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Abkurzungen

AMVN 2,2 -Azobiq 2 4dimethylvaeronitril]

BHT 2,6-Di-tertiar- butyl-4- methylphenal

DPPC 1,2- Dipamitoyl-sn-glycer o- phosphatidylcholin
EDTA Ethyldiamintetraessgsiure

GSH Glutathion
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TBARS thiobarbitursiureresktive Substanzen
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uv Ultraviolettsirahlung

VIS schtbarer Bereich der el ektromagnetischen Strahlung



1. Einleitung

11 Carotinoide

Auschliedich von Pflanzen und niederen Organismen synthetisert, gelt die Substanzklasse
der Caotinoide ene dea wichtiggen Gruppen nalrlicher Pigmente im  Tier- und
Pflanzenreich dar. Ob in BlUtenblétern verschiedener Pflanzen, im Gefieder unterschiedlicher
Voge oder ds Farbgoff in Frichten und Gemise, ziehen se die Aufmerksamkeit auf sich
und snd von wissenschaftlichem Interesse. Schon die Chemiker des 19. Jahrhunderts
eforschten nicht nur ihre Eigenschaften, sondern versuchten auch, die Funktionen der
Carotinoide zu entschlissaln. Bereits 1831 schlug Wackenroder den Namen ,,Carotin® fir das
von ihm aus Méhren extrahierte Kohlenwasserstoffmolekiil vorlY. Schon bald darauf stdlte
Berzdlius sene aus Laub krigdlin erhdtenen polareren Verbindungen unter dem Namen
,Xanthophylle* vort?l. Schlielich nannte Tswett, der eine Vidzahl dieser Molekile aus
Pflanzen isolierte, die gesamte Pigmentgruppe , Carotinoide!™.

Bisher wurden tber 600 Carotinoide charakterisert. Ihre Funktionen sind so weitreichend wie
unterschiedlich. Stérungen in der Caotinoidsynthese hoherer Pflanzen durch Mutationen
fihren zu ihrem Absterberf¥). Carotinoide haben essentidlle Bedeutung as Lichtabsorbentien
und Photoprotektoren bei der Photosynthese von Pflanzen und Mikroorganismer’®. Fir den
menschlichen Organismus snd enige Vetreter der Carotinoide besonders aufgrund ihrer
Provitamin-A-Wirkung  rlevant'®.  Zusdzlich konnten durch  epidemiologische  Studien
Hinweise auf en veringetes Risko, an verschiedenen degenerdtiven Krankheiten,
insbesondere  HerzKredauf-Erkrankungen und Krebs, zu erkranken, verbunden mit dem
Vezehr caotinoidreicher  Nahrung gesammdt  werdert™.  Neben ihren  antioxidativen
Eigenschaften %% \werden die Beteiligung von Carotinciden an der Stimulation der Zell-
Zdl-Kommunikation (ZZK) wund ihr Enflud auf retinoidvermittdte Sgndkaskaden ds
krebspraventive Wirkmechanismen diskutiert.



1.1.1  Struktur und Resktivitét von Carctinoiden

Die Subganzklasse der Carotinoide wird grundsétzlich in zwel Gruppen unterteilt. Reine
Kohlenwasserstoffmolekille werden den Carotinen zugeordnet, wahrend die Xanthophylle!'¥

(auch Oxocarotinoide) mindestens ein welteres Sauerstoffatom enthalten (s. Abb.1).

Xanthophylle Carotine

b- Cryptoxanthin Lycopin

e
S | | |
&

/

Zeaxanthin b-Carotin
. OH ~
A Yl gl gl Vg Vel 2 Y Y N S ’ NN
' s I
HO ‘ ~
Lutein a- Carotin

OH

~
e 2 Sl S V. g 2 i P NIRRT
I
W

Abb. 1: Strukturformeln ausgewahlter Carotinoide.
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Dabe z#hlen zu den héufigsen Funktionen Hydroxy-, Oxo-, Epoxy- und Estergruppert®®.
Aufgrund ihrer Striktur Snd die Carotine extrem hydrophob und assoziieren in wéssrigen
Losungen. Im Organismus findet man se in lipophilen Kompartimenten, wie Biomembranen,
im Inneren von Lipoproteinen oder assoziiet an hydrophobe Bereiche von Proteinerf®®l.
Durch den Einbau enes oder mehrerer Sauerstoffatome snd die Xanthophylle weniger
lipophil ds die Caotine. Nicht zuletzt wird dadurch ihr Ldseverhdten in organischen
Losungsmitteln und ihre Orientierung in Membranen bedanflul®. Es konnte gezeigt werden,
dal3 Xanthophylle, wie z. B. Zeaxanthin oder Violaxanthin, die Membran senkrecht
durchspannen. Dabel snd die sauergtoffhatigen Endgruppen jewells in den polaren Bereichen
der Lipiddoppelschicht verankert'!”'8l. Die vollstandig unpolaren Carotine, wie Lykopin oder
b- Caratin, verbleiben im inneren Tell der Membran, wo Se Uber eine gewisse Beweglichkeit
verfiigert ¢!,



Caratinoide entstehen durch die Kondensation von acht Isopreneinheiten. Sie bedtzen in der
Regd en Sygem von 9-13 konjugierten Doppelbindungen. Die intensve Farbe dieser
Soffklasse [d% dch auf das ausgedehnte Doppelbindungssystem  zurtickfuhren.  Eine
Velangerung der  Polyenkette durch zusizliche Doppebindungen fihrt zu  ener
bathochromen Verschiebung der Absorptionsbanden, da die fir den p® p’-Ubergang
benttigte Energie snkt. Dieser Effekt |18% dch in Stufen vom Phytoen (3 konjugierte
Doppebindungen, | max 286 nm, farblos) bis zum Lykopin (11 konjugierte Doppelbindungen,
| max 470 nm, dunkelrot) verfolgen. Die Torson von Polyenkette und Endgruppen entzieht der
p-Konjugation tellweise die endocydischen Doppebindungen. Als Folge wird ene
Hypsochromie beobachtet!!®). Die UV/VIS Spekiren der Carotinoide zeigen im algemeinen
drel charakteristische Absorptionsbanden (s. Abb. 2), deren Lage unter Berlcksichtigung der
Feindruktur des Spektrums und den chromatographischen Eigenschaften zur  vorlaufigen
|dentifizierung dienen kann?®. Cislsomere (s. Abb. 3, S.4) zdgen dne zusiziche
Absorptionsbande ca. 140 nm hypsochrom vom Absorptionsmaximum (,,cis-Peak”; s. Abb.2).
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Abb. 2: UVIVIS Spektren von dl-trans b-Carotin und ausgewédhiten cis-Isomeren in
CH3CN/CH3OH/CH,Cly/n-Hexan (85:5:5:5).



15- cis b- Carotin

Abb. 3: Beiguie enescis-1somers des b-Carotins.

Je néher die cis-konfigurierte Doppelbindung am Molekilzentrum liegt, desto stérker wird die
Intensitét diesr Absorptionsbande. Kombiniert mit ener hypsochromen Verschiebung der
Absorptionsmaxima it es daher mdglich, aus UV/VIS Spektren Rickschlisse auf die
cis/trans-Konfiguration des Carotinoids zu zieherd 2!,

Das Gerlist des Lykopins zeigt den Grundbaustein der Carotinoide!*®. Abgeleitet von diesem
Molekll werden folgende Variationen beobachtet:

1. Cydiderung einer (g-Carotin) oder beider Endgruppen (b- Carotin),

2. Einflhrung von Sauerstoff (Zeaxanthin) oder

3. Unterschiedliche Anzahl der Doppe bindungen (Phytofluen).

Die Struktur der Catinoide emdglicht deen Telnahme am  intermolekularen
Energietrander. Se ddlen fir Pflanzen wichtige Schutzfektoren wéahrend der Photosynthese
dar'??. Ein Energietransfer von angeregten Chlorophylimolekillen oder anderen Porphyrinen
zu den Carotinoiden findet leichter dtait, as ein vergleichbarer Ubergang zum Sauerdtoff. So
kann die unerwinschte Bildung von hochresktivem Singulettsauierstoff verringert werder! 9.
Carotinoide senken nicht nur die Bildung von Singulettsauerstoff, sondern snd auch in der



Lage, diesen zu desaktivierer!?®l. Dabei nehmen sie von 0, Energie auf und geben diese in
Form von Wé&rme an die Umgebung ab.
'0,+!CAR® %0, +°CAR
SCAR® CAR + Warmel?311.2]

Bedingung fir enen effektiven Enagierander id die raumliche Née der beteligten

Molekile und ene passende Orientierung des Carotinoids. Diese kann z. B. durch ene

Bindung an ein Lipid oder Protein gewahrleistet werder{?2.

Zur Bewertung der antioxidativen Wirkung von Carotinoiden missen die Resktionswege mit

resktiven Molekilen betrachtet werden. Der Resktion von Carotinoiden mit frelen Radikaen

wurde vid Aufmerksamkeit geschenkt. Die Produkte solcher Umsetzungen fihren mest auf
verschiedenen Wegen zu Carotinoidradikalerf1°.

1. Oxidation: Ein Radikd mit hohem Redoxpotentid entfernt ein Elektron aus dem
Carotinoid. Es entsteht ein Carotinoidradikalkation.

CAR+R "® CAR "+R

2. Reduktion:  Die Aufnahme eines Elektrons fiihrt zu einem Carotinoidradikaanion.
CAR+e ® CAR -

3. Abdraktion eines Wasserdoffatoms. Die Abdtraktion eines Wassersoffatoms von enem
Kohlengoffaatom in dlylischer Sdlung generiet en  resonanzdabilisertes
neutrales Radikal.

CAR=C-H+R ® CAR=C +RH

4. Additionsresktion: Die Addition einer radikalischen Spezies, z. B. des Peroxylradikas
ROO, an en Caotinoidmolekil bildet en Carotinoid-Adduktradikal.
CAR+ROO ® 'CAR-OOR

Allgemen gilt fir dle Carotinoidradikae, dald das ungepaarte Elektron Uber die konjugierte

Polyenkette ddokdidert ig, was nicht nur ene Sabiliserung ermdglicht, sondern auch

Folgeresktionen erlaubti?®!, Dadurch 18% sich die extrem kurze Lebensdauer einer solchen

Spezies begrinden. Anionische oder kationische Radikde lassen sch durch ihre intensve

Absorption im nahen Infrarotbereich nachweiserf?”281,



Eine wichtige chemische Resktion von Carctinoiden ig deren Oxidation. Durch ihre
elektronenreiche Polyenkette sind sie dektrophilen Angriffen ausgesetzt. So werden reine
Carctinoide im krigdlinen Zusand schon in Anwesenheit von Spuren von  Sauerdoff
oxidativ abgebaut. Sdbgt in vivo, gabilisert von Lipiden und Proteinen, snd sSe immer noch
anfdlig gegen oxidierende Spezies. Ein typisches Merkma des Carotinoidabbaus ist das
Bleichen der Probe durch den Verlust des Chromophors. Der oxidative Abbau kann auch
durch Radikde oder Singulettsauersioff initiet werded!¥. In zahlreichen Swudien zur
Aufklarung der antioxidativen Eigenschaften von Carotinoiden werden Peroxylradikae durch
»2Azontigoren*, wie z  B. 22-Azobig24-dimethylvderonitril]  (AMVN),  Uber
kontrollierten thermischen  Zerfdl®®! oder Pulsradiolysd %3 erzeugt. Dabei werden unter
anderem die Abbauprodukte (Apocarotenade, Apocarotinone,  Carotinoidepoxide 323%)
untersucht. Die Primaprodukte einer solchen Oxidation konnen wegen ihrer Kurzlebigkeit
meist nicht isoliert werden.
Ein mogliches Beispiel einer solchen Folgeresktion schlugen Burton und Ingold 1984734 vor,
An die Resktion von b- Carotin mit enem Peroxylradikd schliefd sch direkt ene weltere
Addition an:
a) ROO + CAR® ROO-CAR
b.) ROO-CAR + ROO" ® ROO-CAR-OOR!®®!
Be niedrigem Sauerdoffpatiadruck  werden durch diese Umsetzung Peroxylradikae
verbraucht und das Carotinoid wirkt ads Antioxidans. Be hoherem Sauerdoffgehdt im
Resktionsmedium kehrt sch diese Eigenschaft um. Das Carotinoidradikal resgiert mit dem
frden Sauerdtoff und es entsteht en Carotinoidperoxylradika, das prooxidativ wirksam
i[36.37]
CAR + 0O, ® CAR-OO
Ein Begpid fir den prooxidativen Charakter solcher Resktionen ist die anschliel}ende
Initiation der Lipidperoxidation ungesittigter Fettsauren (LH) a's mogliche Folge!®®!
CAR-OO +LH® CAR-OCH + L’
L' +0,® L-OO
Die Resktion mit Radikaen oder anderen oxidierenden Substanzen ist charakteristisch fur dle
Carotinoide. Die Resktivitdt ist jedoch von der Lange der Polyenkette abhangig™. Es
exidieren, bedingt durch die unglechmdlge Elektronendichte im Molekdl, bevorzugte
Angriffsorte fir dektrophile Angriffe, die durch gezidte Epoxidierung bestimmt werden
konnert 38!,



1.1.2 Vorkommen von Carotinoiden

Mensch und Tier snd nicht in der Lage, Caotinoide zu synthetiseren. Se snd auf die
Versorgung durch die Nahrung angewiesen. Hauptcarotinoidquellen fur den Menschen snd
Obst und Gemtise.

Die Carotinoide der roten bis gelben Friichte und Gemtisearten liegen in den verschiedenen
Chromoplastentypen vor®®. Die meisten Friichte und Gemiise enthalten ein breites Spektrum
an Cartinoiden. b-Carotin findet dch in fagt dlen Nahrungamitteln. Baspide fir Pflanzen,
die spezifische Carotinoide anreichern, snd Tomate (Lykopin), Karotte (a-Carotin)4®-42],
Zitrusfriichte (b - Cryptoxanthin)[*3-4% oder Mai's (Zeaxanthin)[2.

In grinen Gemisesorten, wie Broccoli oder Spinat, snd die Carotinoide in den Chloroplasten
lokdisert. Hier dnd hauptsschlich  die  sogenannten  Hauptchloroplastencarotinoide,
Neoxanthin, Violaxanthin, Lutein und b- Carotin nachweisbart 4471,

Die Bexthaffenheit der biologischen Matrix, in der die Carotinoide in den unterschiedlichen
Obst- bzw. Gemisesorten eingebunden sind, beeinflud auch ihre Resorption und damit die
Bioverfiigbarkeit! 16481

Chloroplastencarotinoide, wie Lutein und b-Carotin, gelangen Uber die Nahrungskette in den
tierischen Organismus und werden auch Uber Butter, Milch und Eigdb vom Menschen
aufgenommerd*®%°. In der Nahrungsmittelindustrie finden Carotincide breite Anwendung ds
Fabstoffe und Futtermittelzusétzel®. Allgemein snd auch Carotinoidsupplementierungen
gebrauchlich®2.

1.1.3 Resorption, Vertellung und Metabolismus von Carotinoiden

Die Aufnahme von Carotinoiden in den Organismus folgt dem Weg der Lipidaufnahmel®35%,
Die Resorption ist teilweise gering; 50-98% der Carotinoide werden nicht resorbiert™®®!. Dabei
ig ener der wichtiggen limitierenden Faktoren flr ihre Bioverflgbarkeit die Freisstzung aus
der biologischen Matrix®>®1. Hier spidlt nicht nur die Assozistion der Carotincide an
Nahrungsbestandteilen eine Rolle, sondern auch die durch Kauen und enzymatischen Verdau
erhatene Partikelgrole der Matrix. Auch Kochen verbessart die Carotinoidaufnahme, wie
anhand der Resorption des Lykopins aus Tomatenprodukten gezeigt werden konntel®”%8l,
Vermutlich igt dieser Effekt auf Dissoziationseffekte oder Schwachung der Interaktion des
Carotinoid-Proteinkomplexes  zuriickzufiihrent®!, Herausgelést aus ihrer biologischen Matrix,



vetelen dch die lipophilen Carotinoide in den im Gastrointestindtrakt  gebildeten
Fetttrépfchen (s. Abb. 4).
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Abb. 4: Carotinoidresorption aus der Nahrung (Car: Carotinoid, LPL: Lipoproteinlipase,
TG: Triglycerid) [,

Diese werden durch Emulgation von Nahrungsfetten im Magen und Duodenum gebildet™®®!,
Die an deren Obefldche angreifende Pankreedipase spdtet Triglyceride in Monoglyceride,
weche danach zussammen mit Gallensiuren Mizellen bilded®®. An Modellsystemen konnte
nachgewiesen werden, dad Mizdlen Uber ene begrenzte b-Carotinaufnahmekapazitét
verfiiget®. Dabei muR beriicksichtigt werden, da3 der Einbau verschiedener Carotinoide
bedingt durch deren unterschiedliche Strukturen nicht enhetlich ist. Nach Wanderung der
Mizedlen zur Darmwand werden die lipophilen Bedtandieile von den dort befindlichen
Enterozyten Uber passve Diffuson aufgenommer®2%%  (vergl. Abb4). Aufgrund der
hydrophoben Eigenschaften der Carotinoide muf3 fir eine Aufnahme in die Mucosazellen en
Kontakt zwischen deren Membran und den Mizdlen hergestdlt werden. Daher konnen fasiige
oder unverdauliche fettdhnliche Stoffe, die die Mobilitk der Mizdlen im  Dam
bedntrachtigen, die  Carotincidaufnahme  herabsetzer!®4%,  Wechsalwirkungen  der
Carotinoide untereinander bei der Resorption werden ebenfdls diskutiert!®®. So wurde
gezeigt, dad ene Gabe von Catthaxanthin oder Lykopin in hohen Dosen die



Plasmakonzentration an b- Carotin beim Menschen und Frettchen vermindertel®”68!, Der

Mechanismus des intrazelularen Trangports zum  endoplasmatischen Reticullum und  Golgi-

Apparat i zur Zeit Thema verschiedener Forschungsprojekte. Im Gegensatz zum Retinol

sind fir Carotincide bisher keine spezifischen Transportproteine beschrieben wordert®®. Die

Tasache, dad der menschliche Organismus ene Vidfat von srukturdl unterschiedlichen

Caotinoiden resorbiert, 1d% auf enen unspezifischen Trangport schlief?en. Be  hoher

Carotinoidzufuhr ist eine Sétigung des Carotinoidplasmaspiegels zu beobachten. Diese kann

entweder auf den begrenzten mizdlaren Trangport oder auf die limitiete intrazdluldre

Trandokation zuriickzufthren sein®. Im Golgi-Apparat befindliche Carotinoide werden

gemensam  mit  Triglyceriden, Choleserin, Retinyletern  und  Apolipoproteinen  zu

Chylomikronen asoziiet und gdangen anschlielend Uber das Lymphsysem in  den

Blutkreidauf®®. In der Leber werden sie in Lipoproteine eingebaut. Die Struktur und Polaritét

der Carctinoide benflul® auch ihren Trandfer in Lipoproteine. Im Humanblut [&% dch en

Gemisch  an  Carotinoiden  detektieren, wobe  a-Carotin,  b-Carotin,  Lykopin,

b- Cryptoxanthin, Zeaxanthin, Lutein und 2',3-Anhydrolutein den Hauptantell gSelen. Die

Vetdlung dniger Caotinoide in  verschiedene Lipoproteine wurde mit  Hilfe der

Ultrazentrifugation und anschlielender  HPLC-Auftrennung  untersucht! "X, Die unpolaren

Verbindungen b- Carotin, a-Carotin und Lykopin wurden hauptséchlich (58-73%) in den

~low-dengty” Lipoproteinen (LDL) detektiert. Lutein und Zeaxanthin wurden vorwiegend

(53%) in den ,high-densty” Lipoprotenen (HDL) gefunden, wahrend sch b- Cryptoxanthin

gechmddg auf LDLs und HDLs vetdlte Aufgrund diesr Vertelung kann davon

ausgegangen werden, dald die Strukturcharakteristika der Carotinoide den Einbau in

Lipoproteinen mit spezidler Lipidzussmmensetzung bestimmerd®!. Die Griinde hierfir sind

zur Zeit noch ungeklért.

b- Caotin wird in den Enterozyten mit Hilfe von Enzymen und molekularem Sauerdoff

metabolisiert. Dabel werden zwei Wege vorgeschlagen (s. Abb. 5, S. 10):

1. die zentrde Spatung durch eine 15,15 -Dioxygenasd® zu zwe Molekilen Retind, die
welter zu Retinol oder Retinsdure reduziert, bzw. oxidiet werden konnen. Die
15,15"-Dioxygenase  konnte bisher noch nicht isoliet werden; Enzymanreicherungen
zeigen eine Aktivitét ausschlieflich gegentiber den Provitamin-A-Carotinoider 7).

2. der Abbau des Molekils von der Peripherie, wecher zu Apo-Carotenden fihrt.

Endprodukte konnen hier, wie im ersten Fall, Retinol und Retinsaure seinl > 741,
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Abb. 5: Abbauwege von b-Caratin im Organismus.

Untersuchungen zeigten, dal3 der Abbau von b-Caratin zu Vitamin A kontrolliert verlauft. Er

[75]

is sowohl von der Konzentration des bereits vorhandenen Vitamin A'™, ds auch von der

Menge des zugefihrten b-Carotins abhangigl”™. Quantitative Zussmmenhénge zwischen der
b-Caratinaufnahme und der Vitamin-A-Bildung snd noch unklar. Zu Beginn der 90er Jahre
wurden edgmds Tiemodele (Fretichen, prauminante Kdaber) etabliert, deren
Carotinoidmetabolismus dem des Menschen shnelt!’®81. Durch Verwendung von Isotopen
kombiniet mit hochauflosender Massengpektrometrie  kdnnen  quantitative  Studien  zu
Resorption und Abbau der Carotinoide durchgefiihrt werdert 7.

1.14 DieRolleder Carotinoide in der Krankheltspravention

Es wird angenommen, dal3 resktive Sauerstoffspezies, wie Wasserstoffperoxid (H2O2) oder
das Hydroxyl -, Peroxyl - und Nitrosylradika (OH, ROO’, bzw. NO'), die unter anderem in
physologischen Prozessen erzeugt werden, durch Schéadigung von DNA, Proteinen und
Lipiden an der Pathogenese von Krebs, Arteriosklerose, sowie  dtersbedingter
Maculadegeneration (AMD) beteiligt sind®8Y. So konnte gezeigt werden, da3 sie oxidative
Schaden an der DNA, wie Strangbriiche oder Basenmodifikationen, hervorruferd®?. Durch die
Oxidation von Lipiden kann sowohl die Membranintegritdt gestort, ds auch die Funktion von

LDLs bedintrachtigt werden. Diese Prozesse werden mit vorzeitigem Alterrf®384 ynd
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kardiovaskularen  Krankheiterd®  in  Verbindung gebracht. Als Antioxidantien sind
Carotinoide in der Lage, Radikde und Singulettsauerstoffl®87) zu desaktivieren. Verschiedene
epidemiologische Studien zeigten, da’ positive Gesundheitseffekte®! verbunden sind mit der
erhdhten Aufnahme von Obst und Gemise, das reich an Carotinoiden ist. Es wird vermutet,
da? en Zusammenhang besent zwischen Krankhetsoravention und der  antioxidativen
Wirkungt®°Y. So korrdiert z. B. en hoher Serumgehdt an Lykopin mit einem verminderten
Prostatacarcinomrisiko®?  und dem vermindertem Risko eines myokardialen Infarktd®l.
Weitere Studien belegen, da? en  erhthter Serumcarotinoidspieged  mit  erniedrigtem
Krebsisko enhergeht!® " Versuche mit Tieren und Zedlkulturen bedtétigen die
anticancerogenen  und  antimutagenen  Eigenschaften  dieser  Stoffklassd®®%%. So hemmt
Lykopin in verschiedenen humanen epithdiden Krebszdllinied*®?  und  unterschiedlichen
Tiermodeler!1°11921 die Zdlproliferation, bzw. die Initition und Progresson von Tumoren
sogar stérker alsb- Carotin.

Jedoch lieferte die 1994 verdffentlichte Alpha Tocopherol, Beta-Carotene-Studie (ATBC)1%!
gegensdizliche Ergebnisse Es wurde ene deutlich erhdhte Lungencarcinominzidenz  bel
mannlichen Rauchern festgestdlt, denen Uber enen langeren Zeitraum hohe b- Carotindosen
verabreicht wurden. Der US Caotene und Retinol Efficiency Trid (CARET)!® ergab
dhnliche Ergebnise nach b-Caotinsupplementierung. Die Einnghme ene Mischung aus
b- Carotin und Retinol steigerte ebenfdls die Lungentumorinzidenz von Rauchern um 28%.

Die Grunde fur diese unerwarteten Ergebnisse bel b- Carotinsupplementierung miissen welter
untersucht werdent'®!, um die Effekte von Carotinciden auf die Gesundheit besser abschétzen
zu konnen. Es wird vermutet, dald bei hohen Gaben von b-Carotin Wechsdwirkungen mit
Signalkaskader!16-2%81 ynd prooxidative Effekte auftreter 109

Lowe et d. zeigten, dal’ lediglich niedrige Dosen von b-Carotin und Lykopin HT29-Zdlen
vor oxidativen Schaden an DNA und Membran schiitze*'%. Mit steigender Dosis nehmen
die protektiven Effekte ab.

Dieser Befund stimmt auch mit dem Ergebnis der Arbeitsgruppe von Cook tberein!Yl. Es
konnte gezeigt werden, dald eine Gabe von b- Carotin das Prostatakrebsrisko von Probanden
mit niedrigem Carotinoidserumgehdt absenkt. Im Gegensatz zur ATBC und CARET Studie
liegt hier zu Beginn des Vesuchs ein ,Caotinoiddefizit® vor, und die Serumkonzentration
wird durch Supplementierung auf normaes bis leicht erhdhtes Niveau angehoben. Extrem
hohe Carotinoidwerte, wie be der ATBC oder CARET Studie, werden nicht erreicht,
wodurch moglicherweise die be hohen Konzentrationen beobachteten negative Wirkungen
nicht zur Geltung kommen.
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Eine Korrdation zwischen dem Plasmagehdt an Hydroxycarotinoiden und dem Auftreten von
koronaren Herzkrankheiten wurde durch Howard et a.[''? erstdlt. In einer Studie verglich er
den Carctinoidgehdt und das Carotinoidmuster im Blut von Testgruppen aus Toulouse und
Bdfas. Es wurde eine verminderte Herzerkrankungsnzidenz verbunden mit enem hoheren

Serumspiegel der Hydroxycarotinoide be der ,, Toulouse-Gruppe” festgestdt.

1.1.5 Lutein und Zeaxanthin in der Maculalutea

Den im Blut vorkommenden Caotinoiden Lutein und Zeaxanthin wird ene waeatere
physologisch wichtige Rolle zugeschrieben. Zusammen mit meso-Zeaxanthin, (3R,3'S)-b,b-
Carotin-3,3"-diol (s. Abb. 6), gdlen de die einzigen in der Retina und Macula lutea (gelber
Fleck) des menschlichen Auges vorkommenden Carotinoide dar 1131141,

Zeaxanthin

meso - Zeaxanthin

Abb. 6 Strukturunterschied zwischen Zeaxanthin und meso-Zeaxanthin.

lhnen verdankt der ,gelbe Heck® sanen Namen (s Abb. 7, S. 13). Diese Xanthophylle snd
asoziiet mit den Photorezeptoren der menschlichen Retina*'® und liegen somit im Lichtwegy
vor dem funktionellen Teil der Photorezeptorzellen 129,
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Abb. 7 Aufbau des menschlichen Auges und Lage des gelben Flecks.

Die in das menschliche Auge enfdlende Srrahlung wird durch verschiedene Gewebe
absorbiert. Wahrend die Kornea die UV-B-Strahlung filtriert, absorbiert die Linse UV-A-
Strahlung. Das Blaulicht hingegen fdlt auf die Retina Aufgrund ihres Absorptionsmaximums
in diesem Bedch gnd Cactinoide vermutlich im Sande, die gegen Bladlicht
hochempfindlichen Photorezeptoren 2u schiitzerf 1171181, Experimente  mit
Kaninchenretinazdlen zeigten, dad die Expodtion mit Blaulicht ene Storung der Blut-Retina-
Schranke  bewirkt*®.  Lipofuscin, das wéahrend des Alterungsprozesses  in das
Retingpigmentepithe  engdagert wird, deiget die Anfdligket gegeniber Blaulicht, da es ds
Photosensibilisator wirkt 2%,

Die Strahlung ist im Stande Uber Resktionen, wie z. B. Photooxidation, akute und chronische
Lésonen der Retina  hervorzurufert'®!.  Uber die Absorption von Blaulicht durch
photosenstive  Stoffe  konnen  hochresktive Spezies, u. a  Singulettssuerstoff — oder
Hydroxylradikae, erzeugt werden, welche mit ungesittigten Fettsiuren, wie Se in den
AuRensegementen der retinalen Photorezeptoren zu finden sind, reagiererf 124!,
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Caratinoide besitzen zwe wichtige Eigenschaften:

a) die Fahigkeit, Singulettsauerstoff zu desaktiviererf 1241631291 gy
b) ihre Reaktivitét gegentiber anderen regktiven Sauerstoffspezies, wie
Peroxylradiikal erf 34126:1491

Es wird vermutet, dal3 Luten und Zeaxanthin auch aufgrund ihrer antioxidativen Wirkung in
die Retina eingelagert werdert 122/,

Die dtersbedingte Maculadegeneration (AMD) ist ene irreversble Degeneration des
Pigmentepithels, die in schweren Fdlen zur Blindhet fihren kann. Die Pathogenese dieser
Krankhet is noch unklar. Vermutlich spiden Oxidationsregktionen eine wichtige Rolle. Da
die Retina Uber eine hohe metabolische Aktivitét verflgt, i der Blutstrom ebenso wie der
Sauerdoffpatiddruck im Vergleich zu anderen Geweben hoch. Eines der Zide des
oxiddiven Angriffs gdlen die ungesittigten Fettsduren dar, die ein wichtiger Bestandteil der
Photorezeptoret > und des Pigmentepithels sind. Dessen Schédigung filhrt zur Entstehung
der AMD.

Es wird vermutet, dal? Lutein und Zeaxanthin as in der Macula lutea lokdiserte Carotinoide
die Entwicklung einer AMD verlangsamer! 1221271281 zwgr unterscheidet sich die Lutein- und
Zeaxanthinblutkonzentration der AMD-Patienten nicht von der der Kontrolled'?®| jedoch ist
die Dichte diessr Pigmente in der Retina der Erkrankten niedriger as in denen gesunder
Menscherf*?Y. Eingebaut in Lipidmembranen zeigen sowohl Lutein, as auch Zeaxanthin
dnen Schutz vor UV-induzierter Oxidatiod™®°!. Unterstiitzt wird die Vermutung durch ene
Untersuchung der Eye Disease Case-Control Study Group!™Y bel der ene gesteigerte
Aufnahme von caratinoidreicher Nahrung, insbesondere von griinem Blattgemtise, das Risko,
an AMD zu erkranken, senkte. Dunkelgrine Gemisesorten snd eine Hauptquelle der

Maculapigmente Lutein und Zeaxanthin 32,
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1.2 Lipide

Fette und fettdhnliche Stoffe werden ds Lipide bezeichnet. Be den Phospholipiden handdt es
sch um Ester hoherer Carbonséuren, bestehend aus 12 bis 36 Kohlenstoffatomen. Sie dienen
in hoheren Organigmen nicht nur ds Energierdger und Signamolekille, sondern snd auch

Bausteine von Membranen.

1.2.1  Struktur und Eigenschaften der Phospholipide

Phospholipide snd wasserunlodich, 16sen sch dagegen gut in organischen  Lésungsmitteln
wie Chloroform oder Tetrahydrofuran (THF). Man kann de aufgrund ihres Aufbaus in zwe
Gruppen unterteiler 33!

1. Phosphalipide, die Glycerin, einen dreiwertigen Alkohol, enthalten

2. Phospholipide, deren Alkoholkomponente Sphingosinist.

Das Phosphoglycerid besteht aus einem  Glycerinriickgrat, welches Uber Egterbindungen mit
zwel  FettsBuremolekiilen und enem phosphorylierten Alkohol verbunden ist. Dabe  handdt
gch be der Alkoholkomponente entweder um Serin, Ethanolamin, Inostol oder Cholin. Die
Phosphatidylcholine (s. Abb.8) snd der wichtigde Bedtandtell der Membranen hoherer
Organismen.

O
CH3—(0H2)14_C_O—C|:H2
CH;—(CHy); ~C=—=C—(CH,); — C—0—CH o Chs
H H (") I T @ /
H,C——0——P—0~C-C~N—CH;
') Hz H;
© CH,

Abb. 8: 1- Pdmityl- 2- oleyl- phosphatidylchalin.
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Die in Phospholipiden haufig auftretenden Fettsturen enthdten zwischen 14 und 24
Kohlengstoffatome, wobel solche mit 16 bis 18 am héufigden vertreten snd. Phospholipide
konnen sowohl gesdttigte, ds auch ungesitigte Fettsturen  enthdten. Dabel  igt die
Doppelbindung der Fettséuren fast immer cis-konfiguriert.

1.2.2  Lipiddoppelschichten und Liposomen

Das adffdligge und zugleich wichtiggde Mekmd der Membranlipide igt  ihr
amphiphathischer Charakter!®®®!. Sie bestehen, wie im Fal der Phospholipide, aus einer
polaren Kopfregion und hydrophoben Kohlenwasserstoffresten. Bel Kontakt mit waéssrigen
Losungen werden die Kohlenwasserstoffreste von der polaren Umgebung abgestolien,
wéhrend sch die polaren Kopfe ihr zuwenden, wodurch ene Mizdle (s. Abb. 9, links) oder
eine Lipiddoppelschicht (s Abb. 9, Mitte) entsteht. Phospholipide ordnen sich bevorzugt zu
ener Lipiddoppdschicht an, da die langen Kohlenwasserdoffketten keinen Raum im Inneren
der Mizelle finden.

o ,. .' e e inmeres, wilriges
e | /9 [ ot ~~ Kompartiment _——
% ) b g ; _— o
e /e Al
s =1
. == ——— . .
.:_zfl_;;.l.ﬁ__"- 8
. LN . —
| =
e _ e >
. . . sl it o __. " Doppelschichtmembran

Abb.9:  Anordnungsmiglichkeiten von Lipiden in wassiger Losung (links  Mizdle,
Mitte: Lipiddoppel schicht, rechts. Liposom).

Lipiddoppelschichten dienen im Organismus ds Permesbilitdtsschranken zwischen  Zelen
und unterschiedlichen Zdlkompartimenten und werden Membran genannt, wobel die Lange
der Kohlenwasserdoffketten und Anzahl der Doppebindungen die Membranfluiditét
beainfluld. Charakteriisch flr das Ausbilden einer Lipiddoppelschicht ist, dald dieser Prozef3
spontan vor sich geht (,self-assembly“)[**3. Verantwortlich dafir sind hydrophobe Kréfte
zwichen  Kohlenwasserstoffketten  wirken  van-der-Walskrafte  Zusizlich  <abiliserend
wirken die dektrogatischen Bindungen und Wassartoffbriicken zwischen den polaren

Kopfregionen und den Wassermolekiilen der Lésung.



17

Ein energetisch ungingiger Kontakt der hydrophoben Kohlenwasserstoffketten mit  der
wéssigen Umgebung wird durch die Ausbildung von Lipidvesken, sogenannten Liposomen
(s. Abb. 9, rechts, S. 16), verhindert. Liposomen finden sowohl in der Forschung, ds auch in
der Medizin Anwendung*¥. Im Veskeinnenraum werden z. B. Arzneimitted oder auch
Peptide, bzw. Proteine transportiert. Sie werden oft zur transcutanen Applikation von
Wirkgtoffen eingesetzt. In der Wissenscheft dienen Liposomen ds Membranmoddle, um
Informationen Uber die Funktionen der Biomembran und ihre Permesbilitée zu gewinnen;

membrangtandige Proteine kdnnen in solche Systeme eingebaut und untersucht werden.

1.2.3  Orientierung und Wirkung von Carctinoiden in liposomaen Membranen

Von besonderem Interesse i es, die antioxidative Wirkung der Carotinoide unter moglichst
physologischen Bedingungen zu untersuchen. So gilt die Aufmerksamket vor dlem dem
Schutz von Zdlkomponenten, bzw. zdlulé&ren Bestandteilen. Wegen ihrer unpolaren Struktur
losen dch Caotinoide jedoch ausschliedich in organischen Losungsmitteln. Der  Einbau
dieser Moleklle in die Lipidmembran von Liposomen ermiglicht ene rdativ glechmédidge
Vertalung von Carotinoiden im wéssigen Medium und gelt gleichzeitig eine Nachahmung
physiologischer Bedingungen dar.

Mit Hilfe des liposomaden Systems konnte gezeigt werden, dal? enige Carotinoide die
Membran vor radikaischen Angriffen zu schitzen vermogen'61%7l. Be  verschiedenen
Carotinoiden wurde ene Abgufung ihres protektiven Effekts beobachtet, der vermutlich mit
der unterschiedlichen Struktur  in Zusammenhang deht. So  haben  bespidsweise
Hydroxylgruppen ds Subdituenten, wie im Fdl von Luten und Zeaxanthin, enen
erheblichen Einflul auf die Polarité und damit auf die Orientierung in der Membran. In
Arbeiten von Gabrielska und Gruszecki**®1"l wurde gezeigt, da das unpolare b-Carotin
waagerecht in der Lipiddoppeschicht eingebettet i und somit nicht mit dem umgebenden
wéssrigen Medium in Kontakt kommt (s. Abb. 10, S. 18).
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Lipidmembran

beta-Carotin Zeaxanthin

Abb. 10:  Orientierung von Carotinoiden verschiedener Polaritét in der Lipidmembrar >,

Im Gegensatz dazu liegt Zeaxanthin fast senkrecht in der Membran, die polaren Gruppen in
den polaren Bereichen der Doppelschicht verankert. Ahnliche Befunde lieferten Messungen
mit Violaxanthin, einem weteren Xanthophyll. Zusizlich wurde auch ene Verdickung der
mit Xanthophyll beladenen Membran fedgedtelt. b- Carotin erhtht die Bewegungsfreiheit
der polaren Kopfgruppen der Lipide und schwacht die Membranstrukturl®®8-140 Als Folge
erhdht sch die Durchléssgkeit der Lippidoppeschicht fur lonen. Im Gegensatiz dazu fuhrt der
Einbau von Zeaxatthin zu eng dareen Membrangruktur, und erniedrigt die
Eindringmoglichkeit fur polare Subgtanzen. Dies |d% auch auf ene physologische Funktion
der Carotinoide im Hinblick auf die Modulation der Membranfluiditét schlief3en.



19

1.3 Problemstellung

Zid der vorliegenden Arbat ig die Prgparation und Charakteriserung von multilamelaren
und unilamdlaren Liposomen, die mit unterschiedlichen Antioxidantien beladen snd. Als
lipophile Antioxidantien sollen Carotinoide und a-Tocopherol in die Liposomenmembran
eingebaut werden; der hydrophile Innenraum unilamelarer Liposomen wird mit Glutathion
bel aden.

Mit Hilfe diesess Sysems sollen die pro- und antioxidativen Eigenschaften der genannten
Antioxidantien im lipophilen/hydrophilen Kompartimentenmodell untersucht und
quantifiziet werden. Desweteren <ollen Studien  zur  Interektion von  Antioxidantien
durchgefihrt und eventudle synergidische Effekte aufgezeigt werden. Mit Glutathion und
Carotinoiden beladene Liposomen sollen eingesetzt werden, um den mdglichen Transport
ener ,radikdischen Lagt” Uber die Membranbarriere zu studieren. Zudem soll der Effekt von
Cadtinoiden auf die Membrandabilitdt ermittet und Blaulichtfiltereffekte ausgewéhlter
Carotinoide exemplarisch untersucht werden.

Die Arbaten gehen im Zusammenhang mit den Schutzwirkungen von Carotinoiden und
anderen Antioxidantien bel  degenerativen Erkrankungen und sollen Rickschlisse auf die
biochemischen, chemischen und physkaischen Mechanismen elauben, die solchen
praventiven Effekten zugrunde liegen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Losungsmittel

b-Carotin, Lutein, Zeaxanthin und b- Cryptoxanthin wurden von Hoffmann-La Roche (Basd,
Schweiz) zur Verfligung gestdlt. Lykopin, a- Carotin, Glutathion, Katdase, 1,2-Dipdmitoyl-
sn-Glycero-phosphatidylcholin,  Lucifer Gelb  CH und  2,6-Di-tertiér- butyl-4- methyl phenol
(BHT) wurden von Sigma (Desenhofen, Deutschland) bezogen. 3-sn-Phosphatidylcholin aus
Eigdb, Huorescamin (Huram) und b-Apo-8-caotend dammten von Fluka (Buchs,
Schweiz). 2,2'-Azobiq2,4dimethylvaeronitril] (AMVN) wurde von Wako (Osska, Japan)
geliefert.  Xanthin-Oxidase wurde von Boehringer (Ingdheim, Deutschland) gdigfert. Alle
Ubrigen verwendeten Ldsungsmittel und Chemikdien wurden von Merck  (Darmstadt,
Deutschland), Sgma (Desenhofen, Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Aldrich
(Steinheim, Deutschland) und Riedd-de Haén (Sedze, Deutschland) bezogen und hatten
mindestens p. A. Qudité. Stickstoff der Reinheit 5.0 wurde von Linde (Hollriegeskreuth,
Deutschland) gdliefert.

2.2 Gerate

221  HPLC-Andytik
Pumpe: LaChrom L-7100 (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Detektor: L-4200 UV-VIS Detector (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
LaChrom UV-VIS Detector L-7420 (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Fluorescence Detector L-7480 (Merck-Hitachi, Darmgtadt, Deutschland)
Integrator: D-2500 Chromato- Integrator 7480 (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
D-7500 Integrator 7480 (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Autosampler: 655 A-40 Autosampler 7480 (Merck-Hitachi, Darmstadit, Deutschland)
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Sulen: a) TBARS-Andyss 5° 250-mmLichrospher 100 RP 18-e Saule (Merck,
Darmstadt, Deutschland)
b) Glutathionandyse 5° 250-mmLichrospher 100 RP 18-e Saule (Merck,
Darmstadt, Deutschland)
c) Cactinoidandyse:  Suplex  pKb-100; 5um  (Supdco;, Bedlefonte
Pennsylvania; U.SA.)

2.2.2 UV/VIS Spektroskopie
UV/VIS Spectrometer Lamda 2 (Perkin-Elmer, Uberlingen, Deutschland)

Pharmacia LK B, Ultraspec |11 (Amersham, Freiburg, Deutschland)
DUP 530 Life Science UV/VIS Spectrometer (Beckman, Minchen, Deutschland)

2.2.3  Huoreszenzspektroskopie

LS-5 Luminescence Spectrometer (Perkin-Elmer, Uberlingen, Deutschland)

224  Transmissonseektronenmikroskopie

Prilips EM 400 (Philips, Berlin, Deutschiand)

225  Extrusonsgpparatur

Liposo Fast (Milsch Equipment, Laudenbach, Deutschland)

2 Hamilton 500 pl Spritzen, #1750 TLL ohne Kolbenstop (Hamilton, Reno, Nevada, U.SA.)
Polycarbonat Membranfilter, Porengrole 100 nm und 400 nm (Milsch Equipment,
Laudenbach, Deutschland)
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2.2.6  Zentrifugen

Beckman Spinco L2-65B (Beckman, Minchen, Deutschland)

Beckman L8-60M Ultrazentrifuge (Beckman, M inchen, Deutschland)

Sorval RC-5B Zentrifuge (Sorval; DuPont Instruments, Newtown, Missouri, U.SA.).
Hettich Universd 30 RF (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

227 Sondgige Gerédte

Membranfiltration:  Amicon, RUhrzelle 8010 (Millipore Corporation, Bedford, Maine,
USA)
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2.3 Methoden

231 Prgpaaion multilamelarer Liposomen

In Reagenzglésern werden StammlGsungen aus Carotinoiden, a- Tocopherol, Quercetin bzw.
ene Mischung bestehend aus bis zu deben diesr Komponenten gelést in THF mit
3-sn-Phosphatidylcholin in Chloroform  vermischt und unter einem leichten  Stickgtoffstrom
getrocknet. Zu dem so an der Wand des Glases entstandenen Lipidfilm  wird
100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) zugeflgt und die hydrophoben Komponenten durch
5 min Ultraschdlbehandlung in Suspenson gebracht. Die Endkonzentration des Lipids
betragt 1 mg/ml. Die Suspendonen werden zu jeder Zet im  Dunkedn gehdten.
Kontrollliposomen enthalten weder Carotinoid noch a - Tocopherol, bzw. Quercetin.

232 Prgpardion unilamelarer Liposomen

In einem 50 ml Rundkolben wird eine geaignete Menge einer 3-sn-Phosphatidylcholin-, bzw.
1,2-Dipamitoyl-sn-Glycer o-phosphatidylcholingammlosung  abgemessen.  Nach  Zugabe des
Carotinoids wird das Losungamittd im Rotationsverdampfer evaporiert bis ein dinner Fim
an der Kolbenwand zurtickbleibt. Dieser wird in 100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,4)
aufgenommen (I mg/ml  Lipidendkonzentration) und im Wassartbad bel ca 30°C  unter
vorschtigegm Schwenken suspendiert. Die entdandene Suspenson wird in ein Reagenzglas
umgeflllt und fir 20 min be 20 — 25°C mit Ultraschadl behanddt. Es bilden s€ch
multilamdlare Veskd unterschiedlicher Grofe. Um  unilamdlare Liposomen zu erhdten,
wird die Lipidsuspension extrudiert!®®®). Dabei wird die Veskelsuspenson wiederholt (20°)
durch ene Polycarbonatmembran (Porendurchmesser 100 nm) filtriert. Jeder Arbeitsschritt
wird unter Abdunklung durchgeftihrt. Kontrollliposomen werden ohne Zugabe von
Carotinoiden auf gleichem Weg prépariert.
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2.3.3  Prgparation unilamdlarer Liposomen beladen mit Glutathion oder Lucifer Gelb

Definite  Mengen von  3-sn-Phosphatidylcholin,  bzw.  1,2-Dipdmitoyl-sn-Glycero-
phosphatidylchalin - werden in e@nem 50 ml Rundkolben in Chloroform gdés, mit
Carotinoidstammldsung  (Kontrollen enthdten keine Carotinoide) vermischt und durch einen
Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Zu dem an der Kolbenwand verbliebenen
Lipidfilm wird 100 mM Glutathion, bzw. 1,25 mM Lucifer Gelb erthatender 100 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) zugeflgt. Die Lipidendkonzentration betragt 5 mg/ml. Nach
20 min Ultraschadlbehandlung wird die Suspenson durch ene Polycarbonatmembran
(Porendurchmesser 400 nm) wiederholt (20°) extrudiert. Bis zur anschliel3enden Reinigung
wird die Liposomensuspenson in enem Schraubdeckdresgenzglas be 4°C im Dunkeln
gelagert.

234 Renigung unilamdlarer Liposomen von nicht engeschlossenem  Glutathion,  bzw.
Lucifer Gelb

Zur Aufreinigung der unter 2.3.3 erhdtenen unilamdlaren Lipidveskd sehen vier Methoden
zur Verflgung.

a) Didyse

Ein Diadysechlauch von ca 3 cm Lange wird mit 500 pl Liposomensuspension beladen und
verschlossen. Zur Didyse wird dieser in ein Gefdd mit 5 1 100 mM  Natriumphosphatpuffer
(pH 7,4) gegeben und Uber Nacht bei 4°C gerthrt. Daraufhin wird ene Probe zur
Bestimmung des GSH-Gehdts im Liposomeninnenraum und des umgebenden Mediums
entnommen.

b) Gdfiltration

Ca 40 ml ener Sepharose 4B-Gesuspenson werden et mit 100 ml dedilliertem Wasser
vorgequollen und anschlie?end in 100 ml  Natriumphosphatpuffer aquilibriet. Nach dem
Abdekantieren wird das Sdulenmaterid in ca 30 ml Puffer aufgenommen und ene
1,2° 25cm Sade auf ene Fullhthe von ca 17 cm gepackt. Zur Reinigung wird die unter
2.3.3 erhatene Veskedsuspenson auf die Saule gegeben, sobad der Pufferstand auf Hohe der
oberden Schicht des Sdulenmaterids id. I die zu ladende Suspenson in das Gd
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eingedrungen, werden wieder langsam enige Tropfen Puffer ds Laufmittd hinzugeflgt. Zur
Beschleunigung des Laufs kann von auf3en Druck durch Stickstoffbegasung angelegt werden.
Es werden 3-ml-Fraktionen gesammelt und auf Glutathion Gberpriift.

C) Zentrifugation

Das nicht engeschlossene Glutathion, bzw. Lucifer Geb, kann auch durch zwemdiges
Zentrifugieren in @nem SS 34 Rotor bei RT entfernt werden. Beide Laufe werden 10 min bel
47800 g durchgefuhrt. Anschlief3end wird das anfdlende Pelet in 100 mM Natriumphosphat-
puffer (pH 7,4) aufgenommen. Sollten sch die Veskd nicht ausreichend sedimentieren
lassen, so kann die Sugpension 1:1 verdiinnt und erneut zentrifugiert werden.

Die Renigung kann auch Uber Ultrazentrifugetion durch zwe Laufe fur je 1 h ba 1100009
(35000 Upm im Ti 50 Rotor) und 4°C erfolgen.

Sollwert der Lipidkonzentration der Glutathion-Liposomen: 5 mg/ml

Sollwert der Lipidkonzentration der Lucifer Gelb- Liposomen: 25 mg/ml.

d) Membranfiltration durch eéine Amicon Ruhrzdle

Die Veskdprgparation aus 2.3.3 (S.24) wird in eine AmiconRihrzele pipettiert. Durch
Druck (Stickstoffbegasung) wird das die Liposomen umgebende Medium durch ene
Filtermembran mit einer Ausschlul3grenze von 3000 Da geprefd. Abhdngig vom eingesstzten
Volumen und Druck wird in regdmédgen Absténden frischer Puffer zugesetzt, wobel darauf
geachtet werden mul}, da3 die auf der Filteemembran verblicdbenen Veskd wieder
aufgeschlammt werden. Dieser Schritt wird so oft wiederholt, bis im Eluent kein GSH oder
Lucifer Gelb mehr nachweisbar i<

2.3.5 Initiation der oxidativen Reaktionen

Abhéngig von der Fragestdlung konnen verschiedene radikagenerierende Systeme
verwendet werden. Soll die Schutzwirkung der Carotinoide in der Membran untersucht
werden, so werden lipophile Oxidantien eingesetzt. Studien, bei denen eine Diffuson von
Radikalen duch die Membran vermieden werden muf3, efordern die Produktion von
hydrophilen reaktiven Spezies.

Die Lipidperoxidaion wird durch Zugabe von in peoxidifrdaen THF gdéden
2,2"- Azobiq 2,4- dimethylvaeronitril] (AMVN) z2u dem Inkubationsmedium
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(Endkonzentration 10 mM) initiiert. Der THF-Gehdt der Ldsungen betrdgt in dlen Félen
1%. Die Resktionen werden im Dunkeln bei Atmosphérensauerstoffgenalt!*4Y ausgefiihrt. Fr
die Andyse der Endpunkte wird jede Stunde ein Aliquot entnommen und in flissgem
Stickstoff engefroren. In Veskdsuspensonen bestehend aus gesdttigten Lipiden kann die
Oxidation durch Xanthin-Oxidase in verschiedenen Konzentrationen in 20 mM Xanthin-
Losung induziert werden. Um dcherzugelen, dald ausschlieldich das Superoxidanion an der
Oxidation beteligt ist, wird der Ansaiz mit Katdase (1160 U/ml) versetzt. Die Inkubation
efolgt Uber 60min be 30, bzw. 37°C unter Lichtausschlu Eine zweite Moglichket zur
Generierung  wasserlodicher  Radikde bietet der Einstiz von 1,2 mM  Ammonium-
peroxodisulfat bei 25°C. Die Resktion wird durch Einfrieren in fllissgem Stickstoff gestoppt.

2.3.6  Andysevon thiobarbitursaureresktiven Substanzen (TBARS);
Maondiadehyd (MDA)

Die Bildung von TBARS gilt ds Indiketor fir die Lipidperoxidetion. Im Rahmen der
vorliegenden  Arbet weden zwe  prinzipidl  dwnliche Vefdren zur Messung und
Quantifizierung angewandt.

05 ml Proben werden mit 15 ml Puffer (2 10* M EDTA; 1% Phosphorsiure;

2 10° mM BHT), 05 ml 05 %iger Thiobarbitursiure und 50 pl BHT (10 %ig, gdést in

Ethanol) versetzt. Die Resktionddsung wird anschlieiend in einem Wassartbad 30 min auf

100°C erhitzt. Nach dem Abkihlen kann man den entstandenen roten Farbstoff (s. Abb. 11,

S. 27) auf verschiedenen Wegen quantitativ anayseren.

a) Zu der vollgandig abgekiihlten Losung wird die Hafte des Volumens an Butanol zugefligt
und der Farbgtoff durch kréftiges Schitteln in die organische Phase Uberfihrt. Im
Spektrometer  werden  Spektren  im  Welenldngenbereich  von  515bis 550 nrm
aufgenommen. Die MDA-Agquivaente kénnen mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten fur
das MDA-Addukt (esz> = 1,56~ 10° M™* cmt) ermittelt werden.

b) Die mit Thiobarbitursiure umgesetzten Proben werden mit Hilfe enes Autosamplers auf
die HPLC gespritzt. Dabel efolgt die Trennung Uber eine 5° 250-mm Lichrospher 100 RP
18-e SAlle Die Huoreszenz wird be ener Anregungswvdlenldnge von 513 nm und
Emissonswellenlénge von 550 nm detektiert. Das Hiefdmittel besteht aus 55 % 50 mM
Kdiumphosphatpuffer (pH 5,5) und 45 % Methanol. Die Flieljgeschwindigkeit liegt bel
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0,75 mi/min. Die Konzentrationen werden mit Hilfe enes MDA-Mengenstandards und
ener Eichgerade ermittelt.
Es mul3 darauf geachtet werden, dal3 Abbauprodukte der Carotinoide keine interferierenden
Signde egeben. Beide Methoden dnd nicht sdektiv fur MDA. Daher wird in der
vorliegenden Arbalt der Begriff TBARS verwendet.

S N OH HO N SH

N A A N
OH OH

Abb. 11:  Strukturforme des Reaktionsprodukts aus Maondiadehyd und Thiobarbitur-

saurd 144,

2.3.7 Glutahionandyse

Folgende zwel Methoden konnen fir die quantitaive Anadyse von Glutathion angewandt

werden;

a 09 m enea 11 mM Diethylentriaminpentaessgsdurddsung (gt in Phosphatpuffer,
PBS. 15 mM Kdiumdihydrogenphosphat; 81 mM  Dinatriumhydrogenphosphat;
1,37 M Natriumchlorid; 27 mM Kdiumchlorid; pH 7,4), 0,1 ml 25 mM ethanolische
5,5 -Dithiohis- (2-Nitrobenzoesture)losung und 20 pl der zu andysierenden Probe werden
gut gemischt und ca 30 sec sehen gelassen. Die entstandene gelbe Losung kann im
Photometer bei 412 nm vermessen und die GSH-Konzentration mit Hilfe einer Eichgerade

ermittelt werden.

b) Zu 0,75 ml 100 mM Boratpuffer (pH 8,0) werden 50 pl der Andysddsung pipettiert und
mit 0,2 ml Fuorescamin (05mg/ml Aceton) versetzt. Nech efolgter Derivatiserung wird
die Huoreszenz nech Auftrennung durch HPLC bea ener Anregungswvelenléange von
390 nm und einer Emissonswelenlange von 475 nm gemessen. Das Laufmittel bestent aus
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70% 0,1 M Citratpuffer (pH 3,0) und 30% Acetonitril. Die Hief3geschwindigkelt betrégt
0,8 mi/minf**¥!, Die GSH-K onzentration wird (iber eine Eichgerade ermittelt.

238  Caotinoidandytik

Die Liposomenproben werden mit 2 mM Kaiumphosphatpuffer (pH 7,2, 250 mg/ml EDTA),
internem  Standard  (b-Apo-8'-caratind) und Ethanol vermischt**4. Nach Zugabe eines
n-Hexar/Dichlormethangemischs (5:1, viv) und BHT (Endkonzentration 0,01 %) wird die
Probe fur 1 min geschittet, 5 min ultraschdlbehanddt, 30 sec geschiittedt und anschliel2end
10 min bel 4500 Upm (Hettich Universd 30 RF), 16°C zentrifugiert. Die organische Phase
wird in en frisches Reagenzglas Uberfihrt und das Lésungamitted unter einem leichten
Stickstoffsirom abgeblasen. An der Glaswand zuriickgebliebene Carotinoidreste werden mit
Diethylether heruntergespllt und erneut getrocknet. Die verbliebenen Carotinoide werden in
20 pl Dichlormethen und 180 pl des Laufmittes (Methanol/Acetonitril/2-Propanol, 54:44:2)
aufgenommen, Uber HPLC getrennt und bel einer Welenldnge von 450 nm, bzw. 472 nm
(Lykopin) detektiert. Die Quantifizierung erfolgt Uber Eichgerade mit internem Standard. Alle
Schritte werden im Dunkeln ausgefihrt.

2.3.9  Carotinoidstammlsungen

Die Carotinoidkrigdle werden in n-Hexar/Dichlormethan (1:1, v:v) oder peroxidfreem THF
geost und be —70°C gelagert. Nicht gedoste Partike konnen durch Fltration (Millipore
SIHVLOANS, 0,45 pum Porengrole) entfernt werden. Es wurden nur Lésungen mit einem
Reinhatsgrad grolzer 93 % verwendet (bestimmt Gber HPLC).

2.3.10 Carotinoidarbeitd Gsungen
Fir die Andytik werden dle Stammlosungen auf eine Konzentration von ca 3 pugm

verdinnt. Zusézlich wird eine b-Apo-8-carotindlésung prépariert, die ene Extinktion von
ca. 0,2 bei 450 nm aufwes.



2.3.11 Konzentrationsbestimmung von Carotinoiden und a - Tocopherol

Die StammlGsungen werden 1:40, bzw. 1:160 in n-Hexan, bzw. Ethanol (a-Tocopherol)
vedinnt und die Extinktion gegen n-Hexan, bzw. Ethanol be den entsprechenden
Wi lenldngen gemessen.

Der Konzentrationsberechnung liegt das Lambert-Beer"sche Gesetz zugrunde, dabel werden

folgende Extinktionskoeffizienten verwendet! 24520

a-Carotin
b-Carotin

Lutein
Zeaxanthin

b- Cryptoxanthin
Lykopin

a- Tocopherol

€446 = 145500 [MtcmY]
€450 = 139 000 [M e
ess0 = 136 600 [M e
ess0 = 132 912 [MtemY]
es451 = 136 000 [MtemY]
e472 = 184 575 [Mtem!]
€292 = 3267 [Mlem?
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3. Ergebnisse

3.1 Multilamellare Liposomen

3.1.1 Antioxidative Wirkung verschiedener natirlicher Antioxidantien

Carotinoide, Tocopherole und Havonoide zéhlen zu den natdrlichen Antioxidantien, die mit
der Nahrung aufgenommen werden. Um die antioxidative Wirkung diessr Substanzen
quantitativ bestimmen zu koénnen und Carotinoide verschiedener Strukturen untereinander und
mit a- Tocopherol, bzw. Quercetin (Abb. 12) zu verglechen, werden multilamelare

Liposomen ds Moddlsystem verwendet.

a- Tocopherol

Quercetin
OH O
OH
HO 0 7 |
\,/ o
OH

Abb. 12:  Strukturformen von a - Tocopherol und Quercetin.
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AlsIndikator der Lipidperoxidation dienen dabel die wahrend der Inkubation mit 10 mM
AMVN (2h, 37°C) entstandenen thiobarbitursiurereaktiven Substanzen (TBARS). Die
TBARS-Bildung wird im Fal der multilamellaren Liposomen spektrophotometrisch bestimmt
und mit Hilfe des MDA-Extinktionskoeffizeiten as MDA-Aquiva ente ausgewertet

(Kap. 2.3.6, S. 26).

Tab. 1 zeigt einen quantitativen Vergleich der verschiedenen Wirkungen der untersuchten
Antioxidantien nach zweistindiger Inkubation mit 10 mM AMV N. Alle Komponenten
werden in ener Konzentration von 3 uM (3 nmol Antioxidans/mg Phospholipid) eingesetzt
und mit den Werten der Kontrollsuspension ohne eingelagerte Antioxidantien verglichen. Die
in der Kontrolle erhdtene TBARS-Menge von 2,1 + 0,2 nmol/mg Phospholipid wird auf

100 % gesatzt. Zur Bestimmung der Autoxidation, wird pardlel zu jeder Probe ein Ansatz bei
0°C inkubiert; die hier gemessene TBARS-Menge wird von der entsprechenden Probe
subtrahiert.

Tab. 1. TBARS-Bildung in multilandlaren Liposomen initiiet durch 10 mM AMVN
(Vergleich der Wirkung verschiedener Carcotinoide in der Konzentration 3 M,
bzw. 3 nmol/mg Phaspholipid).

Probe TBARS/[%)]? n
Kontrolle? 1009 35
Lykopin 2510 17

a- Carotin 51+8 33
b- Carotin 73+9 30

b- Cryptoxanthin 55+8 30
Zeaxanthin 739 23
Lutein 779 14

a-Tocopherol 4317

Quercetin 81+17 4

2 100% entsprechen 2,1+0,2 nmol/mg Phospholipid

Mit einer 75 %igen Absenkung auf enen Wert von 25 % des in den Kontrollliposomen
gemessenen  TBARS-Gehdtes zeigt Lykopin die dékse antioxidative Wirkung aler
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getesteten Subgtanzen. Alle weteren untersuchten Carotinoide inhibieren die Lipidoxidation
im geingeren Ma3 Unter den vorliegenden Bedingungen wird ene Abstufung des
antioxidativen Effektsin der Rehenfolge:

Lykopin > a- Tocopherol > a- Carotin > b- Cryptoxanthin >Zeaxanthin = b- Carotin > Lutein
> Quercetin beobachtet (vergl. Tab. 1, S. 31). Das lipidlédiche a- Tocopherol zeigt mit 43 %
des Kontrollwerts eine darke inhibitorische Wirkung. Auffallig it der grole Unterschied
zwichen a- und b-Caotin. Obwohl dch beide srukturdl lediglich durch die Podtion der
Doppelbindung im lononring unterscheiden, betrégt die Differenz der TBARS-Werte 22 %.
Dabe i a-Carotin das Stérkere Antioxidans. Betrachtet man die Ubrigen Verbindungen, so
gdlt man, mit Ausnahme des b-Carotins, eine Abschwéchung der antioxidativen Wirkung
fed, die mit ener Zunahme der Anzahl polarer Gruppen einhergeht. Das Havonoid Quercetin
zeigt in diesem System die geringste protektive Wirkung.

3.1.2 Synegigische Wirkungen von Mischungen von Antioxidantien

Da im Humansarum immer Carotinoidkombinationen vorhanden snd, sollen im Sysem der
multilamdlaren Liposomen diee Mischungsverhditnisse maglichs  nachempfunden und die
Gemische auf ihre lipidschitzenden Eigenschaften  hin - untersucht  werden.  Mdégliche
Interaktionen mit a-Tocopherol und Quercetin werden dabel ebenfals Uberprift. Um die
kombinierte Wirkung mehrerer Antioxidantien abschétzen zu konnen, werden baserend auf
den Einzewerten aus Tab.1 (S. 31) theoretische additive ,Erwartungswerte’ nach folgender
Formel berechnet:

Theoretischer Wert = (S Experimenteler Einzdwert[%] ~ Molarité&[uM]) : 3[uM] (Formel 1)
In Tab.2 (S.33) dnd die Zusammensstzungen und Kennzeichnungen dler engesetzten

Mischungen aufgdidet. Allen Kombinaionen liegt die Mischung M1 zugrunde. Sie enthalt
die im Blut hauptséchlich vorkommenden Caratinoide.
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Tab. 2: Zusammensgtzung der auf  antioxidative Aktivitdt getesteten Carotinoid-, Carotinoid/a-Tocopherol- und  Carotinoid/Quercetin-
mischungen (Endkonzentretion aler Mischungen in der Liposomensuspension: 3 M, bzw. 3 nmol/mg Phospholipid).

Kennzeichnung | Lykopin  a- Carotin  b-Carotin  b- Cryptoxanthin -~ Zeaxanthin - Lutein  a-Tocopherol ~ Quercetin
[nmol/mg Phospholipid]
M1 0,66 0,33 0,66 0,33 0,33 0,66 - -
M2 - 0,43 0,86 0,43 0,43 0,86 - -
M3 0,86 0,43 0,86 0,43 0,43 - - -
M4 - 0,60 1,20 0,60 0,60 - - -
M5 1,20 0,60 - 0,60 0,60 - - -
M6 0,07 0,03 0,07 0,03 0,03 0,07 2,70 -
M7 1,50 1,50 - - - - - -
M8 2,00 1,00 - - - - - -
M9 2,00 - - 1,00 - - - -
M10 1,50 - - - - 1,50 - -
M1l 2,00 - - - 1,00 - - -
M12 - - 1,00 - - 2,00 - -
M13 - 1,00 2,00 - - - - -
M14 0,07 0,03 0,07 0,03 0,03 0,07 - 2,70
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De ewartete additive TBARS-Wert fir M1 berechnet nach Formel 1 (s. S. 32) betragt 59 %
der Kontrolle. Gemessen wird hingegen ein Wert von 37 % der Kontrolle (s. Tab. 3). Die
Differenz zwischen berechnetem und experimentell bestimmten Wert betrdgt 22 % und weist
somit auf eine synergidische, d. h. hohere ds aus dem Mittdwert dler in der Kombination
enthatenen  Carotinoideinzdwerte zu  ewartende, protektive  Wirkung  hin.  Dieser
»Supraadditive® Effekt kann auch in ener mit a- Tocopherol (M6) oder Quercetin (M14)
modifizieten Carotinoidmischung (M1) beobachtet werden (vergl. Tab. 3). Im Fal von
a-Tocopheral liegt der synergistische Effekt bel 21 %. Eine Zugabe von Quercetin erhtht die
Differenz  zwischen Erwartungswert und gemessenem Wert auf 26 %. So kann aufgrund
diesr Ergebnisse von ener substanzklassenUbergreifenden  Wechsdwirkung  verschiedener
Antioxidantien ausgegangen werden, die eine erhthte Protektion der Membranlipide bedingt.

Tab. 3: Veglech der TBARS-Bildung in multilamdlaren Liposomen bdaden mit

verschiedenen Carotinoidmischungen
(Endkonzentration 3 uM, bzw. 3 nmol/mg Phospholipid).
Mischung  Zusammensgtzung | TBARS[%]* TBARS[%)] D° n
(berechnet)®
M1 377 59 22 8
M6 M1 + a- Tocopherol 2449 45 21 6
M14 M1 + Quercetin 52+7 78 26 9

& Lipidperoxidation induziert mit 10 mM AMVN (100% entsprechen
2,1+ 0,2 nmol TBARSmg Phospholipid).
b perechneter additiver Wert (Formel 1, S. 32).

Differenz zwischen theoretischem und experimentell ermitteltem Wert.

3.1.3 Lutein und Lykopin: Ursache des synergidischen lipidprotektiven Effekts von

Carotinoidkombinationen

Um Erkenntnisse Uber die fir den supraedditiven Effekt verantwortlichen Subdtanzen zu
gewinnen, werden verschiedene auf der Carotinoidkombination M1 baserende Mischungen
auf ihre Wirkung hin untersucht (s Tab. 4, S. 35). Durch die Modifikation der Mischung
kdnnen die fur den synergistischen Effekt verantwortlichen Komponenten bestimmit werden.
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Tab. 4 Mischungen zur Besimmung der fir den Synergismus verantwortlichen
Substanzen - Vergleich mit M1
(Gesamtkonzentration 3 UM, bzw. 3 nmol/mg Phosphalipid).

Mischung  Zusammensgtzung | TBARS[%]® TBARS[%)] D¢ n
(berechnet)®
M1 377 59 22 8
M2 M1 — Lykopin 34+14 68 34 6
M3 M1 - Luten 43+11 54 11 5
M4 M1 — Lykopin 58+10 65 7 7
- Lutein
M5 M1—Luten 2718 46 19 5
- b-Carotin

& Lipidperoxidation induziert mit 10 mM AMVN (100% entsprechen

2,1+ 0,2 nmol TBARS'mg Phospholipid).
® berechneter additiver Wert (Formel 1, S. 32).

Differenz zwischen theoretischem und experimentell ermittelten Wert.

Wird Lykopin aus der Mischung M1 entfernt und die Konzentration der Ubrigen Carotinoide
erhdht, um eine Gesamtkonzentration von 3 puM (3nmol Carotinoidmg Phospholipid) zu
erhdten (M2), so beobachtet man weiterhin die supraadditive Wirkung (Differenz zwischen
theoretiscchem und experimentdlem TBARS-Wert: 34%). Der Synergismus blebt auch
erhdten, wenn Lutein in der Mischung fehlt (M3). Jedoch it dieser Effekt nun sark
abgeschwacht mit ener Differenz von 11 %. Fehlen beide Carcotinoide, Lykopin und Lutein
(M4), 0 kann nur noch ene additive Wirkung gemessen werden. Die in diessm Fal
besimmte Differenz liegt mit 7% innehalb der Fehlergrenzen der Messung. Da in
Abwesenheit von Lutein und b- Carotin (M5) hingegen wieder Synergismus beobachtet wird,
ist zu vermuten, dal3 der Effekt von Lutein und Lykopin abhangt.

Auf diesen Befunden baserend wird das Vehdten von Lykopin und Luten in
Zweikomponentenmischungen néher analysert (Tab. 5, S. 36).
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Tab. 5: Verlech von Zweikomponentenmischungen (Gesamtkonzentration der
Carotinoide: 3 uM, bzw. 3 nmol/mg Phospholipid)

Mischung Zusammensetzung TBARS[%]* TBARS/[%] D¢ n
(berechnet)®

M7 Lykopin + b- Carotin 31+10 49 18 5
M8 Lykopin + a- Carotin 21+4 34 13 5
M9 Lykopin + b- Cryptoxanthin 25+8 35 10 3
M10 Lykopin + Lutein 16+8 51 35 4
M1l Lykopin + Zeaxanthin 22+7 41 19 4
M12 Lutein + b- Carotin 44+8 76 32 9
M13 b-Carotin + a- Carotin 60+11 66 6 6

& Lipidperoxidation induziert mit 10 mM AMVN (100% entsprechen

2,1+ 0,2 nmol TBARSmg Phospholipid).
b berechneter additiver Wert (Formel 1, S. 32).

Differenz zwischen theoretischem und experimentell ermittelten Wert.

Der durch Lykopin hervorgerufene synergisische Effekt kann verbunden mit jeder in M1
enthdtenen Einzdkomponente (M7 — M11) bedtétigt werden. Die stérkste supraadditive
Wirkung (Differenz: 35%) zeigt jedoch die Lutein/Lykopin-Kombination. Auch Lutein wirkt
in Kombination mit nur einer weiteren Komponente (b- Carotin; M12) synergistisch. Dagegen
zeigt die Carotinoidmischung aus a- Carotin und b- Carotin (M13) lediglich additive Effekte.
Die Differenz vom theoretischen zum experimentdlen Wert liegt be nur 6% und is damit
innerhab der Fehlergrenze der Messung. Diese Ergebnisse bestérken die Vermutung, dal3 der
Synergismus an die Anwesenheit von Lykopin und Lutein gebunden it.
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3.1.4 Konzentrationsabhdngigkeit am Beispid von Lutein und b- Carotin

Um ene mogliche Konzentrationsabhangigkeit der antioxidativen Wirkung der Carotinoide
abschétzen zu konnen, wird die Konzentration der Carotinoide Lutein und b- Carotin von
3uM (Bnmol Carotinoidmg Phospholipid) auf 30 uM (30 nmol/mg Phospholipid)  erhoht.
Zusdtzlich wird ene Mischung aus Lutein und b-Caotin im  Vehdtnis 21
(Gesamtkonzentration der Carotinoide: 30 uM) auf ene mdgliche synergisische Wirkung hin
untersucht und mit der 3pM Kombination der Carotinoide verglichen. Aus Tab. 6 ig
ggchtlich, dad eine Seigerung der Carotinoidkonzentration um den Faktor 10 enen
unterschiedlichen Effekt auf die TBARS-Bildung zur Folge hat.

Tab. 6: Vergleich der konzentrationsabhangigen Wirkung von Lutein und b-Carotin.

Komponente/ Zusammensetzung/ TBARS/[%]® TBARS/[%] D° n
Konzentration Molverhdtnis (berechnet)®
b- Carotin - 739 - - 30
3uM
b- Carotin - 24+5 - - 4
O uM
Lutein - 779 - - 14
3uM
Lutein - 52+6 - - 4
O uM
" M12 Luein+b-Carotin | ax8 76T 329
3uM (2:1)
M12 Lutein + b- Carotin 45+11 43 -2 4
OuM 2:1

@ Lipidperoxidation induziert mit 10 mM AMVN (100% entsprechen

2,1+ 0,2 nmol TBARSmg Phospholipid).
b berechneter additiver Wert (Formel 1, S. 32).

Differenz zwischen theoretischem und experimentell ermittelten Wert.

So fuhrt die Konzentrationserhthung im Fal von b- Carotin zu einer deutlich verminderten
TBARS-Bildung; der Effekt i ba Lutein deutlich geringer ausgepragt. Auffalig igt, dald der
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Synergisnus be  erhdhter Konzentration nicht mehr beobachtet wird und lediglich en

additiver Effekt gemessen werden kann.

3.15 Dea Konzentrationsverlauf verschiedener Carotinoide in multilamelaren Liposomen

wahrend der Inkubation mit AMVN

Aufgrund der unterschiedlichen protektiven Effekte in Zweikomponentenmischungen werden
zwel  Kombinationen ausgewdhlt und der  Carotinoidkonzentrationsverlauf  wéahrend  der
Inkubationszeit verfolgt. Dabel handdt es sch um M10 (synergidischer Effekt) und M13
(edditiver Effekt). Tab. 7 zeigt die in regdmdigen Absténden aufgenommenen Mel3werte der
vier Carotinoide, Lykopin, Lutein, a- Carotin und b- Carotin.

Tab. 7 Carotinoidkonzentrationen in multilamellaren  Liposomen wahrend der  Inkubation
mit AMVN .
M10 M13
ufmir] | Lykopir® | Luter® | n | a-Cactir®; n |b-Carofif; n
0 150,15 | 1,5:0,12 4| 1,00£0,15 3 2,0010,185 3
20 | 1,44+0,11 1,1210,195 4 | 0,83£0,05 3 1,6310,23§ 3
40 | 1,36:0,14 | 097+0,14 ' 4 | 069+0,0 ' 3 | 1,33+015' 3
60 | 1,47+0,05 0,8010,07§ 4 | 0,43:0,05 3 0,8010,08§ 3
80 | 1,27+0,23 0,7010,08§ 4 | 0,24+0,02 3 o,45¢o,03§ 3
100 | 1,04+0,27 | 069+011 ' 4 | 024+0,02 ! 3 | 045:005! 3
120 | 1,45+0,09 0,5110,105 4 | 0,11£0,02 3 0,4010,035 3

a

K onzentrationsangaben in nmol Carotinoid/mg Phospholipid.

Es lassen dch zwe unterschiedliche Zetverlaufe fedsdlen. Die Lutein-, a-Carotin- und

b- Carotinkonzentrationen nehmen wéhrend der Inkubation ab, wahrend die Lykopinmenge in
der Liposomensuspension sich nur geringfigig andert (s Abb. 13 und 14, S. 39). In Tabelle 9
(S.41) dond die aus den Meldaen berechneten Glechungen der Konzentrations-
Zdtabhangigkeit aufgdliget.
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Abb. 13:  Carotinoidkonzentrations-Zeitverlauf  von Lykopin und Lutein in der Mischung
M10 wéhrend der Inkubation mit AMVN ( @: Lykopin; @: Lutein).
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Abb. 14: Carotinoidkonzentrations-Zetverlauf  von a-Caotin  und b-Carctin  in  der
Mischung M 13 wéhrend der Inkubation imt AMVN ( :a- Carotin;

@®: b- Carotin).
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Wegen des untypischen Vehdtens in der Kombination Luten/Lykopin  wird der
Konzentrationsverlauf  von Lykopin ds Einzedkomponente in Liposomen be verschiedenen
Statmengen (3 nmol Lykopinimg Phospholipid, bzw. 0,3nmol Lykopi/mg Phospholipid)
ndher untersucht. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tab. 8 dargestelIt.

Tab. 8: Konzentrations-Zatverlauf  von Lykopin in multilamelaren Liposomen wéahrend
der AMVN-Inkubation.

t[min] | Lykopin® : n Lykopin® :+ n
0 |300:025 5 | 030:002 | 3
20 | 298t003' 5 | 011+001 ' 3
40 | 2,76£0,54 5 | 006+0,02 3
60 | 2924019 5 | 006:001 | 3
80 | 2904022 ' 5 | 006£001 '@ 3
100 | 3,00£0,00 5 | 006+0,01 3
120 | 293:016 | 5 | 005:001 | 3

a Konzentrationsangabén in nmol Carotinoid/mg Phbspholipid.

Wie die Daen zeigen, blebt der Lykopingehdt be ener Anfangskonzentration von
3 nmal/mg Phospholipid auch dann  kongant, wenn dieses Caotinoid dlen in die
Membranen der Liposomen engebaut wird. Wird die Konzentration auf en Zehnte
verringert, S0 beobachtet man zunéchst eine Abnahme der Lykopinkonzentration in den ersten
40 min, danach jedoch bleibt der Carotinoidgehat nahezu kongtant (s. Abb. 15, S. 41 und 16,
S. 42).

Aus den expeimentdlen Daen werden Gleichungen fur die Konzentrations-Zeit-Kurven
berechnet (Tab. 9, S. 41).
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Aus den experimentdlen Daten berechnete K onzentrations- Zat- Kurven.

CarotinoidMischung @ Zusammensetzung/ Carotinoidabnahmefunktion r°
Startkonzentratiorf
M10 © Lutein/Lykopin [Luten=-0,4 In(t+16,1)+2,7 |0,99
[1,5/1,9] Lykopin: annghernd konstant -
M13 | a-Carctin/b-Carctin | [a-Carotin]=14 €°°Y'0.04 0,99
[1,0/2,0] [b- Carotin]=2,1" 092’V 0,97
Lykopin [3,0] konstant -
: Lykopin[03] [Lykopin]=-0,03" In(t+0,02)+0,2 | 1,00

K onzentrationsangaben in nmol Carotinoid/mg Phospholipid.

b Korrelationskoeffizient.

Abb. 15:

Inkubation mit AMVN; Anfangskonzentration 3 nmol/mg Phospholipid.
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Abb. 16: Dadedlung des Konzentrations-Zetverlaufs von Lykopin (V) wéhrend der
Inkubation mit AMVN; Anfangskonzentration 0,3 nmol/mg Phospholipid.
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3.2 Unilamellare Liposomen

321 Antioxidatives und prooxidatives Verhdten verschiedener Carotinoide in
unilamellaren Liposomen

Um den Bedingungen einer Biomembran moglichs nahe zu kommen, werden verschiedene
Carctinoide in die Lipiddoppeschicht von unilamdlaren Liposomen, die durch Extruson
(Polycarbonatmembran, Porengréf3e 100 nm) erhdten werden, inkorporiert. Die Suspensionen
werden mit 10 mM AMVN inkubiet und die TBARS-Entwicklung ds Indikator der
Lipidperoxidation bestimmt. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Struktur und der Befunde aus
dem multilamelaren Liposomensysem werden b- Carotin, Lykopin und Lutein fir die
Untersuchung verwendet. Um magliche Konzentrationseffekte beobachten zu konnen, werden
unterschiedliche Mengen der Caotinoide eingesetzt und die Bildung von TBARS im
Vergleich zu ene Kontrollsuspenson ohne Carotinoide andyset. Im Fal der unilamdlaren
Liposomen wird zur Bestimmmung der TBARS die HPLC-Auftrennung verwendet
(s.Kap.2.3.6 b, S.26) und das entsprechende Signal als MDA-Aquivaent ausgewertet. Da
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auch andere Diddehyde mit vergleichbarer Retentionszeit auftreten, wird welterhin  der

Begriff TBARS verwendet.

Die Ergebnisse aus dem Moddl mit unilandlaren Liposomen (s Tab. 10, S 44)

unterscheiden sich von denen aus dem Moddl multilamd larer Liposomen:

1) Die in den Kontrollliposomen gebildete TBARS-Menge is um dem Faktor zehn hoher
(24,2nmol  TBARS/mg Phospholipid) ds in de veglechbaren  Suspenson
multilamellarer  Liposomen (21 nmo TBARSmg Phospholipid), obwohl die
Lipidkonzentration in beiden Ansétzen gleich ist.

2) Dieantioxidativen Eigenschaften der Carotinoide sind verandert.

b- Carotin zeigt hier einen dark prooxidativen Effekt, der konzentrationsabhéngig ist. Bel

ena Menge von 3 nmol engebauttem Carotinoidimg Phospholipid werden 62 nmol

TBARSmMg Phospholipid gebildet, was verglichen mit den 24 nmol TBARSmg Phospholipid

im Fdl der Kontrolle die 2,6fache Menge ist (s Tab.10, S.44). Mit snkendem

b- Carotingehdt nimmt der prooxidetive Effekt ab, liegt aber be einer Konzentration von

0,003 nmal Caratinoid/mg Phospholipid noch be 160 %. Andere Effekte werden im Fal von

Lykopin und Lutein beobachtet. Die lipidprotektive Wirkung des Lykopins (43% TBARS

vaglichen mit der Kontrollee nimmt in Veglech zu der anttioxidativen Aktivitd im

multilamdlaren Sysem ab (25% TBARS-Entwicklung). Eine schitzende Wirkung it bei

geringerem  Lykopingehdt nicht nachweisbar, wenngleich auch kein prooxidetiver Effekt
beobachtet wird. Lutein zeigt innerhab der getesteten Konzentrationen keine (3 nmol/mg

Phospholipid), bzw. in kldneren Konzentrationen schwach prooxidative  Wirkungen

(0,3nmol/mg Phosphalipid). Die  Lykopin/Luten-Kombination, welche in  multilamelaren

Veskdsuspendonen den gaksen Synergismus zeigt, wirkt inkorporiet in unilamdlare

Liposomen prooxidativ. Wie auch bea Lutein und Lykopin dlen, schent ene hohere

Carotinoidkonzentration die Oxidation zu beglingtigen.
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Tab. 10 TBARS-Bildung in unilamdlaren Liposomen (induziet durch 10 mM AMVN,;
37°C; 2 h; 100 nm Polycarbonatmembranfilter)

Probe Carotinoid/ TBARY TBARY TBARS (berechnet)” D®¢ n
[nmoal/mg [nmol/mg [%]* [%0]
Phospholipid] Phospholipid]

Kontrolle - 24,2+2 100+8 - - 190
b- Carotin 3 62,2+10 25717 - - 69
0,3 40,8+4 169+11 - - 80

0,03 37,7+4 156+12 - - 30

0,003 39,0+4 161+11 - - 30

Lykopin 3 10,31 43+£13 - - 20
0,3 25,31 1053 - - 20

Lutein 3 24,813 103+14 - - 20
0,3 29,240 121+1 - - 20

M10° 3 36,7+6 152+17 73 79 19
0,3 40,0+10 165+20 113 52 20

& 100% entsprechen 24,2 + 2 nmol TBARS'mg Phospholipid.

b perechneter additiver Wert (Formel 1, S. 32).

Differenz zwischen theoretischem und experimentell ermittelten Wert.
M10: Lykopin/Lutein-Kombinationim Verhatnis 1:1.

3.22 Entwicklung ener Methode zur Prdparation unilamelarer Liposomen beladen mit
GSH

Um die Interaktionen von hydrophilen und lipophilen Antioxidantien in einem Moddlsystem
zu untersuchen, werden unilamdlare Liposomen mit dem hydrophilen Glutathion beladen; die
Membranen enthdten Carotinoide. Nach der Prgparation mul3 das nicht eingeschlossene
Antioxidans aulerhdb der Veskd entfernt werden. Eine weitere Anforderung an das zu
entwickelnde Moddl is eine kurze Préparationszeit. Schliefdich mul3 beachtet werden, dal3
durch die Pr8paration ausreichende Mengen an Liposomen hergestellt werden konnen.
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Die Extruson ds erser Schritt der Prgparation, nach der Bildung multilamdlarer Liposomen,
dient dazu, die Vesikd von ihren zahlreichen Membranschichten zu befreien (vergl. Abb. 17).

Extrusion

Abb. 17: Schema der Prgparation unilamellarer Liposomen.

Durch wiederholtes Extrudieren (abhéngig von de Lipidkonzentration sind 19-23
Extrusonen notwendig) der Suspenson multilamdlarer Liposomen werden die Veske
gezwungen, sich der Porengrol}e der Polycarbonatfilters (s. Abb. 18) anzupassen. Dabel wird
bel jeden Durchgang eine Membranschicht ,abgeschdlt’; die Veskd verdndern ihre Form,
werden dadurch ingabil und formieren sch auf der gegenlberliegenden Seite des Filters zu
kleneren Liposomen. Dies fuhrt zu einer homogenen Grofenverteilung. Werden zu vide
Extrusonsdurchgange ausgefiinrt, so ist die Neubildung der Veskd nicht mehr mdglich und
unter dem Elektronenmikroskop sind nur noch Membranfragmente sichtbar.

Abb. 18:  Schemaeiner Extrusonsapparatur (A: Polycarbonatmembran).

Fir die Reinigung stehen mehrere Methoden zur Verflgung:

1) Didyse

2.) Gdfiltration

3.) Zentrifugation

4.)  Membranfiltration.

Aufgrund der langen Prgparationsdauer und der damit verbundenen Gefahr, da3 die
oxidationsempfindlichen Subgtanzen dbgebaut werden, ig die Didyse ds Renigungsschritt
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be der Liposomensuspenson wenig geeignet. Die Gdfiltraion nimmt wesentlich weniger
Zet in Anspruch und die Elution der gefarbten Carotinoidliposomen kann direkt auf der Sdule
vafolgt werden. Das Ergebnis diesr Aufreinigung ist befriedigend, jedoch snd die
resultierenden  Veskdfraktionen sehr verdinnt, woraus sch andytische Probleme ergeben.
Schliefdich mul3 berlickschtigt werden, dal3 be angeigendem Volumen der zu reinigenden
Sugpenson das Fullvolumen gesteigert werden muld und somit nur eingeschrankte Mengen an
Liposomen prépariet werden konnen. Die schndlse Aufrenigungamethode gdlt  die
Zentrifugation, bzw. Ultrazentrifugation dar. Jedoch daf die g-Zahl, besonders im Fal der
Ultrazentrifugation, nicht zu hoch gewdhlt werden, da die Liposomen aufgrund der hohen
Beschleunigung zerstort werden und ds unldédiches Pdlet zurlickbleben. Gleiches gilt auch
fur die Membranfiltration (s. Abb. 19). Be zu hohem Druck werden die Veskd auf den
Filterboden geprefd und platzen.

Abb. 19; Amicon-Rihrzdle zur Membranfiltration.

FUr die meisten Préparationen in dieser Arbeit wurde die Zentrifugationsmethode gewahit.
Die nach Aufreinigung erhatenen Liposomen kdnnen bis zur weiteren Verwendung en bis
zwel Tage bal 4°C aufbewahrt werden.
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3.2.3 Charakteriserung der unilamellaren GSH-beladenen Liposomen

Fur die Untersuchung der Wechsdwirkung von hydrophilen und lipophilen Antioxidantien
werden unilamdlare Liposomen prgpariet, die sowohl Glutathion ds auch verschiedene
Caotinoide  enthdten. Die Form und  Besthaffenheit der Veskd — wird
elektronenmikraoskopisch untersucht, der GSH-Gehdt mittels HPL.C bestimmt.

Die aus 3-sn-Phosphatidylcholin gebildeten Liposomen enthdten ungesdtigte und gesdtigte
Fettsduren und zeichnen sich durch eine gleichmaig runde Form aus (s. Abb. 20).

L —
300 nm

Abb. 20:  HEektronenmikroskopische Aufnahme GSH-bdadener unilamélarer  Liposomen
(Vergroferung 13000fach).

Der Einbau von Carotinoiden in die Membran beanflu® nicht die Gestalt der Veske. Durch
Anfabung der Umgebung mit Phosphorwolfransture  werden  die  Veskd  hell
hervorgehoben.  Glechzeitig kan man mit diesem Vefaren fedddlen, ob de
Membranintegritdt wahrend der Prdparation erhdten geblieben ist. Eine durchldssge
Lipiddoppelschicht ~ fihrt zur  Dunkdféabung des Liposomeninnenraums, da die

Phosphorwolframséure  in - diesen  gdangen  kan. Dies ig  ba  kene  der
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elektronenmikroskopisch  untersuchten  Liposomenproben der Fal. Ebenso werden keine
multilandlaren Veskd gefunden, die von mehreren geschwéarzten Membranen umgeben
snd. Eine Mdglichket, die Lipidschicht schtbar zu machen, bietet der Einbau von ,Dil”
(1,1 -Dioctadecyl-3,3,3",3 - tetramethylindocarbocyaninperchlorat), enem rot  fluoreszieren
den lipidédichen Farbstoff. Abb. 21 zeigt ene fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
markierten Vesken (Anregungswellenldnge: 450-490 nm; Detektion: 570-610 nm).

Abb. 21:  Huoreszenzmikroskopische Aufnahme von ,, Dil“-markierten Liposomen.

Die Grolenvertalung von Kontroll- und Carotinoidliposomen folgt der  Gaul3-Funktion
(s.Abb. 22; S 49) mit eénem Maximum bea 214 £ 20 nm be Vewendung enes
Polycarbonatfilters mit 400 nm Porendurchmesser.



49

Abb. 22:  GroRenverteilung GSH-beladener Liposomen (Filterdurchmesser: 400 nm).
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Be Vewendung eines 100 mM GSH-Puffers betragt die Menge des engeagerten
wasserlédichen Antioxidans 20 + 2 pmol GSH/mg Phospholipid (n = 19).

Nach Aufrenigen de Liposomen werden nur noch geringe Mengen an  nicht
engechlossenem  GSH nachgewiesen. In der  Kontrolle snd dies 6,7% und in
carotinoidbeladenen Liposomen 6,4 % des Gesamt- GSH- Gehdts.

Die Effizienz des Carotinoideinbaus it abhangig vom verwendeten Carotinoid. So lassen Sch
bis zu 26 nmol Luten /mg Phospholipid und 20nma b- Carotin/mg Phospholipid, jedoch
lediglich 0,6 nmol Lykopinymg Phospholipid in die Membran enbauen. Je unpolarer das
verwendete Carotinoid ist, desto geringere Mengen werden in die Membran eingelagert.

3.24  Wechsdwirkung von hydrophilen und lipophilen Antioxidantien in unilamdlaren
Liposomen

Um die Wechselwirkung von Glutathion und Carotinoiden zu untersuchen, werden
unilandlare Liposomen mit 10 mM AMVN fir 2 h inkubiet. Die aus 3-sn-
Phosphatidylcholin - gebildeten Liposomen enthdten ungesittigte und gesditigte  Fettsduren.
Als Indikator der Oxidation werden die Bildung von TBARS und der Verbrauch an
Glutathion und Carotinoiden gemessen.
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In Liposomensuspensonen ohne GSH hilden sch 119+ 6 nmol TBARSmg Phospholipid.
Dagegen zeigen GSH-gefillte Veskd ene deutlich veringete TBARS-Bildung von
57 £ 8 nmol/mg Phospholipid (Tab. 11).

Tab. 11: TBARS-Bildung und Verbrauch an GSH in unilamellaren Liposomen wahrend
der zwesttindigen Inkubation mit 100 mM AMVN (t = 0 TBARS-Werte wurden
von jedem Mel3wert subtrahiert, GSH- Startkonzentration: 20 pumol/mg
Phosphalipid).
Carotinoid Carotinoidver- TBARS GSH-
brauch Verbrauch
(nmal/mg (nmal/mg (nmoal/mg (umoal/mg
Phospholipid) Phospholipid) Phospholipid) Phospholipid)
Kontrolle- GSH - - 119+ 6 -
Kontrolle + GSH - - 57+8°2 5.0+ 0.8
+Lutein  [0.02 0.012+0.002 (769" 74+02
0.16 0.116 + 0.006 69+3°°C 42+0.2
0.52 0.328 + 0.010 61+5 42+22
2.60 1.334+0.064 |44%2°° 30+26
+ b- Carotin | 0.02 0.018+0.001 [48+87¢ 1.8+16
0.16 0.116 + 0.008 571 22+00
0.52 0.484 + 0.002 62+ 4 20+ 04
2.00 1.700+0.018 |64+2°° 56+14
+Lykopin | 0.02 0.010+0.002 [41+4°% 5.4+32
0.06 0.012 + 0.001 25+772 42+26
0.10 0.014 + 0.030 55+3 3.0+038
0.12 0.012 + 0.008 71+5°¢ 26+20
Kontrolle + GSH vs. Kontrolle- GSH: :a: P < 0.0005
Carotinoidliposomen vs. Kontrolle + GSH: "% P< 0.0005
" P<0001
‘% P<0.005
"4 p<0025

& P<005.
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Der zusdizliche Einbau von Carotinoiden in die Membran GSH-beadener Veskd modifiziert
den Schutz gegen Oxidation. Der Einbau von Lutein senkt die TBARS-Bildung lediglich in
der hochgen untersuchten Konzentration (2,6 nmol Carotinoidimg Phosphalipid) Sgnifikant
auf 44nmol TBARSmMg Phospholipid. Die lipidprotektive Wirkung nimmt mit geringerer
Luteinkonzentration ab (Abb. 23, S.52). Be enem Carotinoidgehdt von 0,02 nmol
Lutein/mg Phospholipid findet man mit 76 nmol TBARSmg Phosphalipid im Verglech zur
Kontrolle eine prooxidative Wirkung. Ahnliche Ergebnise liefert auch die GSH-Messung.
Be Konzentrationen von 2,6 nmol Lutein/mg Phospholipid wird im Verglech zur Kontrolle
weniger GSH oxidiert; 3,0umol/mg Phospholipid gegen 50 pumol/mg  Phospholipid.  In
Ubereingimmung mit dem bea 0,02nmol Luteinymg Phospholipid gefundenen prooxidativen
Effekt (TBARS-Messung) beobachtet man be diessr Konzentration einen hoheren GSH-
Verbrauch asin der Kontrolle mit 7,4 umol/mg Phospholipid.

Im Gegensatiz dazu kann ba einem Gehdt von 0,02 nmol b-Carotin/mg Phospholipid en
Zwar geringer, aber datidisch ggnifikanter lipidprotektiver Effekt beobachtet werden. Die
TBARS-Bildung snkt von 57nmol/mg Phospholipid ohne Carotinoid auf 48 nmol/mg
Phospholipid. Der Einbau grolerer Mengen dieses Carotinoids hemmt die Lipidperoxidation
nicht weter (Abb. 23, S.52). Vidmehr wird en Trend zur prooxidativen Wirkung
festgestdlt, die ba 2,0 nmol Carotinoid/mg Phospholipid datistisch sgnifikant i (64 nmol
TBARSmg Phospholipid). In Bezug auf den Schutz des GSH vor Oxidation zeigt b- Carotin
ene bessre Wirkung ds Lutein. Niedrige Konzentrationen dnd effektiver ds hohere
Konzentrationen. In einem Bereich von 0,02-0,52 nmol b-Carotin/mg Phospholipid wird der
Verlus an GSH auf etwa 2,0 umol/mg Phospholipid vermindert.

Im Veglech zu Lutein und b- Carctin kdnnen nur geringe Mengen an Lykopin in die
Membran eingebaut werden. Daher erstreckt sich der untersuchte Konzentrationsbereich von
0,02 bis 0,12nmol Lykopin/mg Phospholipid. Ein optimder Effekt wird be 0,06 nmol
Lykopihmg Phospholipid mit enea TBARS-Bildung von 25nmol/mg Phosphalipid
beobachtet. Be niedrigerer Konzentration verringert sch dieser Effekt, wahrend bel héheren
Konzentrationen  (0,12nmol  Lykopin/mg  Phospholipid) eine  prooxidative ~ Wirkung
nachweisbar ist. Der Einbau von Lykopin in die Membran vermindert die Oxidation von GSH
dhnlich dem Lutein konzentrationsabhéngig. Mit deigender Menge des Caotinoids wird
weniger GSH oxidiert.

Auch bem Caotinoidverbrauch werden unterschiedliche Beobachtungen gemacht. Der
Caratinoidgendt in Luten- und b- Caratinvesken nimmt wahrend der Inkubation deutlich
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ab, wéhrend die Lykopinkonzentration unabhéngig von der anfangs engesetizten Menge
nahezu kongtant bleibt.

Abb. 23:

" P< 00005
b p< 0,001
¢ P< 0005
"4 p<0025
e pP<005.

Effekt verschiedener Carotinoide (Lutein (7 ), b- Carotin (l) und Lykopin (A))
auf die Lipidperoxidation in GSH-bdadenen Liposomen (Inkubetion mit
10 mM AMVN ba 2 h, 37°C; die gedrichelte Linie entspricht dem TBARS-Wert

der Kontrollvesikel).
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3.25 Zdtabhangige Anderung verschiedener Oxidationsparameter in GSH-beladenen
Liposomen wéhrend vierstiindiger Inkubation mit AMVN

Dea Velauf der TBARS-Bildung is en Parameter fir die Oxidation der Liposomenmembran
(n=2-4). Abb. 24-26 (S. 54-57) zeigen die Zunahme der TBARS-Menge in Abhéngigkeit der
Zdt. In der Kontrolle wird nach vierstlindiger Inkubation mit 10 mM AMVN ein Wert von
105 nmol TBARS/mg Phospholipid gemessen (Tab. 12). Der TBARS-Andieg verlauft linear.
Dea Einbau von Carotinoiden in die liposomde Membran modifiziet die zetabhdngige
TBARS-Bildung.

Be hohem Luteingehdt von 2,6 nmol/mg Phospholipid ereicht die TBARS-Menge nach 4 h
67 % des Wertes (71 nmol TBARSmg Phospholipid), der fir die Kontrollveske gemessen
wird (Abb. 24, S.54 und Tab. 12). Der lipidprotektive Effekt nimmt mit sinkender
Carotinoidkonzentration a&. Be enem Gehdt von 0,16 nmol Lutein/mg Phospholipid zeigt
sch mit 122 nmol TBARS/mg Phospholipid ene prooxidative Wirkung.

Tab.12:  TBARS-Bildung in Kontroll- und luteinbeladenen Liposomen (10 mM AMVN;
37°C; 2 h; 400 nm Polycarbonatfilter).

t[min] |Kontrolle 0,16 nmol Lutenimg 0,52 nmol Lutean/mg 2,60 nmol Lutein/mg
Phosphoalipid Phosphoalipid Phosphoalipid
nmol TBARS'mg Phospholipid

0 0 0 0 0

60 33,216 38,804 29,9+1,1 36,1+3,7

120 56,3+9,7  59,8+2,2 51,3+4,1 43,9+4.3

180 85,6+14,2 103,7+9,6 81,9+11,3 65,516,2

240 105,2+17,7 121,8+9,6 103,8+2,2 70,7+04
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Abb. 24.  Zeitabhéngige Bildung von TBARS in luteinbeladenen Liposomen (0,16 nmol/mg
Phospholipid (M), 0,52 nmol/mg Phospholipid (A) und 2,6 nmol/mg Phospholipid
(V) im Vergleich zur Kontrolle (O).
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Be b- Carotinkonzentrationen von  0,02nmol/mg  Phospholipid  und 0,16 nmol/mg
Phospholipid nimmt die TBARS-Bildung nach 4 h auf Werte von 70 % (74 nmol TBARS/mg
Phospholipid; Tab. 13), bzw. 77 % (81 nmol TBARSmg Phospholipid ) verglichen mit der
Kontrolle &b. In der hochgten Konzentration zeigt b- Carotin eine prooxidative Wirkung;
126 nmol TBARSmg Phospholipid. Die Ergebnisse fir b-carotin- und lykopinbeladene
Liposomen sind in Abb. 25 (S. 55) und 26 (S. 57) dargestellt.

Tab.13: TBARS-Bildung in b-carotinbeladenen Liposomen verschiedener Konzentration
(10mM AMVN; 37°C; 2 h; 400 nm Polycarbonetfilter; die Daten fur die
zatabhdngige TBARS-Bildung in Kontrolllipopsomen snd in Tab. 12, S.53

dargestdlt).
t[min] | 0,02 nmol b-Caroti/mg 0,16 nmol b-Caroti/mg 0,52 nmol b-Carotin/mg
Phospholipid Phosphalipid Phosphalipid
nmol TBARS'mg Phospholipid
0 0 0 0
60 25,2+6,8 34,1+6,2 40,1+3,0
120 45,2+2,3 48,8+1,4 71,3+3,6
180 59,7+0,7 68,1+5,4 111,8+0,8
240 74,0£11,5 80,9121 126,0+4,6
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Abb. 25: Zetabhangige Bildung von TBARS in b-caotinbeladenen  Liposomen
(0,02 nmal/mg  Phospholipid (M), 0,16 nmol/mg  Phospholipid  (A) und
0,52 nmol/mg Phosphalipid (V7)) im Vergleich zur Kontrolle (O).
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Da de Einbau von Lykopin in Membranen, die ungesitigte und gesdtigte Fettséuren
enthdten, gering i, liegen auch in  diesem  Expaiment nur  Ergebnisse  im
Konzentrationsbereich von 0,02 bis 0,12 nmol Lykopin/img Phospholipid vor (Tab. 14, S. 56;
Abb. 26, S.57). EIn Minimum an Lipidperoxidation wird be ener Lykopinmenge von
0,06 nmol/mg Phospholipid mit ener  TBARS-Endkonzentration (4h  Inkubation) von
37 nmol/mg Phospholipid (entspricht 35% der Kontrollveskel) beobachtet. Wie auch bei der
zweidlndigen Inkubation, bietet en niedrigerer Lykopingehdt weniger Schutz (49 nmol
TBARS/mg Phosphalipid). Be hoheren  Carotinoidkonzentrationen wird ene geringere
antioxidative Aktivitét gefunden.
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Tab. 14: TBARS-Bildung in lykopinbeladenen Liposomen verschiedener Konzentration
(10mM AMVN; 37°C; 2 h; 400 nm Polycarbonetfilter; die Daen fir die
zeitabhdngige  TBARS-Bildung in Kontrollliposomen snd in Tab. 12, S.53
dargestelt).

t[min] |0,02 nmal 0,06 nmol 0,10 nmadl 0,12 nmadl
Lykopin/mg Lykopin/mg Lykopin/img Lykopin/img
Phosphalipid Phosphalipid Phospholipid ~ Phosphalipid
nmol TBARSmg Phosphalipid
0 0 0 0 0
60 28,8+4,1 14,5+0,9 45,8+6,3 33,6124
120 46,3+4,3 21,8+2,0 55,0+6,3 69,017
180 45,7+0,8 35,1+3,2 66,0+2,8 77,3t4,3
240 48,5+0,5 36,6+1,9 65,311 83,2+3,7
Die Daen snd in guter Ubereingimmung mit den in Kap. 3.24, S.49 erhdtenen
Ergebnissen.

Baseend auf den ehdtenen Melddaten konnen zetabhdngige Funktionen der TBARS-
Bildung berechnet werden (Tab. 15, S. 58).



Abb. 26:
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Zetabhangige Bildung von  TBARS in  lykopinbdadenen  Liposomen
(0,02 nmol/mg Phospholipid (), 0,06 nmol/mg Phospholipid (4A), 0,1 nmol/mg
Phospholipid (VW) und 0,12 nmol/mg Phospholipid (")) im Vegech zur
Kontrolle (O).
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Tab.15: Aus expaimentdlen Daen berechnete zeitabhangige Funktionen und Korrdationskoeffizienten (r) fur den Velauf von TBARS-
Entwicklung und GSH-Verbrauch in Kontroll- und Carotinoidliposomen.
Carotinoid® TBARS-Bildung? (Funktion) o GSH- Abnahme®(Funktion) T
Kontrolle - [TBARS|=05 t 20,99 [GSH]=-0,04" t+20,0 il,oo
Lutein 0,16 [TBARS]|=377,3 In(t+619,3)-2424.8 0,99 [GSH]=-3,6 In(t+27,3)+31,8 50,92
0,52 [TBARS]=526,8 In(t+1111,1)-3689,5 1,00 [GSH]=-22,8" In(t+579,4)+164,6 50,99
2,60 [TBARS]=38,0" In(t+44,4)-143,9 i 0,99 [GSH]=-36,7" In(t+1101,1)+277,1 50,99
b-Carotin 0,02 [TBARS]=83,9" In(t+170,7)-431,3 i 1,00 [GSH]=-25,0" In(t+1101,1)195,7 50,96
0,16 [TBARS|=63,3" In(t+95,2)-287,8 1,00 [GSH]=-28,5 In(t+1101,1)220,3 50,98
0,52 [TBARS]=194,3 In(t+251,3)-1074,6 1,00 [GSH]=-36,6" In(t+1101,1)+276,7 50,96
Lykopin 0,02 [TBARS]=14,5" In(t+7,5)-29,3 0,99 [GSH]=-2,9" In(t+18,6)+28,4 1,00
0,06 [TBARS|=34,2" In(t+117,3)-163,1 0,99 [GSH]=-2,5 In(t+28,2)+28,5 1,00
0,10 [TBARS]=15,9" In(t+3,6)-20,4 1,00 [GSH]=-28,2" In(t+1101,1)+217,8 50,99
0,12 [TBARS|=47,1" In(t+43,9)-179,1 5 0,99 [GSH]=-29,8" In(t+1101,1)+229,0 50,97

a

TBARS in nmol/mg Phospholipid.
GSH in pumol/mg Phospholipid.

C

Konzentrationsangabe in nmol Carotinoid/mg Phospholipid.
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Waéhrend der Inkubation der Kontrollveskd mit AMVN nimmt der GSH-Gehdt im
Liposomeninnenraum  kontinuierlich ab (s. Tab. 16 und Abb. 27, S.60). Durch die
Einlagerung von Carotinoiden in die liposomde Membran andet sch die GSH-Abnahme
(s. Abb. 27-29, S. 60-63; n= 2-4).

Dear  GSH-Veabrauch in luteinbdadenen  Liposomen i abhdngig von  der
Caotinoidkonzentration, d. h. je groler die Menge an eingesetztem Carotinoid ist, desto
weniger GSH wird oxidiert (Tab. 16). Nach vierstindiger Inkubation liegt der GSH-Gehdt
be Liposomen mit ene Lutenkonzentration von 26nmol/mg Phospholipid bei
13,1 umoal GSH/mg Phospholipid, was 66 % der Anfangskonzentration (20 pmol GSH/mg
Phospholipid) entspricht. In Kontrollvesken zeigt sch en héherer Verbrauch mit einem
GSH-Endwert von 11 umol/mg Phospholipid (55% der Startkonzentration). In Gegenwart
von 0,52 nmol Luteinimg  Phospholipid wird lediglich en  schwacher antioxidativer  Effekt
beobachtet (s. Abb. 27, S. 60).

Tab. 16:  GSH-Verbrauch in Kontroll- und luteinbeladenen Liposomen.
t/[min] | Kontrolle 0,16 nmd 0,52 nmal 2,60 nmal
Lutarymg Lutarnymg Lutarnymg
Phosphalipid Phospholipid ~ Phosphalipid
pmol GSH/mg Phosphalipid / (% der Anfangskonzentration)
0 20,0£2,0 (100) 20,0+2,0 (100) 20,0+2,0 (100) 20,0+2,0 (100)
60 17,6£1,6 (88)  14,2+05(74)  17,0£#1,7(85)  18,6+2,7 (93)
120 155+1,2 (77)  159+2,1(79) 158+2,1(79)  17,0£3,0(85)
180 133+2,1(67) 12,8£24(64) 139+18(69) 14,3+1.2(71)
240 11,0¢2,0(55) 10,6407 (53) 11,7+1,7(58)  13,1+1,1(66)
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Abb.27: Abnahme des GSH in Ilutenbdadenen Liposomen (0,16 nmol Luten/mg
Phospholipid (i), 0,52 nmol Lutein/mg Phosphalipid () und
2,6 nmal Lutein/mg Phospholipid (W)) im Vergleich zu Kontrollvesken (O).
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In  b-cacotinbdladenen  Veskedn  nimmt  der  GSH-Verbrauch mit  Steigender
Carotinoidkonzentration zu (s. Tab. 17, S.61 und Abb. 28, S.61). Dies gimmt mit den
TBARS-Messungen Uberein. Die GSH-Menge in Liposomen mit  ener
b- Carotinkonzentration von 0,02nma/mg Phospholipid  bleibt  wéhrend der ersten
Inkubationsstunde ~ kongtant, dann  wird eine Abnahme beobachtet. 0,16, bzw.
0,52 nmol Carotinoid/mg Phospholipid bewirken eine GSH-Abnahme auf 15, bzw. 13 pumd
GSH/mg Phospholipid. Den geringsten Gesamtverbrauch an GSH zeigt die Veskdsuspenson
mit @nem b- Carotingehat von 0,02 nmol/mg Phospholipid und einer GSH-Endkonzentration

von 15 pmoal/mg Phosphalipid.
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Tab.17:  GSH-Vebrauch in b-carotinbdladenen Liposomen (die entsprechenden Daten des
GSH-Verbrauchs der Kontrolle sind in Tab. 16, S. 59 wiedergegeben).
t[min] |0,02 nma 0,16 nmal 0,52 nmal
b-Carotin/mg b-Carotin/mg b-Carotin/mg
Phospholipid Phosphalipid Phospholipid
pmol GSH/mg Phospholipid /

(% der Anfangskonzentration)
0 20,0+2,0 (100) 20,0+2,0(100) 20,0+2,0(100)
60 20,0+3,7 (100) 19,6+1,1(98) 19,0+2,7 (95)

120 18,1+1,5(91) 17,7¢0,1(89)  18,0+0,4 (90)
180 17,2+0,6 (86)  15,9+09(79) 14,3x0,4 (71)
240 15,2+0,8 (76)  14,8+0,9(74)  13,3x0,7 (67)

Abb. 28: Abnahme des GSH in b-carotinbeladenen Liposomen (0,02 nmol b-Carotin/mg
Phospholipid (i), 0,16 nmol b-Carotin/mg Phospholipid () und
0,52 nmal b-Caroti/kmg  Phospholipid  (¥)) im Vergleich zu Kontrollvesken
).
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Die Daen der GSH-Abnahme lykopinbdladener Liposomen korrdlieren nicht mit den
Ergebnissen der entsprechenden TBARS-Messung (s. Tab. 18, S.62 und Abb. 29, S.63).
Konzentrationen im Bereich von 0,1 bis 012nmol Carotinoidmg bewirken enen
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verminderten Verlug an GSH (15 pmol GSH/mg Phospholipid). Bei ener Konzentration von
0,06 nmol Lykopi/mg Phospholipid  tritt  ein Schutzeffekt et verspdet auf. Bea  ener
Konzentration von 0,02 nmol Caratinoid/mg Phospholipid wird zunéchst ein hoherer GSH-
Verbrauch beobachtet, spéter jedoch nimmt dieser Effekt ab. Die aus den experimentellen
Daten des GSH-Vebrauchs dler Liposomenproben berechneten zeitabhdngigen GSH-
Abnahmefunktionen and in Tab. 15 (S. 58) wiedergegeben.

Tab.18: GSH-Verbrauch in lykopinbeladenen Liposomen (die entsprechenden Daten des
GSH-Verbrauchs der Kontrolle sind in Tab. 16, S. 59 wiedergegeben).
t[min] |0,02 nmal 0,06 nmol 0,10 nmal 0,12 nmal
Lykopin/mg Lykopin/mg Lykopin/mg Lykopin/mg
Phospholipid Phospholipid Phospholipid ~ Phosphalipid
pmol GSH/mg Phospholipid / (% der Anfangskonzentration)

0 20,0+2,0 (100) 20,0+2,0 (100) 20,0+2,0(100) 20,0+2,0 (100)
60 15,6+0,7 17,1+1,6 19,2+0,09 19,8+1,1
120 |14,5¢3,2 15,9+2,6 16,9+0,9 17,3+2,0
180  |135%30 14,7+0,5 15,9+0,8 15,7+0,8

240 12,1+2,5 14,4+1,5 14,7+1,1 14,7+1,5
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Abb.29: Abnahme des GSH in lykopinbeladenen Liposomen (0,02 nmol Lykopin/mg
Phospholipid (@), 0,06 nmal Lykopin/mg Phospholipid (),
0,1 nmol Lykopin/mg Phospholipid (V) und 0,12 nmol Lykopin/mg
Phospholipid (A)) im Vergleich zu Kontrollvesken (O).
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Die Konzentrationsverlaufe der verschiedenen Carotinoide zeigen wéhrend der Inkubation
sarke Unterschiede (Tab. 19, Abb. 30, S. 64 und Abb. 31, S. 65). Anhand der Daten kann fur
den Luteingendt eine exponentidle Abnahme und fir b- Carotin ein logarithmischer Verlauf
berechnet werden (Tab. 20, S. 64). Wie aus Abb. 31 (S. 65) hervorgeht zeigt das unpolare
Caotinoid ene stérkere Konzentrationsabnahme as Lutein. Im Gegensatiz dazu nimmt die
Lykopinmenge nur in sehr geringem Male ab. Nach ene anfanglichen leichten Abnahme
bleibt die Lykopinkonzentration annghernd konstant (Tab. 19).

Tab. 19: Konzentration verschiedener Carotinoide in Liposomen wéahrend der Inkubation

mit AMVN.
t[min] |Luten Luten b-Carotin b-Carotin Lykopin
nmol Caratinoid/mg Phospholipid
0 0,160+0,012 0,520+0,031 0,160+0,009 0,520+0,034 0,128+0,002

60 0,086+0,006 0,327+0,011  0,061+0,005 0,086+0,017  0,100+0,019
120 0,042+0,005 0,192+0,011  0,044+0,009 0,036+0,002  0,102+0,008
180 0,030+0,005 0,111+0,011  0,029+0,010 0,018+0,004  0,098+0,001
240 0,017+0,002 0,067+0,009  0,021+0,000 0,015+0,001  0,100+0,006
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Tab.20: Funktionen de zetabhdngigen Carotinoidkonzentration in  der  liposomaen

Membran.
nmol Carotinoid/ Funktion der Carotinoidkonzentration ~ {r®
mg Phospholipid
Lutein 0,16 [Lutein]=0,2" %09 10,006 1,00
0,52 [Lutein]=0,5" €%% Y_0,007 1,00
b- Caratin 0,16 [b- Carotin]=-0,03" In(t+2,3)+0,2 1,00
0,52 [b- Carotin]=-0,05" In(t+0,02)+0,3 1,00

& Korrelationskoeffizient.

Abb. 30: Abnahme der Carotinoidkonzentration in Liposomen (Lutein (O), b- Carotin ()
und Lykopin (¥)).
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Abb. 31: Abnahme der Carotinoidkonzentration in Liposomen (b- Carotin (V) und

Luten (@)).
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Aufgrund  des  unewarteten  Lykopinverhdtens werden mehrere  Experimente mit
unterschiedlichen Lykopinmengen durchgefiihit. Wie in Abb. 32 (S. 66) ersichtlich, wird der
fir dieses Carotinoid typische Verlauf be alen Konzentrationen beobachtet. Nach ener
anfanglichen Abnahme bleibt die Lykonpinkonzentration annéhernd konstant.
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Abb. 32:  Lykopinkonzentration wéahrend der Inkubation mit AMVN be verschiedenen
Startkonzentrationen an  Lykopin (0,55 nmol  Lykopinmg Phospholipid (),
0,64 nmol  Lykopihmg Phospholipid (@) und 0,97 nmol  Lykopin/mg

Phospholipid (4A)).
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Aufgrund der Befunde in multilamdlaren Liposomen wird ene Lutein/Lykopinmischung in
unilamdlare GSH-bdadene Veskdn eingebaut und auf ihre antioxidativen Eigenschaften hin
untersucht. Als Oxidationsparameter werden die Bildung an TBARS, bzw. die GSH-
Abnahme verwendet. Getestet werden zwe  Kombinationen mit  unterschiedlichem
Gesamtcarotinoidgehdt. In Bezug auf den GSH-Verbrauch bestétigt sich das bereits be
Einze komponenten beobachtete Ergebnis, wonach en  héherer  Carotinoidgehdt enen
stérkeren Schutz des GSH vor Oxidation bewirkt (s. Tab. 21, S.67; Abb. 33, S.68). Die
Lutein/Lykopin-Mischung der Carotinoidgesamtkonzentration von 0,22 nmol/mg
Phospholipid (Tab. 21, S. 67, oben) zeigt mit ener GSH-Endkonzentration von 10,8 umd
GSH/mg Phospholipid  keine Wirkung im  Verglech zur Kontrolle (11 pma  GSH/mg
Phospholipid; Tab. 16, S.59). Wird die Carotinoidkonzentration auf 0,66 nmol Carotinoid/mg
Phospholipid erhtht (Tab. 21, S. 67, unten), so wird en leichter GSH-protektiver Effekt
verglichen mit der Kontrolle beobachtet; 124 umo GSH/mg Phospholipid im Vergleich zu
11 pmol GSH/mg Phospholipid.

Obwohl der Gehdt an Lykopin in den untersuchten Mischungen stets vid geringer ist as der
Luteinantell, verhdt dgch die Caotinoidkombination  dhnlich  wie  Lykopin  ds
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Einze komponente. Bel niedriger Konzertration (0,22 nmol/mg Phospholipid; Tab. 21, oben)
zeigt Sch nach vierstindiger Inkubetion ene geringere TBARS-Bildung von 56,7 nmol/mg
Phospholipid ds be der  hoéheren  Carotinoidgesamtkonzentration (0,66 nmol/mg
Phospholipid) mit 72,4 nmol TBARS/mg Phospholipid beobachtet wird (s. Tab. 21; Abb. 34,
S 68). Vedglichen mit ener TBARS-Bildung von 1052 nmol/mg Phospholipid (s. Tab 12,
S. 53) im Fdl der Kontrallliposomen, wirken beide Carotinoidmischungen protektiv.

Tab.21:  Lutein/Lykopin-Mischung (M10).

M10 Carotinoid® t[min] GSH® TBARS®
Lutein 0,194+0,02 0 20+2 0
Lykopin 0,027+0,00 60 13,6+1 27,6x4
gesamt 0,221 120 12,642 35,0¢5
180 11,6+1 56,7+1
240 10,8+2 56,7+1
Lutein 0,592+0,02 0 20+2 0
Lykopin 0,07+0,01 60 16,7+2 41,3%0
gesamt 0,662 120 13,6+3 38,3+1
180 13,940 66,2+1
240 12,4+1 72,449

Carotinoidkonzentration in [nmol/mg Phospholipid].
GSH-Gehalt in [umol/mg Phospholipid].
TBARS-Konzentration in [nmol/mg Phospholipid].




Abb. 33:

Abb. 34:
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Abnehme des GSH in  lutein- und lykopinbdladenen  Liposomen
((am) 0,194 nmal Luteinimg Phosphalipid und 0,027 nmol Lykopin/mg
Phospholipid, (A) 0,592  nmol Luteinimg  Phospholipid  und 0,07 nmol
Lykopin/mg Phosphalipid) im Vergleich zu (O) Kontrollveskeln.
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Zatabhéngige Bildung von TBARS in luten- und lykopinbeladenen Liposomen
(m) 0,294 nmol Luteinimg  Phospholipid  und 0,027 nmol  Lykopinimg
Phospholipid, (A) 0592  nmol Luteinimg  Phospholipid  und 0,07 nmol
Lykopin/mg Phosphalipid) im Vergleich zur (O) Kontrolle,
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De Velausf der Carotinoidkonzentration in der Mischung wéahrend der  vierstiindigen
Inkubation dnet dem der Einzed komponenten. Der Luteingehat nimmt stark ab, wahrend die
Lykopinkonzentration nach einer Abnahme in der ersen Stunde anndhernd konstant bleibt.
Tab. 22 gibt die experimentdlen Daen wieder. Der unterschiedliche Verlauf i exemplarisch
in Abb. 35 fir eine der beiden Mischungen dargestellt.

Tab.22: Abnahme der Caotinoidkonzentration in  lutein-  und  lykopinbeadenen

Liposomen.
1 2
t[min] Lutein® Lykopin® Lutein® Lykopin®
0 0,194+0,020 0,027+0,001 0,592+0,020 0,070+£0,010
60 0,134+0,003 0,013+0,001 0,445+0,004 0,051+0,010
120 0,101+0,010 0,008+0,002 0,329+0,010 0,045+0,002
180 0,077+0,012 0,007+0,001 0,251+0,013 0,039+0,003
240 0,051+0,010 0,006+0,001 0,186+0,015 0,043+0,002

& Konzentrationsangaben in nmol Carotinoid/mg Phospholipid.

Abb. 35:  Konzentrationsverlauf der verschiedenen Carotinoide in der
Luten (M)/Lykopinmischung  (A) (Startkonzentration: 0,592 nmal  Lutein/mg
Phospholipid und 0,07 nmol Lykopin/mg Phospholipid).
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3.3 GSH-beladene Liposomen mit definierter Lipidzusammensetzung

3.3.1 Charakteriserung der 1,2- Dipdmitoyl-sn-Glycer o-phosphatidylcholin (DPPC)-
Liposomen

Im Folgenden soll die Fragestdlung untersucht werden, ob in Membranen eingdagerte
Carotinoide in der Lage snd, Elektronen Uber ihre Polyenkette durch die Lipidbarriere
hindurch von enem wéssigen Kompartiment in en anderes zu trangportieren. Daflr werden
Lykopin und Zeaxanthin in ene Membran engebaut, die aus DPPC gebildet is. Die
Membranlipide enthaten nur gesitigte Fettssuren und  dnd  daher  inet  gegen
Lipidperoxidation. Als Oxidationdandikator innerhdb des Liposoms wird Glutathion
verwendet.

Die Liposomen werden mittels Elektronenmikroskopie charakterisert. In der Form gleichen
die DPPC-Liposomen denen, die aus Eigdblipiden aufgebaut snd und sowohl gesétigte, wie
auch ungeséttigte Fettsauren enthaten (s. Abb. 36).

—
380 nm

Abb. 36:  Elektronenmikroskopische Aufnahme von unilamdlaren
DPPC-Liposomen beladen mit Lykopin (VergrofRerung 13000fach).
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Auffdlig ig, dad die Veskd mit 385+ 20 nm groler snd as Liposomen, die ungesétigte
und gesdttigle Fettsturen  enthdten (s Abb. 37-39, S.71-72). Die Enlagerung von
Carotinoiden kann die Grofenverteilung und den GSH-Inhdt beainflussen.

Kontroll- und Lykopinveskd zeigen ene dliche Grolenvertelung mit @nem Mittdwert
be 385 * 20nm, wdrend die Zeaxanthinliposomen im Mittd um 43nm kleiner snd
(s. Abb. 39, S. 72).

Abb. 37: Grolenvertellung von DPPC-Kontrollliposomen (Angabe = 20 nm).
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Abb. 38:  Grolenvertellung von lykopinbe adenen DPPC-Liposomen
(Angabe = 20 nm, 8 nmol Lykopin/img Phospholipid).
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Abb. 39:  Grolenvertellung von zeaxanthinbeladenen DPPC-Liposomen
(Angabe = 20 nm; 7,7 nmol Zeaxanthin/mg Phospholipid).
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Der GSH-Gehdt der Zeaxanthinliposomen i mit 23 pmol/mg Phospholipid um 16 % hoher
ads ba den Kontrollvesken (Tab. 23). Dagegen vermindert Sch bem Einbau von Lykopin
die Menge an engeschlossenem GSH um ca 27% von 20 auf 15 pumol/mg Phospholipid.
Nach der Aufrenigung snd 66+ 1,0% des GSH-Gesamtgehdts an Glutathion in der
Suspenson  von  Kontrollveskeln, bzw. 63+09% be  Suspensonen  von
carotinoidbeladenen Veskeln nicht eingeschlossen.

Tab. 23:  GSH-Einbau in verschiedenen Carotinoidliposomen im Vergleich zur Kontrolle:
Liposom GSH-Inhdt n

[umal/mg Phospholipid]

Kontrolle 20,02 10
Zeaxanthin | 23,2+2 9
Lykopin  |14,7+2 5




73

3.3.2  Effekt von resktiven Sauersoffverbindungen auf GSH- beladene DPPC-Liposomen

Um scher zu gelen, dal3 eine mogliche GSH-Oxidation durch einen Elektronentransport tiber
die Polyenkette des in die inete Membran eingdagerten Carotinoids efolgt, wird fur die
Initiation radikdischer Resktionen en hydrophiles radikagenerierendes Sysem gewahlt.
Dazu eéignen sch:

a) Xanthin/Xanthin-Oxidase

b) Ammoniumperoxodisulfat.

Eine englindige Inkubation von zeaxanthinbeladenen Liposomen (Zeaxanthinkonzentration:
7,68 £ 0,1nmo/mg Phogpholipid) mit Xanthin/Xanthin-Oxidase zur Generierung von
Superoxidanionradikalen bewirkt eine deutliche GSH-Abnahme. Wie aus den Abb. 40ab,c
(S. 74-75) zu entnehmen i, verandert der Einbau dieses Carotinoids aber nicht die GSH-
Abnahme im Veglech zu den Kontrollliposomen. Es wird aber en Bezug zwischen
engestizter Enzymmenge und GSH-Oxidaion deutlich. Je mehr Enzym engesetzt wird,
umso geringer id, unabhéngig vom Carotinoidgehdt der Liposomen, die verbliebene GSH-
Menge (Tab. 24, S. 75).
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Abb. 40:  GSH-Konzentration (1 h, 37°C, n=2) in

a) Kontroll-(O) und zeaxanthinbeladenen Liposomen (M) be Inkubation mit
10 mU Xanthin-Oxidase.
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b) Kontroll-(O) und zesxanthinbeladenen Liposomen (M) be Inkubetion mit
30 mU Xanthin-Oxidase.
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¢) Kontroll-(O) und zeaxanthinbeladenen Liposomen (M) be Inkubaion mit
250 mU Xanthin-Oxidase.
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Tab.24:  Funktionen der zetabhéngigen GSH-Abnahme in  unilandlaen DPPC-
Liposomen (1 h, 37°C, Zeaxanthingehalt: 7,68+0,1 nmol/mg Phospholipid).

Probe Xanthin-Oxidase/ Funktion der GSH-Abnahme? r
[mU]

Kontrolle 10 %GSH=-29,2" In(t+23,0)+191,4 1,00
30 %GSH=-54,1" In(t+40,3)+299,7 0,99
250 %GSH=-12,0" In(t+0,05)+64,3 1,00

Zeaxanthin 10 %GSH=30,7" In(t+23,7)+197,7 0,98
30 %GSH=-46,6 In(t+33,7)+264,7 | 1,00
250 %GSH=-12,6 In(t+0,07)+67,1 1,00

a

100 % GSH entsprechen in Kontrollvesikeln 20+2 umol/mg Phospholipid,

in zeaxanthinbeladenen Liposomen 23,2+2 pumol/mg Phospholipid.
Korrelationskoeffizient.
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Die hier beobachteten Effekte konnten zumindest tellweise auf ene temperaturbedingt
erhohte Membranfluiditét zuriickzufiihren sain. Daher wird der Versuch mit 30 mU Xanthin-

Oxidese bei 30°C erneut durchgefihrt. Zum Vergleich der Wirkung von Carotinoiden
unterschiedlicher Struktur und Polarité werden Zeaxanthin (7,7 £ 0,1 nmol/mg Phospholipid)
und Lykopin (8,0£0,5nmal/mg Phospholipid) in die liposomde Membran engdagert
(Tab. 25 und Abb. 41, S. 77).

Tab.25. Vegech der Wirkung von Xanthin-Oxidase (30 mU) auf den GSH-Gehdt von
DPPC-Liposomen (1 h, 30°C; n= 3-5).

t[min] Kontrolle® Zeaxanthin® Lykopin®
GSHI[%]

0 100 100 100

10 72,9+8,1 83,7£5,3 78,6£14,1
20 69,7£10,6 84,8+104 69,6+£12,3
30 58,4+9,3 77,2125 58,8+10,3
40 52,1+£9,0 72,2£13,5 43,4+£8,5
60 42,0+£7,8 66,6+£19,0 31,3+2,8

& 100 % GSH entsprechen 20,02 pmol/mg Phospholipid.

P 100 % GSH entsprechen 23,2+2 pmol/mg Phospholipid:;
Zeaxantinkonzentration: 7,7 + 0,1 nmol/mg Phospholipid.

© 100 % GSH entsprechen 14,7+2 pmol/mg Phospholipid;
Lykopinkonzentration: 8,0 + 0,5 nmol/mg Phospholipid.

Die GSH-Konzentration nimmt sowohl in der Kontrollsuspenson, as auch in Suspensionen
carotinoidoeladener Veskd & Der Verlausf der GSH-Abnahme in den Proben igt
unterschiedlich. Wéhrend der GSH-Vebrauch in  den Ilykopinbeadenen Liposomen
anndhernd kongtant ist (s. Tab. 25 und Abb. 41, S 77), verlangsamt sich die GSH-Abnahme
in zeaxanthinbeladenen Vesken nach den erden zehn Minuten. Bem Vergleich beder
caotinoidbeladener  Veskdsuspensonen mit der Kontrolle zeigt sch in der  Probe
lykopinbeladener Liposomen ein hoherer Velus an GSH. Dagegen nimmt die GSH-
Konzentration in den zeaxanthinbeladenen Liposomen weniger sark ab. Aus den
vorliegenden Daten ergibt sch kein Hinwes auf enen Trangport der ,radikaischen Lagt

Uber die Membranbarriere in den Liposomeninnenraum.
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Abb. 41:  Abnahme von GSH in DPPC-Liposomen induziert durch 30 mU Xanthin-Oxidase
(30°C; Kontrollveskd (O), lykopinbdadene- (@) und zeaxanthinbeladene

Liposomen (' )).
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In Tab.26 snd die Funktionen der zetabhangigen GSH-Abnahme dler Liposomenproben
wiedergegeben.

Tab.26:  Funktionen der zetabhdngigen GSH-Abnahme in DPPC-Liposomen induziert
durch 30 mU Xanthin-Oxidase bel 30°C.

Probe Funktion der GSH- Abnahme? r°

Kontrolle %GSH=-21,9" In(t+6,4)+143,6 0,99
Lykopin %GSH=-63,4" In(t+30,8)+316,7 1,00
Zeaxanthin %GSH=-15,3" In(t+8,6)+132,3 0,98

& 100 % GSH entsprechen in Kontrollvesikeln 202 pmol/mg Phospholipid,
in zeaxanthinbeladenen Liposomen 23,2+2 umol/mg Phospholipid und
14,742 umol/mg Phospholipid in lykopinbel adenen Liposomen.

b Korrelationskoefizient.
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In enem welteren Experiment werden GSH-bdadene Liposomen mit
Ammoniumperoxodisulfat  ds radikagenerierendem  Sysem bea 25°C inkubiert und der
Gehdt an GSH zu veschiedenen Zetpunkten besimmt. De GSH-Gehdt in
Kontrollliposomen (ohne Carotinoid) nimmt kontinuierlich &b (s. Abb. 42, Tab. 27, S. 79).
Nach 60 minitiger Inkubation werden nur noch 75% des Ausgangswerts gefunden. Die
Abnahme der GSH-Konzentration igt in lykopinbeladenen Liposomen geringer ds in der
Kontrolleg nach 60 Minuten ist der GSH-Gehdt lediglich auf 85% des Ausgangswerts
gesunken. Es wird keine dgnifikante Anderung des GSH-Gehdts bei der Inkubation von
|uteinbel adenen Liposomen beobachtet.

Abb. 42:  Abnahme von GSH in DPPC-Liposomen induziert durch 1,2mM Ammonium-
peroxodisulfat  (25°C;  Kontrollveskd  (O), lykopinbdladene- (M) und
zeaxanthinbeladene Liposomen ().
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Tab.27. Vegech der Wirkung von 1,2mM Ammoniumperoxodisulfat auf den GSH-
Gehdt von DPPC-Liposomen (1 h, 25°C; n= 3).

t/[min] Kontrolle Lykopin Zeaxanthin
GSH/[%)*
0 100 100 100
10 82,2+2,5 89,7+1,1 100
20 77,2+1,3 89,1+0,1 100
30 75,9+8,6 86,8+2,8 100
40 75,9+2,4 100
60 75,3x0,7 84,7+2,1 100

& 100 % GSH entsprechen in Kontrollvesikeln 20+2 pmol/mg Phospholipid,
in zeaxanthinbeladenen Liposomen 23,2+2 pmol/mg Phospholipid und
14,7+2 pmol/mg Phospholipid in lykopinbel adenen Liposomen.

Tab.28: Funktionen der zetabhdngigen GSH-Abnahme in DPPC-Liposomen induziert
durch 1,2 mM Ammoniumperoxodisulfat bei 25°C.

Probe Funktion der GSH-Oxidatior? r°
Kontrolle %GSH=-3,8" In(t+0,07)+89,8 0,99
Lykopin %GSH=-3,0" In(t+0,4)+97,2 1,00
Zeaxanthin GSH-Inhdt kongtant -

& 100 % GSH entsprechen in Kontrollvesikeln 202 pmol/mg Phospholipid,
in zeaxanthinbeladenen Liposomen 23,2+2 umol/mg Phospholipid und
14,7+2 pmol/mg Phospholipid in lykopinbel adenen Liposomen.

b Korrelationskoeffizient.
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3.3.3 UV/VIS Spektren von Carotinoiden in liposomaen Membranen

Aufgrund der Ergebnisse zum Lykopinkonzentrationsverlauf  wéahrend der Inkubation von
Liposomen mit AMVN (s. Kg. 3.2.5, S.53) und der Beobachtung, dal3 ein Einbau dieses
Caotinoids in die lipopsomde Membran zu ener vollsandig farblosen Suspenson fihrt,
werden UV/VIS Spektren verschiedener  Veskeproben aufgenommen. Die  Liposomen
werden mit Eigelblipiden hergestellt und enthalten ungeséttigte Fettsduren in der Membran.

Bis auf Lykopin weisen dle in ene solche Membran engdageten Carotinoide das
charakteristische Carotinoidspektrum auf (s. Abb. 43 und 44, S. 81 und 82). Da Lykopin sich
nur in geringen Mengen in die Membran dieser Veskd einbringen &%, werden in Abb. 43
(S.81) jewels die Spektren von Lykopin und b- Carotin eingebaut in die Membranen in
vergleichbarer Konzentration gegeniber gestellt. Abb. 43 (S.81) zeigt die Spektren von
Lykopin in unilamellaren Liposomen in der Konzentration 0,24 (A) und 0,72 nmol/mg
Phospholipid (C). Es ist kein charakteristisches Lykopingpektrum zu erkennen. Im Fdl von
b- Carotin erhdlt man in Konzentrationen von 0,2 (B) und 0,66 (D) nmol/mg Phospholipid en
vom Lipidspektrum Uberlagertes charakteristisches Carotinoidspektrum. Die
Hauptabsorptionsbande von b- Carotin i aufgrund von Membraneinflissen von 450 nm um
14 nm nach 464 nm verschoben.
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Abb. 43: UV/VIS Spektrenvergleich  zwischen  Lykopin - und  b- Carotin  eingdaget  in
3-sn-Phosphatidyl cholin-Liposomen:
A: Lykopin, 0,24 nmol/mg Phospholipid B: b- Carotin, 0,2 nmol/mg Phosphalipid
C: Lykopin, 0,72 nmal/mg Phosphalipid D: b- Carotin, 0,66 nmol/mg Phospholipid.

Die Absorptionsspektren von Kontrollliposomen und Vesken beaden mit Lykopin snd sehr
ahnlich (Beispid eines Spektrums von Kontrollliposomen s. Abb. 51A, S. 90).

Wie in Abb. 44 (S. 82) gezeigt, zeigen auch die Xanthophylle, eingebaut in Liposomen, en
typisches Spektrum. Die Verschiebung des Maximums ba Lutein betrégt 6 nm (von 450 nm
nach 456 nm), wahrend be Zeaxanthin ene Verschidbung um 14nm von 450 nm nach
464 nm zu beobachten ist.

Die Absorptionsspektren von Liposomen, die Lykopin enthdten, unterscheiden sich abhangig
von de Lipidzusammensetzung. Wie in Abb. 45C (S. 84) dargestdlt, zeigt die Aufnahme
enes Spektrums lykopinbeladener Liposomen bestehend aus DPPC die charakteristischen
L ykopinabsorptionsbanden.
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Abb.44:  UV/VIS Spekiren verschiedener Carotinoide eingebaut in 3-sn-Phosphatidyl-

cholin-Liposomen:
A: b- Carotin, 0,12 nmol/mg Phosphalipid
C: Lutein, 0,62 nmol/mg Phospholipid
E: Zeaxanthin, 0,76 nmol/mg Phospholipid

B: b-Carotin, 1,2 nmol/mg Phosphalipid

D: Lutein, 2 nmol/mg Phaspholipid
F. Zeaxanthin, 1,8 nmol/mg Phosphoalipid.
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Wie bereits bei eingebautem b-Carotin, Lutein und Zeaxanthin beobachtet, ergibt sch auch
hier ein Shift im Absorptionsmaximum von 11 nm von 472 nm nach 483 nm (C).

Zusitzlich zeigt dch dene auch im  Spektrum der  3-sn-Phogphatidylcholin-Membran
auftretende scharfe Bande bei 379 nm. In den Abbildungen 45 B und D (S. 84) snd die
UV/VIS Spektren des Lykopins in organischer Phase nach Extraktion aus der Lipidschicht
dargestdlt. Dies zeigt, dad Lykopin in der aus enem Gemisch aus ungesitigten und
gesittigten  Fettsiuren  bestehenden  liposomaen Membran (Abb. 45A und 45B, S. 84)
eingdagert und intakt war.

Bel ener Erhohung der Lykopinmenge um den Faktor 1,7 (s. Abb. 45E, S. 84) verschwindet
die Bandenauflosung voll#andig, wogegen die Sgnde ba 348nm und 380nm dak
zunehmen.
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Abb. 45:Vergleich der Spektren von Lykopin eingdagert in 3-sn-Phosphatidylcholin-, bzw.
DPPC-Membran ba verschiedenen Konzentrationen:
A Lykopin in Phosphatidylcholinmembran (0,6 nmol/mg Phosphalipid),
B: Lykopin in organischer Phase nach Extraktion aus der Membran (Bedingungen s. A),
C: Lykopin in DPPC-Membran (0,46 nmol/mg Phospholipid),
D: Lykopin nach Extraktion aus der DPPC-Lipiddoppelschicht in organischer Phase
(Bedingungen s. C),
E: Lykopin in DPPC-Membran (0,76 nmol/mg Phospholipid).
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34 Carotinoide als Blaulichtfilter im  Modellsystem unilamellarer
Liposomen

34.1 Lucdfer-Gdb-bdadene unilamdlare Liposomen

Auf die gleiche Weise wie GSH-bdadene Liposomen konnen auch unilamdlare Veske
prapariert werden, die mit dem grin fluoreszierenden Farbsioff Lucifer Geb geflillt snd. Um
gcher zu gdlen, dad es dch auch hierbe um Liposomen handet, die nur von ener
Lipiddoppelschicht umgeben snd, wird wiederum die Elektronenmikroskopie herangezogen.
Abb. 46 selt die Grolenvertelung der Liposomen dar. Wie auch im Fall der GSH-beladenen
Veskd beobachtet, beanflud® ene zusizliche Einlagerung von Carotinoiden in  die
Membran den Durchmessr der Liposomen nicht. Der mittlere Durchmesser liegt mit
256+20nm um 20% Uber de be GSH-bdadenen Liposomen gemessenen
Durchschnittsgréfie von 214 nm.

Abb. 46: Durchmessr unilamdlarer Lucifer-Gdb-beladener Liposomen (Extruson durch
400 nm Polycarbonatmembran; Angaben in nm = 20 nm)
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Die Menge des in die Veskd inkorporieten Lucifer Gebs ig unadbhéngig vom
Carotinoidgendt 0,5+0,05 pmal/mg Phospholipid. In ihrer Form &hneln die Lucifer-Gelb-
beladenen Liposomen den GSH-beladenen (Abb. 47). Die fehlende Dunkefébung des
Veskdinneren zeugt auch hier von ene intakten Membran. Um die Renhat der
Suspensonen  und die Bedadung mit Fabgoff beurteilen zu  kénnen, werden
floureszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Abb. 48 (S. 87) zegt, dad sch der
zugefihrte  Huoreszenzfarbgtoff  ausschliefdich  im Veskdinnenraum  befindet, da die
umgebende Lésung dunke gefarbt ist.

_
300 nrm

Abb. 47:  Aufnahme Lucifer-Geb-geflllter Veskd (Vergrofierung 13000fach).
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Abb. 48:  Huoreszenzmikraskopische Aufnahme der Lucifer- Gelb-bel adenen Liposomen.

34.2 Veaglech des Absorptions- und Emissonsspektrums von Lucifer Gelb in wassriger
L6sung und eingdagert in Liposomen

For  Fuoreszenzmessungen von  Lucfer Gedb  wird durch  Aufnehme  des
Fluoreszenzspektrums  die  fir die Untersuchungen optimade Welenlange  bestimmt.
Gleichzetig werden auch die Spektren des Fuoreszenzfarbstoffes in wassriger Lésung und
innerhadb der Veskd miteinander verglichen. Abb. 49 zegt die Struktur und das
Absorptionsspektrum von Lucifer Gelb. Eines der Absorptionsmaxima liegt zwischen 424 nm
und 428 nm, dem Blaulichtbereich. In den Abb.50 bis 52 (S.89-91) sind jewells das
Absorptions- und Emissonsspektrum von Lucifer Gelb in den verschiedenen Proben
dargestelt.
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Abb. 49:  Struktur (A) und Absorptionsspektrum (B) von Lucifer Gelb CH.
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Die Ludfer-Gdb-Konzentration in der im Experiment verwendeten Pufferlosung ist sehr
geaing. Daher wird kein charakterigisches Lucifer-Gdb-Absorptionsspektrum  gemessen
(s. Abb. 50A, S.89). Auch nach Einbau in Liposomen wird kein charakteristisches Spektrum
erhdten (s Abb. 51A, S. 90).

Snd Cactinoide, wie z. B. Zeaxanthin, in der liposomden Membran engebettet, 0
Uberlagert deren Absorptionsspektrum  das  Liposomenspektrum  (Abb. 52A, S.91). Das
Emissonsmaximum der Huoreszenzdtrahlung von Lucifer Gelb liegt bae 548 nm (Abb. 50B
und C, S. 89), eingeschlossen in Liposomen jedoch bel 545 nm (Abb. 51 und 52, S. 90-91).

Da die Blaulichtfilteraktivitt der Macula-lutea- Carotinoide analysiert werden soll, wird fir
den folgenden unter Kagp. 343 (S.92) beshricbenen Versuch Licht der
Anregungswellenldnge 426 nm gewéhlt. Hier zegt Ludfer Gdb san  Absorptionsmaximum.
Die Huoreszenz wird be  dem in  Liposomen bestimmten Maximum  des
Fluoreszenzfarbstoffes von 545 nm detektiert.
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Abb.50: Absorptionss und Emissonsspektrum von Lucfer Geb gddg in Puffer
(A: Absorptionsspektrum; B: Emissonsspektrum; C:. Ausschnitt des Emissons-
spektrums).
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Abb.51: Absorptions- und Emissonsspektrum von  Lucfer-Gdb-beladenen  Kontroll-
liposomen
(A Absorptionsspektrum; B: Emissonsspektrum;  C:.  Ausschnitt  des
Emissonsspektrums).
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Abb.52:  Absorptions- und Emissonsspektirum von Lucifer-Gelb- und zeaxanthinbeladenen
Liposomen (A: Absorptionsspektrum; B: Emissonsspektrum; C. Ausschnitt des
Emissionsspektrums; 1,5 nmol Zeaxanthinimg Phospholipid).
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3.4.3 Veglech der Blaulichtfilteraktivitét von Carotinoiden

Die Macula lutea des Menschen enthdt die mit der Nahrung zugefihrten Carotinoide Lutein
und Zeaxanthin. Es wird vermutet, dad diese Xanthophylle ds Blaulichtfilter und/oder
Antioxidantien wirken und zum Schutz der Macula lutea vor photooxidativem Stress
betragen. De Blaulichtfiltereffekt soll mittds Lucdfer-Gdb-beladener Liposomen, die
Strahlung der Wedlenldnge 426 nm ausgesetzt werden, Uberprift werden. Gemessen wird die
Fluorezenz nach Eingrahlung be 545nm. Je mehr Licht in den Liposomeninnenraum zu
dem dort befindlichen Huoreszenzfarbstoff durchdringt, desto <térker wird diessr zum
Fluoreszieren angeregt. Stelt man dabel ene im Vegleich zu Kontrollvesken verringerte
Fluoreszenzst&rke mit in der Membran inkorporierten Carotinoiden fest, so kann man
Ruickschliisse auf die Absorption des Blaulichts durch diese Pigmente ziehen.

Zun&chst werden die Xanthophylle auf ihre Blaulichtfilteraktivitét getestet. Als Referenz wird
der fir Kontrollveskd unter den gleichen Bedingungen erhdtene Fuoreszenzwert verwendet
und 100% gesatzt. Um Scher zu gehen, dad die beobachteten Effekte nicht durch
unterschiedliche Lucifer-Gelb-Mengen in den verschiedenen Proben bewirkt werden, wird
jede Veskdprparation Uber ihren Lucifer-Gdb-Inhdt normiert. Beide Xanthophylle
veringen die Lichtdurchldssgkeit der Membran, wie die verminderte Huoreszenz zeigt.
Sowohl Lutein, ds auch Zeaxanthin zeigen einen Konzentrations-Wirkungsbezug (s. Abb. 53
und 54, S.94-95 und Tab.29 und Tab. 30, S.93-94). Im Bereich von 0,2 bis 1,8 nmd
Lutein/mg Phospholipid bewirken bereits geringe Erhdhungen der Carotinoidmenge ene
verminderte Huoreszenz (Tab. 29, S. 93).

Ahnliches wird bem Einbau von Zeaxanthin im Bereich von 0,07 bis 1,5nma/mg
Phospholipid beobachtet (Tab. 30, S. 94).
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Tab. 29:  Blaulichtfilteraktivitit von Luten im Veglech zu Kontrollvesken (100 %

Huoreszenz).
Anregungswdlenldnge: 426 £ 5 nm (a) und 426 £ 10 nm (b);
Detektionswd lenlange: 545 £ 5 nm (&) und 545 £+ 10 nm (b);

Angaben + 3 %.

L utein/[nmol/mg Phospholipid] Fluoreszenz ()/[%0] Fluoreszenz (b)/[%0]
0,188 87,3 834
0,212 76,8 77,8
0,656 67,9 70,6
0,916 52,5 53,8
1,044 51,4 53,6
1,500 45,4 45,1
1,756 36,1 36,9
2,588 25,8 28,6
2,720 24,2 27,2
2,804 24,7 31,3
3,208 21,9 24,0
3,980 14,0 16,2
5,320 12,5 17,1
6,732 8,4 9,5
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Abb. 53:  Konzentrationsabhangigkelt der Filteraktivitét von Lutein (@)
(100% = Kontralle).
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Tab. 30:  Blalichtfilteraktivitt von Zeaxanthin im  Vergleich zu  Kontrollvesken
(100 % Huoreszenz).
Anregungswdlenlénge 426 £ 5 nm (a) und 426 + 10 nm (b);
Detektionswellenlange: 545 £ 5 nm (&) und 545 £+ 10 nm (b);
Angaben + 3 %.

Zeaxanthin/[nmol/mg Phaspholipid] Fuoreszenz (a)/[%] Fluoreszenz (b)/[%0]
0,068 91,9 93,3
0,164 80,7 86,4
0,588 65,5 66,9
0,760 57,3 59,5
0,884 54,9 56,5
1,040 37,3 36,5
1,108 37,5 40,3
1,560 26,6 28,5
2,112 21,2 234
2,320 17,1 18,8
2,496 20,4 21,8
3,048 19,1 20,1
3,300 20,0 21,8
3,584 16,5 17,9
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Abb. 54:  Konzentrationsabhangigkeit der Filteraktivitét von Zeaxanthin (@)
(100% = Kontralle).
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Die Hlteraktivitd beder Xanthophylle néhert sch mit seigendem Gehdt in der Membran
enem Grenzwert, der ba Lutein bei ca 9% und im Fdl von Zesxanthin be 17 % der
Kontrolle liegt. Lykopin (Abb. 55, S. 96, Tab. 31, S. 96) und b- Carotin (Abb. 56, S. 98 und
Tab. 32, S. 97) weisen eine weniger ausgepragte Filteraktivitét auf. Die schwéachste Wirkung
bestzt Lykopin. Dabel it zu berlickschtigen, dal3 die Experimente mit diesem Carotinoid nur
bis zu enem Gehdt von 14nmo Lykopi/mg Phospholipid durchgefihrt werden konnen.

Die Einlagerung von grofReren Mengen in die Membran i unter den Versuchsbedingungen
nicht moglich.
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Tab. 31: Blaulichtfilteraktivitt von  Lykopin im  Veglech zu  Kontrollvesken
(100 % Huoreszenz).
Anregungswdlenlange: 426 + 5 nm (a) und 426 + 10 nm (b);
Detektionswelenldnge: 545 + 5 nm (&) und 545 + 10 nm (b);
Angaben + 3 %.

Lykopin/[nmol/mg Phospholipid] Fluoreszenz ()/[%] Fluoreszenz (b)/[%0]

0,136 91,9 94,2

0,180 97,5 99,1

0,264 71,1 68,9

0,276 72,0 69,5

0,344 71,7 65,4

0,432 68,0 68,7

0,504 65,6 67,6

0,512 62,3 64,0

1,232 64,9 67,8

1,436 54,9 55,7

Abb. 55:  Konzentrationsabhangigkeit der Filteraktivitét von Lycopin (A)

(100% = Kontrolle).
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Auch b- Caotin liegt in seiner Wirksamkeit unterhdb der des Luteins und Zeaxanthins
(Tab. 32, Abb.56, S.98). Die in Tab.33 (S.98) beschriebenen Funktionen fir den
carotinoidmengenabhangigen  Wirkungsverlauf  snd  in - Abb.57 (S.99) zum Vergech
wiedergegeben. Es ist erdchtlich, dald Lutein schon in geringen Mengen die beste Wirkung
bestzt. Etwas hohere Konzentrationen von Zeaxanthin fihren ebenso zu einem Absinken der
Lichtdurchldssgkeit. Aus der Graphik 18% dch ene Abstufung der Carotinoide entnehmen,
b- Carotin und Lykopin zeigen ene deutlich schwéchere Wirkung bel der Filterung des
Blaulichts ds die Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin.

Tab. 32:  Blallichtfilteraktivitt von  b-Caotin @ im  Veglech zu  Kontrollvesken
(100 % Huoreszenz).
Anregungsivelenldnge: 426 + 5 nm (a) und 426 + 10 nm (b);
Detektionswvdlenldnge 545+ 5 nm (a) und 545 £ 10 nm (b);

Angaben £ 3 %.
b- Carotin /[nmol/mg Phospholipid] Fluoreszenz ()/[%] Fluoreszenz (b)/[%0]
0,228 87,8 90,5
0,240 78,0 75,5
0,288 69,5 69,8
0,416 64,0 65,9
0,716 50,6 52,4
1,192 41,7 44,3
1,484 41,0 447
1,788 40,2 43,8
2,288 38,7 42,2
2,412 324 34,6
2,880 27,1 29,6
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Abb. 56:  Konzentrationsabhangigkeit der Filteraktivitdt von b-Carotin ()
(100% = Kontralle).

100 —

80

o}
o
|

IN
o
|

Fluoreszenz/[%]

0 | | | | | |
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

b-Carotin/
[nmol/mg Phospholipid]

Tab. 33:  Funktionen der konzentrati onsabhangigen Filteraktivitét verschiedener
Carotinoide.

Probe Funktion der konzentrationsabhangigeri r°
Blaulichtfilteraktivita®

Lutein %Fluoreszenz=81,0" 5% [Luteinl) g 3 0,99
Zeaxanthin | %Fluoreszenz=72,1" g 0-89 [Zeaxanthin]) 13 1 0,95
Lykopin %Fluoreszenz=59,0 ([Lykopin]-0,11) %3 0,91

b-Carotin %Huoreszenz=-11,4" In([b- Carotin]-0,20)+43,0 0,99

100 % = Kontrolle ohne Carotinoid.
Korrelationskoeffizient.
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Abb.57: Veglech: Luten (), Zeaxanthin (®), Lykopin (A) und b-Carotin (M) ds
Blaulichtfilter (100% = Kontralle).
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Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse und der spezifischen Anreicherung von Luten und
Zeaxanthin in der Macula lutea, wird ene Mischung auf ihre Fltewirkung hin untersucht
(Berechnung analog des unter Kap. 3.1.2, S. 32, erlauterten additiven Werts). Das Verhdtnis
Luten zu Zeaxanthin betrégt in dlen Testsuspensonen 1:14. Ein theoretischer additiver
Schutzeffekt wird nech:

Theoretischer Wert
= (S Experimenteller Einzewert®© Menge [Carotinoid]?) : Gesamtcarotinoidgehat® (Formel 2)

mit
2 Huoreszenz in % des Kontrollwertes

b Carotinoidkonzentration in nmol/mg Phospholipid

berechnet.
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De genaue Huoreszenzwert des belreffenden Einzdcarotinoids be  der  jeweligen
Konzentration wird unter Zurhilfenahme der berechneten Funktionen (Tab. 33, S.98)
bestimmt. Unabhéngig von der Carotinoidgesamtmenge in diesem  Konzentrationsbereich
liegt der gefundene Huoreszenzwert bei 34.0+4,3 % der Kontrollfluoreszenz und somit dets
unter dem berechneten additiven Wert. Daraus ergibt sich ene synergisische Wirkung der
beiden Xanthophylle, diein Tab. 34 fir jede getestete Probe quantitativ angegeben i<

Tab. 34:  Lutein und Zeaxanthin ds Blaulichtfilter (n= 2-3).

Caratinoid K onzentration/ Fuoreszenz/ Theoret. Fluoreszenz/ D°
{ [nmol/mg Phospholipid] [%6] [%]*°

Lutein 0,70 353 52,0 16,7
Zeaxanthin 10,08

Lutein 0,75 3338 49,2 15,4
Zeaxanthin 11,06

Lutein 0,56 31,4 60,2 28,8
Zeaxarthin 0,80

Lutein 0,50 345 65,0 30,5
Zeaxanthin 10,72

100% Fluoreszenz entsprechen der Lichtdurchlassigkeit der Kontrolle.
Normierter Fluoreszenzmittelwert berechnet aus Einzelkomponenten Eormel 2 S. 99) und aus den aus
konzentrationsabhangigen Funktionen enthaltenen Daten.

Differenz zwischen theoretischem und experimentell ermitteltem Wert.
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4. Diskussion

4.1 Antioxidative Wirkung von Einzelsubstanzen in multilamellaren

Liposomen

Carotinoide und Tocopherole dnd effektive Antioxidantien und reegieren mit ener Rehe
vaschiedener  resktiver  Sauerstoffspezies  (ROS),  wie  Singulettsauerstoff — (1Oy),
Stickstoffmonoxid (NO) oder dem Superoxidradikalanion (O, )®%®7. Im Zusammenhang mit
dem Schutz von Lipiden vor Lipidperoxidation is vor dlem ihre Interaktion mit
Peroxylradikden von Interesse, die auch im vorliegenden Model untersucht  wurde.
Veschiedene Carotinoide, sowie a-Tocopherol und Quercetin wurden in die Membran
multilamdlarer Liposomen engdaget; die Lipidperoxidation wurde mit AMVN initiiert.
Dabe egdben dch deutliche Abdufungen in der  antioxidativen Wirkung  der
Einzel verbindungen mit der Rehenfolge:

Lykopin > a- Tocopherol > a- Carotin > b- Cryptoxanthin >Zeaxanthin = b- Carotin > Lutein
> Quercetin{146],

a-Tocopheral it en typisches sogenanntes ,chain-bresking antioxidant® und wird ds
wichtigdte Komponente der low densty Lipoproteine (LDLs) zum  Schutz  vor
Lipidperoxidation angesehet*”). Auch in dem verwendeten System zeigt a-Tocopherol eine
auggepragte  antioxidative Wirkung und wird nur von dem lipophilen Carotinoid Lykopin
Ubertroffen. Das deutlich hydrophilere Flavonoid Quercetin weils von den untersuchten
Substanzen die geringste Wirkung auf. Die Lipophilie dlein kann aber nicht der bestimmende
Fektor fUr die antioxidative Wirkung in diesem Sysem sain. Die meden untersuchten
Carotinoide snd lipophiler ds a-Tocopherol und hier geringer wirksam. Auch aus der
Rehenfolge der Carotinoide ist zu erkennen, dal3 die Lipophilie der Verbindung nur bedingt
mit der antioxidativen Wirkung korrdiert is. b-Carotin i lipophiler ds b-Cryptoxanthin,
aber deutlich geringer wirksam. Neben den physkochemischen Eigenschaften der Substanzen
giden in solchen Modelsysemen ene Relhe anderer Faktoren eine wichtige Rolle. Dazu
gehdoren u. a die Srruktur und chemische Zusammensetzung der Matrix  (Liposomen),
verwendetes Prooxidans, Losungsmittel, pH-Wert oder Temperatur. Ein Kkorrekter Vergleich
der antioxidativen Wirkung von Einzdverbindungen miteinander i somit nur in identischen
Moddlsysemen zuldssg. Daher i en Veglech der hier erhdtenen Ergebnisse mit
Literaturdaten nur bedingt moglich.
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In Uberdngimmug mit den hier ehobenen Daten zeigte sch doch in den meigten
Untersuchungen, dal3 a-Tocopherol en besseres Antioxidans ds b-Carotin is, wenn
Peroxylradikde in enem lipophilen Moddlsysem erzeugt wurden. Zur vergleichenden
Wirksamkeit von Carotinoiden gibt es bisher nur wenige Studien mit teils widerspriichlichen
Ergebnissen.  Untersuchungen  mit  ABTS *-Radikden  (ABTS.  2,2'-Azinobis-[-3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure]) ergaben, dald auch in diessm System Lykopin die besten
antioxidativen Eigenschaften aus einer Serie von Carotinoiden aufweist!**®l. Die Reihung der
anderen Carotinoide entspricht aber nicht der hier gefundenen.

In enem &hnlichen liposomden Sysgem zeigte sSch ebenfdls ene andere Absufung der
antioxidativen Wirkung der Carotinoide. Die polaren Xanthophylle, Zeaxanthin  und
b-Cryptoxanthin schitzten hier die liposomade Membran effektiver ds b-Carotin. Lykopin
hingegen enwies sich a's schwichstes Antioxidans!*>%.

Die daken Abweichungen zwischen den doch sehr dhnlich aufgebauten Studien konnten
neben den oben genannten Faktoren auch auf die unterschiedlichen Konzentrationen der
eingesatzten Carotinoide zurtickzufihren sain.

Wie ewédhnt, i¢ auch das zur Radikagenerierung ausgewdhlte System von Bedeutung. So
finden radikdische Reektioren, die durch AMVN, enem lipophilen Radikalgenerator,
initiet werden im unpolaen Tel der Membran dat (s Abb. 58). Im Fdl von
wasserlodichen Radikadartern sollte der Reektionsort an der Grenzfldche zwischen polarer
Membranregion und wassriger Losung liegen.

Radikal 1) lipophil 2) hydrophil
zB.AMVN O z.B. Superoxidanion ®

wéssrige Losung @ Ort der Reaktion

O O O
Membran VAL

O Ort der Reaktion

polare Region

O @

~— unpolare Region

Lykopin Zeaxanthin

Abb.58: Schema zur Klédung des mit AMVN beobachteten Effekt, nach dem mit
seigender Polaritét die lipidprotektive Wirkung der Testsubstanzen sinkt.
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4.2 Synergismus von Antioxidantien verschiedener Substanzklassen

Wie bereits in Kap. 3.1.2 und 3.1.3 (S.32 und S 34) dargelegt, wurden Mischungen der
untersuchten Einzelkomponenten in Liposomen eingebaut und ihre antioxidative Wirkung mit
enem Erwatungswet veglichen. De Erwatungswert  wurde additiv. aus  den
experimentdlen Daen der Einzdkomponenten berechnet. Dabel zeigte dSch, dad ene
Carotinoidkombination  &hnlich dem Carotinoidmuster im  Serum  des Menschen  ene
wesentlich  hohere  Schutzwirkung  erzidt, ads der aus Daen der  Einzekomponenten
berechnete additive Wert ewarten 183 Dieser Effekt wes auf einen Synergismus hin.
Weiter konnte gezeigt werden, dald es sch hietbe um en soffklassenibergreifendes
Phdnomen handdt, welches sowohl bel einer Kombination von Caratinoiden dlein, as auch
be Kombinationen von Carotinoiden mit a-Tocopherol oder Quercetin  auftritt. Die
gynergigische Wirkung i mit der Anwesenheit von Lykopin und Luten verknlpft. Die
Zwel-K omponenten-Mischung aus diesen Carotinoiden zeigt den starksten Synergismus.

Es konnen verschiedene Ursachen fir diesen Effekt diskutiet werden. Er konnte mit den
physkaisch-chemischen Eigenschaften von Lykopin und Lutein in Vebindung gehen, die
auch fir die Pogtionierung von Carotinoiden in der Membran verantwortlich snd. Lutein
gehdrt mit sanen beden Hydroxylfunktionen zu den Xanthophyllen, von denen gezagt
werden konnte, dai3 sie senkrecht orientiert die Membran durchspanner*”*8l. Dabei sind die
polaren Endgruppen jewels im polaren Tell der Lipiddoppeschicht verankert. Lykopin it
vollsténdig unpolar und liegt as solches waegerecht innerhalb der Membran und bestzt hier
dne gewisse Mohilita!*®!. Eine Kombination beider Carotinoide mit ihren unterschiedlichen
Membranlokadisationen  konnte die mit  jeder Orientierung  spezifiscch  auftretende
Schutzwirkung vortelhaft mitenander vereinbaren und somit enen optimaen Schutz im
vorliegenden System bedingen. Die verschiedenen Angriffspunkte des Radikas sind durch
die unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Carotinoide abgedeckt. Da auch a-Tocopheral
und Quercetin zusammen mit den Caotinoiden eine synergisische Wirkung zeigen, kann
davon ausgegangen werden, dald Carotinoide mit beiden Antioxidantien in Wechsdwirkung
sehen. Krinsky et d. beschrieben berdts 1992 ene synergistische Wirkung von b-Carotin
und a - Tocopheroll 1%,

Zur Abklarung des Mechanismus der synergidischen Effekte snd wetere Untersuchungen
notwendig. Im Zusammenhang mit der praventiven Wirkung von Mikrondhrgtoffen, wie

Carotinoiden, Tocopherolen, Flavonoiden und Polyphenolen, wird angenommen, dal3 en
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augewogenes Muser im Organismus besseren  Schutz gewdhrleigtet, as  hohe
Konzenrationen an Einzdsubstanzen. Erst im Zusammenspid der endogenen und exogenen
Antioxidantien wird en optimder Schutz bereitgestelt. Synergisische Wirkungen spiden
hierbel vermutlich eine grol2e Rolle.

4.3 Vergleich der Wirkung von Carotinoiden in multilamellaren und

unilamellaren Liposomen

Die Konzentrationssbhéngigkeit der  lipidprotektiven  Wirkung von  Carotinoiden  in
multilamdlaren Veskeln wurde in Kap. 3.1.4 (S. 37) dargelegt. Dabel ergibt sich bel ener
Seigerung des Carotinoidgehdts um den Faktor 10 lediglich ene 1,5 bis 3fache Erhohung
der antioxidativen Wirkung von Lutein, bzw. b-Carotin. Gleichzetig |1&% dch be hoheren
K onzentrationen kein Synergismus zwischen beiden Komponenten mehr nachwei sen.

Ein ebenso Uberraschendes Ergebnis ergibt die Untersuchung von b-Carotin, Lutein und
Lykopin, sowie ener Kombination aus Luten und Lykopin in unilamdlaren Vesken,
Kap 3.2.1 (S.42). Be ene Konzentration von 3 nmol Carotinoid/mg Phospholipid, wie se
auch in der Sudie der multilamelaren Liposomen angewandt wurde, zeigen Lutein und
b-Caotin eine deutliche prooxidative Wirkung. Die antioxidative Wirkung von Lykopin
nimmt &. Dabel hat ene Senkung der Lykopin- und Lutenmenge den Velust der
protektiven Wirkung, bzw. einen prooxidaiven Effekt zur Folge. Gleichzetig wird berets in
den unilamdlaren Kontrollveskeln ein ca 10fach hoherer Gehdt an TBARS (24,2 nmol/mg
Phospholipid) gemessen, ds dies im Fdl der multilandlaren Liposomen (2,1 nmol/mg
Phospholipid) gezeigt werden konnte.

Die hier beobachteten Effekte lassen sch vermutlich dle mit dem Aufbau der Liposomen
eklaen. Unilandlare Liposomen dnd aus ener Lipiddoppeschicht aufgebaut, wahrend
multilamellare Liposomen mehrere Membranschichten enthdten, die zwiebdschdenformig
angeordnet dnd. Aus dem Aufbau ergibt Sch, dad die Zahl der Angriffspunkte fir aul3erhab
des Liposoms ezeugte Radikde im Fdl der unilamelaren Liposomen groRer igt ds be
multilamellaren. Daraus erklért sch vermutlich der hthere TBARS-Wert.

In multilamellaren Liposomen fihrt ene Steigerung des Carotinoideinbaus aufgrund  der
Struktur des Veskels nicht zu einer weiteren Erhthung des Carotinoidgehdts in der &ul3eren
Lipidschicht. Da auch mehrere innen liegende Schichten vorhanden sind, wird nur en
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proportionder Anteil des Carotinoids in die dulere Membran eingebaut. Die aufl3ere Membran
ig im vorliegenden Sysgem vermutlich der bervorzugte Angriffspunkt. Es i daher nicht
verwunderlich, dal3 keine konzentrationssbhdngige Steigerung der  antioxidativen  Wirkung
beobachtet wird. Ahnliche Effekte dirften fir den ,Verlut* des Synergismus von Lutein und
Lykopin verantwortlich sain. Zudem <ollte bedacht werden, da? sch mit seigender
Carotinoidkonzentration die Huiditdt der Membran &andern kann, was ebenfdls zu
Anderungen von Wechsalwirkungen fiihren kénnte.

Die prooxidative Wirkung von Caotinoiden wurde schon mehrfach in der  Literatur
beschriebef®®?)  und auch ads mogliche Ursache fir die erhthte Lungenkrebsinzidenz
diskutiert®>® die bei Rauchern unter Supplementirung mit b-Carotin in hohen Dosen
beobachtet wird!2%1%4 prooxidative Effekte von b-Carotin werden vor dlem be hoherer
Sauerstoffkonzentration beobachtet36:37) Intermedii&r werden vermutlich
Carotinoidperoxylradikae gebildet, die in Folgeresktionen weitere resktive Sauerstoffspezies
bil den[ 159,160,154] )

Im Sysgem multilamdlarer Liposomen dirfte zumindest im Bereich der inneren Schichten die
Konzentration an Sauerdoff geringer sen ds in den auleren Schichten.  Die
Wahrschenlichkeit einer  Bildung von Carotinoidperoxylradikden i€ im  Vergleich  zu
multilamelaren Lipasomen geringer.

4.4 Liposomen beladen mit hydrophilen Substanzen

Mit der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methode zur Prgparation unilamdlarer mit
hydrophilen Stoffen beladener Liposomen (Kap. 3.2.2, S. 44) i es mdglich, reproduzierbar
Suspensonen solcher Veskeln herzugdlen. Die Grof¥envertellung der Liposomen folgt einer
Gaul3-Verteilung, deren Grenzen en Intervdl von 171 bis 257 nm umfassen. Der Vortell
diesr Methode liegt in der Reproduzierbarkeit des Einbaus von wasserlédichen und
lipophilen Subgtanzen in die entsprechenden Kompartimente. Zusdtzlich it es maglich, die
nicht eingebauten Bedandtele auf verschiedenen Wegen schndl und  unkompliziert zu
entffernen. Dabe i dear zetliche Rahmen der Prgparation S0 gesetzt, dald
oxidationsempfindliche Stoffe eingesetzt werden konnen, ohne wéhrend der Pr8paration
abgebaut zu werden. Durch den Einsatz der HPLC kann die Quditdt der
Liposomenprdparation kontrolliert werden. Gleichzetig gewdhrleistet die ausreichend hohe
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Startkonzentration des hydrophilen Antioxidans in den Liposomen lange Inkubationszeiten
ohne Regeneration des hydrophilen Antioxidans.

Das hier beschricbene Sysdem erlaubt die enfache Herselung unilamdlarer Liposomen. Die
Prgparation wird jedoch durch verschiedene Parameter beinfluld. Insbesondere mufd auf eine
kongstante Temperatur wéahrend der Extruson geachtet werden. Ein zu hoher Druck wéahrend
der Extrusion ist unbedingt zu vermeiden, um ein Reil3en der Membran zu verhindern.

Mit Hilfe des vorliegenden Systems lassen sch Interaktionen von hydrophilen und lipophilen
Antioxidantien  untersuchen.  Vortel des Moddls ig die Kompatimentierung der
Antioxidantien, die der Stuation im lebenden Organismus (Zele) nachempfunden wurde,
d. h. Lokdisation der hydrophilen Antioxidantien im wassigen Kompartiment, umgeben von
ener lipophilen Membran beaden mit lipophilen Antioxidantien. Es soll hier auch erwahnt
werden, dal3 mit diesem Moddl auch weitere Untersuchungen méglich sind. So kénnen z. B.
Zidmolekile enes oxiddiven Angriffs in die Membran oder den hydrophilen Innenraum
eingebaut werden. Die anschliefende Andyse der Resktionsprodukte erlaubt dann einen
Aufschiul3  Gber Reaktionswege, Reaktionsmechanismen und Diffusionsfahigkeit
verschiedener Prooxidantien.

4.5 Antioxidative Wirkung von Carotinoiden und GSH in unilamellaren

Liposomen

Durch die Enlaggung von GSH, enem wasserlodichen Antioxidans, kann die
Lipidperoxidation unter gleichzeitigem Verbrauch des GSH auf ca die Hafte im Verglech zu
Kontrollveskeln herabgesetzt werden (Kap. 3.24, S. 49). Dieser Schutzeffekt wird durch den
zusizlichen Einbau von Cactinoiden in die Membran modifiziet. Dabel zegen dch
konzentrationsabhéngig unterschiedliche Effekte. Eine Erhdhung der b-Carotinmenge fihrt zu
ener verdédrkten Lipidperoxidation und enem erhdhten Vebrauch an GSH. Dagegen
vermindert eine Erhdhung von Lutein den Abbau beider Subganzen. Im Fal des Lykopins
[&% dch en KonzentrationsWirkungsverlauf beschreiben, der ein deutliches Minimum der
Lipidperoxidation bei 0,06 nmol Carotinoidimg Phospholipid aufweist. Hohere, wie auch
niedrigere Mengen an Lykopin zeigen ene geringere Lipidprotektion. Dies weis darauf hin,
da? im vorliegenden Sysem fir enen optimden Schutz vor Lipidperoxidation en
bestimmtes Verhdtnis von Lykopin zu Membranlipiden notwendig ist.
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In multilamelaren  Liposomen wurde die antioxidative Kapazitdée von Lykopin be
Konzentrationen von bis zu 130mM untersucht!®®”!. Hier fand sich eine dosisabhangige
Steigerung der Schutzwirkung.

Wie auch in Fdl der multilandlaren Liposomen (s Kap. 4.1, S 101) dehen die
verschiedenen  antioxidativen  Aktivitdéten der unterschiedlichen  Carotinoide  vermutlich  in
Zusammenhang mit ihrer Struktur und Polaritét, die ihre Membranorientierung  bestimmen.
Veglichen mit b-Carotin (2 nmol/mg Phospholipid) und Lutein (2,6 nmol/mg Phospholipid)
ig die Einbaumenge von Lykopin (0,122 nmol/mg Phospholipid) in die Veskemembran sehr
niedrig. Es kann davon ausgegangen werden, dald dieses Carotinoid aufgrund seiner unpolaren
und offenkettigen Struktur waegerecht in der Lipiddoppelschicht vorliegt. So nimmt es pro
Molekil einen grof¥en Raum en und gOrt die Einlagerung enes weiteren Lykopinmolekils in
direkter Nachbarschaft. Grolle Mengen dieses Carotinoids in der Membran beeinflussen
vermutlich die Lipiddoppelschicht und stéren die Membranintegritét. Dies steht im Einklang
mit der Studie von Lowe et d.1'% die dne erhdhte Membrandurchlassigkeit in Folge von
gesteigertem Lykopineinbau bel HT29-Zdlen zegt.

Obermiiler-Jevic et a.[*%® fanden einen prooxidativen Effekt in Verbindung mit b-Carotin in
humanen Hautfibroblagten, die UVA-Licht exponiet wurden. An diessr Stelle soll noch
enma darauf hingewiesen werden, da? Membraneffekte und prooxidative Wirkungen von
Carotinoiden im Zusammenhang mit ihrer toxikologischen Beurtellung von Bedeutung snd.
Mdoglicheeweise dehen  die  hier  besthriebenen  Effekte im Zusammenhang  mit
Wirkmechanismen, die in der ATBC!I%L und CARET-Swudiel® zu einer erhthten
Tumorinzidenz der mit relaiv hohen Dosen an b-Carotin supplementierten Rauchern flhrten.
Lediglich niedrige Mengen an Lykopin und b-Carotin bewirken einen deutlichen Lipidschutz.
Ein &nlicher Effekt wurde auch ba der b-Carotinsupplementierung von Probanden mit
niedrigem Carotinoidserumsgehalt beschriebert!!t!. Hier &uRert sich die postive Wirkung in
Form enes reduzierten Riskos, an Progtatacarcinom zu erkranken. Es wird diskutiert, dal3
auch zum optimden Schutz eine optimae Konzentration an Antioxidantien notwendig ist. Bei
hoheren  Konzentrationen  konnten  toxische Effekte  auftreten, be  niedrigeren  @n
unzureichender Schutz gegeben sain.

Anhand de vorliegenden Ergebnisse mit  GSH-geflllten  Liposomen kann  die
Wechsdwirkung von wasserlodichen und lipophilen  Antioxidantien gezeigt werden. Solche
Wechsdwirkungen sind bereits fir des System a-Tocopherol/Ascorbat beschrieberf 1551561
Hier wird Tocopherol regeneriert, indem Ascorbat mit dem Tocopherylradikal reagiert und
die radikdische Lagt in das wassige Kompatiment transportiert wird. Im vorliegenden
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Sysdem ig¢ ene Regenegration des Caotinoids durch GSH nicht gegeben. Durch
Wechsdwirkungen an der Grenzschicht zwischen hydrophiler und lipophiler Phase ergdnzen
sch die Antioxidantien jedoch in ihrer Wirkung.

4.6 Lipidperoxidation und GSH-Verbrauch in unilamellaren Liposomen in

Abhangigkeit von der Zeit

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde auch die Zetabhangigkeit der Resktion
untersucht. Unilamellare Liposomen, bedaden mit lipophilen und hydrophilen Antioxidantien,
wurden Uber einen Zetraum von 4 h mit AMVN inkubiert und zu besimmten Zeaten Proben
entnommen (Kap. 3.2.5, S.53). Die Ergebnise dieser Untersuchungen stimmen sehr gut mit
den Daten der 2 h-Inkubation Uberein (s Kap.3.2.4, S. 49). Es werden auch hier die fir
b-Carotin, Lutein und Lykopin besimmten Konzentrationsabhangigkeiten beobachtet. Lutein
zagt in Bezug auf Lipidprotektion und Schutz des inkorporierten GSH ene DossWirkungs-
Beziehung, wahrend die inhibitorische Wirkung im Fdl von b-Carotin  umgekehrt zur
eingesetzten Carotinoidmenge ist. Niedrige Mengen an Lutein und hohe Konzentrationen von
b-Carotin wirken prooxidativ. Lykopin eweig dch ds in hohen Konzentrationen GSH-
protektives, in niedrigen hingegen lipidprotektives Antioxidans (s. Kap. 3.25, S 53). Die
beobachteten Effekte konnten durch die bereits in Kap. 4.1 (S.101) unterschiedlichen
strukturbedingten Membranorientierungen erklért werden.

Veglecht man die Velaufe der TBARS-Bildung in Liposomen, deren engdagerte
Caotinoide antioxidetiv.- wirksam snd mit Kontrollveskeln, so 8% dch en deutlicher
Unterschied der Graphen fedddlen. Wahrend die Lipidperoxidation der ungeschiitzten
Membran kontinuierlich fortschreitet, flacht die TBARS-Entwicklung in Anwesenhet von
Carotinoiden zunehmend ab. Diessr Befund gilt fir dle untersuchten Carotinoide
gleichermal¥en. Liegt en lipidprotektiver Effekt vor, so sdlt dch diesser nach ca ener Stunde
Inkubation durch enen verlangsamten TBARS-Angieg verglichen mit der Kontrolle dar. Die
berechneten Regressonskurven zeigen ausnahmdos ene  logarithmische Funktion, deren
Abflachung mit deigender antioxidativer  Aktivitdt S&ker ausgepragt  id. Einen
vergleichbaren Verladf der Oxidation von b-carotinbeladenen  Phosphatidylcholinliposomen
be der Bestrahlung mit Licht der Welenlange > 530 nm zeigten Krinsky e a.?4. Auch
hierba handdt es dch um ene radikdische Resktion. Veskd mit prooxidativ wirksamen
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Mengen an Carotinoiden zeigten einen eher linearen Verlauf der TBARS-Entwicklung, deren
Seigung hingegen deller i, dsdie in Kontrollliposomen.

Beobachtetet man den GSH-Verbrauch, unterscheiden sich die Carotinoide in ihrer Wirkung
grundlegend voneinander. Ba Suspensonen mit antioxidaiver Wirkung 183 sch haufig en
verzogerter Resktionsbeginn feststelen, be dem der GSH-Inhalt wéhrend der ersten Stunde
der Inkubation nahezu kongtant bleibt und erst spéter langsamer ds in Fdl der Kontrolle
abnimmt. Bel prooxidativen Resktionen hingegen verlauft die Oxidation direkt zu Beginn der
Inkubation mit einer hoheren Rate, ds se in Fal der Kontrolle gemessen wird. Daraus kann
gechlossen werden, dald die beschleunigende, wie auch schitzende Komponente der
Reaktion bereits vor Inkubationsstart vorliegt.

Im Rahmen der Studie wurde auch der Verbrauch an Carotinoiden wéahrend der Inkubation
vefolgt. Obwohl Lutein und b-Carotin grundsédtzlich verschiedene KonzentrationsWirkungs-
Beziehungen zeigen, werden beide wahrend des Resktionsablaufs verbraucht. Es konnten
dennoch aufgrund der unterschiedlichen Typen der  angepassten  Regressonskurven
varschiedene Kinetiken vorliegen, zu deren Bestimmung jedoch héaufigere und genaue
Konzentrationamessungen  durchgefihrt  werden  miissen.  Unabhdngig  hingegen  vom
vorliegenden Mechaniamus deutet die Tatsache, da3 die Carotinoidmenge abnimmt auf enen
irreversblen Prozef3 hin. Dieser konnte durch die Bildung eines Addukts zwischen Carotinoid
und Radika oder eines Carotinoidradikalkations erklart werded!*%*%%, Es wurde in der
Literatur bereits beschrieben, da3 Carotinoidradikaaddukte as Prooxidantien reagieren
konnerf*®%. Besonders im Fall von b-Carotin wére eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fir die
Bildung solcher prooxidativen Zwischengdufen mit seigendem Carotinoidgehdt denkbar,
wodurch neben des Veluss der Membranintegritdt durch hohe Carotinoidmengen die
stérkere TBARS-Bildung erklért werden konnte.

Nach enem anfanglichen Abfal blebt die Lykopinkonzentration hingegen in  dlen
gemess=nen Proben nahezu kongtant. Experimente in multilamellaren Liposomen (Kap. 3.1.5,
S.38) fuhren zu é&hnlichen Ergebnissen. Diese Beobachtung deht im Gegensatz  zur
augeprégten  Ingtabilité des Lykopins in homogener Losung. Es handdt sch ba diesem
Carotinoid um ene extrem oxidationsempfindliche Substanz, die in homogener organischer
Lésung mit Methyllineola schneller abgebaut wird ds b-Carotin oder a-Carotinl*®Y.
Aufgrund seiner hohen Regktivitde mit oxidierenden Agentien wurde Lykopin ds darkes
Antioxidans eingestuft!6?),

Die Mechanignen, die dem ungewthnlichen Verhdten von Lykopin unterliegen, snd noch
ungeklart.
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4.7 UV/VIS-Spektren von carotinoidhaltigen Liposomen

Aufgrund seiner hohen antioxidativen Kapazitéat (vergl. Kap. 4.1 und 4.5, S. 101 und 106) und
der Uberraschenden Stabilitdt wahrend vierstindiger Inkubation mit AMVN (s Kap. 4.6,
S. 108) wurden Spektren von lykopinhdtigen Liposomen aufgenommen und mit denen
anderer caratinoidhaltiger Liposomen und entsprechenden Kontrollen verglichen. Dabe  falt
auf, dad dch UV/VISSpektren von Phosphatidylcholinliposomen nicht von  solchen
unterscheiden, die Lykopin in verschiederen Konzentrationen enthalten (Kap. 3.3.3, S. 80).
Im Vergleich dazu zegt sich be der Einlagerung von b-Caotin, Lutein und Zeaxanthin in
ahnlichen Konzentrationen das fir Carotinoide charakteristische Spektrum, dessen Hauptpesk
ledigich um wenige nm in den langweligen Bereich verschoben ist. Bereits wahrend der
Bildung der lykopinbdadenen Liposomen kann man die Entfabung der Suspenson
beobachten.

Extrahiet man die Liposomen mit organischem Losungsmitte, kann im Extrakt wieder
Lykopin nachgewiesen werden. Der Effekt i dso nicht auf einen Abbau des Lykopins
zurlckzufUhren. In Abhangigkeit von der Lddichkeat tendieren Carotinoide dahin, Aggregeate
zu bilden, ein Prozel3, der dazu fihrt, dald keine typischen Spektren mehr zu erhdten sind.
Eine solche Aggregahbildung konnte den Beobachtungen zugrunde liegen. Im Gegensatz dazu
deht, dal3 keine fir die Aggregatbildung typischen Absorptionen im Bereich von 340 nm in
den Spektren gefunden werden. Die Zusammensetzung der Membran hat ebenfdls Einfluld
auf den oben beschriebenen Effekt. Wird Lykopin in Liposomen engebaut, die ausschliedich
gesittigte Fettsduren enthdten, lassen Sch zum einen grof¥ere Mengen einbauen, zum anderen
werden typische Lykopinspektren erhdten. Es 18% sch vermuten, dald die Zusammensatzung
der Membran Einfuld auf die Aggregatbildung hét.
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4.8 Zusammensetzung der Membran und Eigenschaften der Liposomen

In Abhdngigkeit von der Lipidzusammensstizung der Membran unterscheiden dch die
Liposomen im Hinblick auf Grole und Beadungskepazitdt. Untersucht wurden Liposomen,
die nur gesittigte Fettsduren in der Membran enthdten (DPPC-Liposomen; Kap. 3.3.1, S. 70)
und solche, die gesdttigte und ungesittigte Fettsduren enthdten (3-sn-Phosphatidylcholin-
Liposomen; Kap. 3.2.3, S. 47). DPPC-Liposomen snd mit einem mittleren Durchmesser von
385nm ca 80 % groler ds die 3-sn-Phosphatidylcholin-Liposomen (214 nm). Wahrend der
GSH-Bdadungsgrad (20 umol/mg  Phospholipid)  in - 3-sn-Phosphatidylcholin-Liposomen  von
der Inkorporation verschiedener Carotinoide vollkommen unabhdngig i, beenflussen
Carotinoide den GSH-Inhdt von DPPC-Liposomen erheblich. In lykopinhdtigen Liposomen
ist der GSH-Einbau mit 15 pmol/mg Phospholipid um 25% vermindert verglichen mit den
entsprechenden  Kontrollen. Das Einlagern von Zeaxanthin in Membranen mit geséttigten
Fettsduren erhoht die GSH-Konzentration im  Veskdinnglen um 15% (23 pma/mg
Phospholipid) bei gleichzeitiger Verminderung der Liposomengréiie um 11 %.

Eine mogliche Erkldrung fir die Vaiailitdt in Grofle und Inhdt in Abhdngigket der
engdageten  Caotinoide ig die  Membranbeschaffenheit.  Im  Verglech  zur
Lipiddoppelschicht mit ungesdttigten Fettsauren it die DPPC-Membran wesentlich rigider.
Die Membran von 3-sn-Phosphatidylcholin verfiigt Uber eine hohe Huiditét, die es moglich
macht, kleinere Veskd zu bilden, ohne dal3 die Membran bel der Prdparation durchléssig
wird oder reifd und nur Membranfragmente zurlickbletben. Durch diesen Mangd an Huiditét
in DPPC-Liposomen kann die Einlagerung von Fremdmolekilen nicht ,abgefedert” werden
und die Antwort des Systems snd verdndete den Gegebenheiten angepade physkaische
Eigenschaften, wie z. B. die Beladungskapazitét.

4.9 EinfluB von Zeaxanthin auf die physikalischen Eigenschaften der DPPC-

Membran

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden hohe Konzentrationen von Zeaxanthin
(7,7 nmol/mg Phosphalipid), bzw. Lykopin (8 nmol/mg Phospholipid) in die aus gesitigten
Fettsduren bestehende DPPC-Membran eingdagert. Dabel konnte ein Unterschied zu den
3-sn-Phosphatidylcholin-Liposomen  beziiglich des GSH-Einbaus und der Veskegrole
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festgestellt werden (s. Kap. 3.3.1, S. 70). Zur Erzeugung der oxidativen Bedingungen wurden
zwe radikdbildende Syseme zur Generierung von ionischen Radikden verwendet
(Xanthin/Xanthin-Oxidase und Ammoniumperoxodisulfat, s. Kap. 3.3.2, S. 73).

Die endlndige Inkubation von Kontroll- und Zeaxanthinliposomen mit unterschiedlichen
Xanthin-Oxidasemengen be  37°C  bewirkt ene verglechbare GSH-Abnahme im
Veskdinneen. Dagegen lassen sch ba 30°C  attioxidaive Effekte deutlich messen.
Verglecht man nun den Schutzeffekt der Xanthophylle mit Lykopin, so kan man feststdlen,
dal3 ein Einbau von Lykopin zunéchst ebenfdls die GSH-Abnahme verlangsamt. Nach 30 min
hingegen wird der Oxidationsprozef?3 beschleunigt und die Wirkung dieses Carotinoids auf das
wasserl6diche GSH ist prooxidativ.

Wird Ammoniumperoxodisulfat ba  25°C  zur Initigtion der radikalischen Resktionen
verwendet, so beobachtet man be Zeaxanthinliposomen ene &hnliche Wirkung wie bereits
be Einsaz der Xanthin-Oxidase ds radikagenerierendem System. GSH wird auch hier vor
Oxidation vollstndig geschitzt. In Lykopinliposomen kann hier man trotz des GSH-Abbaus
elnen antioxidativen Effekt feststdlen.

Aus diesen Beobachtungen 18% dch schlief¥en, dal3 die Temperatur enen  wesentlichen
Einflu? auf den Effekt der Carotinoide hat. Be niedriger Temperatur sind die antioxidativen
Eigenschaften sarker. Dies kann mit ener geringeren Fuiditdt der Membran bel niedrigen
Temperaturen in Verbindung stehen. Be hoherer Temperatur nimmt die Beweglichkeit der
Membranmolekile und damit der Grad der Unordnung stark zu. So kann es vermehrt zum
Auftreten von ,durchlégssgen® Selen kommen, durch die die hydrophilen Radikade von
enem wassigen Kompatiment in das andere wechsdn konnen. Gleichzatig dnd die
Voraussatzungen fur einen optimaen Schutz durch das Carotinoid nicht mehr gegeben.

Wie beobachtet, kann die GSH-Abnahme be Raumtemperatur durch den Einbau von
Zeaxanthin nahezu vollgandig verhindert werden. Fur diesen Effekt kdnnen zwe  Grinde
genannt werden. Zum enen konnte das engdagete Zeaxanthin unter den herrschenden
Bedingungen seine optimale Schutzwirkung durch Interaktion mit dem Radikd sdbst und
dessen Neutrdisation entfalten. Dabel it zu berlickschtigen, dal3, wie beréts in Kap. 4.1
(S.101) néher dargelegt, beide Spezies, sowohl Carotinoid, as auch Radika, Uber enen
polaren Charakter verfigen. Dadurch kommt es zu einer besseren Schutzwirkung verglichen
mit dem unpolaren Lykopin, das sch vollgandig im Membraninneren befindet. Gegen ene
solche Erkldrung des beobachteten Effekts spricht jedoch die Tatsache, dald die Temperatur
enen groien Einflud auf die Carotinoidektivitdt bestzt und aulerhdb enes rdativ engen
Temperatubereichs kein Unterschied zwischen Carotinoid- und Kontrollveskeln  gemessen
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werden kann. So kann der unterschiedliche Effekt der Carotinoide auch rein physkalischer
Natur sein. In Arbeiten von Gruszecki et d.[*"18140 wurde mit Hilfe von ESR-Spektroskopie
gezeigt, dad im Gegensatz zu der Einlagerung von b-Carotin, Zeaxanthin die Beweglichkeit
der Phosphatidylcholinmolekile stark einschrénkt. Die Rigiditd der Membran nimmt zu und
die Pemedbilitdéc fur lonen &. Durch sgnen phospholipidandogen Aufbau  (polare
Endregion, unpolare  Polyenkette) kann das  Xanthophyll padld zu  den
Phosphatidylcholinmolekilen in  die Membran engdaget werden und mit diesen in
Wechsdwirkung treten. Da Zeaxanthin einen kleineren Raum ennimmt ds die Lipide, wirkt
es somit as ,Niete" in der Lipiddoppelschicht. Als Folge ist de Durchldssgkeit der Membran
fur lonen stark erschwert, wie im Fal der DPPC- zeaxanthinbel adenen Liposomen beobachtet.

4.10 Lutein und Zeaxanthin als Blaulichtfilter

Lutein und Zeaxanthin wurden in Liposomen, die ungesitigte und geséttigte Fettséuren
enthdten, engdagat. Durch im Veskdinnenraum befindliches Lucfer Gdb kann die
Lichtdurchléssigkeit der Membran gemessen werden (s. Kap. 34.3, S.92). Dabei ergab sich
ene konzentrationsabhangige Blaulichtfilteraktivitdt der  betreffenden  Xanthophylle  Im
Vergleich mit zusizlich untersuchtem b-Carotin, bzw. Lykopin erwiesen sch Lutein und
Zeaxanthin  ds wirksamerer  Filter. In dlen Fdlen kann en Grenzwet fur die
Lichtdurchléssgkeit anndherungsveise  bestimmt  werden, der auch be  sehr  hohen
Carotinoidkonzentrationen nicht unterschritten wird.

Die Tatsache, dal3 dle untersuchten Carctinoide eine Blaulichtfilteraktivitét bedtzen, 18% sich
daraus ableten, dald ihr Absorptionsmaximum im Bereich dieser Wdlenlange liegt. Dies zegt
sch durch die intensve rote bis gedbe Fabung der Stoffklasse. So hindern geféarbte
Carotinoide blaues Licht aufgrund ihrer Eigendbsorption gleichermal3en am Durchdringen der
Membran.

Bemerkenswert hingegen i der Befund, dal3 Lutein und Zeaxanthin eine sehr vid dStérkere
Blaulichtfilteraktivitdt bedtzen ds b-Carotin und Lykopin. Ursache hierfir kann wiederum,
wie im Fdl der antioxidativen Wirkung, die unterschiedliche Membranorientierung sein. Um
Licht effektiv absorbieren zu konnen, mul3 vom Absorbens ene bestimmte Pogtion
gegeniber dem Lichtvektor eingenommen werden. Die Podtion der Liposomen in der
Suspenson igt datistisch gestreut. Da Xanthophylle wegen ihrer  polaren  Gruppen die
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Membran senkrecht durchspannen!”® s es ihnen méglich, ene pardlde Anordnung
enzunehmen. So ig die Wahrschenlichket, dal3 der Lichtvektor auf en fir die Absorption
ided pogtioniertes Xanthophyllmolekdl trifft, hoher ads dies die Membranorientierung von
Lykopin und b-Carotin im Schichtinneren erwarten 18%. Die Abstufung der Flteraktivitét von
Lutein und Zeaxanthin kann durch die um eine Postion verschobene Lage der Doppelbindung
eklat weden. Dadurch ehdt Lutein die Mdoglichkeit zur freden Drehung um die
Bindungsachse und kann somit eine gedtreckte, wie auch gewinkete Struktur einnehmen. Die
Konsequenz i ene Kombination aus senkrechter und waagerechter Membranorientierung,
was ene vermehrte Lichtabsorption zur Folge hat.

Der beobachtete Synergismus von Lutein und Zeaxanthin kann somit, wie auch be der
lipidprotektiven Wirkung (Kap. 4.2, S 103), durch ene optimade Kombination der
unterschiedlichen Membranorientierungen erklart werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die antioxidativen Eigenscheften sowie die

Blaulichtfilteraktivitt von Carotinoiden in liposomaden Sysemen untersucht. Dazu wurden

zwe veschiedene Moddle etabliet. Zum quantitativen Verglech der protektiven Wirkung

von Antioxidantien wurde das enfachere Sysem multilamdlarer Liposomen verwendet. Um
die Interaktion von hydrophilen und lipophilen Antioxidantien, bzw. die Lichtdurchldssgkeit
caotinoidbdladener  Membranen zu untersuchen, wurde das Moddl der unilamdlaren

Liposomen etabliert.

1) Multilamellare  Liposomen wurden mit Carotinoiden beladen. Die Expodtion  mit

Peroxylradikden efolgte durch die Themolyse von AMVN (22-Azobig24-
dimethylvaeronitril]). Als Indikator der Lipidperoxidation wurde das gebildete
Maondiddehyd ds thiobarbitursdureresktive Substanzen (TBARS) verwendet. In diesem
Sysem zegte dch folgende Abstufung der antioxidativen Wirkung der untersuchten
Antioxidantien: Lykopin > a- Tocopherol > a-Carotin > b-Cryptoxanthin > Zeaxanthin =
b-Carotin > Luten > Quercetin.
Es wurde ene gynergidische anttioxidative Wirkung von  Carotinoidgemischen
nachgewiesen. Hierbe zeigte dch, dad en Synergismus fur Lutein und Lykopin besteht
und vermutlich mit der Orientierung diessr Carotinoide in der  Lipidmembran
zusammenhangt.

2) Unilamdlare Liposomen wurden mit Carotinoiden in der Lipidphase und GSH in der
wéssyigen Phase bdaden und die Interaktionen der Antioxidantien untersucht. Die
Lipidperoxidation wurde wiederum mit AMVN induziert. In Anwesenheit von GSH war
die Lipidperoxidation (TBARS-Bildung) im Veglech zur Kontrolle auf die Hdafte
varingert. In Abhéngigkeit von der engebauten Carotinoidmenge wurden antioxidetive
oder prooxidative Effekte gemessen. Es wurde en  optimades Mengenverhdtnis
Carotinoid/Membranlipid gefunden, welches den besten Schutz vor Oxidetion bietet.
Messungen der Carotinoidkonzentration in der Membran zeigten, dal3 die engebaute
Lykopinmenge im Gegensaiz zu Lutein, a - Carotin und b-Carotin nahezu konstant bleibt.

3) Eingebaut in ene aus 3-sn-Phosphatidylcholin bestehenden Membran (enthdt geséttigte
und ungesdttigte Fettsduren) zeigten dle Carotinoide bis auf Lykopin das charakteristische
Carotinoidspektrum. In Lipidmembranen aus 1,2- Dipamitoyl-sn-Glycero-
phosphatidylcholin  (enthdlt ausschliefdich  gesditigte  Fettsauren)  inkorporiert,  zeigte
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Lykopin sain chaakterigisches Spektrum. Dieser Effekt konnte auf unterschiedliche
Aggregathildungen zurtickzufihren sain.

4) Im Moddl unilamdlarer Liposomen wurden Blaulichtfilteraktivitdten von Carotinoiden
untersucht. Dazu wurden unilamelare Veskd mit dem Huoreszenzfarbstoff Lucifer Geb
und Carotinoiden beladen. Die Liposomen wurden mit Blaulicht (Welenlénge: 426 nm)
bestrant und die Huoreszenzintenstéa (Wdlenlange 545 nm) im Verglech zu Kontrollen
bestimmt. Inshesondere die in der Macula lutea vorkommenden Carotinoide Lutein und
Zeaxanthin  weisen ene ausgepragte  Blaulichtfilteraktivitt auf  (Maximum: 9 %, bzw.
17% Fluoreszenz des Kontrollwerts). b-Carotin und Lykopin dnd  weniger  aktiv
(Maximum: 30%, bzw. 55% Huoreszenz des Kontrollwerts). Eine Kombinaion aus
Luten und Zeaxathin zdgte enen synagidischen FEffekt in Bezug auf de
Blaulichtfilteraktivitét.
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