen, den sogenannten Korbzellen.

Eine der wichtigsten Aufgaben der Schweil3sekretion ist die Thermoregulation des
Organismus. Weiterhin werden durch den Schweil Stoffwechselendprodukte
abgegeben. Es entwickelt sich ein ,Saureschutzmantel®, da der saure pH-Wert des
Schweil3es, pH 4,5, das Keimwachstum auf der Haut hemmt (Hees, Sinowatz, 2000).
Liebich (1999) macht fur die antimikrobielle Wirkung des Hautoberflachenfilms
freiwerdende Fettsduren verantwortlich, die bei fermentativer Spaltung von
Hautlipiden entstehen.

Eine Kombination von modifizierten Talg- und Schweil3driisen tritt in grof3er Anzahl
bei den Haussaugetieren auf (Konig, Liebich, 1999).

2.7 Haut-Drusen des Flusspferdes

Luck und Wright (Eltringham, 1999) stellen fest, dass beim Flusspferd weder
Schweil3driisen noch Talgdrisen im anatomischen Sinne vorkommen. Luck und
Wright beschreiben allerdings eine Substanz, die dem Talg, Sebum ahnlich ist. Sie

wird — wie beide beschreiben - von einer nicht naher qualifizierten Drisenart
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produziert (Luck, 1964). Weber beschreibt bereits im Jahre 1886 fehlende
Talgdrisen an der Basis von Borstenhaaren der Flusspferde. Dagegen kommen
Talgdrisen an den langen Haaren der neugeborenen Flusspferde regelmafig vor,
sind aber nur schwach differenziert (Weber, 1886).

Schumacher (1918), der Untersuchungen an einem verstorbenen, neugeborenen
Flusspferd durchfiihrte, fand Talgdriisen ausschlie3lich an den asinudésen Haaren
der Ohrmuscheln. An den Haaren anderer Hautareale untersuchte Schumacher
unregelméRige Vorwdlbungen der auReren Wurzelscheide, die seiner Meinung nach
Bedeutung als Talgdrisen haben kdnnten. Nach weiteren Untersuchungen der
vermeintlichen Talgdrisenanlage ist Schumacher davon Uberzeugt ist, dass es sich
hierbei um unregelmallig verteilte wulstférmige Verdickungen der &auf3eren
Wurzelscheide handelt. Seine Schlussfolgerung basiert vor allem auf dem nicht
einmal in Spuren Vorhandensein von Fetttropfchen. Schumacher ist davon
Uberzeugt, dass, obwohl er an den asinudésen Haaren der Ohrmuscheln des
Neugeborenen Talgdrisen gefunden hat, diese wahrend der spateren Ontogenese
des Individuums rudimentér bleiben werden. Meibom-Driisen des Lidrandes — wie sie
bei den UuUbrigen S&augetieren vorkommen - fehlten bei allen untersuchten

Flusspferden ganzlich.

Subdermale Haut-Driisen des Flusspferdes

Als hervorstechendes Driisen-Merkmal der Flusspferde beschreiben Weber (1886),
Toldt (1916), Schumacher (1918), Allbrook (1962) und Luck und Wright (1964) die
grof3en subdermalen Driisen, die sie auch als Schleimdrisen bezeichnen (siehe
Abbildungen 5 und 6).
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Abb. 5:  Tubultse Driise von Hippopotamus amphibius neonatus (nach Weber, 1886); die Richtung
des Pfeiles weist auf die Offnung des Ausfiihrungsganges der Driise in Epidermis-Richtung.
Die Drusenkdrper sind angefullt mit querdurchschnittenen Drusenschléauchen.

Abb. 6: Schnitt durch eine tubulése Hautdriise eines erwachsenen Exemplares Hippopotamus

amphibius (nach Weber, 1886)
a. Ausfuihrungsgénge mit Zylinderepithelium, das von auf3en von glatten Muskeln bedeckt

ist; auf Querschnitten der Gange sieht man die Kerne der Muskelzellen
s. Sezernierende Driisenschlauche
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Die Dichte der Verteilung der subdermalen Driusen ist sparlich; es kommt eine Drise
pro cm? vor (Wright, 1987). Die Ausfiihrungsgange der subdermalen Driisen sind mit
bloRem Auge sichtbar (Wright, 1987), da die Zellen des Ausfiihrungsganges einer
starken Pigmentierung unterliegen (Schumacher, 1918) und in keiner Verbindung
zum begrenzten Haarkleid der Flusspferde stehen (Wright, 1987).

Weber (1886) beschreibt, dass die Muiundungen der Ausfiihrungsgange der
subdermalen Drisen am zahlreichsten auf dem Ricken bis zur Schwanzspitze,
ferner auf der dorsalen Flache des Kopfes, an der Ober- und Unterlippe und sparsam
an der Vorderflache der Beine vorkommen. Die Palmar- und Plantarflache der
Gliedmalien, die Flanken, die ventrale Flache am Kopf und am Hals dagegen sind
nach Weber (1886) frei von Ausfiihrungsgéngen und Drusen.

Dahingegen konnte Toldt (1915), der wahrend seiner Untersuchungen auch Drisen
dieser Art an der ganzen Unterseite des Korpers - wenn auch sparlicher - sowie
vereinzelt an den Nasenfligeln, am oberen Augenlid, am Kinnpolster und am
Schwanz aufweisen. Auch an den Zehen der Tiere beschreibt Toldt
Ausfuhrungsgange. Nach Schumacher und Toldt kommen keine Driisen an der
Sohlenhaut und an der Auf3enflache der Ohrmuscheln vor. Dies konnte auch in
eigenen Untersuchungen bestatigt werden. Weiterhin ist es auffallig (Toldt, 1915),
dass DriUsenausfihrungsgéange im Gegensatz zu den Haaraustritten, immer
innerhalb einer durch seichte Rinnen gefelderten Hautstelle austreten, unabhangig
von ihrer Lokalisation. An der relativ glatten, aber dennoch auch gefelderten Haut
des Kopfes treten kleine warzenartige Formen auf, an deren Spitze mitunter gleich
zwei Gange munden. Toldt beschreibt weiterhin vereinzelte Drisenhockerchen auf
der Dorsalflache der Zehen des Flusspferdes.

Nicht nur die Verteilung der Driisen Uber den kompletten Flusspferdkdrper variiert
stark, sondern auch deren Grof3e und Form. Schumacher (1918) unterscheidet eine
besonders grol3e Drisenform auf Hohe des Oberschenkels mit einem Durchmesser
von 4 mm; die kleinste Driise an der Oberlippe hat einen Durchmesser von 1 mm.
Laut Schumacher kann man die Form der Driuse nicht einheitlich festlegen, da diese
extrem variiert. Er beschreibt Drisen, die kugelrund, dreieckig, flach oder leicht
erhaben sind (Schumacher, 1918). Weber und Schumacher legen beide die
Lokalisation des Drisenkorpers an der Grenze zwischen der Subcutis und den

tiefsten Schichten des Coriums fest. Aufgrund der auf3erordentlich unterschiedlichen
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Dicken des Coriums liegen die Driisen auch verschieden tief. Je dinner das Corium
und somit das Stratum reticulare, das im Wesentlichen die Dicke des Coriums
ausmacht, je eher kann durch die verhaltnismaRig oberflachliche Lage des
Drisenkorpers eine Vorwdlbung der Hautoberflache entstehen (Schumacher, 1918).
Diese sogenannten Vorwolbungen oder Drisenhdckerchen sind zum Beispiel auf der
Stirnseite und an den Zehen der Tiere zu erkennen. Durch die Lage der Driisen
kommt es sowohl beim Corium als auch bei der Subcutis zu keiner nennenswerten
Veranderung der Verlaufsrichtung der Bindegewebsbindel (Schumacher, 1918).
Laut Toldt und Schumacher liegen die Drisen - im Unterschied zu anderen
Saugetier-Gruppen - nie in unmittelbarer Nahe der Haare.

1962 untersucht Allbrook erneut diese fur das Flusspferd markanten Drisen. Er fasst
zusammen, dass die Grof3e der Drisen, die er ebenso zwischen dem Corium und
der Subcutis lokalisiert, variiert. Die untersuchten Drusen liegen im Mittel circa einen
Zoll (2,54 cm), unter der Oberflache der Haut (Crisp, 1962). Grof3e Drisen mit einem
Durchmesser von circa 2,5 cm sind linsenférmig und kommen vermehrt am Ricken
und an den Flanken vor. Jede grofRere Drise besitzt in der Regel zwei
Ausfuhrungsgange, Allbrook beschreibt 1962 aber auch mehrere Drisen-
Ausfuhrungsgange. Die kleineren Drisen mit einem Durchmesser von 0,25 cm sind
tiefer in der Dermis eingebettet und befinden sich nach Allbrook besonders im
Halsbereich und im Gesicht.

Histologisch wurden die subdermalen Driisen schon 1886 von Weber und 1918 von
Schumacher untersucht. 1962 befasste sich Allbrook erneut mit der Histologie, der
von ihm als komplexer als Schweil3drisen beschriebenen Drisen-Anlagen. Nach
Allbrook handelt es sich um eine zusammengesetzte tubulo-azinére Driise. Die Azini,
englumige, traubenférmige Endstlcke, bestehen aus mukédsen und granuléren,
sekretorischen Driusen. Das tubuldre System von den sekretorischen Zellen mindet
in ein Sammelsystem von groéfReren Gangen, die wiederum einen Sekret-Hauptgang
bilden, der sich spiralférmig durch das méchtige Corium windet und am Ende als
Punkt makroskopisch auf der Epidermis sichtbar ist (Allbrook, 1962).

Im Gegensatz dazu vermutet Schumacher (1918), dass es sich phylogenetisch um
eine zusammengesetzte tubulo-alveolare Speicheldrise handelt, da er unter
anderem  beim  Vergleich  der  Sekretausfihrungsgangsysteme  exakte

Ubereinstimmungen finden kann. Er vermutet, dass die subdermalen Driisen des
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Flusspferdes wahrend der Phylogenese an die Stelle von Schweil3driisen getreten
sind. Weber (1886) zieht Vergleiche zu anderen Saugetieren und erwahnt die
Auffalligkeiten der Flotzmauldriise des Rindes, die eine modifizierte Talg- und
Schweil3drise darstellt (Liebich, 1999). Weber beschreibt (1918) als einen der
wenigen Unterschiede zwischen den Flotzmauldrisen der Rinderartigen und den
Hautdrisen der Flusspferde das rein mukdse Sekret der Flusspferd-Hautdrisen. Er
rechnet sie daher nicht den Speicheldriisen zu. Schumacher (1918) warnt vor dem
Vergleich mit SchweiRdriisen anderer Saugetiere, da das Ausflihrungsgangsystem,
die Sekretrohrchen und die Schaltstiicke und der Bau der Endstiicke beim Flusspferd
nicht mit einer modifizierten Schweil3driise tbereinstimmt.

Krénzle (1912) beschreibt, dass das Schwein neben anderen Hautdrisenorganen,
auch freie Schweil3drisen besonders auf dem Ricken und an der Kruppe aufweist.
Bei diesen frei angelegten Schweil3drisen kann die Entstehung nicht auf
Haaranlagen zurlckgefuhrt werden, da die eine freie Schweil3drise umgebenden
Haarbélge mit je einer schon dazugehdrigen Schweil3drisenmindung ausgestattet
sind. Da beim Flusspferd die subdermalen Driisen immer in einiger Entfernung von
den Haaren vorkommen, meint Schumacher (1918), dass es wahrscheinlich ist, dass
die Vorfahren des Flusspferdes ebenfalls freie Schweil3driisen besessen haben, an
deren Stelle dann die Schleimdriisen getreten sind, wahrend die zu den Haaren
gehorigen SchweiRdrisen mit der Reduktion des Haarkleides vollstandig
geschwunden sind. Laut Schumacher sind nur noch an der Ohrmuschel beide
Drusenarten, die zu den Haaren gehoérigen Schweil3drisen und die wahrscheinlich
phylogenetisch an die Stelle der freien Schweil3driisen getretenen Schleimdrisen,

welche unabhangig von den Haaren ausmiinden, erhalten.
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2.8 Haut-Sekret des Flusspferdes

Abb. 7:  Beginn der Sekretion der Haut-Drusen; Nahaufnahme der lateralen Riickenhaut eines
weiblichen 9-jahrigen Flusspferdes

Abb. 8: Beginn der Sekretion der Hat-DrUsen; Nahaufnahme der Riickenhaut eines weiblichen 14-
jahrigen Flusspferdes

2 5

Abb. 9:  Beginn der Sekretion der Haut-DrUn; Nahaufn
jahrigen Flusspferdes

XN e By S
ahme der Rickenhaut eines méannlichen 22-
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Abb. 10: Ubersicht tiber die fortgeschrittene Sekretion mit Nachdunklung des Haut-Sekretes eines
weiblichen 24-jahrigen Flusspferdes

Abb. 11: Ubersicht tber die fortgeschrittene Sekretion mit Nachdunklung des Haut-Sekretes eines
weiblichen 9-jahrigen Flusspferdes

Abb. 12: Ubersicht tber die fortgeschrittene Sekretion mit Nachdunklung des Haut-Sekretes eines
weiblichen 46-jahrigen Flusspferdes
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Die tubulo-azindre Hautdrise der Flusspferde ist ungewohnlich grof3 und ihr Gewicht
betragt etwa 1 g (Wright, 1987). Dementsprechend ist das Volumen der Sekretion
sehr hoch. Laut Allbrook sollen drei verschiedene Typen von sezernierenden Zellen
fur das Sekret zustéandig sein. Es handelt sich hierbei nach Allbrook um tubulo-
azinéare, rein serdése und rein mukose Zellen. Der zytologische Charakter dieser
Zellen deutet an, dass sie an den drei Phasen der aktiven Sekretion der
subdermalen Driusen beteiligt sind. John Tomes (1850) war der erste, der das
Phanomen der Sekretion schriftlich festhielt. Zun&chst war unklar, ob dies ein
Zeichen von Krankheit ist. Nachdem die Sekretion aber regelmaRig auftrat, wurde sie
als nicht pathologisch festgehalten.

Das von den subdermalen Driisen produzierte Sekret ist eine schleimige,
fadenziehende, durchsichtige, alkalische Flissigkeit (Luck, Wright, 1959). Es handelt
sich hierbei um ein Sekret, dass in der alteren Literatur oft aus diagnostischer
Unsicherheit als ,blutiger Schweil3* bezeichnet wurde. Auch im jingsten Artikel von
Saikawa et al. 2004 bezeichnen die Autoren das Sekret als ,Schweil3".

Gelangt das Sekret durch den Ausfiihrungsgang frisch auf die Haut, ist es zunachst
von nur leicht mukéser Konsistenz und durchsichtig (siehe Abbildungen 7 —9). Nach
kurzer Zeit folgen die Farbabstufungen rosa, hellrot, rot, dunkelrot, hellbraun, braun,
bis das Sekret schlie3lich vollstandig dunkelbraun (siehe Abbildungen 10 —12)
eingefarbt ist. Die farblichen Verdnderungen des Sekretes sind schon seit 1850
durch Tomes bekannt. Wright (1987) vermutet, dass sich die Sekretfarbe veréandert,
wenn das Sekret mit der Umgebungsluft in Berihrung kommt. Auch zur Viskositat
des Sekretes aul3ern sich Luck und Wright (1959). Sie beschreiben, dass die
Viskositat mit der dunkler werdenden Farbe zunimmit.

In der Literatur erscheinen unterschiedliche Ansichten (ber den Zeitpunkt des
Sekretflusses. Tomes beschreibt, dass die Flusspferde das Sekret nur im Wasser
verlieren, da es - nach Tomes - eine spezielle Anpassung an das Wasserleben der
Tiere darstellt (Tomes, 1850). Andererseits sezernieren die Tiere nur unmittelbar
nach Verlassen des Wassers, das Sekret trocknet an Land schnell wieder ein
(Allborook, 1962). An anderer Stelle wird beschrieben (Allbrook, 1962), dass die
gefangenen Tiere nur unter heillen Kklimatischen Bedingungen oder im
Zusammenhang mit adrenerger Aufregung  sezernieren.  Verschiedene

Arbeitsgruppen beobachteten das Sekret bei wildlebenden Tieren nur, wenn sie in
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Bewegung und demnach Anstrengungen ausgesetzt waren. Bei getoteten
Flusspferden, konnte das beschriebene Sekret immer wieder beobachtet werden
(Allbrook, 1962). Luck and Wright (1964) hingegen sind davon Uberzeugt, dass das
Sekret sowohl an Land als auch im Wasser gebildet wird und dass dies auch ohne
Stress und Aufregung passiert. Weiterhin wurden von Luck und Wright Versuche an
narkotisierten Tieren durchgefihrt. Wird den Tieren das periphere Muskelrelaxantium
Succinylcholin verabreicht, steigert dies die Sekretion zudem um ein Vielfaches. Der
dadurch entstandene Sekretfluss konnte mittels Atropin-Gabe anschliel3end wieder
gehemmt werden (Luck, 1964).

Nach Luck and Wright ist das Sekret mit einem pH-Wert von pH 8,5 - 10,5 leicht bis
stark alkalisch (Luck, 1964). Durchgefuhrte pH-Messungen wahrend der
Dissertation-Arbeit mit einem Ergebnis von pH9-10 bestatigen die alkalische
Eigenschatft.

1964 analysierten Luck und Wright die Zusammensetzung einer Mischprobe (siehe
Tabelle 3):

Tab. 3: Zusammensetzung des Haut-Sekretes des Flusspferdes (modifiziert nach Luck und Wright,

1964)
Substanz Konzentration [mg/I]
Natrium 414
Kalium 11037
Calcium 10
Chlorid 4550
Hydrogencarbonat 12261

Wright findet 1987 unterschiedliche Sekret-Zusammensetzungen und beschreibt

eine grolRe Variabilitdt in den Zusammensetzungen (siehe Tabelle 4).

Tab. 4: Zusammensetzung des Haut-Sekretes des Flusspferdes (modifiziert nach Wright, 1987)

Substanz Konzentration [mg/I]
Natrium 28
Kalium 5460
Chlorid 644
Carbonat 5970
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Saikawa et al. untersuchten das Sekret im Speziellen auf dessen charakteristischen
Eigenschaften (2004, 2006). Die Arbeitsgruppe konnte mittels Gelfiltration und
lonenaustauschchromatographie erstmals zwei zuvor unbekannte saure Pigmente
aus dem alkalischen Sekret isolieren. Es handelt sich hierbei - wie Saikawa et al.
beschreiben - um ein rotes und um ein orangefarbenes Pigment. Diese Strukturen
hat Tomes vermutlich schon 1850 in seinen mikroskopischen Untersuchungen
beschrieben. Tomes (1850) beschreibt die Pigmente als Korpuskeln. Er
unterscheidet zwei unterschiedliche Varianten: eine im Sekret der Flusspferde
reichlich vorhandene, farblose und eine andere seltener vertretene Variante von roter
Farbe. Weiterhin beschreibt Tomes die Pigmentkdrper als instabil, sie verandern ihre
Konfiguration, zerfallen nach kurzer Zeit, und bestimmen durch diese
Umstrukturierungen die Farbe des Haut-Sekretes der Flusspferde.

Des Weiteren vermuten Saikawa et al. (2004), dass das Sekret unter anderem einen
antibakteriellen, antiseptischen und einen Schutz vor UV-Bestrahlung bieten soll.
Luck und Wright (1964) beschreiben die schnell ablaufende und selten mit
Vereiterungen einhergehende Wundheilung der Tiere in freier Wildbahn. Beide
Autoren sind daher Ansicht, dass das Sekret fur die schnelle Heilung verantwortlich
sei. Wright (1987) schéatzt, dass die antiseptische Wirkung des Haut-Sekretes
vermutlich sehr potent ist, da sich die Tiere standig in keimhaltiger Umgebung
aufhalten und die Hautinfektionsrate dazu in Relation gering ist. Nach Saikawa et al.
dient die Sekretion des Haut-Sekretes der Flusspferde der einfachen
Thermoregulation. Luck und Wright (1964) stellen in ihren Untersuchungen fest, dass
die Flusspferde zwar einen hoheren transepidermalen Wasserverlust als andere
Saugetiere haben, die Steuerung der beschriebenen Thermoregulation bleibt aber
unklar.

Luck und Wright vermuten weiterhin, dass das Sekret eine reinigende und
schitzende Wirkung fir die Haut entfaltet. Diese Aussage bezieht sich auf von
Schlamm bedeckte Tiere, bei denen das Sekret wie ein Peeling wirken soll (1964).
Schumacher (1918) wertet das Vorkommen der subdermalen Drisen beim
Flusspferd anstelle von Schwei3driisen als eine Anpassungsreaktion an die
amphibische Lebensweise dieser Tiere. Weber (1886) beschreibt das Sekret
wahrend des Wasseraufenthaltes des Flusspferdes als ,feuchtes Schutzschild® fur

die Haut. Auch das eingetrocknete Sekret stellt eine Art Schutzfilm gegen
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Austrocknung beim Aufenthalt an Land dar. Luck und Wright (1964) sind der Ansicht,
dass es sich bei der Sekretion sowohl um einen Schutz der Haut als auch um eine

Anpassung an das amphibische Leben der Tiere handelt.

2.9 Homogentisinsaure - 2,5 Dihydroxyphenylessigsau re

Im Rahmen der Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit konnte Homogentisinsaure
(HGS) — 2,5-Dihydroxyphenylessigsaure - als Inhaltsstoff des Haut-Sekretes der
Flusspferde isoliert werden. Homogentisinsdure ist Zwischenprodukt des
Metabolismus der essentiellen Aminosaure alpha-L-Phenylalanin.

OH

'i.}EIIDr"-%:I

HO

Abb. 13: Strukturformel der Homogentisinsdure als Abbauprodukt der essentiellen Aminosaure alpha-
L-Phenylalanin

Fur Aminosaure-Metaboliten wie Homogentisinsaure (siehe Abbildung 13) kommen
im Zellstoffwechsel im Allgemeinen vier Funktionen in Frage: Sie wirken als
Bausteine fiur die Biosynthese von kdrpereigenen Proteinen, als Stickstoff-
beziehungsweise = Aminogruppendonatoren bei der Biosynthese anderer
stickstoffhaltiger Verbindungen. Sie sind als glucogene Aminosauren Substrate fur
die Gluconeogenese und wirken, gelegentlich erst nach Decarboxylierung zum
entsprechenden Biogenen Amin, als Signalmolekule (Loffler, 2001). Phenylalanin ist
eine proteinogene chirale, aromatische Aminosaure mit hydrophober Seitenkette, die
nur - wie andere Aminosduren auch - in ihrer L-Form in der Natur als
Proteinbestandteil Verwendung findet und fir den Menschen essentiell ist. Das stark
hydrophobe Phenylalanin leitet sich strukturell vom Alanin ab. Durch Hydroxylierung
entstent im Stoffwechsel aus Phenylalanin die proteinogene, nichtessentielle
Aminosaure alpha-L-Tyrosin (siehe Abbildung 14). Tyrosin ist Ausgangssubstanz fr
die Biosynthese von Catecholaminen, dem Haut- und Fellfarbstoff Melanin, den

Schilddriisenhormonen Tetrajodthyronin (Thyroxin) und Trijodthyronin und dem
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Biogenen Amin Dopamin (Loffler, 2001). Tyrosin verliert seine Aminogruppe Uber
Transaminierung auf a-Ketoglutarat oder Pyruvat. Das verantwortliche Enzym
Tyrosin-Transaminase zeigt sowohl cytosolische als auch mitochondriale Aktivitaten
(Loffler, Petrides, 1998).

Das entstandene p-Hydroxyphenylpyruvat wird durch die cytosolische p-
Hydroxyphenylpyruvat-Hydroxylase, eine kupferhaltige mischfunktionelle Oxygenase
in Leber und Nieren, in Homogentisinsdure (HGS) umgewandelt. Bei dieser
Reaktion, die die Anwesenheit des Reduktionsmittels Ascorbinsaure erfordert, erfolgt
gleichzeitig die Hydroxylierung des Benzolrings in Parastellung sowie ein sterischer
Wechsel der Pyruvatseitenkette, aus der durch Dehydrierung und Decarboxylierung
eine Acetatseitenkette entsteht (Loffler, Petrides, 1998).Die durch Hydroxylierung
und Decarboxylierung entstandene Homogentisinsdure wird im reguléren
Metabolismus des alpha-L-Phenylalanin durch eine oxidative Ringspaltung und eine
Isomerisierung zunachst zu Maleylacetacetat - in der Folge zu Fumarylacetacetat -
umgewandelt, dessen Spaltung wiederum zur Bildung von Fumurat und Acetacetat
fuhrt.
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Abb. 14: Ubersicht tiber den energetischen Abbau von alpha-L-Phenylalanin (modifiziert nach
Loffler,Petrides, 1998)

34



Literaturtbersicht

Storungen des  Phenylalanin-Stoffwechselweges  sind  verantwortlich  flr
unterschiedliche Erkrankungen von Tier und Mensch (siehe Abbildung 15).

Melanin
iis I—> Albinismus
Phenylalanin \s\ » Tyrosin —— Homogentisinséuregéﬁ' CO,+H,0
EF I—’ Kretinismus
Phenylketonurie Alkaptonurie
Thyroxin

Abb. 15: Erkrankungen durch Stérungen in verschiedenen Abschnitten des Phenylalanin-
Stoffwechselweges

Eine durch Mutation ausgeldste Aktivitatsminderung des verantwortlichen Enzyms
der Hydroxylierung von Phenylalanin zu Tyrosin fuhrt zum Krankheitsbild der
autosomal-rezessiven Stoffwechselstorung Phenylketonurie. Bei einem fehlerhaften
Abbau des Phenylalanins treten toxische Zwischenprodukte auf, die unter anderem
die Myelin-Bildung toxisch inhibieren. Das wichtigste Krankheitssymptom stellt die
gestorte geistige Entwicklung der Betroffenen dar (Greten, 2005).

Weitere angeborene Erkrankungen, die durch den Mangel, beziehungsweise durch
das nicht Vorhandenseins des Tyrosins entstehen, sind der Albinismus und
Kretinimus.

Eine weitere autosomal rezessive erbliche Stoffwechselstérung des Phenylalanin-
Tyrosin-Stoffwechsels ist die Alkaptonurie. Das Krankheitsbild ist selten, die
Haufigkeit in der menschlichen Bevolkerung liegt bei etwa 1:200 000. Die Erkrankung
wird durch einen Mangel oder das Fehlen der Homogentisat-Dioxygenase ausgelost
(Reinwein et al.,, 2000). Dadurch hauft sich das Intermediarprodukt
Homogentisinsdure im gesamten Organismus an und wird in der Folge mit dem Urin
(bis zu 8g/d) ausgeschieden, Alkaptonurie (Phornphutkul et al., 2002). Sobald der

Urin mit Sauerstoff in Kontakt tritt, fihrt dies zu einem dunklen Farbumschlag des
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zunadchst normal gefarbten Urins. Die Farbe verandert sich umso schneller und
intensiver, je alkalischer der Urin ist.

Durch die Kristallablagerungen der Homogentisinsdure in den unterschiedlichen
Geweben, Ochronose, kommt es zu einer schwarzbraunen Pigmentierung von
Skleren, Haut und einigen Korpersekreten, wie zum Beispiel Schweil3. Wohingegen
aber die fur die Schwarzbraun-Farbung von Geweben und die fir Urin
verantwortlichen Stoffe nicht identisch sind. Die Pigmentierung der Gewebe wird
durch ein Polymerisierungsprodukt der HGS verursacht. Weiterhin kdnnen durch die
HGS-Kristalle degenerative Gelenkserkrankungen, Osteo deformans alcaptonurica,
und entzuindliche Veranderungen der Herzklappen, Gefasse und Gelenke enstehen
(Greten, 2005).
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3 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Haut-Sekret-Proben von Flusspferden
im Zeitraum von Mai 2006 bis Mai 2007 genommen. Das gewonnene Haut-Sekret
der Flusspferde sollte auf dessen Zytotoxizitdt, UV-protektive und antimikrobielle
Eigenschaften untersucht werden. Weiterhin wurde die molekularchemische

Zusammensetzung zum Teil analysiert.

3.1 Untersuchungen der Flusspferde

Die Untersuchungen erfolgten an zwei Flusspferden der Wilhelma - dem Zoologisch-
Botanischen Garten in Stuttgart — und an sieben Flusspferden aus dem Erlebnis-Zoo
in Hannover (siehe Tabelle 5).

Tab. 5: Ubersicht Giber alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tiere

Name Z00 Geschlecht Geburtsjahr/-ort
Rosi Wilhelma ? 1968 Karlsruhe
Mike Wilhelma 3 1985 Antwerpen
Zora Hannover Q 1961 Karlsruhe
Kiboko Hannover Q 1983 Wroclaw
Habari Hannover Q 1993 Plock
Cherry Hannover Q 1998 Leipzig
Victoria Hannover ? 1998 Basel
Himba Hannover ? 2000 Leipzig
Fridolin Hannover d 2006 Hannover

Die in-vivo-Beobachtungen zur Haut-Sekretproduktion erfolgten an allen neun
Flusspferden. Die eigentliche  Sekretgewinnung wurde dagegen aus
organisatorischen Grinden nur bei funf Tieren durchgefuhrt - die Ubrigen zeigten
keine Kooperation bei der Sekretentnahme.

Im Laufe dieser Arbeit musste die Zahl zudem auf vier Tiere reduziert werden, da die
Flusspferd-Kuh ,Victoria® im Herbst 2006 ein Kalb gebar und ihre
Haltungsbedingungen daraufhin geandert werden mussten.

3.2 Probennahme

Es sollte im Rahmen der Untersuchungen eine praktikable und wirkungsvolle

Technik der Sekret-Gewinnung etabliert werden, die es ermdoglicht, die
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unterschiedlichen Farben des Sekretes ohne &ufiere Verunreinigungen und
Beeinflussung durch abiotische und biotische Faktoren zu gewinnen. Ein besonderer
Aspekt hierbei war, die Probennahme den Mdglichkeiten artgerechter Tierhaltung

(keine Fixation mdglich) und den besucherfreien Zeiten im Zoo anzupassen.

Abb. 16: Darstellung der Probennahme am Kopf eines Flusspferdes mit der Teigschaber-Technik

3.2.1 Probennahme — Wilhelma-der Zoologisch-Botanis  che Garten Stuttgart

Damit die beiden Tiere der Stuttgarter Wilhelma das Futter nicht in ihrem Gehege
verteilen, wird lhnen wahrend der Fltterung der Zugang zum Wasser und zum
AulRengehege versperrt. Diese Zeit, die noch um etwa 1,5 Stunden verlangert wurde,
wurde zur Probennahme genutzt.

Die Vorbereitungen zur Probennahme begannen sofort nachdem die Tiere den Pool
zur Fitterung verlassen hatten. Zunachst wurde das schon auf der Haut befindliche
Sekret mittels Teigschaber abgeschabt (siehe Abbildung 16), um anschlieRend die
Tiere grundlich mit Leitungswasser und unter Benutzung eines grof3porigen
Schwammes zu reinigen. Nach der Waschung war die Haut zunachst fur einige Zeit
trocken. Von Tier zu Tier begann unterschiedlich schnell die erneute Sekretion. Das

Haut-Sekret wurde am Kopf und am Ricken beziehungsweise fast bis zur
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Ventralseite  des  Tierkdrpers unter Verwendung des  Teigschabers
zusammengetragen und in Reaktionsgefassen aufgefangen. Die gewonnenen Haut-
Sekret-Mengen am Kopf waren meist gering, so dass ein Reaktionsgefald mit einem
Fassungsvermégen von 2 ml ausreichend war. Am Rucken der Tiere konnten im
Allgemeinen etwa 2 ml bis 14 ml gesammelt werden. Um die unterschiedlich
gefarbten Haut-Sekrete darstellen zu kdénnen (siehe Abbildung 17), wurden sie zu
unterschiedlichen Zeiten gewonnen. Verblieb das Sekret wenige Minuten auf der
Haut, dunkelte es nach. Jede gewonnene Probe wurde ihrer Farbe nach mit einem
eigenen Bewertungssystem (1: ,hell, 4: ,dunkel®) benotet.

Abb. 17: Haut-Sekret eines Flusspferdes der Qualitaten ,hell, ,mittel* und ,dunkel”

Die auf diese Art und Weise gewonnenen Proben wurden schnellstmdglich auf
Trockeneis in einer Styroporbox, unter Licht-Ausschluss gelagert.

Wenn durchsichtige Reaktionsgefaf3e verwendet wurden, wurden diese, bevor sie
auf Trockeneis gelagert wurden, mit Aluminiumfolie ummantelt, um sie zusatzlich vor
weiterem Lichteinfall zu schitzen. Danach wurden die Proben auf direktem Weg zum
Institut fur Biologische Chemie und Ernahrungswissenschaft der Universitat
Hohenheim transportiert, wo sie schliel3lich bei - 80C gelagert wurden.
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Abb. 18: Darstellung des Haut-Sekretes mit zunehmendem Verschmutzungsgrad (oben: Flusspferd
wurde vor Probennahme gewaschen; mitte, unten: Probennahme am ungewaschenen
Flusspferd)

3.2.2 Probennahme - Erlebnis-Zoo Hannover

Die Flusspferde im Zoo Hannover verbringen die gesamte Nachtruhe ohne
Wasserzugang im Stall, so dass morgens zu Beginn der Probennahme das nachtlich
abgesonderte Haut-Sekret Gber den gesamten Korper verteilt ist. Die Tiere wurden
wie in der Wilhelma gewaschen. Aufgrund der verschiedenartigen
Haltungsbedingungen und des unterschiedlichen Stallbaus, war es in Hannover
meist nicht mdglich, den gesamten Rucken zu waschen. Die Anordnung der
Gitterstdbe war im Allgemeinen enger, die Tiere unruhiger und mit mehr
Bewegungsfreiheit  untergebracht. Diese  Bedingungen erschwerten die
Sekretgewinnung.

Die sorgfaltige Verpackung der Proben mit Aluminiumfolie erfolgte analog zu den
Proben im Zoologisch-Botanischen Garten Stuttgart. Die Proben wurden auf

Kihlakkus gelagert und anschlieRend nach jedem Probennahmetag in eine
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Kdhltruhe bei - 25T verbracht. Nach dem umgehenden Transport zur Universitat
Hohenheim auf Trockeneis, wurden die Proben ebenfalls am Institut bei - 80C

gelagert.

3.3 Untersuchungen der Zellvitalitat

Ein Forschungsschwerpunkt des Instituts fur Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitdt Hohenheim liegt zum Zeitpunkt der
Erstellung der vorliegenden Arbeit in den Untersuchungen von Effekten
verschiedener Substrate auf humane Hautzellen (Fibroblasten, Endothelzellen,
Keratinozyten). Des Weiteren werden viele, dort etablierte Untersuchungen mit
sichtbarem Licht, UVA- und UVB-Strahlung auf Zellen durchgefihrt.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden zunachst Untersuchungen mit der
Kombination Haut-Sekret und HFP-1-Zellen, anschlielBend mit der Kombination
Sekret, HFP-1-Zellen und UVA-Bestrahlung durchgefuhrt. Es sollte die Wirkung des
Haut-Sekretes der Flusspferde auf die HFP-1-Zellvitalitat getestet werden, um ein
optimales Wirkungsspektrum fir die anschlieenden Bestrahlungen mit UVA zu

bestimmen.

3.3.1 Zellmaterial

Die Ursprungszellen der HFP-1-Zell-Linie wurden einem dreieinhalb j&ahrigen
mannlichen Spender wahrend einer Hernienoperation mittels Hautbiopsie im unteren
Abdomenbereich entnommen (Francz, 1998). Die routinemalige Etablierung und die
Erfahrung - insbesondere mit der Durchfihrung von UV-Bestrahlungen auf die
beschriebenen Kulturen mit HFP-1-Zellen am Institut flr Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim - begrinden schliel3lich die

Verwendung dieser Zell-Linie in den Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit.

3.3.2 Tierisches Material

Die jeweilige Flusspferd-Sekret-Probe musste vor jedem Versuch fur 5 Minuten bei
5500 U/min. zentrifugiert (Laborzentrifuge 3K15) werden, da sich in jeder Probe, trotz
intensiver Reinigung des jeweiligen Tieres, unterschiedliche Mengen Schmutz,
Haare, Haut und Futterpartikel befanden. Da sich die Proben, bei Raumtemperatur,
in der Farbe und Konsistenz &ndern, wurde unter Ausschluss von Licht und auf Eis

gearbeitet. Die ProbengefaRe wurden so kurz wie mdglich geéffnet, um eine
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Reaktion mit molekularchemischen Bestandteilen der Umgebungsluft so gering wie
moglich zu halten. Eine oxidative Wirkung des Luftsauerstoffgemisches auf
Inhaltsstoffe der Sekretprobe sollte auf diese Weise ausgeschlossen werden.

Die fur den Versuch bendétigten Mengen wurden - wie alle Untersuchungen - mit dem

Haut-Sekret anschlieRend aus dem Uberstand pipettiert.
3.3.3 Durchfuhrung der Zellkultur-Methoden

Auftauen und Ansetzen der HFEP-1-Zellen

Die Zellen wurden in einem Kryor6hrchen in flissigem Stickstoff gelagert.

In einem Wasserbad von 37<C wurden die Zellen aufge taut, um anschlieend in eine
mit 10 ml erwarmten Standardwachstumsmediums Dulbeccos’ Modified Eagle
Medium (DMEM) geflllte T 75-Flasche Uberfuhrt zu werden. Innerhalb von
24 Stunden wuchsen die HFP-1-Zellen auf dem N&hrboden zu einem dichten
Zellrasen heran. Nach dieser Zeit wurde ein Wechsel des Mediums durchgefuhrt, um
das Dimethylsulfoxid (DMSO) und eventuell abgestorbene Zellen zu entfernen.
Wahrend der Wachstumsperiode wurde 2 xwo6chentlich ein  erneuter
Mediumswechsel (DMEM) vorgenommen. Der mehrfache Wechsel des Mediums
diente dabei der optimalen Nahrstoff-Versorgung der HFP-1-Zellen. Nach 7 Tagen

hatte sich eine lickenlose Monolayer-Schicht gebildet.

Kultivierung der HEP-1-Zellinie

Die Zellen wurden anschlieRend in einem Begasungsbrutschrank BB16 von Heraeus
Instruments bei 37T und 95 % Luftfeuchtigkeit kult iviert. Ein konstanter pH-Wert von
7,2 bis 7,3 des Kulturmediums konnte mit Hilfe eines im DMEM enthaltenen
Hydrogencarbonatpuffersystems und einer Begasung mit einer kontrollierten
Atmosphéare und 5 % CO, eingehalten werden. Als weiterer Indikator wurde das

Medium mit Phenolrot versetzt.
Am Institut fur Biologische Chemie und Ern&hrungswissenschaft der Universitat

Hohenheim hat sich folgender Ablauf zur Kultivierung der HFP-1-Zellen etabliert
(Francz, 1998).
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Medium absaugen

!
zweimaliges Waschen mit 5 ml PBS

!

Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA (0,05 % / 0,02 %) auf einer Flache von 75 cm?® einer T 75 Flasche
!

Inkubation von 4 bis 5 Minuten bei 37C
!
Zweimalige Zugabe von 5 ml DMEM und Transfer in ein Falcon-Réhrchen
!
Auszéhlung der Zellen

!

1x10° Zellen werden pro T 75 Flasche (75 cm?) erneut ausgesetzt und mit 10 ml DMEM aufgefiillt
!

Nach 7 Tagen sollte die Flache konfluent sein und in etwa 2,5 bis 3 x 10° Zellen enthalten

Abb. 19: Arbeitsschritte zur Kultivierung einer HFP-1-Zelllinie in der Zellkultur nach Francz, 1998

3.3.4 Untersuchung mit Thiazolblau (MTT)

Diese ebenfalls von Francz (1998) etablierte Methode dient dem Nachweis der
metabolischen Aktivitat der Zellen. Das verwendete Thiazolblau - [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyl]-tetrazoliumbromid - (MTT) wird in gelber Farbe von
lebenden Zellen aufgenommen und mit Hilfe von mitochondrialen Dehydrogenasen
zu einem stark blauen, wasserunldslichen Formazanfarbstoff metabolisiert. Nach
Entfernen des Mediums wurden die Zellen mittels Lysepuffer (Zusammensetzung:
10 g SDS, 99,4 ml DMSO, 0,6 ml Essigsaure) aufgeschlossen. Die in den Zellen
gebildeten Formazankristalle werden in dem Lysepuffer gelést und die ,farbige”
Losung im Photometer bei 590 nm gemessen. Die Intensitat der Blaufarbung

korreliert jeweils mit der metabolischen Aktivitat der Zellen.
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Zellen aussahen

l

Zellen mit Testsubstanz (Flusspferd-Haut-Sekret) inkubieren

!
Postivkontrolle: 0,1 % Triton X-100

!
Nach Ende der Inkubationszeit Zugabe von 5 pl MTT/well
Endkonzentration: 0,5 mg/mi

!
Inkubation fiir 2 Stunden bei 37C und 5 % CO ,

l

Medium absaugen

l

Zugabe von 100 pl Solubilisierungsreagenz/well

l

Inkubation fur 5 Minuten bei Raumtemperatur

l
Messen der O.D.590 nm (Referenz 660 nm) im UV/Vis-Multiwell-Reader

Abb. 20: Arbeitsvorschrift zur Durchflihrung eines Zellvitalitatstests (MTT) nach Francz, 1998

Die vom UV/Vis-Multiwell-Reader, ein EL 340 Microplate, angezeigten Daten wurden

mittels Microwin aufgenommen und mit GraphPrism ausgewertet.

Scantypisierung von MTT und HGS

Bevor Untersuchungen mit der HGS zur Uberprifung ihrer zytotoxischen
Eigenschaften durchgefiihrt wurden, wurde die minimale und maximale Absorption
der HGS und des MTT mittels Scantypisierung am Unicam UV/VIS Spectrometer
analysiert (siehe Abbildungen 21 und 22). Da das HGS-Molekil eine Absorption
zwischen 190 nm und 340 nm aufweist, bleibt die MTT-Messung bei 590 nm auf

diese Weise unbeeinflusst.
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Abb. 21: Unicam UV/VIS Spectrometer: Scantypisierung einer 25 mM HGS-Stammldsung
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Abb. 22: Unicam UV/VIS Spectrometer: Scantypisierung von MTT (0,33 MTT mg/ml)
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pH-Wert-Messungen bei Anwendung von Homogentisinsaure

Zur zusatzlichen Uberpriifung der Verschiebung des pH-Wertes bei Kontakt der HGS

mit den verwendeten Medien, wurde eine Versuchsreihe mit folgenden Ergebnissen

angelegt:

> Hanks pH 7,8
» 0,1 mM HGS + Hanks pH 7,7
> 1 mM HGS + Hanks pH 7,0
> 3 mM HGS + Hanks pH 6,2
> 5 mM HGS + Hanks pH 4,5
> 10 mM HGS + Hanks pH 4,0
> 25 mM HGS + Hanks pH 3,5
» 100 mM HGS + Hanks pH 2,8

3.3.5 Durchfihrung der Untersuchungen mit dem Haut- Sekret der

Flusspferde

Das Haut-Sekret der Flusspferde wurde unter Lichtausschluss vor dem Beginn der
Untersuchungen zunachst mit DMEM verdiinnt. Die dazu gewahlten Konzentrationen
waren: 1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:75, 1:100, 1:150, 1:200, 1:500, 1:850. Die
Verdunnungsreihe wurde so zlgig wie moéglich angesetzt, um die Flusspferd-Probe
nicht langer als notwendig dem Luftsauerstoff und CO, auszusetzen. Um eine
sichere Verteilung der Verdinnung zu gewabhrleisten, wurde in jeder Zeile der 96-
Well-Platte jedes Well einzeln auspipettiert. Zwei Zeilen wurden nicht mit Sekret
geflllt, sondern es wurde in eine zur Positivkontrolle Triton X-100 (0,1 %) pipettiert,
die andere blieb unbehandelt.

Fur die drei Zeitmessungen wurden die Platten unterschiedlich lang inkubiert (24 h,
48 h, 72 h). Zum Ende der Inkubationszeit wurden die einzelnen Platten nach der
Methode von Francz (1998) weiter behandelt (siehe Abbildung 20).

3.4 Untersuchungen UV-protektiver Effekte

Saikawa et al. (2004) postulierten nach molekularchemischer Isolation zweier
Hautpigmente einen durch sie vermittelten moglichen UV-Schutz fir die Flusspferd-

Haut. Zur Uberprifung der Postulate wurden verschiedene Zellkultur-
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Untersuchungsreihen am Institut far Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim angelegt. Abhéngig von den
ersten Ergebnissen sollten weitere Testreihen durchgefihrt werden. Zur
Untersuchung konnte nur das direkt gewonnene Sekret ohne weitere Aufreinigung
verwendet werden, da isolierte Pigmente des Flusspferd-Haut-Sekretes zum
Zeitpunkt des Erstellens dieser Arbeit aus technischen Griinden nicht vorlagen.

Aul3er einigen zusatzlichen Chemikalien, Materialien und Gerdaten wurden die
Vorbereitungen und die meisten Durchfihrungen fur die Bestrahlung mit UV-Licht

analog zu den Untersuchungen bei den Zellkulturen durchgefihrt.

Untersuchungsablauf fiir die UV-Bestrahlung

Die Vorbereitung der HFP-1-Zellen erfolgte analog zu der in der Zellkultur. Ab der
Passage 8 wurden die HFP-1-Zellen auf Zellkultur-Schalen (TPP) ausgesat, auf
denen sie nach 7 Tagen konfluent und schlief3lich fur die Untersuchung mit UVA-
Bestrahlung genutzt werden konnten; anschlieBend wurde in diesem Schritt mit
Hanks’ Salt Solution (3 ml) gearbeitet. Es wurden 60 ul des Haut-Sekretes der
Flusspferde auf die dafiir vorgesehenen TPP aufgetragen (siehe Tabelle 6). Um alle
Bedingungen der Testreihe erfassen zu kénnen, wurden Negativ- und Positiv-
kontrollen angelegt. Die Positivkontrollen stellen durch 0,1 % Triton X-100
(5 pl Triton/TPP) getdtete Zellen und die Negativkontrollen stellen Zellen ohne
Behandlung (ohne Flusspferd-Sekret) dar. Ein Teil der angefertigten TPPs wurde mit
UVA bestrahlt und der andere Teil wurde zur Kontrolle im Begasungsbrutschrank
BB16 aufbewahrt. Nach einer 1,5 Stunden langen UV-Bestrahlung bei 15 J/cm?
wurden von allen TPPs (auch die im Begasungsbrutschrank) Hanks’ Salt Solution
entfernt und erneut mit 3 ml DMEM aufgefillt. Nach 24 Stunden Aufenthalt im
Begasungsbrutschrank wurden die TPPs mit 100 ul MTT/TPP angereichert. Nach
weiteren 3 Stunden Inkubation wurde das Medium komplett entfernt und 1 ml
Solubilisierungslosung auf die Platten gegeben. Nach 5 Minuten wurde das
Solubilisat auf mehrere Zellkultur-Mikroplatten (96-well-Format) tberfuhrt und mit
Hilfe des EL 340 Microplate Daten gemessen. Zur Auswertung wurde die Software

MikroWin genutzt.
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Tab. 6: Pipettierschema fir die Untersuchungsreihen der UV-Bestrahlung mit und ohne Haut-Sekret
der Flusspferde (drei Farben des Haut-Sekretes pro Tier)

UV-Pipettierschema Flusspferd
Sekret - + - +
UV (25 J/icm?) - - + %

- = nicht verwendet; + = verwendet

Es wurden drei Flusspferde mit je drei unterschiedlich gefarbten Haut-Sekreten

getestet.

3.5 Untersuchungen der Zellvitalitat mittels Durchf lusszytometrie

Mit der Methode der Durchflusszytometrie sollten die Ergebnisse der
Untersuchungen der Zellkultur und die der UVA-Bestrahlung verifiziert
beziehungsweise erganzt werden.

Die 7-Aminoactinomycin (7-AAD)-Farbung ist eine am Institut fur Biologische Chemie
und Ernahrungswissenschaft der Universitait Hohenheim etablierte Methode nach
Philpott et al. (1996).

Es wurden 5 x 10° bis 10° Zellen in Annexin-V-Bindepuffer (ABB) gewaschen und
abzentrifugiert (30 sec.-1 min. bei 8000 rpm in einer Tischzentrifuge). AnschlieRend
wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 300 pl ABB resuspendiert.
Nach Zugabe von 50 ul 7-AAD-Stammloésung (250 pg/ml) war eine Inkubation im
Dunkeln bei 4C von 20 Minuten erforderlich. Darauf hin erfolgte eine Zugabe von
800 ul ABB. Nach einer Zentrifugation von 30 sec.-1 min. bei 8000 rpm in einer
Tischzentrifuge wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet erneut in
1 ml ABB resuspendiert. Im Anschluss wurde die Fluoreszenzintensitat der gefarbten
Zellen im Durchflusszytometer bei 675 nm gemessen.

Untersuchungsablauf der 7-AAD-Farbung

Fur die Versuchsreihe der 7-AAD-Farbung wurden Zellen analog zu den UV-
Untersuchungen behandelt. Der Assay dient zur Unterscheidung der lebenden von
den nekrotischen und apototischen Zellen. Diese Unterscheidung diente zur
Verdeutlichung der Zellschdden durch die Homogentisinsaure (HGS),
beziehungsweise UV-Bestrahlung und HGS, da Ergebnisse aus dem MTT-Test nicht

eindeutig zuzuordnen waren.
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Die Durchflusszytometrie wird auch als Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)
bezeichnet. Anhand der Durchflusszytometrie erfolgen die Detektion, die Messung
und die Analyse von Zellsignalen. Die zu untersuchenden Zellen werden dabei in
einem FlUssigkeitsstrom durch einen Laserstrahl gefuhrt. An dieser Stelle des
Durchflusszytometers erfolgen Licht-Intensitats-, Licht-Absorptions- und Licht-
Reflektions-Messungen. Weiterhin kann die Fluoreszenz, die die Zellen wéhrend der
Transmission emittieren, gemessen werden. Durch die Ubermittelten Daten, die fur
jede einzelne Zelle festgehalten werden, kénnen die relative GréRe und die optische
Dichte bestimmt werden. Mittels spezifischer Antikérper, die mit unterschiedlichen
fluoreszierenden Farbstoffen markiert sind, lasst dieses Analyseverfahren den
Nachweis der Expression von bestimmten Molekilen auf und in der Zelle zu. Durch
den Gebrauch von nukleinsdurebindenden, fluoresziierenden Farbstoffen kann

zusatzlich der DNA-Gehalt der transmissierten Zelle analysiert werden.

Farbstoff 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)

In reiner Form ist 7-Aminoactinomycin ein orange-roter Feststoff. Die Loslichkeit des
Stoffes beschrankt sich auf N, N-Dimethylformamid Dimethylsulfoxid und Chloroform.
Die Stammverbindung des 7-AAD ist Actinomycin D, im Gegensatz zur
Stammverbindung wird das 7-AAD jedoch nicht als Zytostatikum eingesetzt. 7-AAD
besitzt jedoch prinzipiell die gleichen Eigenschaften wie die Stammverbindung.

Eine Besonderheit ist die Fahigkeit des 7-AAD zur Interkalation zwischen Nukleotid-
und Basenbestandteile der DNA. Dieses Phanomen ist eine unabdingbare
Voraussetzung fur die Benutzung von 7-AAD als Zellfarbstoff (Philpott et al.,1996).
Dabei interkaliert 7-AAD spezifisch zwischen die Pyrimidinbase Cytosin (C) und die
Purinbase Guanin (G) und verédndert dabei seine Fluoreszenzeigenschaften. Eine
Besonderheit von 7-AAD ist, dass - ebenso wie bei Prodiumiodid - ausschlief3lich die
DNA von ,toten“ Zellen angefarbt wird, da die Substanz nur in Zellen ohne intakte
Zellmembran eindringen kann. Man bezeichnet 7-AAD daher auch als Avitalfarbstoff.
Diese Eigenschaft wird bei einem Assay verwendet, der Apoptose-Potenzen
verschiedener Zellen untersucht. Bei der Apoptose kommt es zu einem Verlust des
asymmetrischen Aufbaus der Zellmembran. Das bei vitalen Zellen auf der Innenseite
der Membran lokalisierte Phosphatidylserin (PS) tritt dann vermehrt auch innerhalb

der nach aul3en gerichteten Membranseite auf.
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Bei einer Fluoreszenzmethode zur Bestimmung des Apoptosestadiums wird eine
Doppelfarbung der Zellen mit einem Phosphatidylserin-spezifischen Farbstoff, dem
Protein Annexin V und mit 7-AAD durchgeflihrt. Intakte Zellen reagieren auf beide
Farbungen negativ, frihapoptotische Zellen reagieren positiv auf die Farbung mit PS,
jedoch negativ auf die mit 7-AAD, spatapoptotische Zellen reagieren auf beide
Farbungen positiv. Auch vollkommen nekrotische Zellen reagieren positiv auf die
Farbung mit 7-AAD, jedoch negativ auf die Farbung mit PS.

Die Untersuchungen selbst erfolgen im Durchflusszytometer. Bei beiden Verfahren
wird die Fluoreszenz durch einen Laser (meist 488 nm) angeregt. Das

Emissionsmaximum liegt bei 647 nm.

3.6 Untersuchungen am Monolayer-Hautmodell

Am Institut for Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik (IGB) der Fraunhofer
Gesellschaft in Stuttgart wurden Untersuchungsreihen (n=14) mit Haut-Sekreten von
Flusspferden unterschiedlicher Sekret-Farben an einem Monolayer-Hautmodell
durchgefuhrt.

Fibroblasten nehmen wahrend des Wundheilungs-Prozesses eine zentrale
Bedeutung ein. Dieser Zelltyp ist unter anderem als Produzent verschiedener
Zytokine und unterschiedlicher Haut-Wachstumsfaktoren bekannt. Zytokine sind
extrazellulare Signalproteine fur die interzellulare Kommunikation. Auf diese Weise
regulieren ortsstandige Zellen des Reperationsgewebes im gegenseitigen
Wechselspiel ihr eigenes Wachstum und schliel3lich ihre Differenzierung. Sie sind
aulRerdem an vielen Wundheilungsprozessen beteiligt. Am Monolayer-Hautmodell fur
das primar isolierte humane Hautfibroblasten verwendet wurden, sollen die
Wundheilungseigenschaften des Flusspferdsekretes untersucht werden. Anhand der
Wachstumskurven der verwendeten Fibroblasten kann ein mdglicher Einfluss des

Sekretes genauer definiert werden.

3.7 Untersuchungen der Enzymaktivitat

Saikawa et al. (2004) isolierten im Haut-Sekret der Flusspferde rote und orange-
farbene Pigmente und postulierten eine antioxidative Wirkung fir diese. Diese
Information veranlasste eine genauere Untersuchung von farbgebenden

Antioxidantien, wie zum Beispiel Carotinoiden.
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Anhand mehrerer HPLC-Trennungen im Institut fir Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim konnten die Carotinoide Lutein
und Zeaxanthin gemessen werden. Aufgrund der orange-rot-braunen Farbe und der
ermittelten HPLC-Daten wurden am Institut fur Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie, Fachgebiet Biotechnologie, der Universitadt Hohenheim weitere
Untersuchungen auf das Carotinoid Lutein durchgefihrt.

Eventuell im Flusspferd-Sekret vorhandene Oxygenasen kdnnten die Umsetzung von
a- beziehungsweise B-Carotin zu Lutein oder anderen Lipochromen im Sekret
katalysieren.

Ziel der Enzymaktivitats-Messungen war der Nachweis von Oxygenasen im
Flusspferd-Sekret. Des Weiteren wurde gleichzeitig auf Protease- und -
Galactosidase-Aktivitat gepruft. Zur Bestimmung dieser Enzyme wurden

Standardanalysen verwendet.

HPLC-Methode des Instituts fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie,

Fachgebiet Biotechnologie, der Universitdt Hohenheim zur Bestimmung von Lutein

Saule: GromSil ODS-3 CP; 125 x 4.6 mm, 3 um (Fa. Grom, Herrenberg)
Mobile Phase: Methanol

Fluss: 1 ml/min. isokratisch

Inj.vol.: 25 ul

Detektion: 453 nm

tr(Lutein): 2,3 min.

ApiZym-Test

Einen Uberblick uber die im Haut-Sekret des Flusspferdes enthaltenen
Enzymaktivitaten sollte der ApiZym-Test (n = 4) geben. Es handelt sich dabei um ein
Teststreifen-Verfahren, mit dem gleichzeitig bis zu 20 Enzymaktivititen
nachgewiesen werden kdnnen (siehe Tabelle 7).

Die Flusspferdproben wurden zunachst zentrifugiert und der ApiZym-Test
anschlieBend nach Herstellervorschrift durchgefuhrt (Inkubation bei 37<C fir 4 h).
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Tab. 7: Apizym-Test — 20 Enzymaktivitaten

Alkalische Phosphotase Naphtol-AS-BIl-phosphohydrolase
Esterase (C 4) a-Galactosidase

Esterase Lipase (C 8) B-Galactosidase

Lipase (C 14) B-Glucuronidase

Leucin Arylamidase a-Glucosidase

Valin Arylamidase B-Glucosidase

Cystin Arylamidase N-acetyl-B-Glucosaminidase
Trypsin a-Mannosidase

a-Chymotrypsin a-Fucosidase

Saure Phosphotase Kontrolle

Oxygenase-Assay

Zu einer Puffer-Losung, die B-Carotin als Substrat enthalt, wurde ein Aliquot des
Haut-Sekretes gegeben (siehe Tabelle 8). Die Inkubation erfolgte zwischen 30C und
37T fur mehrere Stunden unter Schitteln im Dunkeln. Die Umsetzung wurde
anschlielend durch Zugabe von Methanol gestoppt. Eventuell de novo-synthetisierte
Carotinoid-Verbindungen wurden tber RP-HPLC analysiert. Die Untersuchungen
wurden mit mehreren Haut-Sekreten unterschiedlicher Tiere und verschieden
gefarbten Haut-Sekreten durchgefihrt.

Als Vergleichsanséatze wurden Puffer mit Sekret und ohne Substrat beziehungsweise
mit Substrat und ohne Sekret mitgefiihrt. Da der pH-Wert der Proben zwischen
pH 8,8 und 9,3 lag, wurde ein 0,1 M Carbonat-Puffer pH 9,0 eingestellt. Der Puffer
war O,-geséttigt und enthielt zusatzlich 2 mM NADPH/H'. Das Substrat B-Carotin
wurde in DMSO geldst (Chumpolkulwong et al., 1997)

Tab. 8: Pipettierschema - Oxygenase-Assay

Volumen [ul] Reagenz
200 0,10 M Carbonat-Puffer + 2,00 mM NADPH/H+, pH 9,0; O,-gesattigt
20 0,75 mM B-Carotin in DMSO
50 Sekret (zentrifugiert)

Inkubation bei 30T beziehungsweise 37, 800 rpm,

mehrere Stunden

1000 Methanol zum Abstoppen der Reaktion
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Nach Zentrifugation wurde die Probe direkt zur HPLC eingesetzt. Als Vergleichs-
ansatze wurden Puffer mit Sekret und ohne Substrat beziehungsweise mit Substrat

und ohne Sekret mitgefuhrt.

B-Galactosidase-Assay

Zu einer 50 mM p-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid-Lésung in 0,1 M Carbonat-
Puffer pH 9,0 wird Flusspferd-Sekret (n = 4) zugegeben und bei 37<C inkubiert (siehe
Tabelle 9). Nach mehreren Stunden Schutteln im Dunkeln wurde die Freisetzung von
p-Nitrophenol bei einer Absorption von 405 nm gemessen. Als Vergleichsansatze
wurden Puffer mit Sekret und ohne Substrat beziehungsweise mit Substrat und ohne

Sekret mitgefuhrt.

Tab. 9: Pipettierschema - f Galactosidase-Assay

Volumen [ul] Reagenz
600 0,1 M Carbonat-Puffer pH 9.0 + 50,0 mM pNPG*
600 Sekret (zentrifugiert)

Inkubation bei 37<C, 800 rpm,
mehrere Stunden
*p-Nitrophenyl- B -D-galactopyranosid
Die Messung von freigesetztem p-Nitrophenol erfolgte bei 405 nm. Als Vergleichs-
ansatze wurden Puffer mit Sekret und ohne Substrat beziehungsweise mit Substrat

und ohne Sekret mitgefuhrt.

Protease-Assay

Die Protease-Aktivitatsbestimmung (n = 4) erfolgte in 0,1 M Carbonat-Puffer pH 9,0
und mit FTC-Casein als Substrat. Die Umsetzung wurde bei 37C unter Schuitteln im
Dunkeln durchgefuhrt. Nach mehreren Stunden wurde mit TCA abgestoppt und die

Fluoreszenz gemessen (siehe Tabelle 10).
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Tab. 10: Pipettierschema - Protease-Assay

Volumen [ul] Reagenz
20 Puffer
20 0,5 % FTC-Casein in 5,0 mM Tris-Puffer pH 7,2 = 5,0 mg/ml
10 Sekret (zentrifugiert)

Inkubation bei 37<C, 800 rpm,
mehrere Stunden

120 5,0 % TCA
mindestens 1 h bei RT stehen lassen

Zentrifugation (5 min)
50 Uberstand nach Zentrifugation

200 500,0 mM Tris-Puffer pH 8,5

Messung der Fluoreszenz ex=485 nm; em=538 nm
in weiBen MTP

Als Vergleichsansatze wurden Puffer mit Sekret und ohne Substrat beziehungsweise

mit Substrat und ohne Sekret mitgefihrt.

3.8 Untersuchungen von Mengen- und Spurenelementen

In der Literatur ergaben sich Hinweise auf einige von Luck und Wright (1962, 1987)
gemessenen Elemente, die die Zusammensetzung des Haut-Sekretes der
Flusspferde mitbestimmen.

In Folge dessen wurde an der Landesanstalt fur Landwirtschaftliche Chemie,
Abteilung Boden- und Dungemitteluntersuchung, der Universitat Hohenheim mit
mehreren Haut-Sekretproben der Flusspferde eine Elementaranalyse mittels ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma-Mass Spectroscopy) und ICP-OES (Inductively Coupled
Plasma-Optical Emission Spectroscopy) durchgefihrt, um Mengen- und
Spurenelemente zu analysieren.

Dazu wurden die Haut-Sekretproben zunéchst aufgetaut und anschlie3end
zentrifugiert. Ein Aliquot von 2 ml jeder zur Untersuchung vorbereiteten Probe wurde

anschlieRend zur Untersuchung eingereicht.
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3.9 Untersuchungen auf antimikrobielle Eigenschafte n

Saikawa et al. (2004) postulierten fir das isolierte rote Pigment im Haut-Sekret eine
potentiell antibiotische Eigenschaft. Bereits in Konzentrationen, die niedriger sind als
die im Haut-Sekret der Flusspferde vorkommende, ist eine Wachstumshemmung der
von ihnen ausgewéhlten Testorganismen, Pseudomonas aeruginosa A3 und
Klebsiella pneumoniae PC1602, zu verzeichnen. Aufgrund dieser Ergebnisse sollten
diese Eigenschaften reproduziert werden, jedoch wurde in den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit dabei nicht das isolierte Pigment, sondern das gewonnene und
unveranderte Haut-Sekret getestet.

Fur die am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Fachgebiet
Lebensmittelmikrobiologie, und am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie, @ Fachgebiet Biotechnologie, der Universitat Hohenheim
durchgefiihrten Versuche wurde Haut-Sekret der Flusspferde von unterschiedlicher

Farbe und unterschiedlichen Tieren verwendet.

Verdinnungsausstrich auf LB-Agarplatten (Institut fir Lebensmittelwissenschaft und

Biotechnologie, Fachgebiet Biotechnologie der Universitdt Hohenheim)

Am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Fachgebiet
Biotechnologie, wurden die Haut-Sekret-Proben auf Luria-Bertani-Agar nach Miller
(LB-Medium) (Hefeextrakt 5 g/l, Trypton 10 g/l, NaCl 5g/l, Agar 15g/l, pH 7,6)
ausgestrichen (n = 4) und Uber Nacht bei 37<C inkub iert.

Die erhaltenen Kolonien wurden als Mischkultur in die Stammsammlung des Instituts

aufgenommen.

Mikrobiologische Untersuchungen (Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und

Biotechnologie, Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie der Universitdt Hohenheim)

Die unterschiedlichen Ansatze wurden in sterilen Mikrotiterplatten inkubiert. Fur die
Serienverdinnungen wurde das Haut-Sekret zunachst bei 10.000 rpm fir 10 sec. in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand fir die 1. Verdiinnung in
ReaktionsgefalRen mit 2-fach konzentrierter Mueller-Hinton-11-Bouillon (MHB 11) 1:1.
verdunnt. Fur die weiteren Verdinnungen wurde jeweils die Halfte des Volumens
entnommen und in das nachste GefaR im Verhaltnis 1:1 pipettiert. Das halbe

Volumen der 4. Verdinnung wurde verworfen. Aus diesen Verdinnungen wurden je
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75 ul in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Die Ubrigen Vertiefungen
wurden mit je 200 pl sterilem H,0 (einst befiillt. Aus einer Ubernacht-Kultur der
Teststamme in Standard-1-Bouillon wurde die Optische Dichte (ODsgs) bestimmt und
eine Suspension in MHB mit circa 1 x 10 Zellen/ml hergestellt. Daraus wurden die
Vertiefungen mit je 10 ul angeimpft beziehungsweise als Kontrolle wurde mit MHB
angeimpft. Aus der Animpfsuspension wurde die Lebendkeimzahl auf Standard-I-
Platten bestimmt (Klebsiella oxytoca: 1,4 x107/ml, Staphylococcus aureus:
5 x 10%/ml).

Die Mikrotiterplatte wurde bei 37T Uber Nacht inku biert. Anschlie3end wurden die
Vertiefungen mit einer Pipette durchmischt und die Lebendkeimzahl auf Standard-I-
Agar bestimmt (n = 3).

Antimikrobielle Wirkung der Homogentisinsaure (Institut fiir Lebensmittelwissenschaft

und Biotechnologie, Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie der Universitat

Hohenheim)

In Untersuchungen am Institut fir Chemie, Fachgebiet Bioorganische Chemie, der

Universitdt Hohenheim konnte ein Homogentisinsaure-Anteil im Haut-Sekret isoliert
werden. In Folgeuntersuchungen sollte am Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie, Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie, der Universitat Hohenheim
eine etwaige antimikrobielle Eigenschaft der Homogentisinsaure Saure analysiert
werden.

Daher wurden Versuche mit kauflich erworbener Homogentisinsaure (einst Und den
Krankheitserregern Klebsiella oxytoca und Staphylococcus aureus durchgefihrt und
dabei die Optische Dichte (ODsgs) und Lebendkeimzahl bestimmt.
Homogentisinsaure stellt eine klar definierte Substanz des Haut-Sekretes dar. Es
konnte daher im Gegensatz zu den Haut-Sekret-Versuchen eine Bestimmung der
MHK mittels Optischer Dichte erfolgen.

Die Stammlosung (100 mg/ml) besteht aus der Homogentisinsaure, die in einfach-
konzentrierter Mueller-Hinton-11-Bouillon (MHB II) gel6st ist. Um eine Verdinnung
(1:20) mit einem pH-Wert von circa 7,3 herzustellen, wurde eine Kontrolle mit Merck

pH-Indikatorstabchen durchgefuhrt. Far die Serienverdinnung (in
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1,5 ml ReaktionsgefalRen von Eppendorf) wurden 10 mg/ml Homogentisinsdure mit
dem gleichen Volumen 1 x MHB Il 1:1 verdinnt, um eine Konzentration von 5 mg/ml
herzustellen. Diese Ldosung wurde erneut verdinnt, um eine Konzentration von
2,5mg/ml zu erlangen. Aus diesen Verdinnungen wurden je 75pul in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Wie im vorherigen Abschnitt wurden die
Wells aus der Ubernacht-Kultur mit je 10 pl Bakteriensuspension, beziehungsweise
einfach-konzentrierter MHB Il beimpft (Blanc). Die endgultigen Konzentrationen der
HGS betrugen demnach 4,41 mg/ml und 2,21 mg/ml. Aus der Animpfsuspension
wurde die Lebendkeimzahl auf Standard I-Platten bestimmt. In dem Versuch, in dem
beide Keime verwendet wurden, betrug die Lebendkeimzahl der Animpfsuspension
bei Klebsiella oxytoca 1,56 x 10’/ml und bei Staphylococcus aureus 1,13 x 10°/ml.
Die Lebendkeimzahl im Ansatz mit dem Testbakterium Staphylococcus aureus und
der HGS (4,41 mg/ml) betrug in der Animpfsuspension 2,7 x 10°/ml.

Vor der Messung der Optischen Dichte wurden die Wells durchmischt und die ODsgs
mit dem MICROPLATE READER bestimmt. Danach wurde in den Untersuchungen
mit beiden Teststdmmen nach 1 h, 2h, 4h, 6 h, und 24 h und in den Ansatzen
(n =3) mit Staphylococcus aureus nach 0,3 h, 3h und 6 h die Lebendkeimzahl

(n = 3) bestimmt.

Agar-Diffusions-Test (Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie,

Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie der Universitat Hohenheim)

Auf die Agarplatte wurden 150 pl einer Suspension von Staphylococcus aureus, LTH
1493, in Standard I-Medium mittels eines Spatels aufgebracht (n=1). Aus der
anfangs klaren Losung entwickelte sich innerhalb von 60 Minuten eine rotbraune bis
dunkelbraune Losung.

Staphylococcus aureus (LTH 1493) in Standard I-Medium wurde auf Standard I-Agar
ausplattiert. Danach wurden zwei sterile  Antibiotikafilterplattchen — mit
10 und 4,41 mg/ml Homogentisinsédure getréankt und mittels steriler Pinzette auf den
Standard I-Agar aufgelegt. AnschlieRend erfolgte tUber Nacht eine Inkubation bei
37<C.
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3.10 Untersuchungen mittels High Performance Liquid Chromatography

Verschiedene Autoren vermuten unter anderem die Anwesenheit von antioxidativ
wirksamen Inhaltsstoffen im Haut-Sekret der Flusspferde. Am Institut fiir Biologische
Chemie und Ern&hrungswissenschaft der Universitat Hohenheim wurden deshalb
mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC) verschiedene Sekret-
Proben auf darin befindliche antioxidative Wirkstoffe mit zwei verschiedenen

Methoden untersucht.

3.10.1 Chromatographische Untersuchung mittels HPLC

Die HPLC ist eine analytische Methode aus der Gruppe der Saulen-Flussigkeits-
Chromatographie. Bei dieser Art von Trennverfahren wird die Probenflissigkeit
mittels einer flissigen Phase (Eluent) unter hohem Druck Uber die stationédre Phase
(Trennséule) transportiert.

Die Bestimmungen der Konzentrationen von Lutein, Zeaxanthin und die Vitamine E
und A im Haut-Sekret der Flusspferde erfolgten Gber die HPLC nach einer Methode
von Erhardt et al. (2002), die im Institut modifiziert und etabliert wurde. Mit dieser
Methode konnen alle Konzentrationen der oben genannten Substanzen in einem

Durchlauf bestimmt werden.

Chromatographiebedinqungen fur Carotinoide

Stationare Phase: Reprosil-Pur NE RP 18, 5um, 250 x 4,6 mm (Trentec,
Gerlingen, Deutschland)

Mobile Phase: 82 % Acetonnitril, 15 % Methyl-tert-butyl-ether, 3 %
Methanol, 0,02 % Triethylamin, 0,0084 % Eisessig, (v/v)

Flussrate: 1,0 ml/min., isokratisch

Injektionsvolumen: 20 pl

Detektion: UV-VIS 450 nm, Umschaltung nach 14 min. auf 407 nm

Saulentemperatur: 40C

Runtime: 23 min.

Aufarbeitung des Flusspferd-Sekretes

Es wurden 100 pl der Flusspferd-Probe mit 300 pl 0,1 M Natriumphosphat-Puffer
pH 6/Ethanol (50 :50) versetzt und nach Zugabe von 100 mg Natriumchlorid,
zweimal mit 700 pl n-Hexan unter Zusatz von 10 pln-Butanol extrahiert.

58



Material und Methoden

Anschlielend wurden die Hexanphasen in einem Reagenzglas vereinigt und bis zur
Trocknung mit Stickstoff eingeengt. Danach wurde der Extrakt in 100 pl Acetonitril
aufgenommen und in ein HPLC-Kunststoffvial Gberfuhrt.

Das Extraktionsmittel sorgt fir die vollstandige Uberfihrung der Carotinoide und es
dient gleichzeitig der Denaturierung der Proteine. Des Weiteren enthalt es den
internen Standard (3-Apocarotensaure-Ethylester).

Wahrend der Untersuchungen wurde auf Eis und unter Ausschluss von Licht
gearbeitet. Das Sekret wurde anschlielend zunachst bei 5500 U /5min. in der
Laborzentrifuge 3K15 zentrifugiert.

Mit Reinsubstanzen wurde eine externe Kalibrierung durchgefihrt.

3.10.2 Chromatographische Untersuchungen mittels el  ektrochemischen

Detektoren

Die Bestimmung der Konzentrationen von Phenolen beziehungsweise Polyphenolen
erfolgte mittels HPLC nach einer Methode von Erhardt et al. (2002), die am Institut
fur Biologische Chemie und Erndhrungswissenschaft der Universitdt Hohenheim
durch  Wurster (2006) modifiziert und etabliert wurde. Es wurde der
Gesamtascorbinsaure-Gehalt (Ascorbinsaure und Dehydroascorbinsdure) bestimmt,
da das Reduktionsmittel Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin x HCL (TCEP) zugesetzt
wird, um den Dehydroascorbinsédure-Anteil zu reduzieren und schlie3lich das
Ascorbinséure-Aliquot chemisch zu stabilisieren. Diese Methode eignete sich auch
fur die Bestimmung weiterer eventuell vorhandener wasserldslicher Vitamine, wie

etwa Thiamin (Vitamin B;).

HPLC-Bedingungen bei Messung von Polyphenolen und HGS mittels

elektrochemischem Detektor

Saule: Reprosil- Pur 120 C18 AQ 5 um, Fa. Trentec, Gerlingen, D
Eluent: 0,1 M —Natriumphosphat-Puffer, pH 2,5

Gradient: Isokratisch

Fluss: 1,0 ml/min.

Inj. Vol.: 20 pul

Runtime: 40 min.

Temperatur: 20C
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Detektion: UV 280 nm und elektrochemisch mit ESA Coulochem Il Detektor
Einstellungen:
E1 =-300 mVund E2 = + 300 mV
sowie R1 = 20 pA und R2 = 20 pA

Bei der Probenaufbereitung wurden 2 pl Flusspferd-Haut-Sekret mit 1000 pl H2Opigest.
(Verdinnung 1:500) verdinnt. Die starke Verdiinnung der Probe wurde bendtigt, um
eine molekularchemische Uberladung der Chromatographie-Saule zu vermeiden.

Fir die Versuche wurde eine Stammldsung der HGS (2,27 mg/l) in einer Verdiinnung

von 1:500 eingesetzt.

3.11 Untersuchungen mittels Massenspektroskopie

Zur Absicherung der mittels HPLC-Analyse erhaltenen Carotinoid-Daten wurde eine
ausgewahlte Probenmenge am Institut fur Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie, Fachgebiet Lebensmittel pflanzlicher Herkunft, der Universitat

Hohenheim erganzend mittels Massenspektroskopie (MS) gemessen.

3.12 Untersuchungen mittels HPLC-, Nuclear Magnetic Resonance - und

Nuclear Magnetic Resonance

Zur weiteren Aufschliisselung der in den HPLC-Analysen gewonnenen Daten wurden
HPLC-, Nuclear Magnetic Resonance (NMR)- und MS-Analysen am Institut fur

Chemie, Fachgebiet Bioorganische Chemie der Universitat Hohenheim durchgefihrt.

Probenvorbereitung fiir die NMR-Untersuchungen

Fur den ersten Aufreinigungsschritt wurden die Haut-Sekret-Proben der Flusspferde
zentrifugiert, und der Uberstand durch Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)
aufgetrennt. Dazu wurde 3 - 8 ml Uberstand abgenommen und mit der dreifachen
Menge Wasserpigest: verdunnt. Diese Losung wurde mit Wasserpigest Uber eine
Sephadex LH 20-Saule (160 x 62 mm) chromatographiert. Nach circa s des
Bettvolumens eluierten braungefarbte Makromolekile, die nach circa einem weiteren
Y Bettvolumen vollstandig eluiert waren. Die darauf folgenden niedermolekularen
Verbindungen wurden in einer Fraktion gesammelt und lyophilisiert.

Fur den zweiten Aufreinigungsschritt wurden die Einzelsubstanzen mittels

semipraparativer HPLC isoliert. Hierfir wurde die gefriergetrocknete Probe in 1 ml
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H,0 pigest. @aufgenommen und mit Hilfe einer semipraparativen Chromatographie-
Saule, Phenomenex-AQUA, 5 um, 10 x 250 mm mit Vorsaule (Fa. Phenomenex)

aufgetrennt. Insgesamt wurden 5 Fraktionen erhalten.

NMR-Bedingungen

Saule: AQUA C 18, 5 um, 10 x 250 mm mit Vorséaule; Fa. Phenomenex
Eluent: H20 pigest. Mit Trifluoressigsaure auf pH 2,5 eingestellt

Gradient: Isokratisch

Fluss: 5,0 ml/min.

Inj. Vol.: 1000 pl

Runtime: 60 min.

Temperatur: 20C
Detektion: UV 305 nm

3.13 Untersuchungen auf Phenylalanin- und Tyrosin-G  ehalte

Saikawa et al. (2004) vermuten einen Metaboliten (HGS) der essentiellen
Aminosauren alpha-L-Phenylalanin und der semiessentiellen alpha-L-Aminosaure
Tyrosin im Haut-Sekret der Flusspferde.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten am Institut fr Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim durchgefuhrte Untersuchungen
ein  Vorkommen beider Aminosauren und ihrer Metaboliten bestatigen oder
widerlegen.

Die Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin wurden mittels Reversed-Phase
hochauflosender Flissigkeits-Chromatographie (RP-HPLC) bestimmit.

Freie Aminosauren wurden nach einer Vorsaulenderivatisierung mit ortho-
Phtaldialdehyd (OPA) und 3-Mercaptopropionsaure (3-MPA) auf einer pp-C18-Saule
durch Gradientenelution aufgetrennt.

Die Detektion erfolgte fluorimetrisch. Die Aminosaurenkonzentrationen der Haut-
Sekret-Proben wurden mit Hilfe eines Standard—Aminosaure-Mix als Referenz und

Norvalin als internem Standard ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Beobachtungen der Zootiere

Die Haut-Sekret-Produktion der Flusspferde in vivo ist unabhéngig vom Alter und
dem Geschlecht der Tiere. Es besteht auRerdem kein Einfluss der Tages- oder
Jahreszeit. Weiterhin gibt es bezuglich der Haut-Sekret-Produktion keinen
augenscheinlichen Unterschied bei Tieren, die sich an Land oder bei Tieren, die sich
im Wasser aufhalten. Die beobachteten Ergebnisse entsprechen damit nicht oder nur

in geringem Mal3e den gefundenen Angaben in der zitierten Literatur.

4.2 Gewinnung des Haut-Sekretes

Auf der Suche nach der allgemein besten Sekretgewinnungs-Technik wurden
mehrere unterschiedliche Kunststoff-Spachtel und -Spatel in der praktischen
Anwendung auf der Flusspferd-Haut ausprobiert. Um einer Verletzung der Haut
vorzubeugen, wurde zu hartes und kantiges Material ausgeschlossen. Der Spatel
durfte allerdings auch nicht aus zu weichem Kunststoff bestehen, da sich in diesem
Fall die Uberfiihrung des Sekretes von der Haut in das ReaktionsgefaR als zu
schwierig erwies. Schliel3lich wurde ein Teigschaber aus Kunsstoff gewahlt, mit dem
in allen Untersuchungen die besten Ergebnisse erzielt werden konnten (siehe
Abbildung 16).

4.3 Bestimmung der Zellvitalitat

Untersuchungsreihe zur Zytotoxizitat des Haut-Sekretes

Die Ergebnisse basieren auf Einzelversuchen, die mit den Haut-Sekreten von den
Flusspferden Mike, Zora und Habari an HFP-1-Zellen durchgefiihrt wurden. Ein
Einzelversuch im Rahmen dieser Arbeit umfasst die Untersuchung von drei
verschieden gefarbten Sekreten, jeweils hell, mittel und dunkel, von einem
Flusspferd. Jede Sekret-Farbe wurde jeweils in einem Zeitraum von 24 h, 48 h und
72 h in unterschiedlichen Konzentrationen (1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:75, 1:100, 1:150,
1:200, 1:500, 1:850) an den Zellkulturen getestet. Als Positivkontrolle wurde eine
0,1 % Triton X - 100-Lésung verwendet. Die Zellvitalitat wurde anschliel3end mit Hilfe
der Farbreaktion in einer ELISA-Messung unter Verwendung der dazugehdrigen

Software ermittelt.
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Jede aufgefuhrte Untersuchung wurde unter gleichbleibenden Bedingungen
bezuglich Konzentration und Zeit durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der gleichen Haut-Sekret-Farben und der verschiedenen
Zeitdimensionen (24 h, 48h, 72h) wurden zusammengefasst, da in den
Einzelbetrachtungen keine auffalligen spezifischen Unterschiede zwischen den
verschiedenen Tieren ersichtlich wurden.

Die nachfolgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der Untersuchungsreihen des

zytotoxischen Effektes des Haut-Sekretes der Flusspferde.

Tab. 11: HFP-1-Zell-Linien-Modell fiir alle Haut-Sekretproben der Farbe ,hell*: Durchschnittswerte der
Zellvitalitat in % lebenden Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h (n = 5)

MW 24h SD 24h MW 48h SD 48h MW 72h SD 72h
unbehandelt 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
15 91,25 3,87 80,61 3,93 80,16 6,77
1:10 96,48 3,93 89,80 5,29 89,11 511
1:20 94,18 3,95 93,06 5,95 99,14 4,56
1:50 101,69 9,96 88,73 3,80 92,40 3,20
1:75 92,80 7,74 94,53 3.96 100,46 2,50
1:100 93,07 7,42 91,76 5,57 93,35 2,17
1:150 86,95 7,70 82,13 4,50 84,68 1,13
1:200 94,24 5,98 88,57 3,66 96,10 2,31
1:500 95,67 4,89 94,84 3,16 98,97 4,78
1:850 103,68 10,69 101,97 8,79 91,79 3,94
0,1% Triton X- 3,97 0,70 3,62 0,70 3,05 0,21

100

Tab. 12: Ubersicht iiber die Mittelwerte aller Sekrete fiir die Farbe ,hell* zu den ausgewéhlten
Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h in % lebenden Zellen mit einer Verdiinnung von 1:5 (n = 5)

(s. Abb. 38)
MW SD
unbehandelt 100 0
Hell 24h 91,25 3,87
Hell 48h 80,62 3,92
Hell 72h 75,14 6,42

Die Tabellen 11 und 12 zeigen eine mit der Zeit ansteigende Zytotoxizitat des hellen
Haut-Sekretes. Nach 24 h nahm die Zellvitalitat um 8,8 % nach 48 h um 19,4 % und
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nach 72 h um 24,9 % ab. Das helle Sekret besitzt eine zytotoxische Wirkung, die
zeitabhéngig ist. Dies deutet auf eine gewisse Zytotoxizitdt des hellen Flusspferd-
Sekretes hin: die zytotoxische Wirkung des hellen Haut-Sekretes verstarkt sich, je

langer die im Versuch verwendeten HFP-1-Zellen dem Sekret ausgesetzt waren.

Tab. 13: HFP-1-Zell-Linien-Modell fir alle Haut-Sekretproben der Farbe ,mittel* Durchschnittswerte
der Zellvitalitét in % lebenden Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h (n = 5)

MW 24h SD 24h MW 48h SD 48h MW 72h SD 72h
unbehandelt 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
15 89,14 4,98 78,60 6,35 72,00 4,70
1:10 101,05 3,99 95,22 11,85 89,96 8,31
1:20 106,98 6,20 96,54 6,21 89,08 3,53
1:50 102,18 5,38 97,24 5,70 94,09 4,69
1:75 111,73 2,57 98,34 6,36 88,45 4,58
1:100 110,35 6,48 95,67 6,15 87,02 5,05
1:150 104,18 5,87 92,89 5,04 89,37 4,34
1:200 90,72 12,94 91,47 7,17 93,01 6,25
1:500 105,67 5,45 100,14 10,61 90,03 6,01
1:850 103,02 12,55 97,06 5,94 94,94 7,71
2,010% Triton X- 2,83 0,21 2,96 0,84 2,49 0,41

Tab. 14: Ubersicht tiber die Mittelwerte aller Sekrete fiir die Farbe ,mittel* zu den ausgewahlten
Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h in % lebenden Zellen mit einer Verdinnung von 1:5 (n = 5)

(s. Abb. 39)

MW SD
unbehandelt 100 0
Mittel 24h il Gl
Mittel 48h 78,59 6,35
Mittel 72h 72,00 4,70

Das Haut-Sekret der Farbnuance ,Mittel* zeigte im zeitlichen Verlauf eine &hnliche
Wirkung, wie das Haut-Sekret der Farbnuance ,hell* (siehe Tabelle 13 und 14). Zum
Zeitpunkt 24 h konnte eine Verringerung der Zellvitalitat um 10,9 %,
beziehungsweise bei 48 h um 21,4 % und bei 72 h um 28,0 % gemessen werden.
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Tab. 15: HFP-1-Zell-Linien-Modell fur alle Haut-Sekretproben der Farbe ,dunkel”: Durchschnittswerte
der Zellvitalitat in % lebenden Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h (n = 5)

MW 24h
unbehandelt 100,00
1:5 59,29
1:10 91,63
1:20 97,85
1:50 100,69
1:75 100,03
1:100 96,26
1:150 87,79
1:200 88,72
1:500 86,49
1:850 91,13
0,1% 3,91
Triton X-100

SD 24h
0,00
17,00
6,28
571
4,37
3,83
4,65
5,25
3,09
3,25
6,24
1,51

MW 48h

100,00
42,07
88,06
86,88
92,72
94,66
86,64
84,82
84,64
90,93
92,21
2,63

SD 48h

0,00

14,53

5,19
2,98
6,27
4,17
5,10
4,01
2,85
2,88
2,69
0,45

MW 72h

100,00
39,84
81,95
77,02
77,70
83,64
76,30
79,96
86,55
91,19
95,53
2,98

SD 72h
0,00
15,80
3,50
1,67
1,27
2,10
4,08
3,48
3,51
4,02
4,71
0,24

Tab. 16: Ubersicht iiber die Mittelwerte aller Sekrete fir die Farbe ,dunkel* zu den ausgewéahlten
Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h in % lebenden Zellen mit einer Verdiinnung von 1:5 (n = 5)

(s. Abb. 40)

MW

SD

unbehandelt
Dunkel 24h
Dunkel 48h
Dunkel 72h

100
59,29
42,07
39,84

0
17,00
14,53
15,80

Das dunkle Haut-Sekret der Flusspferde erwies sich als starker zytotoxisch als die

untersuchten hellen und mittelstark abgedunkelten Haut-Sekret-Proben (siehe
Tabelle 15 und 16). Nach 24 h reduzierte sich die Zellvitalitat um 40,7 % nach 48 h

um 57,9 % und nach 72 h um 60,2 %.

Im direkten Vergleich mit den hellen und mittelstark abgedunkelten Haut-Sekret-

Proben wiesen die dunklen damit schlie3lich eine Uber 30 prozentige starkere

Zytotoxizitat auf.

Zusammenfassend konnte in allen Sekretproben im beobachteten Zeitraum von 0 h

bis 72 h ein deutlicher Anstieg der zytotoxischen Eigenschaft des Haut-Sekretes

gegenuber HPF-1-Zellen der Zellkultur verzeichnet werden.
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Versuche zur Uberpriifung der zytotoxischen Eigenschaften der Homogentisinsaure
HGS

Die Versuchsreihe mit unterschiedlichen Sekretfarbnuancen sollte mit der HGS (einst
wiederholt werden. Dies war allerdings aus methodischen Grunden nicht realisierbar
Aufgrund des starken Saurecharakters der HGS wurde die Pufferkapazitat des HFP-
1-Mediums uberschritten, dadurch kam es zu einem toxischen Effekt, der die Zellen
umgehend abtotete. Aus diesem Grund konnten keine Ergebnisse mit der HGSeinst

erzielt werden.
4.4 Bestimmung von UV-protektiven Effekten

Untersuchungsreihe zur Wirkung des UV-Schutzes durch das Haut-Sekret der
Flusspferde

Um die UV-protektiven Eigenschaften des Haut-Sekretes der Flusspferde zu

untersuchen, wurde im Rahmen dieser Analysen, in Hinblick auf die zuvor
unternommenen Untersuchungen in der Zellkultur, eine schwach zytoxisch wirksame
Sekret-Verdinnung von 1:50 gewahlt. Alle Versuche verliefen anschlieBend mit
gleich bleibender Verdinnung. Das Haut-Sekret wurde unmittelbar vor der UV-
Bestrahlung direkt auf die Zellkultur aufgetragen, nach der Bestrahlung abpipettiert
und die Zellvitalitdt nach Ablauf von 24 h bestimmt.

Tab. 17: Effekte der Sekret-Farbe ,hell* auf die Zellvitalitat (lebende Zellen in %) mit und ohne UV-
Bestrahlung (s. Abb. 42)

Mittelwert lebender Zellen [%] Standardabweichung

unbehandelt 100,00 0,00
unbehandelt+UV 63,37 20,27
MH 82,24 11,80
MH+UV 79,56 19,30
ZH 88,07 8,24
ZH+UV 99,54 13,17
HH 85,73 4,06
HH+UV 84,88 24,87

1,65 0,23

0,1% Triton X-100
R = Rosi; Z = Zora; M = Mike

H = hell; M = mittel; D = dunkel
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Abb. 23: Graphische Darstellung der Effekte von der Sekret-Farbe ,hell* auf die Zellvitalitat (lebende
Zellen in %) mit und ohne UV-Bestrahlung

Zusammenfassend dargestellt zeigten die Untersuchungsergebnisse aller Tiere mit
der Haut-Sekret-Farbe ,hell*, dass die Zellvitalitdt mit Sekret bei ausbleibender UV-
und bei vorgenommener UV-Bestrahlung um 23,3 % abnahm. Die hier beobachtete
Zytotoxizitat, die unabhéngig von jeder UV-Bestrahlung, augenscheinlich nur durch
das reine Haut-Sekret verursacht wurde, bestétigt die vorangegangenen Ergebnisse
der MTT-Zelltests. Die Anwesenheit des hellen Sekretes konnte die Zellvitalitat der
UV-bestrahlten Zellen nicht weiter senken, wohingegen die Zellen ohne Haut-
Sekreteinfluss durch die UV-Bestrahlung einen Verlust der Zellvitalitat um 14,0 %
zeigten (siehe Tabelle 17 und Abbildung 23).

Tab. 18: Effekte der Sekret-Farbe ,mittel* auf die Zellvitalitat (lebende Zellen in %) mit und ohne UV-
Bestrahlung (s. Abb. 43)

Mittelwert lebender Zellen [%] Standardabweichung
unbehandelt 100,00 0,00
unbehandelt+UV 63,37 20,27
MM 94,69 1,04
MM+UV 103,98 7,46
ZM 95,53 4,67
ZM+UV 105,33 10,40
HM 96,78 1,63
HM+UV 97,48 15,31
0,1% Triton X-100 1,62 0,14

R = Rosi; Z = Zora; M = Mike
H = hell; M = mittel; D = dunkel
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Abb. 24: Graphische Darstellung der Effekte von der Sekret-Farbe ,mittel* auf die Zellvitalitat (lebende
Zellen in %) mit und ohne UV-Bestrahlung

Bei Behandlung der HFP-1-Zellen der Farbe ,mittel* mit Sekret, sank die Zellvitalitat
bei ausbleibender UV-Bestrahlung um 11,6 %. Bei Behandlung der Zellen mit dem
Haut-Sekret der Farbe ,mittel* und gleichzeitiger UV-Bestrahlung ergab sich ein
Verlust der Zellvitalitat von 7,6 %. Dahingegen wiesen die UV-bestrahlten Zellen
ohne Sekretbehandlung einen Verlust von mehr als 35,0% auf (siehe
Tabelle 18 und Abbildung 24).

Tab. 19: Effekte der Sekret-Farbe ,dunkel* auf die Zellvitalitat (lebende Zellen in %) mit und ohne UV-
Bestrahlung (s. Abb. 44)

Mittelwert lebender Zellen [%] Standardabweichung
unbehandelt 100,00 0,00
unbehandelt+UV 63,37 20,27
MD 88,62 4,45
MD+UV 70,30 16,28
ZD 93,84 2,82
ZD+UV 84,02 17,80
HD 104,51 4,02
HD+UV 65,87 55,85
0,1% Triton X-100 1,62 0,14

R = Rosi; Z = Zora; M = Mike
H = hell; M = mittel; D = dunkel
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Abb. 25: Graphische Darstellung der Effekte von der Sekret-Farbe ,dunkel* auf die Zellvitalitat
(lebende Zellen in %) mit und ohne UV-Bestrahlung

Der Zusatz des Haut-Sekretes der Farbabstufung ,dunkel* zur Kultur der HFP-1-
Zellen fuhrte zu einem Verlust der Zellvitalitat um circa 15,9 %. Bei gleichzeitiger UV-
Bestrahlung ergab sich ein Verlust der Zellvitalitdt mit Sekretbehandlung von 36,4%
und ohne Sekreteinfluss von 37,2% (siehe Tabelle 19 und Abbildung 25).

Tab. 20: Effekte von unterschiedlich gefarbten Sekreten verschiedener Tiere auf die Zellvitalitat
(lebende Zellen in %) mit und ohne UV-Bestrahlung

Mittelwert lebender Zellen [%] Standardabweichung
Unbehandelt 100,00 0,00
Unbehandelt+UV 56,13 11,70
hell 84,90 4,99
hell+UV 86,79 10,13
mittel 95,53 1,20
mittel+UV 102,51 5,10
dunkel 94,65 3,35
dunkel+UV 72,97 14,52
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Abb. 26: Zusammenfassung der Effekte von unterschiedlich gefarbten Sekreten verschiedener Tiere
auf die Zellvitalitat (lebende Zellen in %) mit und ohne UV-Bestrahlung

Es konnte im Hinblick auf die einzelnen Tiere kein Unterschied der Zellvitalitdt nach
UV-Exposition festgestellt werden. Die verschiedenen Sekret-Farben wirkten sich
jedoch unterschiedlich auf den Schutz der Zellen aus. Das Sekret ,hell“ bot wahrend
der UV-Bestrahlung eine geringe, das Sekret ,mittel“ eine ersichtliche und das Sekret
~dunkel* keine Schutzwirkung mehr (siehe Tabelle 20 und Abbildung 26).

4.5 Bestimmung der Zellvitalitdt mittels Durchfluss zytometrie

Am Institut for Biologische Chemie und Ernd&hrungswissenschaft der Universitat
Hohenheim wurden im Durchflusszytometer Signale lebender und toter Zellen
gemessen. Die zu untersuchenden Zellen werden dazu durch ein Laserstrahl-
Detektionssystem gefuihrt. An dieser Stelle des Durchflusszytometers erfolgen Licht-
Intensitats-, Licht-Absorptions- und Licht-Reflektions-Messungen der
vorbeistromenden Zellpartikel.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie das Vorkommen
und die Vitalitat von HFP-1-Zellen, die mit unterschiedlichen Homogentisinsaure-
Konzentrationen versetzt wurden, Gberprift. Diese Analyse sollte die Ergebnisse der

Untersuchungen in der Zellkultur ergénzen.
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Tab. 21: Durchflusszytometrie: Analysierte Durchschnittswerte % lebender Zellen mit
unterschiedlichen HGS-Konzentrationen ohne UV-Bestrahlung (s. Abb. 46)

HGS Anteil lebender Zellen
[mM] (%]
0,1 91,46
0,5 91,75
1,0 93,05
5,0 91,51
10,0 13,75
25,0 9,89

Beim Kontakt der HFP-1-Zellen mit einer HGS-Konzentration von 0,1 bis 5 mM wird
die Zellvitalitat ohne UV-Behandlung im Durchschnitt um etwa 8 % eingeschrankt. In
einem Konzentrations-Bereich von 10 bis 25 mM zeichnete sich eine starke
Reduktion der Zellvitalitdt von bis zu 90 % ab (siehe Tabelle 21).

Tab. 22: Durchflusszytometrie: Analysierte Durchschnittswerte % lebender Zellen mit
unterschiedlichen HGS-Konzentrationen nach UV-Bestrahlung (s. Abb. 47)

HGS [mM] Anteil lebender Zellen
+ UV [%]
0,1 5,69
0,5 8,21
1,0 8,39
5,0 6,38
10,0 10,79
25,0 6,83

Nach UV-Bestrahlung der HFP-1-Zellen wurde die Zellvitalitat in einem HGS-
Konzentrations-Bereich von 0,1 bis 25 mM im Durchschnitt um fast 93 % gesenkt
(siehe Tabelle 22).

4.6 Bestimmung des Fibroblasten-Wachstums am Haut-M  onolayer-Modell

Am Institut for Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik (IGB) der Fraunhofer
Gesellschaft in Stuttgart, wurden Untersuchungen (n =14) zum Haut-Sekret der
Flusspferde an einem Haut-Monolayer-Modell durchgefuhrt. Es wurden primar
isolierte humane Haut-Fibroblasten und die Sekret-Farben hell (n =7) und dunkel
(n =7) verwendet.

Die Messungen im Anschluss an eine 5 -tagige Inkubation der Zellen konnten
zeigen, dass das helle Haut-Sekret im Vergleich zur Kontrolle das Wachstum der

Fibroblasten um 18,7 % begunstigt. Im Gegensatz dazu zeigt das dunkle Haut-
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Sekret gegentber der Kontrolle eine Wachstumsminderung der Fibroblasten um
36 % (siehe Tabelle 23).

Tab. 23: Beeinflussung des Fibroblastenwachstums unter Stimulus von hellem und dunklem Haut-
Sekret (Zellzahl/ml)

Kontrolle dunkles Haut-Sekret helles Haut-Sekret
Tag 1 100 100 100
Tag 5 394,4 2522 468,0

4.7 Bestimmung der Enzymaktivitat

Um die in den HPLC-Trennverfahren am Institut flr Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim gefundenen Lutein- und
Zeaxanthin-Anteile im Haut-Sekret der Flusspferde weiter zu analysieren und
eventuelle im Sekret vorkommende Enzymaktivitaten zu bestimmen, wurden am
Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Fachgebiet Biotechnologie,
der Universitdt Hohenheim verschiedene Enzymaktivitdts-Messungen durchgefuhrt.
Nach Aufbewahrung der Haut-Sekret-Proben bei -20C beziehungsweise +4T
betrug der pH-Wert des Flusspferd-Sekretes zwischen pH 8,8 und pH 9,3. In der
Gesamtproteinbestimmung nach Bradford konnte im Sekret-Uberstand nach
Zentrifugation ein Proteingehalt von 0,8 bis 1,7 g/l bestimmt werden.

Die Enzymaktivitats-Messungen, insbesondere mit Hilfe des ApiZym-Tests konnten
in allen untersuchten Sekret-Proben keine Enzymaktivitdten nachweisen.

Bei den Umsetzungen von B-Carotin mit dem Haut-Sekret wurde auch nach 24-
stundiger Inkubation keine Bildung von Lutein beobachtet.

In sich anschlieRenden Untersuchungen wurde auf die Anwesenheit von -
Galactosidase und verschiedenen Proteasen im Haut-Sekret geprtift.

Mit dem p-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid-Assay konnte in allen Sekretproben
keine B-Galactosidase-Aktivitat nachgewiesen werden.

Die mit Hilfe des FTC-Casein-Assay vorgenommene Protease-Aktivitatsmessung
konnte in allen Untersuchungen aufgrund der stark gefarbten Proben nur sehr

ungenau oder nicht ausgewertet werden.
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Oxygenase-Assay

Im Rahmen des Oxygenase-Assay wurde das Haut-Sekret auf Vorkommen des
Lipochroms Lutein getestet. In einer dazu durchgefiihrten HPLC-Analyse konnte zum
Vorkommen von Lutein im Flusspferd-Haut-Sekret das folgende Diagramm

gewonnen werden:

600

[mAU]
>

500 Lutein

N

400

[mAU]

300

2,00 2,05 2,10 2,15 2,20 2,25 2,30 2,35 2,40 2,45 2,50 2,55 2,60 2,65 2,70 2,75 2,80

[min]

200

100

0} 7 )
0,00 0,25 050 0,75 1,00 1,25 150 1,75 2,00 225 250 275 3,00 325 350 3,75 4,00
[min.]

Abb. 27: HPLC-Analyse im Rahmen des Oxygenase-Assay der Umsatzproben
rot: Nullprobe
schwarz: 24h Umsatz 24h
grun: Referenz mit Sekret ohne Substrat
blau: Referenz ohne Sekret mit Substrat
dunkelrot: Lutein-Standard in Umsatzpuffer
Bedingungen: 0,1 M Carbonat-Puffer+2 mM NADPH pH 9,0, O,-geséttigt, 37<C, dunkel

In der Nullprobe (rot) und im Referenzansatz mit Sekret und ohne Substrat (I3-
Carotin) (grin) ist Lutein aus dem Haut-Sekret der Flusspferde enthalten.

Mit zunehmender Inkubationszeit nimmt die in der Nullprobe vorhandene Lutein-
Konzentration ab. Im Referenzansatz mit Sekret und ohne Substrat konnte dies
ebenfalls beobachtet werden.

Auch nach 24 stundiger Inkubation (schwarz) wurde keine Lutein-Bildung gemessen.
Die Anwesenheit einer spezifischen Monooxygenase im Flusspferd-Sekret, die die
Bildung von Lutein aus [(-Carotin katalysiert, konnte unter den gegebenen

Bedingungen nicht nachgewiesen werden.
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B-Galactosidase-Assay

Tab. 24: Umsetzung von p-NPG mit Haut-Sekret zum Nachweis einer B-Galactosidase-Aktivitat

Umsatz- Umsatz
zeit Umsatz Ref. 1 Ref. 2 Umsatz Ref. 1 Ref. 2 -Ref. 1
[h] -Ref. 2
As05nm AA405nm AA105nm
0 0,654 0,613 0,123
3 1,04 0,981 0,143 0,386 0,368 0,020 -0,002
24 1,111 1,043 0,193 0,457 0,430 0,070 -0,043
Umsatz Ansatz mit Haut-Sekret und Substrat

Referenz 1 (Ref. 1): Ansatz mit Haut-Sekret und ohne Substrat
Referenz 2 (Ref. 2): Ansatz ohne Haut-Sekret und mit Substrat

Bedingt durch die stark orangebraune Farbung des Sekretes sind die Absorptionen
zu Beginn der Messung bereits sehr hoch. Mit zunehmender Inkubationsdauer
steigen die gemessenen Absorptionen der Umsatzprobe und der Referenzen
gleichermalien.

Auch nach 24 h Inkubation konnte keine Bildung von p-Nitrophenol und damit das

Fehlen einer B-Galactosidase-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Protease-Assay

Aufgrund der stark rotbraun gefarbten Proben konnte die fluorometrische Protease-
Aktivitatsbestimmung mit FTC-Casein als Substrat nicht ausgewertet werden.

Die Enzymaktivitats-Messungen konnten abschlieRend in keiner der untersuchten
Proben enzymatische Aktivitdten nachweisen. Alle Messungen verliefen negativ auf

die jeweils analysierten Enzymaktivitaten in den Flusspferd-Haut-Sekret-Proben.

4.8 Bestimmung von Mengen- und Spurenelementen

Angeleitet von den Aussagen Luck und Wrights (1964, 1987) Uber gemessene
Elemente im Haut-Sekret des Flusspferdes, wurden an der Landesanstalt fir
Landwirtschaftliche Chemie, Abteilung Boden- und Dungemitteluntersuchung, der
Universitat Hohenheim mit Hilfe der ICP-MS- (Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectroscopy) und ICP-OES-Technik (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectroscopy) verschiedene Elementanalysen durchgefihrt. In einem ersten

Screening wurden ohne Bestimmung einer Eichgeraden 83 verschiedene chemische
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Elemente des Periodensystems gemessen. Es wurden Haut-Sekret-Proben von
unterschiedlichen Flusspferden (Mike, Zora, Habari je n = 3) in einer Verdlinnung von
1:5 verwendet. Die Proben wurden nach der ublichen augenscheinlichen
Unterscheidung in hell, mittel und dunkel ausgewabhlt (siehe Tabelle 25).
Element-abhéngig wurden unterschiedliche Analyse-Methoden gewahlt: Die
Elemente Calcium (Ca), Magnesium (Mg), Natrium (Na), Zink (Zn) und Rubidium
(Rb) wurden in allen Proben mittels ICP-MS analysiert. Kalium (K) musste anhand
eines Flammenphotometers (ICP-OES) bestimmt werden, da es in allen
durchgefuhrten Untersuchungen mittels ICP-MS nicht messbar war; die Kaliumwerte
in allen Sekretproben waren auf3erdem zu hoch, um mit dem Spektroskopie-
Verfahren (ICP-MS) gemessen zu werden.

Im sich anschlieBenden zweiten Versuch wurden insgesamt neun Haut-Sekret-
Proben unterschiedlicher Farbe und von verschiedenen Tieren (Mike n=3;
Zora n = 3; Rosin = 3) erneut in einer Verdiinnung von 1:5 auf das Vorkommen der
Mengenelemente Calcium, Magnesium, Natrium und Kalium und der
Spurenelemente Zink und Rubidium untersucht. Es wurde in diesem Fall zuvor eine
Eichgerade erstellt. In allen Proben waren die untersuchten sechs Elemente
nachweisbar. Es konnten keine Unterschiede bezlglich der verschiedenen
Farbnuancen des Sekretes und der unterschiedlichen Tiere nachgewiesen werden.

Tab. 25: Analysierte Durchschnittswerte in mg/l von Mengen- und Spurenelementen in Haut-Sekret-
Proben von Flusspferden (pro Tier n = 3)

Proben Ca K Mg Na Zn Rb
RH 115,00 745,00 47,00 18,00 0,42 0,24
RM 38,00 3994,00 37,00 65,00 0,74 1,48
RD 20,00 3123,00 40,00 41,00 0,50 1,29
ZH 26,00 6816,00 36,00 66,00 0,82 2,81
ZM 20,00 6488,00 17,00 32,00 1,00 2,20
ZD 30,00 3032,00 30,00 50,00 0,65 0,92
MH 38,00 10324,00 47,00 84,00 2,13 7,20
MM 16,00 4508,00 18,00 91,00 1,46 2,85
MD 36,00 4875,00 39,00 41,00 1,55 1,50

R = Rosi; Z = Zora; M = Mike
H = Hell; M = Mittel; D = Dunkel
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4.9 Bestimmung von antimikrobiellen Eigenschaften

Am Institut fir Lebensmitteltechnologie und Biotechnologie, Fachgebiet
Biotechnologie, der Universitat Hohenheim erfolgten Untersuchungen der Proben
des Flusspferd-Haut-Sekretes auf antimikrobiellen Besatz in Ausstrichen auf LB-
Agar. Bei den auf LB-Agar ausgestrichenen Haut-Sekret-Proben konnten
unterschiedlich gefarbte und pleomorph geformte Kolonien beobachtet werden (siehe
Abbildung 28).

Die Isolation der einzelnen Kolonien war aufgrund des hohen Verwachsungsgrades

unter den einzelnen Kolonien nur schwer maglich.
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Abb. 28: Ubersicht iber das Kolonie-Wachstum auf mit Haut-Sekret geimpften LB-Agar-Platten
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Abb. 29: Mikroskopie einzelner Kolonien des Verdiinnungsausstriches von Sekret geimpften
Agarplatten

Auf den mit Sekret geimpften Agarplatten wuchsen bakterielle Kulturen isoliert-rund
(Reihe A), pleomorph (Reihe B) oder - teilweise stark - miteinander verwachsen
(Reihe C). Auf einigen Agaplatten konnte Pilzhyphen-Wachstum (Reihe D)
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 29).

Untersuchungen zur Uberpriifung der antimikrobiellen Effekte des Haut-Sekretes

Um mogliche antimikrobielle Eigenschaften des Flusspferd-Haut-Sekretes zu
bestimmen, wurden am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie,
Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie, Minimale-Hemmstoffkonzentrations-Tests
(MHK) mit selektiv-reprasentativen Krankheitserregern durchgefuhrt.

In  Voruntersuchungen hatte sich gezeigt, dass die Bestimmung der MHK
verschiedener Sekret-Proben nicht durch die Messung der Optischen Dichte der
Bakterien-Suspensionen mdaglich ist, da das Sekret wahrend der Versuchsdauer bald

seine Farbe anderte. Wéahrend der Vorversuche wurden die Erreger Staphylococcus
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aureus, Salmonella Senftenberg, Klebsiella oxytoca und Pseudomonas aeruginosa
verwendet.

Bei den folgenden Untersuchungen wurde die Lebendkeimzahl (KbE/ml) bestimmt.
Hierzu wurde das Haut-Sekret seriell von 5,5 - 44,0 % verdinnt. Die Untersuchungen
erfolgten unter Verwendung der Erreger Staphylococcus aureus und Klebsiella
oxytoca (siehe Tabelle 26). Fir beide Keimarten wurde sowohl helles als auch

dunkles Haut-Sekret verwendet.

Tab. 26: Lebendkeimzahl-Bestimmung von Staphylococcus aureus und Klebsiella oxytoca unter
Anwendung unterschiedlicher Haut-Sekret-Konzentrationen

Serien-
ver- Kontrolle Stamm Kontrolle
diinnung
Sekret DS K. oxytoca K. oxytoca S. aureus S. aureus HS
[%] + DS + HS + DS + HS

1 441 1,65x10° 2,40 x 10® 6,60 x 10° 9,00 x 10° 1,30 x 10° 3,70 x 10°
2 221 4,60x10° 7,70 x 10® 1,30 x 10° 1,20 x 10° 2,90 x10® 3,30 x 10°
3 110 4,80x 10’ 1,70 x 10° 1,60 x 10° 2,10 x 10® 9,40 x 10® 4,00 x 10°
4 55 4,60x 10’ 1,40 x 10° 1,60 x 10° 2,90 x 10® 9,90 x 10® 3,90 x 10°

5 00 4,70x10° 01,80x10° [0 1,80x10° [18,40x10° [8,40x10® 3,80x10°
DS = dunkles Sekret
HS = helles Sekret
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Abb. 30: Lebendkeimzahlbestimmung (KbE/ml) einer Staphylococcus aureus-Suspension unter
Anwendung unterschiedlicher Haut-Sekret-Konzentrationen
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Abb. 31: Lebendkeimzahlbestimmung (KbE/ml) von Klebsiella oxytoca-Suspension unter Anwendung
unterschiedlicher Haut-Sekret-Konzentrationen

In allen Untersuchungen konnte eine zum Teil deutliche Abnahme der
Lebendkeimzahlen der jeweils mit Haut-Sekret inkubierten Testkeime,
Staphylococcus aureus und Klebsiella oxytoca beobachtet werden. Die héchste
gewahlte Konzentration des Haut-Sekretes von 44,1 % korrelierte dabei mit der
starksten Reduktion der Keimzahl beider Testbakterienstdamme. Diese
Beobachtungen konnten insbesondere fiur das grampositive Bakterium
Staphylococcus aureus gemacht werden (siehe Abbildung 30). Bei einem

Ausgangswert von 8,40 x 108KbE/ml wurde bei einer Sekret-Konzentration von
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44,1 % der dunklen Probe ein Wert von 9,00 x 10° KbE/ml erreicht. Das entspricht
einer deutlichen Reduktion der Staphylococcen-Kolonien um circa 102 KbE/ml. Das
helle Haut-Sekret zeigte eine allgemein geringere Wirkung als das dunkle Haut-
Sekret. Das helle Haut-Sekret erreichte bei einer Konzentration von 44,1 % einen
Wert von 8,40 x 10® KbE/ml auf 1,30 x 10® KbE/ml — das entspricht einer Reduktion
von 7,1 x 10" KbE/ml.

Auch auf Klebsiella oxytoca ubte die Behandlung mit dunklem Haut-Sekret eine
deutlich zu messende antibakterielle Aktivitat aus. Die Wirkung dieses Sekretes auf
die Kolonien von Klebsiella oxytoca war aber - verglichen mit der auf Staphylococcus
aureus — deutlich weniger stark ausgepragt (siehe Abbildung 31). Bei einer
Konzentration von 44,1 % erreichte das dunkle Sekret mit einem Ausgangswert von
1,80 x 10° KbE/ml einen Wert von 2,40 x 10® KbE/ml und somit eine Reduktion um
fast 10 KbE/ml. Im Gegensatz dazu hatte das helle Sekret wie bei Staphylococcus
aureus eine geringere Wirkung und erreichte bei einem Einsatz von einer
Konzentration von 44,1 % des Sekretes einen Wert von 6,6 x 10° KbE/ml. Dies
entspricht einer Reduktion von 10* KbE/ml.

Das Sekret besitzt eine eigene Bakterienbiota mit Keimzahlen von bis zu

107 - 10® KbE/ml (siehe Tabelle 26).
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Untersuchung zur Uberpriifung der antimikrobiellen Effekte der HGS

Tab. 27: Bestimmung der Optischen Dichte der Bakterien-Suspensionen von Staphylococcus aureus
und Klebsiella oxytoca nach Einwirkung von unterschiedlichen HGS-Konzentrationen

HGS [mg/ml] OD (K. oxytoca) OD (S. aureus) Zeit [h]

0,003 0,003 0

0,000 0,005 1

4,41 0,000 0,003 2
0,000 0,000 4

0,002 0,000 6

0,000 0,000 24

0,000 0,001 0

0,002 0,000 1

2,21 0,004 0,000 2
0,020 0,000 4

0,049 0,000 6

0,387 0,000 24

0,002 0,002 0

Wachs- 0,002 0,000 1
tums- 0,004 0,002 2
kontrolle 0,058 0,022 4
0,119 0,055 6

0,423 0,302 24
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Abb. 32: Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitdt von HGS (mg/ml) auf Staphylococcus aureus

0,5
014 /
E 03
& 02
n
) ,
o 01
0 ?-AEA—V—O pu—
'0,1 T T T T T
0 5 10 15 20 25
Zeit [h]
—&—K. oxytoca (4,41 HGS mg/ml) K. oxytoca (2,21 HGS mg/ml) ==#=Wachstumskontrolle K. oxytoca

Abb. 33: Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitdt von HGS (mg/ml) auf Klebsiella oxytoca

Die Abbildungen 32 und 33 zeigen, dass durch eine 4,41%ige HGS-Konzentration
eine Wachstumshemmung beider Keime Uber einen Zeitraum von 24 h erreicht
werden konnte. Die eingesetzten Bakterien-Suspensionen vermehrten sich, im
Gegensatz zur Wachstumskontrolle, in dieser Zeit nicht mehr messbar. Bei
2,21 % iger HGS-Konzentration wurden  Bakterien der  Gattungsgruppe
Staphylococcus gleich zu Beginn gehemmt, wahrend diese Konzentration auf
Kebsiella oxytoca keine erkennbare Wirkung zeigte. Das Wachstum von Klebsiella
oxytoca war bei 2,21%iger HGS-Konzentration vergleichbar mit den Werten der

Wachstumskontrolle ohne HGS.
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Um die Ergebnisse der Optischen Dichte-Messung zu verifizieren, wurde eine
Messung von Staphylococcus aureus-Kolonien mit 4,41 mg/ml Homogentisinsaure in
Mdiller Hinton 1l Bouillon (pH 7,3) durchgefihrt, die die Hemmung des Wachstums
von Staphylococcus aureus bestétigt (siehe Tabelle 28). Die Lebendkeimzahl der
Animpfsuspension betrug bei Staphylococcus aureus 2,7 x 10°ml. Die Messung
erfolgte in den Zeiten von 0,3 h, 3 h und 6 h. Bereits nach drei Stunden war kein

Wachstum der Bakterien mehr zu verzeichnen.

Tab. 28: Bestimmung der Optischen Dichte von Staphylococcus aureus mit 4,41mg/ml HGS in einem
Zeitraum von 0-6h

HGS [mg/ml] Zeit [h] Lebendkeimzahl [KbE/ml]
0 2,7 x10°
0,3 5,1 x 10°
0 (Kontrolle) 3,0 5,8 x 10°
6,0 3,9 x 10’
0 2,7 x10°
0,3 1,7 x 10°
4,41 3,0 0
6,0 0

Die Ergebnisse der Lebendkeimzahl-Bestimmung bestatigten das Ergebnis der
Optischen Dichte-Messung, denn auch die Optische Dichte-Messung zeigte eine
Abtotung aller Testkeim-Kulturen nach 3h unter Anwendung der HGS-Konzentration

von 4,41 mg/ml.

Agar-Diffusions-Test:

Zur weiteren Uberprifung des Inhibitionspotentials der Homogentisinsaure auf den
Erreger Staphylococcus aureus wurde eine Untersuchung auf einem festen
Néahrboden durchgefihrt (siehe Abbildung 34). Staphylococcus aureus (LTH 1493)
wurde in Standard | -Medium auf einem Standard | -Agar aufgetragen. Danach wurde
je ein Filter-Blattchen mit 10 mg/ml und 4,41 mg/ml Homogentisinsaure getrankt,
aufgelegt und Uber Nacht bei 37C inkubiert. Die Ho mogentisinsdure war beim

Auftropfen auf das Filterblattchen bereits oxidiert, das heif3t abgedunkelt.

83



Ergebnisse

Das Filter-Blattchen mit 10 mg/ml Homogentisinsdure zeigte einen Hemmhof mit
einem Durchmesser von 1,5 cm. Der Durchmesser des anderen Blattchens betragt
1,3cm.

Abb. 34: Agardiffusions-Test mit Staphylococcus aureus und HGS in den Konzentrationen 10 mg/mi
und 4,41 mg/mi

4.10 Bestimmungen mit High Performance Liquid Chrom atography

Die Bestimmung der Gehalte der Lipochrome Lutein und Zeaxanthin und der
Vitamine A, B;, C und E und der Vitaminvorstufe beta-Carotin im Sekret und die
Detektion auf Phenole beziehungsweise Polyphenole, erfolgte durch zwei
unterschiedliche chromatographische Techniken.

4.11 Chromatographische Bestimmung von Carotinoiden Lutein und
Zeaxanthin

Die orange-rot-braune Farbe des nachgedunkelten Haut-Sekretes der Flusspferde
liel3 die Anwesenheit von Lipochromen vermuten. Bei den anfanglichen Messungen
am Institut fur Biologische Chemie und Ern&hrungswissenschaft der Universitat
Hohenheim wurden in fast allen Proben in der Tat Lutein und Zeaxanthin gemessen
(siehe Abbildung 35). Um eine Verunreinigung mit pflanzlichen Inhaltsstoffen und
damit pflanzlichen Lipochromen auszuschlielen, wurden die Tiere vor der

Probenentnahme gewaschen. In ersten Untersuchungen blieb die Waschung der
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Tiere zun&chst aus. Wurden in den Haut-Sekret-Proben der ungewaschenen Tiere
die Carotinoid-Verbindungen Lutein und Zeaxanthin regelmafllig und in hdéherer
Konzentration nachgewiesen, so konnte in 83 % der gewonnenen Proben nach dem
Waschen der Tiere kein Lutein und Zeaxanthin mehr nachgewiesen werden. In den
17 % der Proben, die noch Lutein und Zeaxanthin enthielten, fiel die Konzentration
jedoch deutlich geringer als in den nicht gewaschenen Proben aus (siehe
Abbildung 36).
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Abb. 35: HPLC-Chromatogramm einer Haut-Sekret-Probe eines vor der Probennahme nicht
gewaschenen Tieres
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Abb. 36: HPLC-Chromatogramm einer Haut-Sekret-Probe eines vor der Probennahme gewaschenen
Tieres

MS-Messungen

Am Institut fur Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Fachgebiet
Lebensmittel pflanzlicher Herkunft, der Universitdt Hohenheim wurden die oben

genannten Ergebnisse der chromatographischen Bestimmung von Lutein und
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Carotinoiden mittels HPLC anhand der MS (mit ungewaschenen und gewaschenen
Haut-Sekret-Proben) tUberprift und bestatigt.

4.12 Chromatographische Bestimmung von Phenole, Pol yphenole und

Vitaminen

Es wurden mit Hilfe einer am Institut fir Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der  Universitdt Hohenheim  etablierten  HPLC-
Standardmethode 24 Haut-Sekret-Proben unterschiedlicher Farben auf die Vitamine
A, By, C und E und die Vitamin-Vorstufe beta-Carotin untersucht. In keiner der hell,
mittel und dunkel gefarbten Haut-Sekret-Proben konnte ein Vorkommen von
Vitaminen oder Vitamin-Vorstufen bestimmt werden. Diese Art der
chromatographischen Bestimmung stellte sich als direkte Phenol-Messmethode als
ungeeignet dar, da hier Phenole anhand ihres Resveratrol-Gehaltes detektiert
werden. Da in den Haut-Sekret-Proben kein Resveratrol nachweisbar war, wurden

die Messungen auf Phenol- und Polyphenol-Gehalt im Haut-Sekret eingestellt.

4.13 Bestimmung der Messung am Nuclear Magnetic Res  onance

Bei den HPLC-Trennungen zur Untersuchung des Vorkommens von Vitamin C
konnten bei jedem HPLC-Durchlauf immer an den gleichen Positionen drei Peaks
nicht zu identifizierender Substanzen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 37).
Zur weiteren Analyse der drei unbekannten Peaks, wurden erneute HPLC-, NMR-
und MS- Untersuchungen am Institut fir Chemie, Fachgebiet Bioorganische Chemie,

der Universitdt Hohenheim durchgefuhrt.
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Abb. 37: Chromatogramme von Peak 1-3
A: Analytische HPLC
B: Semipraperative HPLC (AQUA, C18, 125A, 5 um, 10 x 250 mm Gesamtvolumen 1200 pl
der Probe; 4 ul von 1200 pl injiziert)
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Durch die angewendeten Methoden konnte Peak 3 eindeutig als Homogentisinsaure,
2,5-Dihydroxyphenylessigsaure, identifiziert werden. Dieser Peak 3 kam in 27,6% der
Proben vor.

Weiterhin wurde ermittelt, dass der 2. Peak aus einem polymeren Material besteht.
Peak 1 setzte sich aus einem Gemisch von mindestens zwei Komponenten
zusammen, wobei fur die Hauptkomponente die Struktur der 2,5-Dihydroxyphenyl-

essigsaure abgeleitet werden konnte.

Fur die Bestimmung der unbekannten Peaks wurden 18, beziehungsweise
34 Sekret-Proben von 4 verschiedenen Flusspferden (Mike, Rosi, Zora, Habari) mit
den Ublichen 3 unterschiedlichen Sekret-Farben, hell, mittel und dunkel, verwendet.
Tabelle 29 zeigt die Haufigkeit und den prozentualen Anteil der Peaks in den
jeweiligen Proben.

Es konnte in allen untersuchten verschieden gefarbten Sekret-Proben kein
Unterschied im Vorkommen aller drei Peaks festgestellt werden. Auch Unterschiede
im Vorhandensein aller drei Peaks zwischen den einzelnen im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Tieren konnten zu keiner Zeit beobachtet werden.

Tab. 29: Haufigkeit und prozentualer Anteil der Peaks 1 bis 3 in n = 18 der unterschiedlich gefarbten
Haut-Sekret-Proben

Peak 1 Peak 2 Peak 3

(n=18) (n=18) (n=34)

Hell 6,0 50 7,0

Mittel 1,0 4,0 7,0

Dunkel 50 50 12,0

> 12,0 14,0 26,0

Anteil der Proben mit 66.6 777 276

Peak [%]

4.14 Bestimmung von Phenylalanin und Tyrosin

Aufgrund des Vorkommens von HGS im Haut-Sekret der Flusspferde wurden weitere
helle und dunkle Haut-Sekret-Proben auf das Vorhandensein der Aminoséduren,
Phenylalanin und Tyrosin, mittels RP-HPLC uberpruft.

Die Auswertungen der Phenylalanin- und Tyrosin-Gehalte am Institut fiir Biologische
Chemie und Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim in den

unterschiedlichen  Haut-Sekret-Proben  zeigten - unter Beachtung der
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Standardabweichungen — dass Phenylalanin und Tyrosin annahernd gleich
konzentriert im Haut-Sekret vorkommen (siehe Tabelle 30). Die gemessenen
Konzentrationen zeigten fur die dunklen Proben auf den ersten Blick einen hdheren
arithmetisch gemittelten Wert, unter Berlcksichtigung der Standardabweichung

ergeben sich aber keine signifikanten Unterschiede.

Tab. 30: Vorkommen von Phenylalanin und Tyrosin c[puM] in hellem und dunklem Haut-Sekret

MW MW SD SD

helles Sekret dunkles Sekret helles Sekret dunkles Sekret
Tyrosin 1,09 2,57 0,66 1,60
Phenylalanin 1,64 3,37 0,96 2,93
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5 Diskussion

5.1 Beobachtung der Flusspferde

Zur Beobachtung der Haut und des Haut-Sekretes standen neun und zur Gewinnung
des Haut-Sekretes vier Flusspferde unterschiedlichen Alters (1 Monat bis 46 Jahre)
zur Verflgung. Bei allen Untersuchungen wurden keine altersabhangigen und
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Produktion des Haut-Sekretes
festgestellt. Die abgegebenen Sekretmengen unterschieden sich von Tier zu Tier
sehr stark. So zeigte zum Beispiel der Flusspferd-Bulle ,Mike" in der Stuttgarter
Wilhelma im Anschluss an die Waschung bereits nach einigen Minuten eine erneute
Haut-Sekret-Bildung, wohingegen die Flusspferd-Kuh ,Rosi“ an einigen Tagen auch
drei Stunden nach der Waschung kein erneutes Haut-Sekret gebildet hatte. Im Zoo
Hannover konnten &hnliche Beobachtungen gemacht werden. Vergleicht man zum
einen Mutter und Tochter, ,Kiboko" und ,Habari“, mit einem Altersunterschied von 10
Jahren oder die beiden Schwestern, ,Cherry® und ,Himba“, mit einem
Altersunterschied von 2 Jahren, zeigt im ersten Fall die jingere eine starkere Sekret-
Produktion, wohingegen im letzteren Falle die Sekretion bei dem jungeren Tier an
einigen Tagen wahrend des Untersuchungzeitraumes ganzlich aussetzte. Bei einem,
wahrend der Untersuchungen im Zoo Hannover geborenem Jungtier, konnte bereits
kurz nach der Geburt eine deutliche Sekret-Produktion beobachtet werden - dies
bestatigt die Aussagen und Untersuchungen zweier Autoren (Schumacher, 1918;
Toldt, 1916) an einem neugeborenen Flusspferd.

Aber auch bei den Tieren mit allgemein starker Sekret-Produktion blieb an einigen
Tagen nach der Waschung die Haut vollstandig trocken. Verschiedene Autoren
beschreiben, dass Tiere der freien Wildbahn unter Stress, Aufregung oder Bewegung
augenscheinlich mehr Sekret absondern (Allbrook, 1962). Zur Uberpriifung dieser
Literatur-Angaben wurde besonders an den Tagen mit geringer Sekret-Produktion
versucht, eine Stress-Situation unter Zoo-Bedingungen zu simulieren. Die
Moglichkeiten dazu waren allerdings sehr eingeschréankt. Zum einen musste die hohe
Verletzungsgefahr der Tiere, die zu dem Zeitpunkt der Probennahme meist zu zweit
in einem Stall untergebracht waren, beachtet werden und zum anderen war der
mdogliche Bewegungsradius im Gehege sehr gering. Eine Provokation der

Flusspferde erfolgte, indem die Tiere mit Hilfe von Futter in unterschiedliche
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Richtungen gelockt wurden. Nach einer Provokationsprobe von 15 Minuten konnte
allerdings noch immer keine augenscheinlich verstarkte Haut-Sekret-Produktion
beobachtet werden. Die Produktion des Haut-Sekretes scheint folglich keiner
Beeinflussung durch Stress oder keinen damit verbundenen adrenergen Signalen zu
unterliegen.

Die Probennahmen erfolgten in der Wilhelma uber ein Jahr hinweg entweder am
frithen Morgen im Zeitraum von 6.30 Uhr bis 9.00 Uhr oder mittags zwischen
12.00 Uhr und 14.00 Uhr. Im Zoo Hannover waren in unterschiedlichen Monaten die
Zeiten von 7.00 Uhr bis 9.00 Uhr und von 16.30 Uhr bis 17.30 Uhr vorgegeben. Im
beobachteten Zeitraum von einem Jahr konnten fir die Jahreszeiten Frihling,
Sommer, Herbst und Winter und die verschiedenen Tageszeiten keine subjektiven
Unterschiede in der Haut-Sekret-Produktion festgestellt werden. Auch
Temperaturunterschiede beeinflussten die Produktion des Sekretes nicht.

Der einzige einflussnehmende Faktor schien die relative Luftfeuchte in der jeweiligen
Stallung zu sein. Es konnten keine Luftfeuchte-Messungen direkt im Stall
durchgefiihrt werden. Vergleiche mit Daten vom Wetteramt sind zwar hinweisend,
aber kaum beurteilbar, da die Tiere sich zum Zeitpunkt der Probennahme in den
Stallungen befanden. Die hauptséchlichen Probennahmen konnten nur vor und nach
den Offnungszeiten der Zoos erfolgen, da sonst in dieser Zeit den Besuchern der
Blick auf die Tiere verwehrt geblieben ware. Zum gleichen Zeitpunkt mussten auch
die Reinigungen des Gebaudes durchgefuhrt werden. Die Beobachtung, dass die
Produktion des Haut-Sekretes umso hoher ausfallt, je niedriger die Luftfeuchte ist,
wurde wahrend der unterschiedlichen Art der Reinigung der Stallungen festgestellt.
Je nach Verschmutzungs-Grad des Stalles wurde entweder nur eine Blrste und ein
Wasserschlauch oder ein Wasserdampfstrahler verwendet. Bei der letzteren
Reinigungsart entstand je nach Dauer des Einsatzes des Dampfstrahlers innerhalb
kurzester Zeit eine hohe Luftfeuchte im Stall, so dass sogar beim Bullen ,Mike*, der
eine allgemein sehr gute Sekretion aufwies, die Produktion flr den Zeitraum der

Reinigungsarbeiten aussetzte.

Die in der Literatur bestehenden unterschiedlichen Meinungen (Luck, 1964; Allbrook,
1962; Tomes, 1850) Uber den Zeitpunkt der Haut-Sekretion gaben Anlass genauere

Untersuchungen durchzufihren. Die Beobachtungen der Sekretproduktion unter
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Wasser erwies sich zunachst als sehr schwierig, da sie nur bei den Tieren ersichtlich
war, die den Rucken und den Kopf nicht kontinuierlich unter Wasser hielten. In der
Wilhelma war es jedoch mdglich, die Tiere unter Wasser zu berthren und den
,schleimigen“ Sekret-Uberzug haptisch wahrzunehmen. Um sicher zu stellen, dass
es sich nicht um altes an Land eingetrocknetes Sekret handelt, wurden die Tiere
unter Wasser mit dem Schwamm gewaschen. Nach kurzer Zeit war das Haut-Sekret
erneut fuhlbar.

Die in dieser Promotionsarbeit durchgefuihrten Beobachtungen und Untersuchungen
zeigten, dass die Tiere sowohl im Wasser als auch am Land sezernieren.

Hierbei ist zu beachten, dass alle Beobachtungen und Ergebnisse an Zootieren
erfolgten. Ob dies auch fir Tiere der freien Wildbahn gilt, bleibt zu diskutieren.
Abschlieend kann zusammengefasst werden, dass keine alters- oder
geschlechtsabhéngigen, tages- oder jahreszeitlichen Unterschiede in der Produktion
des Haut-Sekretes der Flusspferde beobachtet werden konnten. Die Haut-Sekretion
kann zu jeder Zeit stattfinden. Da die anatomische Morphologie der Hautdriise nicht
die einer Schweil3driise darstellt, ist auszuschlie3en, dass es sich bei dem Sekret um
eine schweil3dhnliche Substanz handelt. Folglich ist die Verwendung des Begriffes
~Schweil3” fur die Haut-Sekretion der Flusspferde nicht korrekt.

5.2 Technik der Sekretgewinnung

Vor Gewinnung von Sekretproben war es notwendig, das Vertrauen der Tiere zu
gewinnen und sie durch Konditionierung an den Vorgang der Probenentnahme und
speziell an den der Waschungen zu gewohnen. Die angestrebte, von Luck und
Wright (1964) verwendete Kanilen-Technik zum Gewinnen von Haut-Sekretmaterial
direkt aus dem Drusenlumina an toten Tieren, konnte an den lebenden Probanden
der vorliegenden Arbeit aus Grinden des Tierschutzes und aufgrund der
Verletzungsgefahr fur Tier und Mensch in der vorliegenden Arbeit nicht umgesetzt
werden. Auch die Anwendung von Gaze zum Aufsaugen des Haut-Sekretes - wie
von Saikawa et al. 2004 beschrieben - erschien im Rahmen dieser Arbeit nicht
praktikabel.

Um eine unerwinschte Polymerisation der Probe durch Lichteinfall zu vermeiden,

ware eine Abdunklung des Stalles gunstig gewesen. Dies war aber aufgrund der
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Architektur, der Sicherheit fir Tier und Mensch und wahrend der Reinigungsarbeiten
des Zoo-Personals nicht durchfuhrbar.

Da ein mdglicher Einfluss auf die Farbveranderung des Haut-Sekretes durch Luft-
Sauerstoff besteht, wurden die Proben mit Argon Uberschichtet, um den Sauerstoff
aus dem Reaktionsgefal3 zu entfernen oder den Sauerstoffgehalt in der Probe
zumindest gering zu halten. Dieses Verfahren wurde eingestellt, da die Farb-
Auswertung keinen Unterschied zwischen den mit Argon behandelten und den nicht

behandelten Sekret-Proben erkennen liel3.

5.3 Zellvitalitat

Aus Gesprachen mit Tierpflegern im Zoo Hannover war bekannt, dass das Personal
Flusspferd-Sekret als eine Art ,Handlotion® verwendet. Besonders bei trockenen,
sproden Hautveranderungen im Winter, soll das Sekret Rhagaden schlie3en kénnen

und flr eine elastische Haut sorgen.

Untersuchungen mit Haut-Sekret der Flusspferde

Die praktische Erfahrung mit dem Haut-Sekret als Handlotion war Anlass
Untersuchungen an einem, am |Institut fur Biologische Chemie und
Ernahrungswissenschaft der Universitat Hohenheim, etablierten Modell mit
Hautfibrolasten (HFP-1-Zellen) durchzufihren. Ziel war es, anhand von Zellvitalitats-
Messungen zu untersuchen, ob das Haut-Sekret die HFP-1-Zellen in ihrer Vitalitat
positiv beeinflusst. Weiterhin sollte eine nicht-zytotoxische Sekret-Konzentration
ermittelt werden, um mit dieser gerade noch tolerierten Konzentration weitere
Untersuchungen auf anderen Gebieten durchfihren zu kénnen. Aul3erdem sollte
geklart werden, ob die verschieden gefarbten Haut-Sekrete einen unterschiedlichen

Einfluss auf die Zellen ausiiben (siehe Abbildungen 38 bis 40).
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Abb. 38: HFP-1-Zell-Modell: Durchschnittswerte aller Haut-Sekrete fir die Farbe ,hell* zu den

ausgewahlten Zeitpunkten (24, 48 und 72 h) in % lebenden Zellen in einer Verdiinnung von
1:5(n =5) (s. Tab. 12)
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Abb. 39: HFP-1-Zell-Modell: Durchschnittswerte aller Haut-Sekrete fiur die Farbe,mittel“ zu den

ausgewahlten Zeitpunkten (24, 48 und 72 h) in % lebenden Zellen in einer Verdinnung von
1:5 (n =5) (s. Tab. 14)
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Abb. 40: HFP-1-Zell-Modell: Durchschnittswerte aller Haut-Sekrete fir die Farbe ,dunkel* zu den

ausgewahlten Zeitpunkten (24, 48 und 72 h) in % lebenden Zellen in einer Verdinnung von
1:5 (n =5) (s. Tab. 16)

Entgegen der Erwartung einer messbaren Vitalitdts-Steigerung der behandelten
Zellen, zeigte sich eine gewisse zytotoxische Wirkung des Haut-Sekretes aller
Sekret-Proben, jeweils abhéngig von ihrer Farbe.

Wie aus den Abbildungen 38 bis 40 ersichtlich ist, nimmt die Vitalitat der HFP-1-
Zellen mit der Zeit ab. Mit Voranschreiten der Zeit dunkelt das Haut-Sekret innerhalb
weniger Minuten ab. In Abhangigkeit zur Zeit steigt die zytotoxische Potenz des
Sekretes. Das dunkle Sekret zeigt im Gegensatz zu den Farben hell und mittel, eine
deutlich hohere Hemmwirkung zu allen Zeitpunkten. Der Grund dafur ist unbekannt -

maoglicherweise wirken sich polymerisierende Substanzen im dunklen Haut-Sekret
hemmend aus.
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Abb. 41: Darstellung der zytotoxischen Effekte des Haut-Sekretes auf die HFP-1-Zellen im Zellkultur-
Modell

Damit konnte gezeigt werden, dass das Haut-Sekret der Flusspferde keine
Schutzwirkung auf die HFP-1-Zellen ausibt. Dabei ist zu beachten, dass die
hemmende Wirkung des Haut-Sekretes fur die humanen Fibroblasten gilt. Dieses ist

nicht zwangslaufig auf die Haut des Flusspferdes zu Ubertragen.

Untersuchungen mit HGS

Welcher Inhaltsstoff im Sekret die zytotoxische Wirkung auslost ist unbekannt. Am
Institut fir Chemie, Fachgebiet Bioorganische Chemie, der Universitat Hohenheim
wurde mittels MS und NMR die Homogentisinsaure zu unterschiedlichen
Konzentrationen in mehreren Haut-Sekreten gefunden. Dieser HGS-Anteil im Sekret
konnte als mogliche Ursache fir die Zytotoxizitat des Haut-Sekretes der
untersuchten Flusspferde in Frage kommen. Es wurden Untersuchungen mit HFP-1-
Zellen und HGS nach der gleichen Methodik wie mit dem Flusspferd-Sekret
angelegt. Hierbei wurde nicht das Sekret auf die HFP-1-Zellen aufgetragen, sondern
die HGS in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 - 25 mM). Bei einer gepufferten
Salzlésung (Hanks) von pH 7,82 wurde der pH-Wert durch Zusatz von 1 mM HGS
aufgrund ihres hohen Saure-Gehaltes auf einen Wert von 7,00 verschoben, wodurch
die Zellen abgetttet wurden. Folglich ist das Zellkulturmodell nicht fur Versuche mit
HGS geeignet, da die Toleranz des pH-Wertes nur in sehr engen Grenzen fir die

HFP -1- Zellen liegen darf und bei pH 7 die HFP-1 gehemmt werden. Des Weiteren
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konnte Uber eine pH-Wert Messung der HGS in Hank’s-Medium eine Zytotoxizitat
der HGS aufgrund ihrer starken Saurepotenz nachgewiesen werden. Bereits ab einer
Konzentration von 1 mM HGS kam es zu einer starken pH-Wert-Verschiebung in den
sauren Bereich, die den Tod der so behandelten Zellkulturen bedeutete. Fir die
beobachtete zytotoxische Auswirkung kann folglich viel mehr der deutlich saure pH-
Wert und weniger das Vorhandensein der eigentlichen HGS im Medium
angenommen werden.

Aber nicht nur die pH-Wert Verschiebung beeinflusst negativ das
Untersuchungsmodell der Zellkultur, sondern auch die Interaktion zwischen MTT und
HGS. Es konnte durch Untersuchungen mit den beiden Substanzen ohne Zellen
nachgewiesen werden, das MTT mit HGS reagiert, ohne dass eine enzymatische
Reaktion durch Zellen beteiligt war. Je hoéher die HGS-Konzentration war, umso
mehr Formazansalzkristalle wurden auch gebildet. Die Kristallverbindungen wurden
anschlieBend durch den ELISA-Reader falschlicherweise als erhdhte Zellvitalitat

gemessen.

5.4 UV-Bestrahlung

Saikawa et al. (2004, 2006) postulierten, dass die im Sekret gefundenen Pigmente
UV-Strahlen zwischen 200 - 380 nm absorbieren und deshalb eine UV-protektive
Wirkung haben kénnten.

Beobachtungen im Zoo im Rahmen der vorliegenden Arbeit lieRen keinen
Zusammenhang zwischen Sonneneinstrahlung und Sekretverfarbung erkennen - das
Haut-Sekret verfarbte sich unabhé@ngig vom Aufenthalt im Stall oder im
AulRengehege in wenigen Minuten.

Es konnte durch Beobachtungen der Tiere im AufRengehege jedoch nicht
ausgeschlossen werden, ob andere biotische und abiotische Faktoren wie pH-Wert
oder Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft Einfluss nehmen auf die Verfarbung des
Haut-Sekretes.

An einem am Institut fir Biologische Chemie und Erndhrungswissenschaft der
Universitdt Hohenheim etablierten Zell-Modell wurden UV-Bestrahlungen an HFP-1-
Zellen in Kombination mit Haut-Sekret der Flusspferde durchgefihrt. Hierbei sollte
Uberpruft werden, ob das auf die HFP-1-Zellen aufgetragene Sekret die Zellen vor

UV-Bestrahlung schitzt und ob die unterschiedlich gefarbten Sekrete
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verschiedenartig potenten UV-Schutz bieten (siehe Abbildungen 42 bis 44). Dazu
wurde die beschriebene Fibroblasten-Zelllinie zur Uberprifung der Zellvitalitat mit
und ohne UV-Bestrahlung, sowie mit und ohne Flusspferd-Sekret verwendet.

Zunachst wurde angenommen, dass das Flusspferd-Sekret vor den UV-Strahlen

einen schiitzenden Effekt ausubt.
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Abb. 42: Durchschnittswerte der Sekrete der Farbe ,hell” in % lebenden HFP-1-Zellen nach 24 h mit
UV-Bestrahlung (pro Tier n = 3) (s. Tab. 17)
R = Rosi; Z = Zora; M = Mike
H = hell; M = mittel; D = dunkel
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Abb. 43: Durchschnittswerte der Haut-Sekrete der Farbe ,mittel” in % lebenden Zellen nach 24 h mit
UV-Bestrahlung (pro Tier n = 3) (s. Tab. 18)
R = Rosi; Z = Zora; M = Mike
H = hell; M = mittel; D = dunkel
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Abb. 44: Durchschnittswerte der Haut-Sekrete der Farbe ,dunkel” in % lebenden Zellen nach 24 h mit
UV-Bestrahlung (pro Tier n = 3) (s. Tab. 19)
R = Rosi; Z = Zora; M = Mike
H = hell; M = mittel; D = dunkel
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Abb. 45: Durchschnittswerte aller Haut-Sekrete und Farben in % lebenden Zellen nach 24 h mit UV-
Bestrahlung

Es zeigte sich, dass die Sekrete der Farben ,hell* und ,mittel“ einen leichten UV-
Schutz; das dunkle Sekret jedoch keine oder nur geringe UV-protektive Wirkung
aufwies (siehe Abbildung 45). Diese Ergebnisse lassen sich mit den Befunden der
Arbeitsgruppe Saikawa et al. vergleichen. Allerdings beziehen sich die gewonnenen

Daten der vorliegenden Arbeit auf das gesamte Haut-Sekret und nicht auf einzelne
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isolierte Pigmente wie sie von Saikawa und Arbeitsgruppe (2004) beschrieben
werden.

Eine Schutzwirkung des Haut-Sekretes gegenuber schadlicher Auswirkungen der
Sonneneinstrahlung bleibt also maoglich, auch wenn die dafir verantwortlichen
Inhaltsstoffe in den Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit weiterhin unbekannt
sind. So darf angenommen werden, dass die von Saikawa und Arbeitsgruppe (2006)
beschriebenen Pigment-Inhaltsstoffe und die in der vorliegenden Arbeit bestétigte
UV-Schutzwirkung des Sekretes, vor allem bei Tieren, die in freier Wildbahn leben,

einen wirksamen Schutz der Haut darstellt.

5.5 Durchflusszytometrie

Die in der Zellkultur sowie mit UV-Bestrahlung durchgefiuihrten Versuche mit HGS
und MTT wiesen eine Interaktion beider Substanzen auf, die zur
Formazansalzbildung fuhrte. Die Untersuchungen der Zellkultur ergaben keine
Ergebnisse, da es vermutlich schon bei geringen HGS-Konzentrationen zu einer
Reaktion zwischen der HGS und des MTTs kam. Somit wurde das Kriterium zur
Messung der Zellvitalitat extramitochondrial umgangen. Anfanglich wurden niedrigste
HGS-Konzentrationen von bis zu 5 mM als kaum oder nicht zytotoxisch-wirksam
vermutet. Dennoch besteht die Vermutung, dass auch HGS-Konzentrationen von nur
0,1 mM unter reaktiver Beteiligung von MTT eine zytotoxische Potenz entfalten
konnen. Um die Zytotoxizitat und die Bildung von Formazansalz-Kristallen genauer
auszuwerten, wurden Messungen am Durchflusszytometer durchgefuhrt. Anhand
dieser Messung wurden lebende und apototische Zellen gezahlt. Dieses Verfahren
stellt einen fest definierten Apoptose-Grad dar, der aus definierten Parametern
besteht und nicht von einer oxidativen Umsetzung, wie bei den MTT-Messungen,
abhangig ist. Das Ergebnis zeigt, dass eine HGS-Konzentration zwischen 5-10 mM

eindeutige zytotoxische Wirkungen entfaltet.

101



Diskussion

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Zellen [%)]

HGS [mM]

=&— Anteil lebender Zellen [%] =—&— Anteil toter Zellen [%]

Abb. 46: Durchflusszytometrie: Vorkommen und Vitalitat von HFP-1-Zellen unter Behandlung mit
unterschiedlichen HGS-Konzentrationen (s. Tab. 21)
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Abb. 47: Durchflusszytometrie: Vorkommen und Vitalitdt von HFP-1-Zellen unter Behandlung mit
unterschiedlichen HGS-Konzentrationen mit und ohne UV-Bestrahlung (s. Tab. 22)

Die Zusammenfassung aller Ergebnisse dieses Untersuchungs-Abschnittes belegt,

dass der HGS-Anteil im Haut-Sekret der Flusspferde nicht verantwortlich fur eine UV-

schitzende Wirkung des Sekretes sein kann.
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5.6 Monolayer-Modell

In freier Wildbahn wurde haufig beobachtet, dass zum Teil sehr schwerwiegende
Verletzungen der Flusspferde relativ schnell und komplikationslos, ohne Vorkommen
einer bakteriellen Infektion heilen.

Im Untersuchungszeitraum kam es auch bei den im Rahmen dieser Arbeit
beobachteten Tieren durch Rangordnungskédmpfe zu leichten Verletzungen. Dies
betraf vor allem drei Tiere zu unterschiedlichen Zeiten. Nach einigen Tagen hatten
sich die Wunden ohne eitrige Wundheilungsstorung geschlossen und hinterliel3en
weilles Narbengewebe, das nach einigen Wochen wieder die graue Farbe der
restlichen Haut des Flusspferdes annahm.

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob das Haut-Sekret der Ausléser fir die schnelle
Wundheilung sein kénnte, wurden Untersuchungen am sogenannten Monolayer-
Zellkultur-System am Institut fir Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik (IGB) der
Fraunhofer Gesellschaft in Stuttgart durchgeftihrt. Weiterhin sollte Gberprift werden,
ob Unterschiede zwischen der Wirkkraft der verschieden gefarbten Sekrete
bestehen.

Fibroblasten-Wachstum mit Sekret
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Abb. 48: Monolayer-Zellkultur-Modell: Wachstumsanalyse von Hautfibroblasten unter Stimulus mit
hellem und dunklem Flusspferd-Haut-Sekret (Zellzahl/ml) (s. Tab. 23)

Das helle Sekret fordert nach 5 Tagen offensichtlich das Wachstum der Fibroblasten
(siehe Abbildung 48). Das zeigt, dass Inhaltsstoffe insbesondere des hellen Haut-
Sekretes an der Wundheilung beteiligt sein kdnnen. Nicht auszuschliel3en ist, dass

auch ganz andere unbekannte Faktoren dafir ausschlaggebend sein kbénnen.
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5.7 Enzymaktivitat

Saikawa et al. (2004) isolierten rote und orangefarbene Pigmente aus dem
Flusspferd-Sekret. Neben diesen Farbstoffen konnen jedoch noch weitere
Substanzen fur die Farbgebung des Haut-Sekretes der Flusspferde verantwortlich
sein. Die bereits nach einigen Minuten entstehende rote beziehungsweise rotbraune
Sekretfarbe kénnte zum Beispiel durch Carotinoide, wie Lutein und Zeaxanthin, zu
Stande kommen. Im farblosen Sekret konnte eine Uberlagerung der
Lipochromanteile durch andere Inhaltsstoffe vorliegen, die die Wahrnehmung der
orange-roten Farbe solcher Pigmente nicht erkennen lasst. Um das vermutete
Vorkommen von Lipochromen im Sekret zu prifen, wurde eine HPLC-Auftrennung
fur die am haufigsten vorkommenden Carotinoide durchgefuhrt. Es wurden im
Rahmen der Enzymaktivititsmessungen und mit Hilfe der HPLC-Analytik auf
Vorkommen von Carotinoiden nennenswerte Gehalte von Lutein und Zeaxanthin
geprift. Auch untersucht wurde, ob die isolierten Lipochrome woméglich erst im
Sekret entstehen. In den dazu durchgefiihrten Enzymaktivitdts-Messungen konnten
in allen untersuchten Proben keine Enzyme der Terpen-Biosynthese bestimmt
werden. Die Neusynthese von Carotinoiden im Haut-Sekret kann deshalb
ausgeschlossen werden.

Die Anwesenheit von Carotinoiden kann auch durch eine Kontamination der Sekret-
Probe mit pflanzlichen Inhaltsstoffen wie Gras, Heu, Obst, Gemuse, Kot oder damit
verschmutztem Poolwasser erklart werden. Dies konnte mit Hilfe des HPLC-Trenn-
Verfahrens bestéatigt werden, indem der Carotin- und Carotinoid-Gehalt in den
untersuchten Sekretproben nach intensiver Waschung der Tiere deutlich reduziert

werden konnte.

5.8 Mengen- und Spurenelemente

Luck und Wright verdffentlichten 1964 und 1987 Untersuchungsergebnisse von
verschiedenen Mengen- und Spurenelemente, die in Haut-Sekret-Proben von
Flusspferden gemessen wurden. Wright (1964) berichtete Uber die extreme Streuung
der Werte in den jeweiligen Haut-Sekretproben. Es wurden von Luck und Wright
allerdings keine Hinweise zur Methodik der Sekret-Untersuchung und der
Empfindlichkeit der Messungen postuliert.
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Nachdem eine Elementaranalyse an der Landesanstalt flr Landwirtschaftliche
Chemie, Abteilung Boden- und Dingemitteluntersuchung, der Universitat Hohenheim
(siehe Tabelle 25) durchgefiihrt wurde, zeigte sich eine sehr hohe Streuung der
Einzelwerte. Weiterhin konnte kein Bezug zu den unterschiedlichen Sekret-
Farbungen und den Sekreten einzelner Tiere hergestellt werden. In der
nachfolgenden Tabelle - unter den aktuellen Messungen - werden nur die sechs
Elemente dargestellt (Tabelle 31), die in allen untersuchten Haut-Sekret-Proben

gemessen werden konnten.

Tab. 31: Ubersicht tiber die Konzentrationen verschiedener Mengen- und Spurenelemente im Haut-
Sekret des Flusspferdes, Angaben in mg/|

Messungen von

Aktuelle Messungen Messungen von Luck

ST (2006-2007) \é\{ggsgt) und Wright (1964)
Ca2+ 28 10
K+ 4691 5460 11037
Mg?* 39
Zn” 1 : :
Rb" 2 - X
cr i 644 4550
CO32_ = 5970 -
HCO; . 12261

Bis heute wird fur das Flusspferd-Haut-Sekret der Begriff Schweild verwendet,
obwohl bereits in der Literatur beschrieben wird, dass es sich bei der sezernierenden
Drise der Flusspferde um eine tubuloazinare Drise handelt, bei der Schweil3drise,
Glandula sudorifera, der Ubrigen Saugetiere aber um eine apokrin sezernierende
Hautdruse. Die Befunde von Luck und Wright und die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass der Kalium-Gehalt in besonders hoher Konzentration, der
Natrium-Gehalt hingegen in vergleichsweise niedriger Konzentration vorliegt.

Die Tatsache, dass im Haut-Sekret der Flusspferde Kalium in einer 80-fachen
Konzentration im Vergleich zum Natrium vorliegt, weist eindeutig daraufhin, dass es
sich nicht um Schweild — hier ist der Natrium-Gehalt um das 4- bis 5-fache hoher -
handelt (Freund, 2003).
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5.9 Antimikrobielle Eigenschaften

Saikawa et al. (2004) wiesen mit Hilfe der Bakterien Pseudomonas aeruginosa A3
beziehungsweise Klebsiella pneumoniae PC1602 eine antibiotische Wirkung des
isolierten roten Pigments aus dem Flusspferd-Sekret nach.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollte analysiert werden, ob das
Sekret an sich, ohne Isolation der einzelnen Pigmente aus Saikawas Analysen, eine
antibiotische Wirkung aufweist oder ob weitere Faktoren daftr verantwortlich sein
konnten. Fur die Untersuchungen, die am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie, Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie, der Universitat Hohenheim
durchgefiihrt wurden, wurde statt isolierter Pigmente, das Gesamt-Sekret verwendet.
Ein weiterer Unterschied zu den Untersuchungen von Saikawa et al. bestand darin,
dass die antimikrobiellen Effekte des Haut-Sekretes nicht nur an Gram-negativen,
sondern auch an Gram-positiven Bakterien untersucht werden sollten.

Im Hinblick auf den unterschiedlichen Zellwandaufbau zwischen Gram-positiven und
Gram-negativen Spezies wurden verschiedene Resultate erwartet.

Wahrend der ersten Untersuchungen traten mehrere Probleme auf. Da das Sekret
eine Eigenfarbung aufwies, war die am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie, Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie, der Universitat Hohenheim
etablierte Methode der Optischen-Dichte-Messung nicht beziehungsweise nur
unzureichend durchfihrbar. Es wurde daher die MHK-Bestimmung favorisiert.
Weitere Probleme ergaben sich durch die von Probe zu Probe unterschiedlichen
Sekret-Zusammensetzungen, die vermutlich fur die zum Teil gro3en Unterschiede
der Ergebnisse verantwortlich waren.

Es konnten in allen untersuchten Proben mehr oder weniger deutliche antibakterielle
Wirkungen des Flusspferd-Sekretes beobachtet werden, die sich insbesondere auf
Gram-positive Bakterien-Spezies auszuwirken schienen. Untersuchungen, bei denen
die Proben vorher Uber Sephadex gereinigt wurden, zeigten keine antibakterielle
Wirkung. Die antibakterielle Substanz geht also offensichtlich durch die
Aufreinigungs-Prozedur des Sekretes verloren. Ein Fehler in der Durchfihrung des
Versuches konnte aufgrund der parallel laufenden positiven Wachstumskontrollen
mit Staphylococcus aureus und Klebsiella oxytoca ausgeschlossen werden.
Untersuchungs-Ansatze, die statt Flusspferd-Sekret reine Homogentisinsaure
enthielten, zeigten eine nur noch geringe antibakterielle Wirkung. Diese Ergebnisse
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wurden anschliel3end zusatzlich mit einem Agar-Diffusions-Test bestatigt. Die HGS
ist die in der vorliegenden Arbeit einzige sicher definierte Substanz im Haut-Sekret.
Unter Umstédnden ist der HGS-Anteil des Haut-Sekretes die einzige fur die
antimikrobielle Eigenschaft des Sekretes verantwortliche Substanz. Die variierenden
Ergebnisse Uber die antibiotische Wirkung der HGS lassen sich durch die HPLC-
Messungen erklaren, bei denen in allen gemessenen Proben unterschiedliche HGS-
Mengen dokumentiert wurden.

Der von Saikawa et al. (2004) beschriebene antimikrobielle Schutz - vermittelt durch
ein rotes Pigment - konnte aufgrund variierender Untersuchungstechniken in der

vorliegenden Arbeit zu keiner Zeit reproduziert werden.
5.10 High Performance Liquid Chromatography

5.10.1 Lutein/Zeaxanthin

Die bereits beschriebene Farbgebung des rot-orange-braun nachgedunkelten Haut-
Sekretes der Flusspferde legt den Verdacht nahe, dass Inhaltsstoffe aus der
Lipochromklasse fur die Farbgebung verantwortlich sein kénnten. Daher wurden
Sekret-Proben mittels HPLC-Trennungen auf Carotinoide untersucht, wobei Lutein
und Zeaxanthin identifiziert wurden. Beide Substanzen wurden in allen Proben
gefunden, auffallig war aber die Zu verzeichnenden grof3en
Konzentrationsschwankungen: Eine Erklarung fur diese Schwankungen bestand
darin, dass das Haut-Sekret durch Futtermittel-, Kot- oder Blutenstaub mit
pflanzlichen Lipochromen verunreinigt war. Um eine Kontamination in der Folge
ausschlie3en zu kénnen, wurden die Tiere vor der Sekretgewinnung anschlieRend
gewaschen. Im Ergebnis konnten so in allen untersuchten Proben nur noch minimale
beziehungsweise gar keine Konzentrationen von Lutein und Zeaxanthin gemessen
werden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den im Sekret
nachgewiesenen Carotinoiden um Verunreinigungen aus pflanzlichem Material, aus
Futter, Kot und Umgebungsmilieu handelt.

Daher wurden auch alle weiteren Untersuchungen am MS eingestellt.

5.10.2 Vitamine, Phenole und Polyphenole

Mit Hilfe der HPLC-Methode erfolgten stichpunktartige Untersuchungen der Sekret-
Proben auf die Vitamine A, E, C, B; und das Provitamin A beta-Carotin. Die
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Aussagen von Saikawa et al. (2004) uber die unterschiedlichen Eigenschaften des
Haut-Sekretes lie3en die Vermutung zu, dass das Sekret eventuell eine antioxidative
Wirkung ausibt. Dies konnte durch das unregelmalige und in verschieden
konzentrierte Vorkommen von Vitaminen bedingt sein. Bei den Untersuchungen in
der vorliegenden Arbeit konnte in keiner der Proben Vitamin A, Vitamin E, Vitamin C
oder Vitamin B; nachgewiesen werden. Damit kann eine Beteiligung von antioxidativ
wirksamen Vitaminen oder Vitamin-Verbindungen im Haut-Sekret der Flusspferde
ausgeschlossen werden.

Im Laufe der Untersuchungen des Sekretes auf Vorkommen von Vitaminen ergaben
sich allerdings unerwartete interessante Beobachtungen: In jedem HPLC-Durchlauf
konnten den immer gleichen Positionen drei zunachst nicht zu identifizierende Peaks
beobachtet werden. Zur weiteren Analyse der drei auffalligen HPLC-Peaks wurden
die Haut-Sekret-Proben in der Folge mittels NMR- und MS-Technik weiter

untersucht.

5.11 Nuclear Magnetic Resonance

In der Arbeit von Saikawa et al. (2004) wurden zwei spezifische Farbpigmente
charakterisiert, die dem Haut-Sekret die dunkle Farbe verleihen sollen. Es handelt
sich hierbei um ein rotes und ein orange-farbenes Pigment. Beide sind nicht-
benzoide aromatische Verbindungen. Das rote Pigment, die von Saikawas
Arbeitsgruppe benannte Hipposudorinsaure, und das orangefarbene Pigment, die
sogenannte Norhipposudorinsaure, wurden mittels UV-Spektrum, *H-NMR, LC-MS
und FAB-MS identifiziert und nachgewiesen. Als Ausgangsprodukt vermutete
Saikawas Arbeitsgruppe die Homogentisinsaure, die ein Abbauprodukt von
Phenylalanin und Tyrosin darstellt.

In den Analysen des Institutes fur Chemie, Fachgebiet Bioorganische Chemie, der
Universitdt Hohenheim im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte das Vorkommen
von HGS in 27,6% aller Untersuchungen eindeutig bestatigt werden, wohingegen die
von Saikawa et al. beschriebenen Pigmente nicht detektiert wurden. Die Isolierungs-
und Reinigungsschritte fur die Farbpigmente waren unter Anwendung der
experimentellen Angaben des Nature-Artikels nicht reproduzierbar. Der Nachweis
von HGS in den Proben des Sekretes wurde mittels NMR-, HPLC- und MS - Technik
gefuhrt.

108



Diskussion

Bei den NMR-Analysen wurden drei unbekannte Peaks im Sekret genauer
untersucht.

Peak 3 konnte eindeutig als HGS identifiziert werden. Die NMR spektroskopische
Untersuchung der Peak 1 ergab, dass es sich um ein Substanzgemisch mit einer
Hauptkomponente handelt, welche mittels NMR eindeutig als 2,5-Dihydroxy-phenyl-
glykolsaure identifiziert wurde. Die in Peak 2 enthaltene Verbindung konnte nicht
eindeutig identifiziert werden. Die NMR- und MS-Spektren legen jedoch die
Vermutung nahe, dass es sich um ein Polymer handeln kdnnte, das durch Oxidation
der HGS mit Luftsauerstoff entstanden sein konnte. pH abhangige
Stabilitatsuntersuchungen der HGS zeigten, dass HGS in Losung bei einem pH-Wert
von 7 Uber Tage stabil bleibt. Bei einem pH von 11 hingegen, dhnlich wie im Sekret,
anderte sich durch Luftoxidation schon nach kurzer Zeit die Probenlésung
hinsichtlich Aussehen und Farbe durch augenscheinliche Braunfarbung. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass auch im Sekret auf der Haut der
Flusspferde spontane Polymerisationen der HGS, abhéngig von pH-Wert und
Sauerstoffgehalt, stattfinden. Die farbliche Veranderung des Haut-Sekretes von
durchsichtig Uber blass-rosa zu rot-braun bis dunkelbraun kénnte somit erklart
werden, auch ohne dass UV-Strahlung als Katalysator oder Initiator vorhanden sein
muss.

Die in der Tabelle (siehe Tabelle 29) dargestellte Haufigkeit der drei untersuchten
Peaks in den Sekretproben verdeutlicht, dass der HGS-Peak nur in 27,6 % der
untersuchten Proben vorkam, wohingegen Peak 1 und 2 mit 66,6 %
beziehungsweise 77,7 % eine deutlich gol3ere Haufigkeit aufwiesen.
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5.12 Phenylalanin und Tyrosin

c[uM]

Helles Sekret Dunkles Sekret

O Tyrosin B Phenylalanin

Abb. 49: Vorkommen von Phenylalanin und Tyrosin in hell und dunkel gefarbtem Haut-Sekret unter
Berucksichtigung der Standardabweichung

Unter Annahme, dass auch die chemisch-biologischen Vorstufen von HGS alpha-L-
Tyrosin beziehungsweise alpha-L-Phenylalanin parallel mit ihr im Haut-Sekret der
Flusspferde vorkommen, wurde in sich anschlie@Renden HPLC-Auftrennungen nach
beiden Inhaltsstoffen gesucht.

Dabei wurde zunachst vermutet, dass der alpha-L-Phenylalanin-Anteil in hellen Haut-
Sekret-Proben ein relativ hoéherer ware und in der Folge ein Abbau des
Phenylalanins zu HGS ablaufen kénnte. In den Aliquoten der dunklen Sekret-Proben,
musste dann folglich ein hoher konzentrierter HGS-Anteil nachzuweisen sein. Die
HPLC-Ergebnisse konnten diese Vermutungen allerdings nur anteilig bestatigen: Der
Aminosauren-Gehalt, sowohl in dem hellen, als auch im dunklen Sekret &hnelte sich
sehr. Die parallel mittels HPLC-Technik durchgefiihrten HGS-Bestimmungen konnten
zeigen, dass sich in den hellen und mittleren Sekret-Farben annéhernd gleiche HGS-
Konzentrationen, in den dunklen Proben sogar — entgegen der anfanglichen
Vermutung — deutlich niedrigere HGS-Konzentrationen nachzuweisen waren. Ob und
in wie weit im Haut-Sekret der Flusspferde ein alternativer alpha-L-Phenylalanin-
Metabolismus konnte im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit nicht erértert

werden.
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6 Ausblick

Ein im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit immer wieder auftretendes
Problem lag in der Schwierigkeit, der moglichst sterilen Haut-Sekretgewinnung am
lebenden Flusspferd. Obwohl die Tiere vor der Probennahme gewaschen wurden,
bestand zu jeder Zeit die Mdglichkeit einer Kontamination der Haut-Sekret-Probe.
Hilfreich — in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit jedoch kaum realisierbar -
wére eine Probenentnahme unter klinischen Bedingungen. Das bedeutet unter
anderem fur den Zeitraum der Probennahme, dass die Tiere zur besseren Fixation in
eine Art Zwangsstand in einem abgedunkelten Raum gefiihrt werden mussten, um
die stdndige Bewegung der Tiere zu unterbinden und um den Lichteinfall auf die
jeweiligen Sekret-Proben regulieren zu kénnen. Dies wirde ein sauberes Arbeiten
ermoglichen. Ferner wirde eine Entnahme der Sekretproben mit einer geeigneten
Kantle helfen, um vollkommen unkontaminierte, ,sterile* Proben direkt aus dem
Drisen-Lumen zu gewinnen.

Dartber hinaus wére fur weitere Untersuchungen eine Isolierung der von Saikawa et
al. (2004) gefundenen Pigmente sinnvoll.

Fur die Untersuchungen an Zellkulturmodellen mit und ohne UV-Bestrahlung misste
analysiert werden, welche Substanz im Sekret zytotoxisch wirkt, und ob ein anderes
Untersuchungsmodell sinnvoller ware.

Auch die Untersuchungen zu den antimikrobiellen Eigenschaften konnten eventuell
direkt mit den isolierten Pigmenten durchgefihrt werden.

Aufgrund der Prasenz von Homogentisinsdure im Sekret ware der Nachweis einer
antimikrobiellen Wirkung dieses Metaboliten von grol3em Interesse. Das Vorkommen
der Homogentisinsaure im Urin von Patienten mit dem Krankheitsbild der
Alkaptonurie und das damit durch Luftoxidation verbundene Phanomen des
Nachdunkelns des Harns, kann in gewisser Weise mit dem Farbverhalten der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Haut-Sekret-Proben des Flusspferdes verglichen
werden. Es bleibt zu klaren, in welcher Weise der Homogentisinsdure-Anteil im Harn
von Alkaptonurie-Patienten und im Haut-Sekret des Flusspferdes verantwortlich fr
die beobachtete Farbreaktion ist.

Ein weiterer interessanter noch zu untersuchender Aspekt ist die Beobachtung, dass

diejenigen Flusspferde (,Rosi“ und ,Kiboko*), die allgemein eine sehr niedrige
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Sekretproduktion zeigten, einen saisonal begunstigten, insbesondere in den
Sommermonaten dieser Arbeit auffalligen, grinen cutanen Moos- und Algen-Belag
aufwiesen.

Baum et al. (2000)haben sogenannte ,Antifoulingsmechanismen® der Epidermis des
Wales Globicephala melas untersucht und unter anderem festgestellt, dass eine
Substanz im Sekret der Epidermis der Tiere der Anheftung von potentiellen
Besiedlern wie etwa Seepocken entgegenwirkt. Aufgrund des aquatischen Lebens
der Flusspferde ware es naheliegend, dass auch in ihrem Haut-Sekret Substrate
nachgewiesen werden koénnen, die einen Antifoulingsmechanismus mdglich und
wirksam machen. Es liegt nahe, dass die im Flusspferd-Sekret nachgewiesene
Homogentisinsaure oder ihren Abbauprodukten in diesem Rahmen eine bedeutsame

Rolle zukommen kénnen.
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7 Zusammenfassung

Untersuchungen zum Haut-Sekret des Flusspferdes

(Hippopotamus amphibius)

In der vorliegenden Arbeit sollten Inhaltsstoffe und Wirkungen des Haut-Sekretes der
Flusspferde (Hippopotamus amphibius) quantitativ und qualitativ untersucht werden.
Uber einen Zeitraum von einem Jahr hinweg wurden dazu Haut-Sekret-Proben von
Zoo-Flusspferden gesammelt. An flunf Tieren unterschiedlichen Alters und
Geschlechts wurde zu verschiedenen Tages- und Jahreszeiten Haut-Sekret von Kopf
und Rucken mit Hilfe einer besonderen Technik gewonnen. Das native Haut-Sekret,
das in der alteren Literatur auch als ,blutiger Schweil3* bezeichnet wird, verfarbt sich
auf der Hautoberflache innerhalb weniger Minuten von farblos Uber mehrere
Zwischenstufen nach dunkelbraun.

An humanen Fibroblasten-Zellkulturen und den damit durchgeftihrten UV-
Bestrahlungsversuchen konnte fur das helle und fur das mittlere Haut-Sekret im
Gegensatz zum dunklen eine sowohl zytoprotektive, wie auch UV-protektive Wirkung
ermittelt werden. Beide Effekte konnen fir das Flusspferd - insbesondere unter
Bedingungen der freien Wildbahn - einen wirksamen Hautschutz darstellen.
Ergebnisse der Bestimmung Minimaler Hemmstoff-Konzentrationen verweisen
weiterhin auf eine antimikrobielle Eigenschaft des Haut-Sekretes. Die
antimikrobiellen Wirkungen insbesondere gegen Staphylococcus aureus und
Klebsiella oxytoca stellen mdglicherweise eine Erklarung fir die oft zitierte
komplikationslose Wundheilung beim Flusspferd dar.

Mit Hilfe von HPLC-Trennverfahren und MS-Untersuchungen wurde das Sekret
weiterhin auf das Vorhandensein spezieller antioxidativer Substrate, wie Lutein und
Zeaxanthin, Phenole und Polyphenole, die Vitamine A, Bi, C, E und die
Vitaminvorstufe beta-Carotin analysiert. In keinen der untersuchten Haut-
Sekretproben konnten - unabh&ngig von der jeweiligen Farbe des Haut-Sekretes -
die beschriebenen Antioxidantien nachgewiesen werden.

Weitere Messungen unter anderem der Oxygenase, beta-Galactosidase und

Protease im Haut-Sekret ergaben keinen Hinweis auf Enzymaktivitaten.
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In etwa ein Drittel aller Proben konnte - ohne Abhangigkeit vom jeweiligen
Verfarbungsgrad der Sekrete - Homogentisinsdure (HGS) im Haut-Sekret der
Flusspferde nachgewiesen werden. Aul3erdem fanden sich die Aminoséuren L-
Phenylalanin und L-Tyrosin als Inhaltsstoffe. Das Vorkommen der HGS im
alkalischen Haut-Sekret konnte die nach wenigen Minuten auf der Hautoberflache
eintretende Verfarbung des Sekretes durch Luftoxidation erklaren.

Im Sekret wurden zum Teil hohe Konzentrationen an Mengen- und Spurenelementen
nachgewiesen. Der Befund, dass dabei Kalium in einer 80 fach hdheren
Konzentration als Natrium vorliegt, ist ein deutlicher Beweis, dass es sich bei dem
Sekret nicht um Schweild handeln kann.

Die im Rahmen der Arbeit regelmaRig durchgefihrten Beobachtungen an den Zoo-
Flusspferden ergaben keine Unterschiede in der Sekretproduktion in Abh&ngigkeit

von Alter, Geschlecht, Tages- oder Jahreszeit.
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8 Summary

Anne Karen Dinah Lankisch

Investigations of the cutaneous secretion of the hi ppopotamus

(Hippopotamus amphibius)

This study is a qualitative and quantitative investigation of the contents and effects of
the cutaneous secretion of the hippopotamus (Hippopotamus amphibius). Samples of
the cutaneous secretions of zoo hippopotami were collected over the course of a
year. The samples were taken at various times of day from the head and back of five
hippopotami of different age and sex. The hippopotamus’ cutaneous secretion,
previously sometimes termed “blood sweat”, gradually changes hue on the surface of
the skin, going from colorless to dark brown over the course of a few minutes.

By means of ultraviolet (UV) irradiation trials on human fibroblast cell cultures, the
light-colored and intermediate phases of the cutaneous secretion - in contrast to the
dark phase - were shown to have both cytoprotective and UV-protective effects. Both
of these actions may represent effective skin defenses, particularly in wild-living
animals.

Furthermore, testing of minimal inhibitory concentrations revealed antimicrobial
properties of the cutaneous secretion. Its antimicrobial actions, particularly against
Staphylococcus aureus and Klebsiella oxytoca, may explain the frequently mentioned
uncomplicated wound healing process in the hippopotamus.

By means of high-performance liquid chromatography and mass spectrometry the
secretion was analyzed for the presence of specific antioxidative substances such as
lutein and zeaxanthin, phenols and polyphenols, vitamins A, B;, C and E, and the
vitamin precursor beta-carotene. In none of the samples, regardless of the color of
the cutaneous secretion, could any of these antioxidants be demonstrated.
Investigations of the oxygenase, beta-galactosidase and protease content of the
cutaneous secretion showed no evidence of enzyme activity.

About one third of the samples, irrespective of coloration, revealed the presence of

homogentisic acid (HGA) in the cutaneous secretion. The amino acids L-
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phenylalanine and L-tyrosine were also detected. The presence of HGA in the
alkaline secretion could explain the color change over the course of a few minutes on
the skin surface, oxidation occurring on exposure to the air.

Electrolytes and trace elements were found, sometimes in high concentrations. The
presence of potassium in an 80 times higher concentration than sodium constitutes
clear proof that the secretion cannot be sweat.

Regular observation of the zoo hippopotami in this study revealed no differences in
the amount of secretion depending on age or sex of the animal, time of day, or

season of the year.
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Anhang

Materialienliste fir 3.2

>

Y VvV

YV V V VYV V

Schwamm (20 x 25 cm) (ATU — Auto-Teile Unger Handels GmbH & Co.KG,
Stuttgart, Deutschland)

Silikon-Teigschaber (Dr. Oetker, Bielefeld, Deutschland)

Reaktionsgefal3, 2 ml, PP, durchsichtig (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Reaktionsgefal3, 2 ml, PP, undurchsichtig, braun (Sarstedt, NuUmbrecht,
Deutschland)

Reaktionsgefal3, 15 ml, 120 x 17 mm, PP, (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Etiketten zur Markierung der Probe

Aluminiumfolie

Trockeneis

Eis einer wassrigen Lésung

Materialienliste fur 3.3

Kulturmedium:

>

Standardwachstumsmedium Dulbeccos’ Modified Eagle Medium (DMEM)
(Biochrom, Berlin, Deutschland) mit Zusatz von:

10 % Foetales Kélberserum (FCS) (Biochrom, Berlin, Deutschland)

5 % Penicillin/Streptomycin (100 U/100 pg/ml) (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Phosphate gepufferte Kochsalzlosung (PBS ), ohne zweiwertige lonen:

>

Y V V V

2 1 H2Oreinst

16,0 g/l Natriumchlorid (NaCl) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

0,4 g/l Kaliumchlorid (KCl) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

0,4 g/l Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
2,88 g/l Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na2HPO4 x 2H20) (Merck,

Darmstadt, Deutschland)

Trypsin/EDTA Losung (0.05 %/0,02% ) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
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Solubilisierungsreagenz:

>
>
>

10 g Sodium dodecylsulfate (SDS) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
4 ml Dimethylsulfoxid (DMSQO) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
0,6 ml Essigséaure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Triton X-100yeinst (final Konz.0, 1 %) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Thiazolblau (MTT) 10 mg MTT/ml PBS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Zellkulturmaterialien:

>
>

YV V. V V V

Reaktionsgefal3, 2 ml, PP, durchsichtig (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Reaktionsgefal3, 2 ml, PP, undurchsichtig, braun (Sarstedt, NuUmbrecht,
Deutschland)

Reaktionsgefal3, 15 ml, 120 x 17 mm, PP (Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Reaktionsgefal3, 50 ml, 114 x 28 mm, PP (Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland)
Pasteurpipetten, 150 mm (VWR BDH Prolabo, Leuven, Belgien)
Pipettenspitzen unterschiedlicher Volumina (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
ecoLab-Filtrationsvorsatze, steril, 30 mm, Por. 0,2 um (neoLab, Heidelberg,
Deutschland)

Zellkultur-Mikroplatten (96-well-Format) (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland)

cellstar® tissue culture Flasks (T 75 75cm? (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland)

Mikroliterpipetten unterschiedlicher Groé3en

Geréate und Software:

V V.V V V VY

Begasungsbrutschrank BB16 (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland)
Biofuge 13 (Heraeus Sepatech, Osterrode, Deutschland)

EL 340 Microplate (Bio-Tek Instruments, Winooski, USA)

Laborzentrifuge 3K15 (Sigma, Osterrode, Deutschland)

Microflow Biological Safety Cabinet (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)
MicroWin (Software) (Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, Deutschland)
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Neubauer Zahlkammer (VWR BDH Prolabo, Leuven, Belgien)

Olympus CK2 Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland)
Vortex (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

Graph Pad Prism 4. Version (Graph Pad Software, Inc.; California, USA)

YV V VYV V

Materialienliste fur 3.4

Chemikalien:

» Hanks’ Salt Solution (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Verbrauchsmaterialien:

»  Zellkultur Schalen, 60 mm (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz)

Gerate:

» UV-Bestrahlungsanlage (Dr.Grobel UV-Elektronik, Ettlingen, Deutschland)

»  UVA-Leuchtstofflampen Typ FLD 15 W/05 (Dr.Grobel UV-Elektronik, Ettlingen,
Deutschland)

» UVB-Leuchtstofflampen Typ F15T8 (Dr.Grobel UV-Elektronik, Ettlingen,
Deutschland)

» UVA-Sensor RM-11UVA (Dr.Grobel UV-Elektronik, Ettlingen, Deutschland)

» UVB-Sensor RM-11UVB (Dr.Grobel UV-Elektronik, Ettlingen, Deutschland)

» Dosimeter UV-MAT zur Bestrahlungssteuerung (Dr.Grébel UV-Elektronik,
Ettlingen, Deutschland)

» Warmetisch ME 12501 (MEDAX, Kiel, Deutschland)

Materialienliste fiir 3.5

»  7-Aminoactinomycin D (Sigma, Missouri, USA)
»  Unicam UV/VIS Spectrometer UV2 (ATI-UNICAM, Cambridge, UK)

Materialienliste fir 3.9

Bakterienstamme:
Alle Versuche wurden mit Bakterienstammen durchgefuhrt, die am Institut fur
Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie (LTH, interne Bezeichnung) der

Universitat Hohenheim vorhanden waren:
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»  Staphylococcus aureus (LTH 1493)

» Klebsiella oxytoca (LTH 645)

» Pseudomonas aeruginosa (LTH 6008)

» Salmonella Senftenberg (LTH 5703)

Nahrmedien:

» Standard 1. 159/l Trypton (Becton and Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

» g/l Hefeextrakt (Becton and Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland)

» g/l NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» 19/l D(+)Glucose (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» 0,85% NacCl 8,5 g/l (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Der pH-Wert wurde fur die Untersuchungen mit dem Haut-Sekret der Flusspferde mit

NaOH bei 7,5 und fur die Versuche mit der Homogentisinsdure bei circa 7,3

eingestellt.

Fur die Herstellung fester Nahrbdden wurde

» Standard-I-Agar: s. Standard |, zusatzlich 12 g/l Agar (Becton and Dickinson
GmbH, Heidelberg, Deutschland)

»  Mueller-Hinton-llI-Bouillon 22 g/l (Becton, Dickonson GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

» H20, bidest.

verwendet.

Verbrauchsmaterialien:

>

YV V VYV V

Petrischalen 92 x 16 mm mit Nocken (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
Zellkulturmikroplatten, 96-well-Format (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
ReaktionsgefalRe 2 ml (Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland)

Einmal-Kivetten 1,5 ml halbmikro (Brand, Wertheim, Deutschland)
2,5-Dihydroxyphenylacetic Acid (Homogentisinsaure) (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Deutschland)
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» Merck-pH Indikatorstdbchen (Universalindikator, pH 0-14) (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

»  Antibiotikatestblattchen fur Photo (O 9 mm, Schleicher & Schuell — Whatman
GmbH, Dassel, Deutschland)

Gerate:

» DU 640 Spectrophotometer (Beckmann, Fullerton, USA)

» MICROPLATE READER; Model 450 (Bio Rad, Miinchen, Deutschland)

Materialienliste fur 3.10.1

High Peformance Liquid Chromatography-Anlage:

>
>

A\

Pro Star pump 210 (Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland)
UV-VIS Dual A Absorbance Detector Waters 2487(Waters, Arcade, New York,
USA)

Fluorescence Detector Waters 474 (Waters, Arcade, New York, USA)
Autosampler Dynamax (Rainin, Oakland, USA)

STAR chromatography workstation Version 5.31 HPLC software (Varian
Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Vortex Genie (Bender und Hohbein AG, Zrich, Schweiz)

Biofuge fresco (Hereaus Sepatech, Osterrode, Deutschland)

Verbrauchsmaterial:

>

Braune, undurchsichtige HPLC-Kunststoffvials mit Cap (VWR International
GmbH, Bruchsal, Deutschland)

Extraktionsmittel flir Carotinoide:

VvV V.V V V VY

50 % Ethanol p.A. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

2 x 700 pl n-Hexan (Merck, Darmstadt, Deutschland)

100 mg Natriumchlorid pro Probe

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 6

12,55 g Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
1,29 g di-Natriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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>
>

40 mg Natriumazid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
ad 1000 ml H,O

Laufmittel fir Carotinoide:

>

YV V V V V

82 % Acetonnitril (VWR International bvba/spri, Leuven, Belgien) (v/v)

15 % tert.-Butyl-methyl-ether (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) (v/v)

3 % Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) (v/v)

0,02 % Triethylamin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) (v/v)

0,0084 % Essigsaure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,Deutschland) (v/v)
Reinsubstanz als Kalibrationsmittel (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Materialienliste fur 3.10.2

Material fur HPLC-Analytik mit elektrochemischen Detektoren:

>

>
>
>
>

Y VY

Pro Star pump 9012 (Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland)
UV-VIS Dual A Absorbance Detector (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Elektrochemischer Detektor Coulchem Il (ESA, Chelmsford, USA)

Autosampler (Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland)

STAR chromatography workstation Version 5.31 HPLC software (Varian
Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Vortex Genie (Bender und Hohbein AG, Zrich, Schweiz)

Biofuge fresco (Hereaus Sepatech, Osterrode, Deutschland)

Verbrauchmaterial:

» Braune, undurchsichtige, HPLC-Kunststoffvials mit Cap (VWR International
GmbH, Bruchsal, Deutschland)

Laufmittel:

» 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 2,5, mit 0,005% Natriumazid (Merck,
Darmstadt, Deutschland) x 1 H20

» 21,2 g Natrium-di-hydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland) x 1 H20

» 2000 ml H20 reinst
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» 100 mg Natriumazid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
» 3 ml 89 %ige o-Phosphorsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Zum Zwischenspulen der Saule wurde Methanol (MeOH)/ H,O, 50:50, (v/v)

verwendet.
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