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Abkürzungen

BHT 2,6-Di-tertiär-butyl-4-methylphenol
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsäure
EDTA Ethylen-diamin-tetra-acetat
EPP erythropoetischer Protoporphyrie
FCS fetal calf serum = Fötales Kälber Serum
HBSS Hanks´ Balanced Salt Solution
HDL high density lipoprotein
HPLC high performance liquid chromatography

= Hochleistungs Flüssigkeitschromatographie
LDH Lactatdehydrogenase
LDL low density lipoprotein
MDA Malondialdehyd
MED Minimale Erythemdosis
NADH Dihydro-nicotinamid-adenin-dinukleotid
ROS reactive oxygen species = Reaktive Sauerstoffverbindungen
TBA  Thiobarbitursäure
TBARS thiobarbitursäurereaktive Substanzen
UV ultraviolett
VLDL very low density lipoprotein



1. Einleitung

Akute und chronische Sonnenlichtexposition haben pathologische Folgen für die Haut.

Insbesondere die Exposition gegenüber der energiereichen ultravioletten Strahlung im

Sonnenlichtspektrum wird mit einer Reihe von negativen Effekten für die Haut, wie

Photoalterung, Photocancerogenese, Photoallergie, verschiedene Photodermatosen,

Phototoxizität und der Verschlechterung bereits existierender Hauterkrankungen, in

Verbindung gebracht.

Photooxidativer Streß ist ein biochemischer Mechanismus, mit dem sich die cytotoxischen

und cancerogenen Effekte des Sonnenlichts erklären lassen. Unter anderem führt dabei die

Lichtabsorption von endogenen Biomolekülen zur Erzeugung reaktiver

Sauerstoffverbindungen (ROS = reactive oxygen species).

Gegen Prooxidantien gibt es in biologischen Systemen eine Reihe von antioxidativ wirkenden

Verteidigungsmechanismen, zu denen die enzymatischen und die nicht-enzymatischen

Antioxidantien gehören. Zu den wesentlichen enzymatischen Antioxidantien einer Zelle

zählen z.B. die Superoxiddismutase (Abfangen von O2
•-), die Katalase (Reduktion von H2O2)

und die Glutathionperoxidasen (Reduktion von organischen Hydroperoxiden: ROOH). Die

nicht-enzymatischen Antioxidantien sind eine Gruppe von Verbindungen mit niedrigem

Molekulargewicht wie z.B. die Carotinoide. Carotinoide inaktivieren z.B. den bei

photooxidativem Streß entstehenden Singulettsauerstoff oder/und reagieren chemisch mit

ROS oder freien Radikalen. Folgereaktionen führen zu inaktivierten Molekülen, die nicht

mehr prooxidativ wirken [1].

Es gibt wasserlösliche (hydrophile) und fettlösliche (lipophile) Antioxidantien. Vitamin C

(Ascorbinsäure) und Glutathion gehören zu den hydrophilen nicht-enzymatischen

Antioxidantien. Vitamin E (Tocopherole) und die Substanzklasse der Carotinoide zählen zu

den lipophilen nicht-enzymatischen Antioxidantien (Abbildung 1).

Speziell aufgrund der im Vergleich zu anderen Antioxidantien deutlich höheren

bimolekularen Reaktionskonstante der Singulettsauerstoffinaktivierung (Tabelle 1, Kapitel

1.1.3., Seite 6) [2] und der hohen möglichen Hautkonzentration bei Supplementierung (bis zur

Carotinodermie), wurden Carotinoide erfolgreich zur Behandlung von erythropoetischer

Protoporphyrie (EPP) [3] eingesetzt. Die Symptome der EPP sind vermutlich das Ergebnis
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Abbildung 1: Lipophile und hydrophile nicht-enzymatische Antioxidantien. ß-Carotin steht

hier als Vertreter der Substanzklasse der Carotinoide.

der Photoanregung von Protoporphyrin und darauf folgender Bildung von Singulettsauerstoff

und/oder freien Radikalen [4].

Während man sich beim Sonnenbaden leicht gegen die negativen Folgen der UV-Strahlung

(z.B. UV-Erythem, Hautkrebs) durch Anwendung eines topischen Sonnenschutzmittels

schützen kann, ist dieses für die vielen kurzen Sonnenexpositionen kaum praktikabel. Hier

stellt sich die Frage, ob eine Prävention der oben beschriebenen Hautschäden auf

systemischem Wege durch eine allgemeine Ernährungsempfehlung für die Bevölkerung oder

durch Supplementierung zu erreichen ist. Eine Lichtschutzwirkung für den gesunden
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Menschen durch Supplementierung mit ß-Carotin ist in Interventionsstudien gezeigt worden

[5-9]. Für andere Carotinoide ist eine solche Schutzwirkung in Interventionsstudien noch

nicht erforscht worden. Auch existieren nur wenige Daten über den Einfluß von Carotinoiden

auf den photooxidativen Streß in humanen Hautzellkulturen.

1.1. Die Haut

1.1.1. Anatomie der Haut

Man unterscheidet mehrere strukturelle Bereiche der Haut. Das Stratum corneum, oder auch

die Hornhaut, ist die oberste Schicht der Epidermis und besteht aus abgestorbenen Hautzellen,

die einen mechanischen Schutzwall darstellen. Die restliche Epidermis besteht zu 90% aus

Keratinozyten. Wichtige mit Spezialfunktionen ausgestattete Zelltypen der Epidermis sind die

dendritischen Melanozyten, Langerhanszellen und die Merkelzellen (Druckrezeptoren). Das

Korium (Dermis, Lederhaut) besteht überwiegend aus von den Fibrozyten gebildeten

Abbildung 2: Struktur der Haut [10].
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Subcutis
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Kollagenfasern und verleiht der Haut ihre Zugfestigkeit und Dehnbarkeit. Die Lederhaut ist

mit der Epidermis durch Papillen verzahnt. Hier liegen die meisten Hautsinnesorgane und

sowohl die Schweiß-, als auch die Talgdrüsen der Haut. Im Gegensatz zur Epidermis verfügt

die Lederhaut über Blutgefäße. Die Subcutis (Unterhaut) besteht aus lockerem

fettgewebsreichen Bindegewebe [10, 11] (Abbildung 2; Seite 3).

1.1.2. Schädigung der Haut durch ultraviolette Strahlung

Das ultraviolette Licht ist nur ein kleiner Teil des Sonnenlichtspektrums. Dieses energiereiche

Licht wird in drei Bereiche UVA-Licht (315-380 nm), UVB-Licht (280-315 nm) und UVC-

Licht (200-280 nm) unterteilt. Da die Ozonschicht der Stratosphäre UVC-Licht komplett

absorbiert, ist es physiologisch von geringer Bedeutung. UVC-Strahlung führt in hohem

Maße zu schädigenden DNA- und Proteinmodifkationen. Die DNA-Modifikationen können

zu DNA-Mutationen führen, die das initiale Ereignis für Krebs sein können. Daher wird in

Zukunft durch das Ozonloch auf der Südhalbkugel dort ein Anstieg der Hautkrebsrate für

möglich gehalten [12].

95% der die Erdoberfläche erreichenden UV-Strahlung ist UVA-Strahlung. UVA-Licht

induziert ein verzögertes Erythem, das sein langanhaltendes Maximum erst bis zu 24 Stunden

nach UVA-Exposition erreicht [13]. Im Fall von UVA-Licht wird die Beteiligung der ROS

vermutet, weil die Bildung dieses Erythems sauerstoffabhängig ist. Da UVA-Licht weniger

effektiv absorbiert wird als UVB- und UVC-Licht, kann es tiefer in die Haut, bis in die

Dermis hinein, eindringen [14]. Chronische Schädigungen der Haut durch UVA-Licht führen

zu Veränderungen der elastischen Kollagenfasern des Koriums. Zellen der Schweiß- und

Talgdrüsen werden ebenfalls geschädigt, und die Blutversorgung verschlechtert sich. Dies

alles führt zu einer trockenen, spröden und faltigen Haut [15; S. 88-90].

Ein akuter Sonnenbrand ist das direkteste und bekannteste Zeichen einer UVB-

Überexposition. Er ist das Resultat kumulierter Hautzellschädigungen, die zum Absterben der

Zellen führen. Die Hautrötung (Erythem) entwickelt sich nach einigen Stunden und erreicht

nach 8 Stunden ihr Maximum [4].

Die zellphysiologischen Mechanismen, durch welche UVA- und UVB-Strahlung

pathologische Effekte in der Haut erzielen, unterscheiden sich. UVB-Licht schädigt zelluläre
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Strukturen, wie Proteine und DNA, hauptsächlich direkt [16, 17], was weiterreichende Folgen

haben kann. Sind z.B. die direkten DNA-Schädigungen, wie Oxidation, Strangbruch und

Thymidindimerisierung, weder letal für die Zelle, noch durch DNA-Reparatursysteme

beseitigt worden, kann durch Akkumulation von Mutationen in den Stammzellen der

Epidermis Hautkrebs entstehen [18]. Die cytotoxischen und cancerogenen Effekte von UVA-

Licht in der Haut, welches weniger von DNA und Proteinen absorbiert wird, sind indirekt,

sauerstoffabhängig und involvieren die Bildung von ROS [19]. UVA-Licht bewirkt auch die

Freisetzung von Eisen aus Ferritin, was wiederum die Bildung freier Radikale katalysiert

[20]. Die Effekte von UVA-Strahlung scheinen dabei insbesondere durch exogen zugeführte,

aber auch endogene Photosensibilatoren, wie Flavine [21], Ubichinon, Porphyrine und NADH

[21, 22], vermittelt zu werden. Mit dem in Kapitel 1.2.2. (Seite 7) erläuterten molekularen

Mechanismus des photooxidativen Stresses läßt sich die indirekte hautschädigende Wirkung

von UVA-Licht erklären.

Darüber hinaus werden durch UV-Strahlung wichtige enzymatische Antioxidantien inaktiviert

(Katalase, Superoxiddismutase und Glutathionperoxidase [23-25]) und nicht-enzymatische

Antioxidantien, wie α-Tocopherol, Vitamin C und Carotinoide zerstört [23, 26].

1.1.3. Sonnenschutzmechanismen der Haut

Ein sichtbarer Schutzmechanismus der Haut gegen UV-Strahlung ist die Bräunung. Dabei

unterscheidet man zwischen direkter und indirekter Bräunung. UVA-Bestrahlung ruft die

direkte Bräunung durch Photooxidation von bereits in die Epidermis eingelagerten

Melaninvorstufen hervor. UVB-Licht löst die indirekte Bräunung aus, die erst etwa 24

Stunden nach UV-Exposition sichtbar wird und Folge der Melaninneusynthese in den

Melanosomen ist. Bei Farbigen sind die Melanosomen deutlich größer als bei Hellhäutigen.

Melanin absorbiert nicht nur UV-Strahlung, sondern auch sichtbares Licht, was sich als

Bräunung (induzierte Melaninproduktion), bzw. Hautfarbe oder Hauttyp (genetisch

determinierte Melaninproduktion) zeigt.

Der zweite Schutzmechanismus der Haut ist die Möglichkeit, die Hornschicht (Stratum

corneum) zu verdicken. Dieser Schutzwall aus abgestorbenen Zellen absorbiert, streut und

reflektiert UV-Strahlung. Ein wichtiger weiterer zellulärer Schutzmechanismus der Haut ist,
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neben der DNA-Reparatur durch spezielle UV-induzierte Enzyme [15 S. 51], die Apoptose,

durch die stark geschädigte Zellen eliminiert werden [27].

Bei chronischer Sonnenlichtexposition werden Verteidigungsenzyme gegen oxidativen Streß

(Hämoxygenase-1, Superoxiddismutase [28, 29]) der Hautzellen hochreguliert.

Die nicht-enzymatischen Antioxidantien gehören zum Abwehrsystem der Zelle gegen

oxidativen Streß. Besonders die Carotinoide sind von den nicht-enzymatischen

Antioxidantien aufgrund ihrer Eigenschaft effektive Singulettsauerstoffinaktivatoren zu sein,

geeignet, die oben beschriebenen sauerstoffabhängigen Schädigungen der UVA-Strahlung zu

vermindern (Tabelle 1). Darüber hinaus können Carotinoide auch chemisch mit anderen bei

UV-Strahlung gebildeten ROS oder freien Radikalen reagieren [30]. Folgereaktionen führen

zu neutralen Molekülen, die in der Zelle nicht mehr prooxidativ wirken. Desweiteren lagern

sich Carotinoide in die Haut ein, wobei bei hoher Carotinoidzufuhr eine Verfärbung der Haut

beobachtet wird (Carotinodermie).

Tabelle 1: Bimolekulare Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten von Singulettsauerstoff mit ausgewähltern
nicht-enzymatischen Antioxidantien (nach:[2]).

 [mol l-1 s-1]

RRR-α-Tocopherol 8 x 107

L-Ascorbat 1 x 107

ß-Carotin 5 x 109

Lycopin 9 x 109
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1.2. Carotinoide

Auffällig sind die in der Natur fast allgegenwärtigen Carotinoide vor allem als gelb bis rote

Farbpigmente von Obst und Gemüse (Mais, Tomaten, Karotten und Zitrusfrüchte).

Carotinoide besitzen aber auch die Eigenschaft, als nicht-enzymatische Antioxidantien zu

wirken. Diese wird als Erklärung für den in epidemiologischen Studien gefundenen

Zusammenhang zwischen hohem Verzehr von Obst und Gemüse und dem geringeren Risiko

an bestimmten Krebsarten und/oder degenerativen Krankheiten zu erkranken, diskutiert [31-

33].

Abbildung 3: Die Hauptcarotinoide im Blut des Menschen.
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Charakteristisch für Carotinoide ist ihre lange Polyenkette. Vom Lycopin lassen sich alle

anderen Carotinoide durch Modifikationen an einem oder beiden Enden des Moleküls, wie

Cyclisierungen und Einführung von Sauerstofffunktionen, ableiten [34]. Trans-Isomere der

Carotinoide sind in der Regel häufiger in der Natur zu finden als cis-Isomere [35]. Da

Carotinoide extrem hydrophob sind, findet man sie in lipophilen Kompartimenten des

Organismus wie Biomembranen, im Inneren von Lipoproteinen oder assoziiert an hydrophobe

Bereiche von Proteinen [34, 36, 37]. Die Stoffklasse der Carotinoide teilt sich in zwei

Untergruppen. Reine Kohlenwasserstoffmoleküle werden den Carotinen zugeordnet, während

die Xanthophylle [38] (auch Oxocarotinoide) mindestens ein weiteres Sauerstoffatom

enthalten (Abbildung 3, Seite 7). Die häufigsten Funktionen sind Hydroxy-, Oxo-, Epoxy-

und Estergruppen [39]. Durch den Einbau eines oder mehrerer Sauerstoffatome sind die

Xanthophylle weniger lipophil als die Carotine. Die unterschiedliche Lipophilie der Carotine

und Xanthophylle beeinflußt ihr Löseverhalten in organischen Lösemitteln und

möglicherweise auch ihre Ausrichtung in Membranen [34, 40, 41].

1.2.2. Photooxidativer Streß und Reaktivität der Carotinoide

Die Funktionen der Carotinoide werden durch ihre physikalischen und chemischen

Eigenschaften bestimmt. Das strukturelle Hauptmerkmal der Carotinoide ist ihr

Isoprenoidgrundgerüst. Dieses bildet mit seinen alternierenden Doppel- und

Einfachbindungen ein ausgedehntes π-System delokalisierter Elektronen. Die

Energiedifferenz zwischen besetzten π-Orbitalen und unbesetzten π*-Orbitalen ist im

Vergleich zur isolierten Doppelbindung verringert. Als Folge liegt die Absorptionsbande für π

→ π *-Übergänge der Carotinoide im sichtbaren Wellenlängenbereich bei ca. 450 nm. Drei

eng beieinander liegende intensive Absorptionsbanden (S2, S1, T1) sind für Carotinoide

charakteristisch [34, 42]. Aus diesem Grund erscheinen sie gelb, orange bis rot.
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Abbildung 4: Schematische Zeichnung der photoprotektiven Funktion der Carotinoide in den

Chloroplasten. Energietransfers vom Singulettsauerstoff (1∆) und vom Chlorophyll im

Triplettzustand (T1) des Chlorophyllmoleküls (Chl a) auf verschiedene Carotinoide (Car.),

sowie vom Chlorophyll im angeregten Singulettzustand (S1) auf Zeaxanthin (Zea.) sind

möglich. Die Singulettanregungszustände der Carotinoide (Car.) und der Triplettzustand von

Zeaxanthin (Zea.) werden nicht gezeigt. F = Fluoreszenz (Abbildung leicht modifiziert aus

[43] übernommen).

In der Natur wird diese photochemische Eigenschaft z.B. im Lichtsammelkomplex der

Chloroplasten genutzt. Durch Licht angeregte Carotinoide (S2) übertragen die absorbierte

Energie auf das Chlorophyll [44]. Diese Energie wird anschließend zur Photosynthese

genutzt. Carotinoide sammeln in diesem Fall Licht in einem Spektralbereich, der dem

Chlorophyll sonst nicht zugänglich wäre. Doch nicht nur die Lichtsammlung ist Folge der

photochemischen Eigenschaften der Carotinoide, sondern auch der Lichtschutz (Abbildung

4). Bei Lichtüberschuß bildet sich vermehrt angeregtes Chlorophyll im Triplettzustand,

welches seine Anregungsenergie auf Sauerstoff übertragen kann. Es entsteht

Singulettsauerstoff, der zu oxidativen Modifikationen an Proteinen, Lipiden und DNA in den
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Chloroplasten führen kann. Chlorophyll wirkt in diesem Fall als Photosensibilisator. Nach

dem Mechanismus des photooxidativen Stresses (Abbildung 5) gibt es zwei Möglichkeiten

der Reaktion eines angeregten Photosensibilisators. Die Typ I-Reaktionen sind ein direkter

Elektronen- oder Wasserstofftransfer zwischen Photosensibilisator und Substrat, dabei

entstehen Radikale. Bei der Typ II-Reaktion erzeugt der Photosensibilisator

Singulettsauerstoff.

Die unter diesen prooxidativen Bedingungen vermehrte Modifizierung von Proteinen oder

Lipiden kann z.B. cytotoxische Folgen haben. So kann z.B. die Oxidation von Proteinen ihre

Struktur beeinflussen, so daß diese Proteine ihre Funktion verlieren. Oxidation der Lipide

kann zum Verlust der Membranintegrität der Zelle führen. DNA-Modifizierungen können

DNA-Mutationen als Folge haben, die das initiale Ereignis der Tumorgenese sein können [45-

48].

Abbildung 5: Schema der Typ I/Typ II-Reaktionen nach dem Mechanismus des

photooxidativen Stresses. Der Photosensibilisator S wird aus seinem Singulettgrundzustand in

den ersten angeregten Singulettzustand angehoben. Danach geht er durch ein „Intersystem

Crossing“ in den ersten angeregten Triplettzustand 3S über und reagiert mit Sauerstoff und

Biomolekülen (RH) [4]. Die Verknüpfungen Typ I - radikalisch und Typ II-Reaktionen nicht-

radikalisch folgen einem Vorschlag vonGollnick [49].

Photoanregung
eines endogenen oder exogenen Photosensibilisators

durch UVA-Strahlung oder sichtbares Licht

Typ I-Reaktion Typ II-Reaktion
(radikalische Reaktion) (nicht-radikalische Reaktion)

3S  +   RH → S•-   +   RH•+ 3S   +   O2 → S   +   1O2

+ O2  →  
3S  +   RH → SH•   +   R• 1O2  +   RH →

3S  +   O2 → S•+   +   O2
•-

oxidierte
Produkte oxidierte

Produkte
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Aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften und der räumlichen Nähe zum Chlorophyll

vermögen die Carotinoide des Lichtsammelkomplexes in den Chloroplasten, sowohl den

Triplettzustand des Chlorophylls als auch den gebildeten Singulettsauerstoff zu inaktivieren

[42, 44]. Dabei entstehen Carotinoide im energiearmen Triplettzustand, die Anregungsenergie

als Wärme abgeben [44]. Da Carotinoide nicht nur in diesem speziellen Beispiel effektive

Singulettsauerstoffinaktivatoren sind, könnten sie in der Haut ebenfalls durch

Photosensibilatoren nach dem Modell des photooxidativen Stresses gebildeten

Singulettsauerstoff inaktivieren. Dabei ist das Lycopin das effektivste Carotinoid zur

Inaktivierung von Singulettsauerstoff (Tabelle 1, Seite 6, [2, 50]).

Carotinoide besitzen aber nicht nur photochemische Eigenschaften, sondern die

elektronenreiche Polyenkette ist auch elektrophilen Angriffen ausgesetzt. Eine wichtige

chemische Reaktion der Carotinoide ist die Oxidation. Der oxidative Abbau kann durch

Peroxylradikale oder Singulettsauerstoff initiiert werden [51, 52]. Das Bleichen der

Carotinoide ist der Verlust des Chromophors, d.h. des konjugierten Doppelbindungssystems

und ist die Folge des oxidativen Abbaus. Reine Carotinoide werden im kristallinen Zustand

schon in Anwesenheit von Spuren von Sauerstoff oxidativ abgebaut. Auch in vivo, stabilisiert

von Proteinen, sind sie anfällig gegen oxidierende Verbindungen.

Reaktionen der Carotinoide mit Peroxylradikalen, aber auch anderen Radikalen sind intensiv

erforscht worden (Abbildung 6, Seite 12). Die entstehenden Carotinoidradikale können z.B.

durch eine von Burton und Ingold [30] vorgeschlagene Radikaldimerisierungsreaktion zum

Kettenabbruch der z.B. durch Peroxylradikale initiierten Radikalreaktion führen (Abbildung

6, Seite 12). Bei diesen chemischen Reaktionen werden Carotinoide zwar zerstört, wirken

aber dabei antioxidativ, weil pro Carotinoidmolekül zwei Peroxylradikalkettenreaktionen

abgebrochen werden. Die extrem kurze Lebensdauer, der durch ihre intensive Absorption im

nahen Infrarotbereich nachgewiesenen Carotinoidradikale, begründet sich durch die

Delokalisation des ungepaarten Elektrons über die gesamte Polyenkette [53, 54] und den

damit möglichen schnellen Folgereaktionen [30].
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Abbildung 6: Beispiele radikalischer Reaktionen der Carotinoide [34].

Durch antioxidative Reaktionen und Kettenabbruch stoppen Carotinoide Radikalreaktionen,

die durch Typ I-Reaktionen nach dem Modell des photooxidativen Stresses initiiert werden

(Abbildungen 5, Seite 10 u. 6). Eingehend studiert wurden die antioxidativen Effekte der

Carotinoide in organischer Lösung [30] und an multilamellaren Liposomen [55]. Bei

multilamellaren Liposomen, welche physiologischen Bedingungen ähnlicher sind, wurden

synergistische antioxidative Wirkungen der Carotinoide nachgewiesen [55].

Einschränkend muß an dieser Stelle erwähnt werden, daß Carotinoide nicht nur antioxidativ

wirken, sondern bei hohem Sauerstoffpartialdruck ebenso prooxidativ sind. Triplettsauerstoff

kann mit Carotinoidradikalen, die unter prooxidativen Bedingungen gebildet werden,

reagieren. Dabei entsteht ein Carotinoidperoxylradikal, das eine neue Radikalkettenreaktion

initiieren kann [56]. Auch die Carotinoidkonzentration spielt eine bedeutende Rolle bei der

Wirkung der Carotinoide als Antioxidantien. An unilamellaren Liposomen zeigte sich nach

radikalischer Initiation der Lipidperoxidation eine deutliche Konzentrationsabhängigkeit der

antioxidativen Wirkung der Carotinoide. Für Lutein, ß-Carotin und Lycopin wurde bei

entsprechende Konzentrationen sogar eine prooxidative Wirkung gefunden [57]. In

Zellsystemen ist über die Wirkung der Carotinoide auf die Lipidperoxidation bis jetzt noch

wenig bekannt.

Antioxidative Reaktionen
Car + R•+ → Car•+ + R
Car-H + R• → Car• + RH
Car + ROO• → •Car-OOR

Kettenabbruch
•Car-OOR + ROO• → ROO-Car-OOR

Prooxidative Reaktion
Car• + O2 → Car-OO•

Car-OO• + RH → CarOOH + R•
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1.2.3. In vivo Studien zum UV-Schutz von Carotinoiden

Ein Schutz vor einigen, der im Kapitel 1.1.2. beschriebenen, hautschädlichen Wirkungen von

UV-Licht ist für ß-Carotin sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen nachgewiesen.

Im Tiermodell ist die photoprotektive Wirkung von Carotinoiden an Nacktmäusen durch

topische äußere Applikation oder durch Injektion in die Haut getestet und nachgewiesen

worden. Die meisten Daten wurden dabei mit ß-Carotin gewonnen. Als Endpunkte wurden

die Bildung thiobarbitursäurereaktiver Substanzen (TBARS) [58], die Inhibierung des UVB-

induzierten Erythems [4] und die Photocancerogenese [59] untersucht. Die Inhibierung der

Photokancerogenese konnte auch durch Canthaxanthin gezeigt werden, so daß die Inhibierung

der Photokanzerogenese kein Effekt des aus ß-Carotin gebildeten Vitamin A ist [60].

Mögliche Konzentrationsabhängigkeiten der photoprotektiven Wirkungen der Carotinoide

wurden noch nicht näher untersucht.

Seit langem erfolgreich eingesetzt wird hochdosiertes ß-Carotin (100-150 mg/Tag) bei der

Behandlung der erythropoetischen Protoporphyrie (EPP), deren Krankheitsmechanismus

vermutlich auf Singulettsauerstofferzeugung durch das lipidlösliche Protoporphyrin als

Photosensibilisator beruht. Die Patienten zeigen nach Behandlung eine deutliche

Hautverfärbung (Carotinodermie). Es ist postuliert worden, daß der Hautschutz allein auf der

Lichtabsorption des ß-Carotins beruht [61]. Gegen eine Lichtabsorption als

Schutzmechanismus spricht aber, daß die chronische hepatische Porphyrie (Porphyria cutanea

tarda), bei der das im Gegensatz zu Protoporphyrin hydrophile Uroporphyrin

Singulettsauerstoff erzeugt, nicht oder kaum behandelt werden kann [4]. Eine reine

Lichtabschirmung der Zelle müßte vor der Singulettsauerstoffbildung durch das in der Zelle

befindliche Uroporphyrin ebenfalls schützen. Im Fall des lipidlöslichen Protoporphyrins bei

EPP ist eine Inhibierung der Singulettsauerstofferzeugung analog der Photoprotektion der

Carotinoide in Pflanzen [43] prinzipiell denkbar, da Chlorophyll dem menschlichen Porphyrin

strukturell sehr ähnlich ist und es mit den ebenfalls lipidlöslichen Carotinoiden in der

Membran direkt wechselwirken kann. Das hydrophile Uroporphyrin im Cytosol, welches der

Photosensibilisator der hepatischen Porphyrie ist, kann nicht mit dem ß-Carotin

wechselwirken. Möglicherweise kann daher ß-Carotin in der Therapie der hepatischen

Porphyrie nicht wirken.

Die Verminderung des UV-induzierten Erythems wurde in zahlreiche Studien untersucht.

Dabei zeigt sich in neueren Studien eine photoprotektive Wirkung von ß-Carotin [6, 8, 9]. In
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einer Studie ohne photoprotektive Wirkung des ß-Carotins [7] war vermutlich die

Supplementierungsdauer mit ca. 3 Wochen zu kurz gewählt worden, da neueren Studien erst

nach 8 Wochen Supplementierung einen UV-Schutzeffekte beobachten [8, 9]. Andere

Carotinoide wurden noch nicht auf Verminderung des UV-induzierten Erythems nach

Supplementierung getestet.

1.2.4. Carotinoide in Blut und Haut

Lutein, ß-Cryptoxanthin, Lycopin, ß-Carotin, Zeaxanthin und α-Carotin sind mit einem

Anteil von mehr als 90% die Hauptcarotinoide im menschlichem Blutserum [62] (Abbildung

3, Seite 7). Insgesamt sind im Serum bereits über 20 verschiedene Carotinoide, geometrische

Isomere und mögliche Carotinoidmetabolite identifiziert worden [63-66]. Weder Mensch

noch Tier verfügen über die Möglichkeit zur Biosynthese von Carotinoiden. Sie sind deshalb

gezwungen, ihren Carotinoidbedarf insbesondere durch Verzehr von Obst und Gemüse zu

decken. Der Resorptionsweg der Carotinoide ist kurz in Abbildung 7 dargestellt [67].

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aufnahme und Metabolisierung von Carotinoiden
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Der Carotinoidgehalt im Blutplasma korreliert nicht linear mit der verzehrten

Carotinoidmenge. Beim Menschen bestehen darüber hinaus starke individuelle Unterschiede

sowie eine gegenseitige Beeinflussung der Carotinoide in ihrer Resorption [68, 69].

30-90% des resorbierten ß-Carotins wird in Vitamin A umgewandelt [70-73]. Der Hauptweg

zur Vitamin A-Synthese ist die zentrale Spaltung des Carotinoids durch die 15,15´-

Dioxygenase [74] zu zwei Retinalmolekülen, die von der Retinalreduktase zu Retinol

reduziert werden. Die Umwandlung von ß-Carotin zu Retinol wird vom Organismus

kontrolliert und ist sowohl von der Menge des zur Verfügung stehenden ß-Carotins als auch

von der Vitamin A-Konzentration abhängig [75].

Der Gehalt der einzelnen Carotinoide (Tabelle 2, [76-78]) im Blut unterliegt saisonalen und

regionalen Schwankungen und wird durch verschiedene individuelle Faktoren, wie z.B.

Geschlecht, Alter, sowie Ernährungsgewohnheiten, Rauchen und Alkoholkonsum, beeinflußt

[76, 79, 80].

Tabelle 2: Vergleich des Carotinoidgehalts (µmol/l) im Blutserum oder Blutplasma in der
Bevölkerung verschiedener Staaten. Angegeben ist der Mittelwert oder Median* des Gehalts
der einzelnen Carotinoide [76-78].
Staat Lutein +

Zeaxanthin
w___    m___

ß-Crypto-
xanthin
w___    m___

Lycopin

w___    m___

α-Carotin

w___    m___

ß-Carotin

w___    m___
England*P

w=938/m=938
volljährig

0,29      0,29 0,16      0,13 0,25      0,25 0,07      0,06 0,32      0,24

Japan*S

w=1196/m=618
7-86 Jahre

0,69      0,62 0,60      0,36 0,50      0,38 0,18      0,12 0,64      0,35

USAP

w=408/m=230
67-96 Jahre

0,51      0,48 0,26      0,20 0,59      0,64 0,11      0,09 0,49      0,35

S im Serum; P im Blutplasma; w weiblich; m männlich

Im Blut werden Carotinoide im allgemeinen in Lipoproteinen transportiert. Neu resorbierte

Carotinoide zirkulieren noch bis zur Aufnahme in die Leber in Chylomicronen [67, 81]. Dort

werden die Carotinoide in Lipoproteinen wieder in den Blutkreislauf sezerniert [67]. Die

einzelnen Carotinoide verteilen sich unterschiedlich auf die verschiedenen

Lipoproteinfraktionen. Die sehr unpolaren Carotine Lycopin, α-Carotin und ß-Carotin findet

man zu 58-75% in den LDLs und nur zu 17-26 % in den HDLs. Dagegen sind die polareren

Dihydroxycarotinoide Lutein und Zeaxanthin zu 53% in den HDLs und nur zu 31% in den
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LDLs zu finden. Alle Carotinoide lassen sich mit einem Anteil von ungefähr 16% in der

VLDL-Fraktion nachweisen. ß-Cryptoxanthin verteilt sich gleichmäßig zu jeweils ungefähr

40% auf die LDL- und HDL-Fraktion [37, 82, 83].

Mit HPLC-Methoden und Reflektionsspektroskopie wurde in der Haut im Durchschnitt 0,1-

0,2 nmol ß-Carotin/ g Feuchtgewebe [84, 85] gefunden, doch unterscheiden diese Arbeiten

nicht zwischen Epidermis und Dermis. In Hautproben die subcutanes Fettgewebe mit

einschließen findet man einen deutlich höheren Gehalt von ca. 1,4 nmol ß-Carotin/g

Feuchtgewebe bzw. 1,6 nmol Lycopin/ g Feuchtgewebe [26]. Je nach Hautregion

unterscheidet sich der ß-Carotingehalt der Haut drastisch. Dabei weisen sonnenlichtexponierte

Stellen, wie z.B. die Stirn mit 0,4 nmol ß-Carotin/ g Feuchtgewebe einen deutlich höheren

Gehalt auf als weniger exponierte Stellen wie z.B. der Innenarm mit 0,07 nmol ß-Carotin/ g

Feuchtgewebe [87]. In Versuchen mit einem aus Algen gewonnenen ß-Carotin-Supplement

(Betatene™) konnte eine sehr gute Korrelation zwischen dem ß-Carotinserumgehalt und der

ß-Carotingehalt in verschiedenen Hautregionen, insbesondere der Handinnenfläche (r2= 0,94)

und der Stirn (r2= 0,89), gezeigt werden [85].

1.2.5. Mögliche Krankheitsprävention durch Carotinoide

Viele epidemiologische Studien zeigen eine inverse Korrelation zwischen dem Verzehr von

Obst und Gemüse und einer ganzen Reihe von degenerativen Zivilisationskrankheiten, wie

Krebs [86, 87], Artherosklerose [88, 89] und bestimmten Augenerkrankungen [90, 91].

Reaktive Sauerstoffspezies sind vermutlich an der Pathogenese dieser Krankheiten beteiligt

[1]. Da Carotinoide als Antioxidantien in der Lage, sind ROS zu inaktivieren, wird vermutet,

daß sie die chemische Grundlage für diese Assoziation bilden. Hinweise aus der

Grundlagenforschung lassen eine Krankheitsprävention durch Zufuhr von Antioxidantien

ebenfalls möglich erscheinen [55, 57].

Eine deutliche Prävention von Prostata- und Magenkrebs zeigte sich nach Gabe von ß-Carotin

bei niedrigem bis defizitärem Carotinoidserumspiegel [92, 93]. Tier- und Zellversuche weisen

seit neuerem auf eine krebspräventive Wirkung von Lycopin hin [94, 95]. Diese Ergebnisse

decken sich mit der Beobachtung eines verminderten Risikos für Prostatakrebs durch Verzehr

gekochter Tomatenprodukte [96]. Die Physician Health Studie zeigte nach fünf Jahren
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Supplementierung ein Reduktion der cardiovasculären Erkrankungen um 50%. Der deutliche

Effekt nivellierte sich aber nach einem Beobachtungszeitraum von 12 Jahren, so daß ß-

Carotin vermutlich Herz-Kreislauf-Erkrankungen lediglich hinauszögert [97,98].

Doch zeigten sich bei Supplementierung mit ß-Carotin trotz des plausiblen

Schutzmechanismus auch widersprüchliche Ergebnisse. Sowohl in der ATBC- Studie[99] als

auch in der folgenden CARET-Studie [100] wurden signifikant höhere Lungentumorraten bei

Rauchern bzw. Arbeitern einer Astbestfabrik gefunden. Auch die Prävention von Herz-

Kreislauf-Erkrankungen wurde in diesen beiden Studien nicht gefunden.

Das antioxidative Verteidigungssystem des Menschen ist ein komplexes Netzwerk

wechselseitiger Beziehungen der Antioxidantien untereinander. Aus diesem Grund ist es für

eine Abschätzung eines möglichen Krankheitsrisikos oder möglichen Krankheitsprävention

notwendig, die Konzentrationen möglichst vieler Antioxidantien einzeln zu erfassen.

Für die Untersuchung des Antioxidantien- bzw. Carotinoidprofils in der Bevölkerung sind

Blutuntersuchungen aus verschiedenen Gründen am besten geeignet: Blutproben geben einen

Aufschluß über die tatsächlich resorbierten und dem Körper zur Verfügung stehenden

Antioxidantien. Da eine Abhängigkeit zwischen Antioxidantiengehalt im Blut und im

Gewebe wahrscheinlich ist, kann man begrenzt Rückschlüsse auf den Carotinoidgehalt im

Gewebe ziehen. Blutproben lassen sich leicht gewinnen und die zu untersuchenden

Substanzen lassen sich im Gegensatz zum Gewebe leicht daraus extrahieren.



1.3. Problemstellung

Das Risiko einer Hautschädigung (z.B. Hautkrebs, UV-induziertes Erythem) durch

Sonneneinstrahlung hat sich in den letzten Jahren erhöht. Nicht nur veränderte

Bräunungsgewohnheiten, sondern auch die Zerstörung der Ozonschicht haben dazu

beigetragen. Photooxidativer Streß, der durch reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS)

vermittelt wird, ist hierbei ein bedeutender Schädigungsmechanismus der Haut.

Antioxidantien, wie z.B. Carotinoide, bieten die Möglichkeit einer Prävention oder

Verzögerung der Pathogenese solcher ROS-abhängiger Schädigungsmechanismen. Doch der

Einsatz von Carotinoiden zur Prävention UV-induzierter Hautschädigungen setzt Kenntnisse

über die Menge und das Verhalten dieser Substanzen im menschlichen Organismus voraus.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen in diesem Zusammenhang folgende Fragestellungen

bearbeitet werden:

1.) Umfassende Analyse des Antioxidantienprofils im Blutserum dreier

Probandengruppen in Deutschland (Studie I, Studie II u. III vor Supplementierung

(s.u.)). Von besonderem Interesse ist dabei der Carotinoidgehalt im Blutserum, der

auch auf alters- und regiospezifische Unterschiede hin untersucht werden soll.

2.) Hautfibroblasten sollen in dieser Arbeit als in vitro Modell verwendet werden, um an

Hand der TBARS-Bildung in den Zellen nach UV-Bestrahlung photooxidativen Streß

zu untersuchen. Dabei soll die Konzentrationsabhängigkeit und das Ausmaß der

Verminderung der TBARS-Bildung durch die Carotinoide Lutein, Lycopin und ß-

Carotin, sowie deren Kombinationen quantifiziert werden.

3.) Die Verminderung der UV-induzierten Hautschädigung durch Carotinoid-

supplementierung soll an Hand der Erythemintensität nach UV-Bestrahlung in

Humanstudien untersucht werden. Dabei geht es im Besonderen um eine UV-

Schutzwirkung durch ein carotinoidreiches Lebensmittel (Tomatenmark; Studie II)

und den Vergleich (Studie III) einer Kombination von Carotinoiden (Lutein, Lycopin

und ß-Carotin) mit einem einzelnen Carotinoid (ß-Carotin).
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2. Material und Methoden

2.1. Material und Geräte

2.1.1. Chemikalien und Lösungsmittel

Betatene™, ein ß-carotinreiches extrakt der Alge Dunaliella salina wurde freundlicherweise

von Betatene (Cheltenham, Australien) zur Verfügung gestellt. Zeaxanthin und ß-

Cryptoxanthin wurden von Hoffmann-La Roche (Basel, Schweiz) gespendet. Lutein,

Lycopin, α-Carotin, 2,6-Di-tertiär-butyl-4-methylphenol (BHT) wurden von Sigma

(Deisenhofen, Deutschland) bezogen. ß-Carotin und ß-Apo-8’-carotenal stammten von Fluka

(Buchs, Schweiz). Das Bradford Farbstoffkonzentrat wurde von BioRad Laboratories

(München, Deutschland) geliefert. 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-phosphatidylcholin (C16:0)

stammt von Sigma (Deisenhofen, Deutschland). Alle übrigen verwendeten Lösungsmittel und

Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland), Sigma (Deisenhofen,

Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Aldrich (Steinheim, Deutschland) und Riedel-de Haen

(Seelze, Deutschland) bezogen und hatten mindestens p. A. Qualität. Stickstoff der Reinheit

5.0 wurde von Linde (Höllriegelskreuth, Deutschland) geliefert.

2.1.2. Medien, Lösungen und Materialien für die Zellkultur

Dulbecco´s Modified Eagle‘s Medium (DMEM, Lot 119H2406), Hanks´ Balanced Salt

Solution (HBSS, Lot 189H2301), Trypsin EDTA Solution (Lot 9002077),

Streptomycin/Penizillin Solution und Glutamin wurden von Sigma Cellculture (Sigma

Aldrich Co Ltd., Irvine, United Kingdom) bezogen. Fötales Kälber Serum (FCS, Lot 633075),

sterile Plastikpipetten (5, 10, 25 ml), 600 ml-Kulturflaschen und 9 cm-Petrischalen stammten

von Greiner (Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland)
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2.1.3. Zellen

Junge primäre dermale Fibroblasten (F33) stammen aus dem Präputium eines männlichen

Donors und wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Krutmann zur Verfügung gestellt.

Die Zellen wurden maximal bis zur zwanzigsten Passage gehalten.

2.1.4. HPLC-Analytik

LaChrom L-7100 (Pumpe), L-4200 UV-VIS und L-7480 FL (Detektoren), D-2500 Chromato-

Integrator und der 655 A-40 Autosampler waren von Merck-Hitachi (Darmstadt,

Deutschland)

Säulen: a) TBARS-Analyse: 5 × 250-mm Lichrospher 100 RP 18-e Säule (Merck,

Darmstadt, Deutschland)

b) Carotinoidanalyse: Suplex pKb-100; 5 µm (Supelco; Bellefonte;

Pennsylvania; U.S.A.)

2.1.5. UV/VIS Spektroskopie

Pharmacia LKB, Ultraspec III (Amersham, Freiburg, Deutschland)

DU 530 Life Science UV/VIS Spectrometer (Beckman, München, Deutschland)

2.1.6. Sonstige Geräte

Zentrifuge:  Hettich Universal 30 RF (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

UV-Lichtquelle: Solar Simulator SOL3 (Hönle, München, Deutschland)

UV 800 (Waldmann, Villingen-Schwenningen, Deutschland)

Chromameter: Chromameter CR 200 (Minolta, Ahrensburg, Deutschland)

Ulltraschallbad: Sonorex Super Digital DK255 (Bandelin, Berlin, Deutschland)
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Abbildung 6: Emissionsspektren des Solar Simulator SOL 3 (links) und des UV 8000

(rechts).

2.2. Methoden

2.2.1. Carotinoidarbeitslösungen

Für die Analytik werden alle Carotinoidstammlösungen auf eine Konzentration von ca.

3 µg/ml verdünnt. Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung der Carotinoide werden

die Stammlösungen 1:11 in n-Hexan verdünnt und die Extinktion gegen n-Hexan bei den

entsprechenden Wellenlängen gemessen. Der Konzentrationsberechnung liegt das

Lambert-Beer´sche Gesetz zugrunde, dabei wurden folgende Extinktionskoeffizienten

verwendet [101]:

α-Carotin ε446 = 145 500 [M-1cm-1]

ß-Carotin ε450 = 139 000 [M-1cm-1]

Lutein ε450 = 136 600 [M-1cm-1]

Zeaxanthin ε450 = 132 912 [M-1cm-1]

ß-Cryptoxanthin ε451 = 136 000 [M-1cm-1]

Lycopin ε472 = 184 575 [M-1cm-1]
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Zusätzlich wird eine ß-Apo-8´-carotinallösung präpariert, die bei einer 1:11 Verdünnung eine

Extinktion von ca. 0,02 bei 450 nm aufweist.

2.2.2. Analyse der Carotinoide im Serum [66]

Zu 850 µl Puffer (2 mM KPi; pH 7,2; 1mM EDTA) gibt man 150 µl Serumprobe und 20 µl ß-

Apo-8´-carotinal als internen Standard. Durch Zugabe von 1 ml Ethanol und kurzes Schütteln

werden die Serumproteine gefällt, bevor 6 ml eines n-Hexan:/Dichlormethangemisches (5:1,

v:v + 0,01% BHT) hinzu gegeben werden. Nach einer Minute intensivem Schüttelns, 5 min

Ultraschallbehandlung und 30 sec erneutem intensiven Schüttelns, wird die Probe 10 min bei

4500 Upm und 16°C zentrifugiert. Die organische Phase wird in ein frisches Reagenzglas

überführt und das Lösungsmittel unter einem leichten Stickstoffstrom abgeblasen. An der

Glaswand zurückgebliebene Carotinoidreste werden mit Diethylether heruntergespült und

erneut getrocknet. Die verbliebenen Carotinoide werden in 20 µl Dichlormethan und 180 µl

des Laufmittels (Methanol/Acetonitril/2-Propanol, 54:44:2) aufgenommen und über HPLC

bei einer Wellenlänge von 450 nm, bzw. 472 nm (Lycopin) detektiert. Alle Schritte werden

im Dunkeln ausgeführt. Die Konzentrationen der einzelnen Carotinoide im Serum werden

mittels einer Eichgeraden bestimmt.

2.2.3. Analyse von thiobarbitursäurereaktiven Substanzen (TBARS) [102]

500 µl Aliquots werden mit 250 µl Puffer (1 mM EDTA; 6 %iger Phosphorsäure), 500 µl

0,5 %iger Thiobarbitursäure und 50 µl 10 %igem BHT (gelöst in Ethanol) versetzt. Zur

Bildung des Thiobarbitursäure-Dialdehydkomplexes wird die Reaktionslösung anschließend

in einem Wasserbad 30 min auf 100°C erhitzt. Nach dem Abkühlen werden die umgesetzten

Proben mit Hilfe eines Autosamplers auf die HPLC gespritzt und über eine

5 × 250-mm Lichrospher 100 RP 18-e Säule bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,75 ml/min

aufgetrennt. Das Fließmittel besteht aus 55 % 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 5,5) und

45 %Methanol. Die Fluoreszenz wird bei einer Anregungswellenlänge von 513 nm und

Emissionswellenlänge von 550 nm detektiert. Die TBARS-Konzentrationen können mit Hilfe

einer Eichgeraden eines MDA-Mengenstandards als MDA-Äquivalente ermittelt werden.
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(MDA-Extinktionskoeffizient ε532 = 1,56 × 105 M-1 cm-1)

Es wurde stets darauf geachtet werden, daß Abbauprodukte der Carotinoide keine

interferierenden Signale ergeben.

Abbildung 7: Nachweisreaktion von Malondialdehyd als Beispiel für eine TBARS (TBA =

Thiobarbitursäure, MDA = Malondialdehyd)

2.2.4. Multilamellare Liposomen

Zur Herstellung multilamillarer Carotinoidliposomen als Transportvesikel zur Integration von

Carotinoiden in Zellmembranen werden in n-Hexan/Dichlormethan (1:1, v:v) gelöste

Carotinoide zu 12 mg 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-phosphatidylcholin (C16:0) in einen

Rundkolben gegeben, welches in 3 ml Chloroform gelöst ist. Phosphatidylcholin mit

ausschließlich gesättigten Fettsäuren wurde verwendet, um im folgenden Zellversuch keine

zusätzlichen oxidierbaren Fette einzutragen. Durch Abblasen mit Stickstoff beseitigt man die

Lösungsmittel. Der entstandene Lipidfilm wird, nachdem unter sterilen Bedingungen 6 ml

DMEM-Medium hinzu gegeben wurden, durch 10 min Ultraschallbehandlung in Suspension

gebracht.

TBA MDA Farbstoff
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2.2.5. Proteinbestimmung [103]

In eine 1 ml Mikroküvette werden 50 µl der proteinhaltigen Probe (ca. 100 µg Protein/ml),

850 µl destilliertes Wasser und 200 µl Biorad Farbstoff Konzentrat  gegeben und mit einem

Rührspatel durchmischt. Nachdem die  Proben 5 min stehengelassen wurden, wird die

Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. Die Konzentrationsberechnung

erfolgt mittels einer Eichgerade mit Rinderserumalbumin.

2.3. Zellkultur

2.3.1. Stammhaltung und Anzucht der Zellen

F33 Hautfibroblasten werden in DMEM-Medium, dem 10%FCS (30 min 56°C Hitze

inaktiviert), 2 mM L-Glutamin, 20 mg/ml Streptomycin und 20000 IU/l Penizillin zugesetzt

wurden, bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Die Fibroblasten in 600 ml-Kulturflaschen (175 cm2

Wachstumsfläche) mit 30 ml Medium sind etwa 5 Tagen nach dem Aussäen 80-100%

konfluent, was einer Gesamtzahl von etwa 6 Mio. Zellen entspricht. Zum Splitten der Zellen

löst man die Zellen durch Trypsinbehandlung vom Boden der Kulturflasche ab. Nach

Abstoppen der Trypsinierung durch Mediumzugabe, wird die Zellsuspension im Verhältnis

1:4 mit Medium verdünnt. Von der Zellsuspension werden:

a) 30 ml zur Stammhaltung in eine 600 ml-Kulturflaschen gegeben

b) jeweils 9 ml auf 9 cm-Petrischalen (54 cm2 Wachstumsfläche) ausplattiert.

2.3.2. Einfrieren von Zellen

Zellensuspensionen früher Passagen aus 600 ml-Kulturflaschen werden nach dem Abstoppen

der Trypsinaktivität durch FCS-haltiges Medium 5 min bei 1000 Upm zentrifugiert. Das

Zellpellet wird in 1 ml Einfriermedium (10% DMSO, 90% FCS) eingefroren und bei –80°C
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gelagert.

2.3.3. Induktion der Lipidperoxidation durch Bestrahlung mit UVB-Licht

9 cm-Petrischalen mit konfluenten Zellen werden 16 Stunden mit 1 ml multilamillaren

Carotinoidliposomen bzw. carotinoidfreien Kontrolliposomen im Brutschrank inkubiert.

Anschließend entfernt man Medium und Liposomen von den Zellen und wäscht zweimal mit

9 ml PBS bevor man 4 ml HBSS (Hanks´ Balanced Salt Solution, Dulbecco) auf die Zellen

gibt. Bestrahlt werden die Zellen 20 min mit UVB-Licht (0,8 mW/cm2). Nach einer Stunde

Postinkubation im Brutschrank entnimmt man 200 µl Medium für den LDH-Toxizitätstest.

Die Zellen werden danach mit einem Zellschaber abgekratzt und nachdem eine 100 µl Probe

für die Proteinbestimmung entnommen wurde mit 4 ml Butanol gesprengt. In der wässrigen

Phase wird die TBARS-Bildung und in der organischen Phase wird der Carotinoideinbau

nach den oben beschriebenen Methoden analysiert (Aufarbeitungsschema in Abbildung 8,

Seite 26)

2.3.4. LDH-Toxizitätstest

Die Freisetzung der cytosolischen Lactatdehydrogenase (LDH) in das Bestrahlungsmedium

dient als Maß der Zellschädigung. 50 µl Medium werden zu 600 µl Reaktionspuffer

(0,62 mM Na-Pyruvat, 0,4 mM NADH, 100 mM Tris/Triethanolamin pH 7,6) pipettiert. Die

Enzymaktivität wird durch die zeitabhängige Abnahme der Extinktion von NADH

(ε(366)= 3,5x103 M-1cm-1) gemessen.
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Abbildung 8: Schema der Aufarbeitung von Hautfibroblasten nach UV-Bestrahlung für die

Bestimmung der TBARS und der Carotinoide.

200 µl Medium für LDH-Test

200 µl für Proteinbestimmung

abschaben und 
zerstören der Zellen

+ 4 ml Butanol und 
Überführung in ein 
Zentrifugenröhrchen

Butanolphase:
1ml trockenblasen für
Carotinoidbestimmung

wässrige Phase:
 500 µl für
TBARS-Bestimmung
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2.4. Interventionsstudien

2.4.1. Probandenauswahl

Alle Probanden, die an den Carotinoidinterventionsstudien teilnahmen, haben helle Haut, die

sonnenempfindlich ist und nur wenig bräunt, blonde oder hellbraune Haare und blaue Augen

(Hauttyp 1 oder 2 [89]). Darüber hinaus waren alle Studienteilnehmer Nichtraucher, hatten

eine Körpermassenzahl (= body mass index = (Körpergewicht) [kg]/ (Körperlänge)2 [m2])

zwischen 18 und 25 kg/m2, nahmen keine Vitaminpräparate ein und ernährten sich „normal“.

Sie hatten während der Studie keinen Auslandsaufenthalt in südlichen Ländern und waren

gesund. Insbesondere wurde nach möglichen Stoffwechselstörungen, Lebererkrankungen und

krankhaften Lichtreaktionen gefragt. Während der Studie sollten die Probanden ihre

Ernährungsgewohnheiten nicht ändern. Die Verlässlichkeit der Probanden wurde sowohl

zweimal während jeder Studie durch einen Fragebogen, als auch durch Bestimmung der

Carotinoidkonzentration aller 6 Hauptcarotinoide im Blutserum zu den Zeitpunkten der

Erythemmessungen überprüft und verfolgt. Die Methode zur Analyse der Carotinoide im

Blutserum wurde oben bereits beschrieben.

2.4.2. Supplementierung in der Studie II

An der Studie II nahmen 22 gesunde erwachsene Personen, 14 Frauen und 8 Männer, im Alter

von 26-67 Jahren teil. Die Probanden wurden randomisiert der Placebogruppe (Gruppe I) oder

der Verumgruppe (Gruppe II) zugeordnet. Die Probanden der Gruppe I nahmen täglich

einmal 10g Olivenöl zur Hauptmahlzeit zu sich. Studienteilnehmer der zweiten Gruppe aßen

täglich 40g Tomatenmark zusammen mit 10 g Olivenöl ebenfalls zur Hauptmahlzeit. Die

tägliche Aufnahme von 40 g Tomatenmark entspricht einer Zufuhr von 16 mg/Tag Lycopin

durch dieses natürliche Nahrungssupplement. Die Studiendauer betrug insgesamt 10 Wochen.

Erythemreaktionen der Haut wurden in der vierten und zehnten Woche quantitativ untersucht.
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2.4.3. Supplementierung in der Studie III

Die Studie III wurde mit 25 Frauen und 11 Männern im Alter von 21-53 Jahren durchgeführt.

Vor Studienbeginn wurden die insgesamt 36 Studienteilnehmer randomisiert in drei gleich

große Versuchsgruppen eingeteilt. Gruppe I nahm täglich eine Gelatinekapsel mit 9,7 mg

ß–Carotin und 0,3 mg α–Carotin in Sojaöl als Supplement zu sich. Die Gelatinekapsel der

Gruppe II enthielten 3,2 mg Lutein, 4,0 mg Lycopin und 3,4 mg ß-Carotin in Sojaöl. Die

dritte Gruppe ( Kontrollgruppe) nahm die ausschließlich mit Sojaöl gefüllte Gelatinekapsel zu

sich. Durch Sojaöl als Trägermatrix für die Carotinoide, nahmen alle Probanden täglich 0.3

mg Tocopherol (80% γ-Tocopherol) zu sich. Alle Gruppen nahmen ihre entsprechende

Gelatinekapseln über einen Zeitraum von 12 Wochen täglich zur Hauptmahlzeit ein.

2.4.4. Erytheminduktion und Messung der Hautfarbe

Vor Studienbeginn wurde für jeden Teilnehmer die individuelle MED (minimale Erythem

Dosis) bestimmt. Während der Studie II wurde die Erythemreaktion (Rötung) der Haut zu

Beginn, nach 4 und nach 10 Wochen durch Bestrahlung mit der 1,25- bzw.1,6-fachen MED

ausgelöst. In der Studie III wurden die Bestrahlungen der Haut zu Beginn der Studie, nach 6

und 12 Wochen durchgeführt. Alle UV-Bestrahlungen erfolgten am Rücken im Bereich der

Schulterblätter, wobei jede Stelle des Rückens nur einmal bestrahlt wurde. In den Studien II

u. III wird die Hautfarbe nach dem dreidimensionalen Farbwertsystem (L-, a-, b-Wert) mit

dem Minolta Chromameter CR-200 quantitativ bestimmt. In diesem Farbsystem (Abbildung

9, Seite 29) gibt der L-Wert die Helligkeit, der b-Wert den Gelbanteil und der a-Wert den

Rotanteil der Hautfarbe an. Das Erythem wurde 24 Stunden nach Bestrahlung quantifiziert.

Als Maß für die Intensität des Erythems dient die Differenz der a-Werte unmittelbar vor und

24 Stunden nach Bestrahlung (∆a-Wert). Diese Messungen wurden vom Institut für

experimentelle Dermatologie der Universität Witten-Herdecke durchgeführt.
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Abbildung 9: Darstellung des L, a, b, Farbsystems. Der a-Wert gibt der Rotanteil der Farbe
wieder. Sinkt der Rotanteil einer Farbe auf einen negativen Wert bleibt nur die
Komplementärfarbe Grün übrig. Gleiches gilt mit entsprechenden Änderungen für den
Gelbanteil. Im Zentrum des Farbsystems sind alle Spektralfarben zu gleichen Anteilen
gemischt, so daß ein grauer Farbton entsteht (Bedienungsanleitung Minolta Chromameter
CR-200).

2.4.5. Reflektionsspektroskopie [85]

Der Gesamtcarotinoidgehalt der Haut wurde reflektionsspektroskopisch an der Handfläche

oder am Innenarm bestimmt. Diese nichtinvasive Meßmethode sammelt 8

Reflektionsspektren der Haut zwischen 350 und 850 nm in 1,2 nm Schritten (MultiscanOS 20

Spectrophotometer, MBR GmbH, Herdecke, Deutschland). Das Spektrum wurde gegen

Titandioxid als Referenzstandard gemessen. Als Lichtquelle diente eine 5 W Halogenlampe.

Die Aufnahme eines Einzelspektrums dauerte nur 124 msec, weshalb sich die Haut weniger

als 0,5°C erwärmt. Die Eindringtiefe in die Haut für Licht der Wellenlänge von 200-800 nm

beträgt 0,1-0,8 mm, so daß nur Carotinoide der Epidermis und der oberen Dermis gemessen

werden. Diese Messungen wurden vom Institut für experimentelle Dermatologie der

Universität Witten-Herdecke durchgeführt.
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2.4.6. Statistik

Zur statistischen Auswertung der Studien und Experimente wurde das Programm Excel 5.0
(Pc) oder Excel 98 (Mac) verwendet (Microsoft Corp., Unterschleißheim, Germany).



3. Ergebnisse

3.1. Nicht-enzymatische Antioxidantien im Blutserum

3.1.1. Häufigkeitsverteilungen lipophiler und hydrophiler Antioxidantien im Blutserum

Durch die Betrachtung der Häufigkeitsverteilung der Antioxidantienkonzentrationen im

Blutserum lassen sich mögliche Unregelmäßigkeiten in der Probandengruppe aufzeigen, die

z.B. auf Untergruppen hinweisen können. Bi- oder multimodale Verteilungen, d.h.

Verteilungsfunktionen mit zwei oder mehr Maxima, sind ein Indiz dafür. Außerdem ist in der

Häufigkeitsverteilung zu erkennen, ob Mittelwert, Median und Modalwert der untersuchten

Gruppe zusammenfallen. Der Mittelwert ist das arithmetische Mittel und der Median der

Zentralwert, d.h. 50% der Messwerte liegen ober- bzw. unterhalb dieses Wertes. Der

Modalwert gibt den häufigsten gemessenen Wert, d.h. das Maximum der

Häufigkeitsverteilung an. Fallen diese drei Werte nicht zusammen, sind die Messwerte nicht

normalverteilt. Dies hat Folgen für die Anwendung statistischer Testverfahren zur

Beurteilung der Unterschiede zwischen den Probandengruppen. Die Verteilungen werden als

linksgipflig, bzw. rechtsgipflig bezeichnet, wenn der Modalwert kleiner, bzw. größer als der

Mittelwert ist. Um die Häufigkeitsverteilung des Antioxidantiengehalts im Blutserum von

Männern und Frauen zu untersuchen, sind möglichst große Teilnehmergruppen notwendig.

In Kooperation mit der Privatklinik Obertal (Kurklinik in Baiersbronn, Schwarzwald) wurde

der Carotinoid-, der α-Tocopherol- und der Vitamin C-Gehalt in Seren von gesunden älteren

Frauen und Männern im Alter von 50 bis 90 Jahren durch HPLC-Chromatographie bestimmt.

78 Frauen und 30 Männer bekamen weder Vitaminpräparate verschrieben, noch waren bei

den Studienteilnehmern das Blutbild beeinflussende Krankheiten diagnostiziert worden. Diese

Studie wird im Folgendem als Studie I bezeichnet. Die Gruppe der Männer in der Studie I ist

relativ klein. Daher wird auf eine genaue Betrachtung und Abbildung der

Häufigkeitsverteilungen der Männer verzichtet. Nur die wesentlichen Unterschiede zu den

Häufigkeitsverteilungen des Antioxidantiengehalts im Serum der Frauen werden kurz

beschrieben. Die Häufigkeitsverteilungen werden durch Zuordnung der Meßwerte zu

definierten Konzentrationsintervallen gebildet (Abbildung 10 a-h, Seite 32-35).
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 Abbildung 10 a-h: Häufigkeitsverteilungen des Gehalts lipophiler und hydrophiler

Antioxidantien im Serum  bei den Frauen der Studie I (n =78). Einige Extremwerte der

Häufigkeitsverteilungen sind nicht gezeigt (Anzahl der nicht gezeigten Extremwerte: 2 bei ß-

Cryptoxanthin, 2 bei Lycopin, 5 bei α-Carotin, 1 bei ß-Carotin und 1 bei Vitamin C).
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Die Häufigkeitsverteilungen des Antioxidantiengehalts im Serum der Frauen der Studie I

zeigen für den Gehalt von Lutein und α-Tocopherol eine unimodale Verteilung. Bei

Zeaxanthin, ß-Cryptoxanthin, Lycopin und Vitamin C scheint eine bimodale Verteilung der

Meßwerte vorzuliegen. Im Gegensatz zu Vitamin C, ist bei den Häufigkeitsverteilungen des

Zeaxanthin-, ß-Cryptoxanthin- und Lycopingehalts die Untergruppe mit niedrigem

Antioxidantiengehalt im Serum größer als die Untergruppe mit höherem

Antioxidantiengehalt.

Die Meßwerte von α− und ß-Carotin zeigen linksgipflige Verteilungen. Der Modalwert für

ß–Carotin liegt zwischen 0,3 und 0,45 µmol/l. Der Mittelwerte mit 0,56 µmol/l ist im

Vergleich dazu höher (Tabelle 3, Seite 38). Der ß-Carotingehalt im Serum von 23

Studienteilnehmern lag im Konzentrationsintervall des Modalwertes. Im Vergleich dazu lag

nur bei 7 Studienteilnehmern der ß-Carotingehalt im Serum im Konzentrationsintervall des

berechneten Mittelwertes. Ähnliches gilt für den gemessenen α-Carotingehalt. Der α-

Carotingehalt im Serum von 19 Studienteilnehmern lag im Konzentrationsintervall des

Modalwertes. Im Vergleich dazu lag nur im Serum von 9 Studienteilnehmern der α-

Carotingehalt im Konzentrationsintervall des berechneten Mittelwertes. Im beiden Fällen

beschreibt der Modalwert, der den am häufigsten gemessenen Serumgehalt angibt, den in der

Studie I im Serum gefundenen Carotinoidgehalt besser als der Mittelwert.

Im Vergleich zu der Frauen der Studie I findet man unterschiedliche Häufigkeitsverteilungen

bei den Männern für Serumgehalt von Lutein, Lycopin, ß-Carotin und α-Tocopherol. Die

Häufigkeitsverteilung des Luteinserumgehalts ist trimodal im Gegensatz zur unimodalen

Verteilung bei den Frauen. Die Verteilungsfunktion des Lycopinserumgehalts bei den

Männern zeigt nur ein Maximum. Die Messwerte des ß–Carotingehalts im Serum sind

annähernd normalverteilt. Auffällig ist das Doppelmaximum der Häufigkeitsverteilung des α-

Tocopherolgehalts. Beide Maxima 42-48 µmol/l und 60-66 µmol/l sind gleich ausgeprägt und

vereinigen je 1/6 der Messwerte auf sich.
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3.1.2. Mittelwerte lipophiler und hydrophiler Antioxidantien im Blutserum:

geschlechtsspezifische und alters- bzw. regiospezifische Unterschiede

In Kooperation mit der Privatklinik Obertal wurden von den Probanden der Studie I außer

dem Antioxidantienprofil im Blut noch Lipide, Lipoproteine, wasserlösliche Bestandteile und

die Eisenbalance untersucht. Die Mittelwerte, sowie die in der Untersuchung gefundenen

Minimal- und Maximalwerte aller untersuchten Blutparameter werden in Tabelle 3 (Frauen,

Seite 38, 39) und Tabelle 4 (Männer, Seite 40, 41) gezeigt. Weichen Mittelwert und Median

deutlich von einander ab, wird der Median dem Mittelwert in den nachfolgenden

Betrachtungen vorgezogen. Daraus ergibt sich, daß Anstelle des t-Tests der Mann-Whitney-

Wilcoxon-Test (U-Test) zur Berechnung der Signifikanz eines Unterschieds zwischen zwei

Gruppen benutzt werden muß.

Bei den im Durchschnitt 70 ± 11 jährigen Frauen dieser Studie weichen die Mittelwerte des

Serumgehalts von ß-Carotin, α-Carotin, Lycopin, ß-Cryptoxanthin und Serumferritin über

20% von den entsprechenden Medianen ab. Bei den im Durchschnitt 69 ± 10 jährigen

Männern der Studie I findet sich nur für α-Carotin eine Abweichung des Mittelwertes vom

Median, die größer als 20% ist. Somit werden diese Messwerte auf der Basis des Medians

miteinander verglichen. Für die vergleichende Betrachtung der Blutwerte zwischen Männern

und Frauen wurde der Blutwert der Männer gleich 100% gesetzt.

Insbesondere beim Serumgehalt der Antioxidantien gibt es erhebliche Unterschiede zwischen

den Geschlechtern. Die Medianwerte der folgenden lipophilen und hydrophilen

Antioxidantien sind bei den Frauen der Studie I gegenüber Männern erhöht: ß-Carotin um

32% (p(U-Test) = 0,04), α-Carotin um 60% (p(U-Test) = 0,03), ß–Cryptoxanthin um 40% (p(U-Test)

= 0,01) und Vitamin C um 23% (p = 0,01). Der Median des Lycopingehalts im Serum der

Frauen ist in dieser Studie um 33% niedriger als bei den Männern, doch ist dieser Unterschied

mit einem p > 0,05 im U-Test nicht signifikant. Trotz des deutlich höheren Gehalts an ß-

Carotin (Provitamin A) im Serum der Frauen, ist der Retinolgehalt (Vitamin A) signifikant

niedriger als bei den Männern (14%, p = 0,01).
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Während bei den Antioxidantien meistens Frauen einen höheren Gehalt im Serum zeigen,

haben sie bei den zusätzlich im Blut bestimmten wasserlöslichen Substanzen meist niedrigere

Mittelwerte als die Männer: Harnsäure ist um 19% (p = 0,001), der Blutzucker ist um 14% (p

= 0,005) und das Bilirubin ist um ca. 28% (p < 0,0001) niedriger als im Serum der Männer.

Desweiteren ist bei den Frauen ein um 27% höhere HDL-Cholesterinwert (p =0,0002) und bei

den Männern ein doppelt so hoher Ferritinwert (p < 0,0001) in der Studie I auffällig. Ferritin

ist eine wichtige Transport und Speicherform des Eisens (Fe2+) im Organismus. Aus diesem

Speicher läßt sich Eisen leicht freisetzen.

Weitere Unterschiede in den Serumwerten zwischen den Geschlechtern sind nicht signifikant

(p > 0,05).

Im Rahmen zweier Interventionsstudien (Studie II u. III) zur Sonnenschutzwirkung der

Carotinoide wurde das Carotinoidprofil der teilnehmenden Probanden vor Studienbeginn

untersucht. Die Probanden der Studie II u. III unterscheiden sich von der Gruppe der Studie I

(Schwarzwald) dadurch, daß ihr Durchschnittsalter um ca. 40 Jahre geringerer ist und aus der

Umgebung von Witten (Nordrhein-Westfalen) stammen.

Im Gegensatz zu den Teilnehmern der Studie I zeigt sich in den Studien II u. III kein

signifikanter geschlechtsabhäniger Unterschied im Carotinoidprofil (Tabellen 5 u. 6, Seite

43). Die geringe Fallzahl, insbesondere bei den Männern (n = 15) könnte möglicherweise ein

Grund für das von Studie I abweichende Ergebnis sein. Doch ist der durchschnittliche

Altersunterschied (ca. 30 Jahre) zwischen den Teilnehmern der Studie I und den Studien II u.

III wahrscheinlich ein weiterer Grund für das von Studie I abweichende Ergebnis. Ein

Vergleich der Studie I mit den Studien II u. III zeigt, daß sich das Carotinoidprofil der Studie

I insgesamt signifikant vom Carotinoidprofil der Teilnehmer von Studie II u. III

unterscheidet. (Tabellen 7 u. 8, Seite 44, 45). Dies gilt insbesondere für die untersuchten

Frauen.
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Tabelle 5: Carotinoidprofil der weiblichen Probanden der Studien II u. III vor
Supplementierungsbeginn (n = 37)

Parameter Einheiten Mittelwerte ± SD Min. Median Max.

Alter Jahre 39,9 11,0 19 42 58

Carotinoide
ß-Carotin µmol/L 0,67 0,49 0,10 0,56 2,83
α-Carotin µmol/L 0,16 0,15 0,02 0,14 0,83
Lycopin µmol/L 0,37 0,13 0,14 0,33 0,63
ß-Cryptoxanthin µmol/L 0,14 0,07 0,05 0,13 0,36
Lutein µmol/L 0,21 0,07 0,08 0,19 0,38
Zeaxanthin µmol/L 0,07 0,02 0,03 0,06 0,11

Tabelle 6: Carotinoidprofil der männlichen Probanden der Studien II u. III vor
Supplementierungsbeginn  (n = 15)

Parameter Einheiten Mittelwerte ± SD Min. Median Max.

Alter Jahre 35,5 9,4 21 35 53

Carotinoide
ß-Carotin µmol/L 0,50 0,40 0,06 0,45 1,72
α-Carotin µmol/L 0,13 0,13 0,03 0,10 0,47
Lycopin µmol/L 0,44 0,19 0,14 0,43 0,89
ß-Cryptoxanthin µmol/L 0,11 0,05 0,05 0,11 0,22
Lutein µmol/L 0,21 0,10 0,10 0,19 0,47
Zeaxanthin µmol/L 0,07 0,04 0,03 0,07 0,16
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Bei den jüngeren Frauen der Studien II u. III ist die Serumgehalt an Cryptoxanthin (Median)

um 50% (p(U-Test) = 0,001), an Lutein (Mittelwert) um 24% (p = 0,0002) und an Zeaxanthin

(Mittelwert) um 23% (p = 0,007) niedriger als bei den älteren Frauen der Studie I. Der

Lycopinmedian im Serum ist dagegen in der Studie II u. III um 200% (p(U-Test) < 0,0001)

höher. Bei den Frauen der Studien II u. III sind die Mediane des ß-Carotingehalts (10% p(U-

Test) = 0,03) und α-Carotingehalts (24% p(U-Test) = 0,002) ebenfalls im Vergleich zu den Frauen

der Studie I signifikant erhöht.

Auch der Vergleich der männlichen Teilnehmern der Studie I und der Studie II u. III zeigt

signifikante Unterschiede. Wie bei den Frauen, ist bei den jüngeren Männern (Studien II u.

III) der Lycopinwert um 117% (p = 0,004) höher und der Cryptoxanthinwert um 35% (p =

0,059) niedriger als die entsprechenden Werte der älteren Männer der Studien I. Bei den

Männern sind noch die höheren α-Carotin- und ß-Carotinmedianwerte im Serum bei den

Probanden der Studien II u. III auffällig (98% bzw. 46%). Doch ist nur der Unterschied für

den α-Carotingehalt im U-Test signifikant (p = 0,01).

3.1.3. Gegenseitige Abhängigkeiten lipophiler und hydrophiler Antioxidantien, sowie der

Lipide, des Eisengehalts im Serum

Um mögliche Abhängigkeiten des Gehalts ausgewählter Serumparameter und des Alters

aufzuzeigen, wurden in einem systematischen Verfahren alle Permutationen der Serumwerte

der Probanden zueinander in Beziehung gesetzt. Dabei wurde ein linearer Zusammenhang

zwischen den Parametern vorausgesetzt. Bestimmt wurde der Korrelationskoeffizient r.

Dieser erlaubt eine Aussage über die Stärke der mathematischen Abhängigkeit der beiden

getesteten Parameter und gibt zusätzlich durch das Vorzeichen an, ob die Abhängigkeit

proportional oder umgekehrt proportional ist. Die Korrelationskoeffizienten der Meßwerte des

Serumgehalts und des Alters der Studie I sind in Tabellen 9 und 10 (Seite 47, 48) gezeigt. Die

in diesem Kapitel angegebenen Signifikanzen wurden mit dem Student´s t–Test berechnet.
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Bei den Frauen der Studie I wurden insgesamt 14 statistisch signifikante lineare Korrelationen

mit p < 0,01 gefunden. 32 weitere Korrelationen weisen eine Signifikanz von p < 0,05 auf.

Auf letztere soll im Folgendem nur in besonderen Fällen eingegangen werden.

Die stärkste lineare Abhängigkeit zeigt sich bei den Frauen der Studie I (Tabelle 9, Seite 47)

zwischen dem Lutein- und Zeaxanthingehalt (r = 0,5) im Serum. Desweiteren korreliert der

Lutein- mit dem HDL-Cholesterin- (r = 0,37) und dem α–Carotingehalt (r = 0,33) im Serum.

Beide Korrelationen lassen sich, wenn auch schwächer (p < 0,05) für den Zeaxanthingehalt

finden (HDL: r = 0,27; α-Carotin: r = 0,25). Darüber hinaus gibt es eine Abhängigkeit

zwischen dem Zeaxanthin- und dem ß-Cryptoxanthingehalt (r = 0,34) im Blutserum. Ein

weiteres Netzwerk von sich gegenseitig bedingender Abhängigkeiten besteht zwischen dem

ß-Cryptoxanthin-, dem ß-Carotin- und dem Vitamin C-Gehalt im Serum. Der ß-Carotingehalt

korreliert stark mit dem Vitamin C-Gehalt (r = 0,46) und dem ß-Cryptoxanthingehalt (r =

0,41) im Serum. Die Korrelation zwischen dem Vitamin C-Gehalt und dem ß-

Cryptoxanthingehalt (r = 0,29) im Serum ist in diesem Netzwerk von Abhängigkeiten

ebenfalls vorhanden, doch schwächer (p < 0,05). Eine schwächere Korrelation mit einer

niedrigeren Signifikanz spricht dafür, daß es keine direkte Korrelation zwischen dem Vitamin

C-Gehalt und dem ß-Cryptoxanthingehalt im Serum gibt. Dieser Korrelation entsteht indirekt

durch ß-Carotin, weil sowohl der ß-Cryptoxanthingehalt, als auch dem Vitamin C-Gehalt eine

starke Korrelation zum ß-Carotingehalt im Serum aufweisen.

Eine deutliche Korrelation (p < 0,01) zeigt sich zwischen dem Vitamin C-Gehalt und dem

Albumingehalt (r = 0,43) im Serum. Ebenso zeigen sich die damit verknüpften Korrelationen

zum ß–Cryptoxanthingehalt (r = 0,26) und zum ß-Carotingehalt (r = 0,23), die wiederum

schwächer sind (p < 0,05).

Der Retinolgehalt korreliert signifikant negativ mit dem α-Carotingehalt (r = - 0,33) und

signifikant positiv mit dem  Albumingehalt (r = - 0,32) im Serum. In diesem Fall sind aber die

indirekten Folgekorrelationen zwischen dem α-Carotingehalt und dem Albumingehalt nicht

mehr signifikant. Die beiden Korrelationen des Retinolgehalts sind zu schwach, um sich über

ein weiteres Glied signifikant fortzupflanzen, da ein Korrelationskoeffizient von r = 0,31 die

Grenze für hohe Signifikanzen (p = 0,01) bildet.

Der Gehalt an Triglyceriden im Serum korreliert negativ mit dem HDL- und positiv mit dem

LDL-Cholesteringehalt (r = - 0,48, bzw. r = 0,35), sowie ebenfalls positiv mit dem

Harnsäuregehalt (r = 0,48). Der Harnsäuregehalt korreliert wiederum signifikant (p < 0,01; r =

0,32) mit dem Alter. Auch die sich aus den Korrelationen des Gehalts an Triglyceriden und
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der Harnsäure ergebenen Folgekorrelationen lassen sich, wenn auch mit niedriger Signifikanz

(p < 0,05), finden.

In der Männergruppe (Tabelle 10, Seite 48) wurden 7 statistisch signifikante Korrelationen

mit p < 0,01 und 27 weitere Korrelationen mit einer Signifikanz von p < 0,05 gefunden. Auf

Grund der geringen Gruppengröße sind nur hohe Korrelationskoeffizienten signifikant. Der

Luteingehalt korreliert auch in dieser Gruppe signifikant (p < 0,01) mit dem Zeaxanthingehalt

(r = 0,87) und dem α-Carotingehalt (r = 0,55) im Serum. Die bei Frauen gefundene

Korrelation zwischen dem Lutein- und dem HDL-Cholesteringehalt im Serum wird bei den

Männern nicht gefunden. Die Signifikanz der Abhängigkeit zwischen dem Lutein- und dem

ß-Carotingehalt (r = 0,46 ; p = 0,01) ist bei den Männern größer als bei den Frauen (p < 0,05).

Durch die starke Korrelation zwischen dem Zeaxanthin- und dem Luteingehalt findet sich

ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang (p < 0,05) zwischen dem Zeaxanthin- und dem α-

bzw. dem ß-Carotingehalt (r = 0,43 bzw. r = 0,33) im Serum.

Anders als bei den Frauen der Studie I korreliert Retinolgehalt im Serum der Männer

signifikant mit dem α- und dem γ-Tocopherolgehalt (r = 0,64, p < 0,01). Bei den Frauen wird

nur die Korrelation zum α-Tocopherolgehalt (p = 0,05) mit geringerer Signifikanz als bei den

Männern (p < 0,01) gefunden.

Weitere signifikante Korrelationen (p < 0,01) in der Männergruppe werden zwischen dem

Gehalt an Triglyceriden und dem LDL-Cholesteringehalt (r = 0,46) und dem Harnsäuregehalt

und dem HDL-Cholesteringehalt (r = 0,53) im Serum gefunden.

Auffällig bei den Männern der Studie I ist die negative Korrelation des Gehalts sämtlicher

Xanthophylle mit dem Eisengehalt des Serums (Lutein: r = - 0,41; Zeaxanthin r = -0,35; ß-

Cryptoxanthin = -0,36), wenn auch die Signifikanz mit p < 0,05 gering ist. Für die Frauen der

Studie I zeigt sich im Serum nur für den Zeaxanthingehalt eine gering signifikante

Korrelation (p = 0,05) zum Eisengehalt im Serum, diese Korrelation ist aber positiv.

Die Abhängigkeitsbeziehungen des Gehalts der Serumcarotinoide wurde ebenso für die

Männer und Frauen der Studien II u. III berechnet. Auch hier bestätigen sich die in den Daten

der Studie I gefundenen Zusammenhänge. Der Luteingehalt im Serum korreliert mit dem

Zeaxanthingehalt (r = 0,78 Frauen; r = 0,70 Männer) und dem α-Carotingehalt (r = 0,45

Frauen; r = 0,40 Männer). Genauso wird für die Korrelation zwischen dem Zeaxanthingehalt

und dem ß-Cryptoxanthingehalt im Serum der Frauen ein deutlich höherer

Korrelationskoeffizient gefunden als bei den Männern (r = 0,51 Frauen; r = 0,30 Männer).

Der einzige Unterschied ist, daß sowohl bei den Frauen als auch bei den Männern der Studien
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II u. III eine Korrelation zwischen dem α–Carotingehalt und dem ß-Carotingehalt im Serum

gefunden wurde (r = 0,78 Frauen; r = 0,59 Männer). Alle bei den Frauen der Studien II u. III

angegebenen Korrelationen sind hoch signifikant (p = 0,01). Aufgrund der geringen Anzahl

männlicher Probanden in den Studien II u. III haben nur Abhängigkeitsbeziehungen zwischen

dem Luteingehalt und dem Zeaxanthingehalt, sowie zwischen dem α- und dem ß-

Carotingehalt eine nur Signifikanz von p < 0,5. Da in den Studien II u. III mit geringerer

Teilnehmerzahl, abgesehen von der signifikanten Korrelation zwischen dem α- und dem ß-

Carotingehalt, keine neuen Informationen aus den Abhängigkeitsbeziehungen des Gehalts der

verschiedenen Serumcarotinoide gewonnen wurden, sind die Einzelwerte für r nicht extra in

einer Tabelle aufgeführt.
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3.2. UV-induzierte Lipidperoxidation in humanen Hautfibroblasten

Im vorigem Abschnitt ist der allgemeine Antioxidantienstatus im Blutserum zweier Gruppen

(Studie I und Studie II u. III) untersucht worden. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf

das Carotinoidprofil der Probanden gelegt. Wie in der Literatur bereits beschrieben, korreliert

der Carotinoidserumgehalt mit den Carotinoidgehalt in der Haut [85]. Ebenso haben

Interventionsstudien gezeigt, daß ß-Carotinsupplementierung die UV-induzierte

Erythembildung in der Haut vermindert. Das UV-induzierte Erythem ist ein anerkanntes Maß

für die Strahlungsschädigung der Haut. Photooxidativer Streß ist ein Mechanismus der

Hautschädigung durch UV-Strahlung, der zur Erzeugung von ROS führt. Folge der durch

ROS bedingten Verschiebung des Redoxgleichgewichtes der Zelle zu oxidativen

Bedingungen hin ist unter anderem ein Anstieg der Lipidperoxidation in den Zellmembranen,

wogegen die lipidlöslichen Carotinoide die Zelle schützen könnten.

3.2.1. Beschreibung des Hautfibroblastenmodellsystems zur Untersuchung UV-induzierter
Lipidperoxidation

Hautfibroblasten dienen in dieser Arbeit als Modell, um die Konzentrationsabhängigkeit und

die Stärke der Schutzwirkungen der einzelnen Carotinoide und deren Kombinationen an Hand

der TBARS-Bildung nach UV-Bestrahlung zu quantifizieren. In der Literatur ist von Morlière

et al. [47] eine UV-induzierte Lipidperoxidation an Hand der Bildung

thiobarbitursäurereaktiver Substanzen (TBARS) in Hautfibroblasten bereits gezeigt worden.

Der Versuchsaufbau, mit dem hier die photoprotektive Wirkung der Carotinoide untersucht

werden soll, ist in Abbildung 11 (Seite 53) gezeigt und entspricht in Bezug auf

Strahlungsdosis, Intensität und Postinkubationszeit der Versuchsanordnung von Morlière et

al. [47, 105]. Erweitert wurde dieses System um Liposomen als Transportvehikel für

Carotinoide in die Hautfibroblasten. Dabei wird 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-

phosphatidylcholin als Trägerlipid verwendet, um keine ungesättigten Fettsäuren, die zur

TBARS-Bildung beitragen könnten, in das System einzuschleusen. Aufgrund der begrenzten

Aufnahme der Liposomen (Einbaueffizienz der Carotinoide 0,6-3%) innerhalb der 16 Stunden

Inkubation werden die Zellen mit Liposomen hoher Carotinoidkonzentration (2-28 µM im

Zellmedium) inkubiert. Vor der UV-Bestrahlung werden Medium und Liposomen entfernt
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und durch HBSS-Puffer ersetzt, um Effekte des Kulturmediums und der Liposomen auf den

Versuch auszuschließen [106]. Durch eine Messung der Lactatdehydrogenaseaktivität im

HBSS-Puffer, soll die Möglichkeit einer Zelllyse der Fibroblasten während des Versuchs

untersucht werden.

Abbildung 11: Versuchsaufbau zur Testung der photoprotektiven Wirkung von Carotinoiden
und anderer Substanzen im Hautfibroblastenmodell.

Quantifiziert werden die TBARS in der vorliegenden Arbeit als MDA-Äquivalente. Das

bedeutet, daß das Reaktionsprodukt aus Thiobarbitursäure und Malondialdehyd (MDA) als

Mengenstandard für die Gesamtheit aller im Versuch entstandenen TBARS verwendet wurde.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Versuche werden die gebildeten TBARS auf den

Proteingehalt der Zellen normiert, um damit Schwankungen in der Zelldichte in den einzelnen

Anzucht der Hautfibroblasten

16 h Inkubation mit Carotinoidliposomen

Ersetzten des Carotinoidliposomenmediums durch HBSS-Puffer

UV-Bestrahlung (20 Min, 0,8 mW/cm2)

1 hr Postinkubation

Endpunkte:
TBARS* Carotinoidkonzentration Proteingehalt LDH**

*   thiobarbitursäurereaktive Substanzen
**  Lactatdehydrogenase
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Versuchsansätzen auszugleichen. Folgende Versuche dienen der Charakterisierung des

verwendeten Hautfibroblastenmodells (Tabelle 11).

Auch bei unbestrahlten Hautfibroblasten wird TBARS-Bildung nachgewiesen (0,34 ± 0,14

pmol/µg Protein). Nach Bestrahlung erhöht sich der Gehalt an TBARS in den

Hautfibroblasten um den Faktor 4 auf 1,4 ± 0,14 pmol/µg Protein. Der Effekt der UV-

induzierten Lipidperoxidation ist somit in diesem System nachweisbar.

Das Maximum der TBARS-Bildung, das unter den vorgegebenen Versuchsbedingungen nach

UV-Bestrahlung und der 1 stündigen Postinkubation erreicht wird, sollte durch Zugabe von

FeSO4 als Katalysator der Lipidperoxidation nach der Bestrahlung untersucht werden. Wird

FeSO4 nach der Bestrahlung zu den Zellen gegeben, werden 14,07 ± 1,54 pmol TBARS /µg

Protein gebildet. Dies ist die zehnfache Menge des Experimentes ohne FeSO4. Auch in

diesem Experiment ist die Zellmembran der Hautfibroblasten nach der Postinkubation noch

intakt. Im Bestrahlungsmedium wird Lactatdehydrogenase nur nach mechanischer

Zertrümmerung der Zellmembran der Fibroblasten nachgewiesen. Somit lassen sich mit dem

Hautfibroblastenmodell auch mögliche prooxidative Effekte der Carotinoide untersuchen. In

unbestrahlten Hautfibroblasten wird unter Zugabe von FeSO4 als Katalysator der

Lipidperoxidation nur etwa die Hälfte an TBARS (6,79 ± 0,14 pmol/µg Protein) im Vergleich

zu der entsprechenden bestrahlten Zellen gefunden.

Tabelle 11: Vergleich der TBARS-Bildung mit und ohne UV-Bestrahlung in Hautfibroblasten
bestrahlt unbestrahlt
TBARS/Protein TBARS/Protein
pmol/µg ± S.D. pmol/µg ± S.D.

unbeladene Liposomen 1,40 0,19 0,34 0,14

0,5 mM Fe2SO4 +
unbeladene Liposomen

14,07 1,54 6,79 0,14
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3.2.1. Konzentrationsabhängigkeit der photoprotektiven Wirkung einzelner Carotinoide

Die Abbildungen 12-14 (Seite 56-58) zeigen die TBARS-Bildung nach UV-Bestrahlung in

Abhängigkeit des Carotinoidgehalts bezogen auf den Proteingehalt der Hautfibroblasten für ß-

Carotin, Lycopin und Lutein. Alle getesteten Carotinoide zeigen einen ähnlichen Verlauf der

Abhängigkeit zwischen der UV-induzierten TBARS-Bildung und dem Carotinoidgehalt der

Hautfibroblasten. Charakterisiert werden diese Kurven durch drei Merkmale:

• maximale Schutzwirkung: maximale Verminderung der UV-induzierten TBARS-

Bildung durch das Carotinoid

• optimale Schutzkonzentration: Carotinoidgehalt der Hautfibroblasten, bei dem das

Carotinoid die maximale Schutzwirkung gegen UV-induzierte TBARS-Bildung

zeigt.

• Größe des Konzentrationsbereichs, in dem eine Schutzwirkung gegen UV-

induzierte TBARS-Bildung der Carotinoide zu beobachten ist.

Abbildung 12 (Seite 56) zeigt die TBARS-Bildung nach UV-Bestrahlung in Abhängigkeit

von der ß–Carotingehalt bezogen auf den Proteingehalt der Hautfibroblasten. Die optimale

Schutzkonzentration gegen Lipidperoxidation ist bei 0,4 pmol ß-Carotin/µg Protein zu

beobachten. Bei diesem Carotinoidgehalt ist die TBARS-Bildung gegenüber den ebenfalls

bestrahlten Kontrollzellen um 45% vermindert (ß-Carotin: 0,8 ± 0,07 pmol TBARS/µg

Protein; Kontrolle 1,44 ± 0,23 pmol TBARS/µg). Ein höherer ß-Carotingehalt der Zellen führt

zu keiner Steigerung des Schutzes vor photooxidativem Streß, sondern ß-Carotin wirkt im

Gegenteil bei einem Gehalt > 10 pmol/µg prooxidativ. Die Größe des Konzentrationsbereichs

von ß-Carotin, in dem eine Schutzwirkung gegen UV-induzierte TBARS-Bildung erreicht

wird, reicht von 0,13 bis 2,97 pmol ß-Carotin/µg Protein.

Die Konzentrationsabhängigkeit der TBARS-Bildung für Lycopin (Abbildung 13, Seite 57 ).

zeigt eine optimale Schutzkonzentration für die Lipide in der Fibroblastenzelle bei 0,05 pmol

Lycopin/µg Protein. Diese liegt bei ungefähr einem Achtel der optimalen
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ß-Carotin Kontrolle
bestrahlt bestrahlt unbestrahlt
ß-Car./Prot. TBARS/Prot.  ± S.D. Anzahl der TBARS/Prot. TBARS/Prot.
pmol/µg pmol/µg Messungen pmol/µg pmol/µg

0,11 1,38 1,40 0,47
0,13 0,90 0,098 4 1,33 0,48
0,17 0,85 1,25 0,59
0,40 0,80 0,067 4 1,88 0,48
1,10 0,83 1,45 0,35
1,48 0,90 1,28 0,46
1,62 0,95 1,33
2,00 1,03 1,64
2,27 1,10 1,41
2,51 1,18 1,30
2,97 1,25 1,59

10,07 1,68 0,007 2 1,58
27,42 2,00 1,02

1,77

Mittelwert 1,44 0,47
± S.D. 0,23 0,08

Mittelwert der Kontrolle S.D. Standardabweichung der Kontrolle

Standardabweichung der Kontrolle

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

0 5 10 15 20 25 30

ß-Carotin/Protein
[pmol/µg]

antioxidativ

prooxidativ

TBARS in unbelichteten Kontrollen

Abbildung 12: Abhängigkeit des photoprotektiven Effektes
vom ß-Carotingehalt in Hautfibroblasten
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Lycopin Kontrolle
belichtet belichtet unbelichtet
Car./Prot. TBARS/Prot. ±S.D. Anzahl der TBARS/Prot. TBARS/Prot.
pmol/µg pmol/µg Messungen pmol/µg pmol/µg

0,016 1,02 0,08 3 1,06 0,26
0,021 0,92 0,00 2 1,05 0,34
0,043 0,70 0,10 2 0,87 0,34
0,050 0,59 0,08 2 1,05 0,33
0,079 0,75 0,11 7 1,06 0,27
0,106 0,83 0,10 5 1,15 0,44
0,153 1,06 0,21 5 0,95
0,378 1,30 0,40 3 0,84
0,448 1,41 0,39 3 0,83

0,91

Mittelwert 0,98 0,33
± S.D. 0,11 0,06

Mittelwert der Kontrolle S.D. Standardabweichung der Kontrolle

Standardabweichung der Kontrolle

TBARS in unbelichteten Kontrollen
0,00

0,20
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Abbildung 13: Abhängigkeit des photoprotektiven Effektes vom Lycopingehalt in 
Hautfibroblasten
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Lutein Kontrolle
belichtet belichtet unbelichtet
Car./Prot. TBARS/Prot. ±S.D. Anzahl der TBARS/Prot. TBARS/Prot.
pmol/µg pmol/µg Messungen pmol/µg pmol/µg

0,074 1,32 0,09 3 1,18 0,48
0,115 0,91 0,14 2 1,42 0,29
0,154 0,79 0,15 4 1,24 0,43
0,286 0,67 0,08 3 1,33 0,29
0,537 0,93 0,12 3 1,43
0,691 1,28 0,28 7 1,32
1,172 1,48 0,21 6 1,20
1,453 1,70 0,27 5 1,45
1,841 1,86 0,08 2 1,46
2,045 1,96 0,38 3 1,38

Mittelwert 1,30 0,37
± S.D. 0,10 0,10

S.D. Standardabweichung der Kontrolle

Standardabweichung der Kontrolle Mittelwert der Kontrolle

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Lutein/Protein
[pmol/µg]

prooxidativ

antioxidativ

TBARS in unbelichteten Kontrollen

Abbildung 14: Abhängigkeit des photoprotektiven Effektes vom Luteingehalt in
Hautfibroblasten



59

Schutzkonzentration von ß-Carotin. In diesem niedrigen Konzentrationsbereich vermag ß-

Carotin die Zellen noch gar nicht zu schützen (0,11 pmol ß-Carotin /µg Protein => 1,38 pmol

TBARS/µg Protein). Für Lycopin wird aber bereits bei einer Konzentration von ca. 0,15 pmol

Lycopin/µg Protein eine Steigerung der TBARS-Bildung gefunden. In diesem Bereich

beginnt ß-Carotin überhaupt erst eine photoprotektive Wirkung zu zeigen. Lycopin besitzt

somit diesem Modellsystem nur einen sehr schmale Konzentrationsbereich von 0,02-0,15

pmol Lycopin/µg Protein in dem eine Schutzwirkung zu beobachten ist. Im

Hautfibroblastenmodell zeigt Lycopin eine maximale Schutzwirkung von 40% (Kontrolle

0,97 ± 0,11 pmol/µg Protein; Lycopin: 0,59 ± 0,08 pmol/µg Protein).

Eine Konzentrationsabhängigkeit, die zwischen den beiden Extremen von Lycopin und

ß–Carotin liegt, zeigt Lutein (Abbildung 14, Seite 58). Für Lutein liegt die optimale

Schutzkonzentration bei 0,29 pmol Lutein/µg Protein (Kontrolle: 1,30 ± 0,10 pmol

TBARS/µg Protein; Lutein: 0,67 ± 0,08 pmol TBARS/µg Protein). In diesem Fall beträgt die

maximale Schutzwirkung 49 % gegenüber der Kontrolle. Lutein wirkt ab einem Gehalt von

1,2 pmol/µg Protein prooxidativ in der Hautfibroblastenkultur. Der Konzentrationsbereich in

dem eine Schutzwirkung von Lutein erreicht wird, reicht von 0,07 bis 0,69 pmol Lutein/µg

Protein.

In diesem Modellsystem zeigt Lutein bei optimaler Schutzkonzentration die größte maximale

Schutzwirkung (ca. 49%). Doch ist der Unterschied zu ß-Carotin (ca. 45%) und Lycopin (ca.

40%) nicht sehr groß. Einen deutlichen Unterschied zwischen den Carotinoiden findet man

bei der optimalen Schutzkonzentration. Lycopin zeigt seine maximale Schutzwirkung bei

einer Konzentration, die 6 bzw. 8 fach niedriger ist als bei Lutein bzw. ß-Carotin.

Somit ist Lycopin (optimale Schutzkonzentration: 0,05 pmol Lycopin/µg Protein) von den

getesteten Carotinoiden das potenteste Carotinoid zur Verminderung der UV-induzierten

TBARS-Bildung. Die auffällige Eigenschaft von ß-Carotin ist, daß es von den getesteten

Carotinoiden den größten Konzentrationsbereich, in dem eine Schutzwirkung vor UV-

induzierter TBARS-Bildung erreicht wird, besitzt (von 0,13 bis 2,97 pmol ß-Carotin/µg

Protein). Der Konzentrationsbereich, in dem ß-Carotin seine Schutzwirkung zeigt, ist fünfmal

größer als der von Lutein und 22 mal größer als der von Lycopin. Zudem scheint die

antioxidative Wirkung von ß-Carotin in einem Bereich von ca. 0,25 pmol/µg Protein bis

1,2 pmol/µg Protein unabhängig vom ß-Carotingehalt der Hautfibroblasten zu sein.
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3.2.2. UV-Schutz der Zelle durch Kombinationen verschiedener Carotinoide

Um eine mögliche Wechselwirkung der Carotinoide miteinander bei der Verminderung des

UV-induzierten TBARS-Bildung abzuschätzen, soll im Folgenden die photoprotektive

Wirkung von Carotinoidmischungen aus ß-Carotin, Lycopin und Lutein untersucht werden.

Ebenso soll die Frage beantwortet werden, ob sich die für alle Carotinoide maximale

Schutzwirkung von 40-50% Verminderung der UV-induzierten TBARS-Bildung mit einer

Carotinoidkombination steigern läßt. Jedes Carotinoid soll dabei in seiner optimalen

Schutzkonzentration eingesetzt werden. Daraus ergibt sich ein molares Verhältnis für die

Carotinoide von 39:7:54 (Lutein:Lycopin:ß-Carotin) in den Fibroblastenzellen. In den

Versuchen zeigte sich jedoch, daß sich die Carotinoide beim Einbau in die Fibroblastenzellen

gegenseitig beeinflußten und der Carotinoidgehalt der Hautfibroblasten nur bedingt

einzustellen war. Daraufhin wurden Carotinoidmischungen mit verschieden Anteilen an

Lutein, ß-Carotin und Lycopin getestet (Abbildungen 15-18, Seite 61-64). Auch die UV-

induzierte TBARS-Bildung in Abhängigkeit vom Gesamtcarotinoidgehalt läßt sich durch die

maximale Schutzwirkung, die optimale Schutzkonzentration und dem Konzentrationsbereich

des Schutzes vor UV-induzierten TBARS-Bildung charakterisieren.

Abbildung 15 (Seite 61) veranschaulicht die Konzentrationsabhängigkeit der TBARS-

Bildung für ein Carotinoidverhältnis 47:4:49 (Lutein:Lycopin:ß-Carotin). Es zeigt sich, daß

diese Kombination der Carotinoide weniger vor TBARS-Bildung schützt als die einzelnen

Carotinoide. Der Maximale Schutzwirkung liegt bei 30%, (Carotinoidmix:1,1 ± 0,18 pmol

TBARS/µg Protein; Kontrolle 1,6 ± 0,25 pmol TBARS/µg Protein). Die optimale

Schutzkonzentration wird zudem erst bei einem sehr hohen Gesamtcarotinoidgehalt von 2,3

pmol/µg Protein erreicht.

Eine Mischung mit einem erhöhten Luteinanteil (molares Mischungsverhältnis 72:7:21

Lutein:Lycopin:ß-Carotin) ist in Abbildung 16 (Seite 62) gezeigt. Für den getesteten

Konzentrationsbereich wird nur eine maximale Schutzwirkung von 23% gefunden

(Carotinoidmischung: 1,18 ± 0,01 pmol TBARS/µg Protein; Kontrolle 1,53 ± 0,09 pmol

TBARS/µg Protein).
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Erhöht man dagegen den ß-Carotinanteil zu einem Mischungsverhältnis 21:7:72

(Lutein:Lycopin:ß-Carotin), so steigert sich die maximale Schutzwirkung der

Carotinoidmischung vor UV-induzierter TBARS-Bildung (Abbildung 17, Seite 63). Die

optimale Schutzkonzentration wird bei einem Carotinoidgehalt von 0,37 pmol/ µg Protein

gefunden. Die maximale Schutzwirkung beträgt in diesem Fall 39% (Carotinoidmischung:

0,88 ± 0,11 pmol TBARS/µg Protein; Kontrolle 144 ± 0,25 pmol TBARS/µg Protein). Diese

Carotinoidmischung zeigt über einen Konzentrationsbereich von 0,2 bis 1,5 pmol

Gesamtcarotinoid/µg Protein eine Schutzwirkung vor UV-induzierter TBARS-Bildung.

Für das Mischungsverhältnis 7:14:79 (Lutein:Lycopin:ß-Carotin) ergibt sich die in Abbildung

18 (Seite 64) gezeigte Abhängigkeit der UV-induzierten TBARS-Bildung von der

Gesamtcarotinoidmenge. Diese Carotinoidmischung zeigt von den getesteten

Carotinoidmischungen die größte maximale Schutzwirkung. Bei der optimalen

Schutzkonzentration von 0,8 pmol/µg Protein bilden sich 47% weniger TBARS

(Carotinoidmischung: 0,81 ± 0,06 pmol TBARS/µg Protein; Kontrolle 143 ± 0,19 pmol

TBARS/µg Protein). Dieses Carotinoidgemisch hat zudem ein relativ großen

Konzentrationsbereich von 0,6 bis 3,1 pmol Gesamtcarotinoid/µg Protein in dem eine

Schutzwirkung vor UV-induzierter TBARS-Bildung beobachtet wird.

Durch eine Kombination der Carotinoide wurde in diesem Modellsystem keine Steigerung der

maximalen Schutzwirkung vor UV-induzierter TBARS-Bildung gefunden. In zwei Fällen

wurde sogar eine Verminderung der maximalen Schutzwirkung beobachtet. Der

Konzentrationsbereich, in dem eine Schutzwirkung beobachtet wird ist bei allen Mischungen

kleiner als bei ß-Carotin alleine. Darüber hinaus hat das molare Verhältnis der Carotinoide

zueinander einen deutlichen Einfluß auf die UV-induzierte TBARS-Bildung. Es läßt sich aber

keine regelmäßige Abstufung der Größe des Konzentrationsbereichs, in dem eine

Schutzwirkung vor UV-induzierter TBARS-Bildung beobachtet wird, oder der optimalen

Schutzkonzentration feststellen. Die Mischungsverhältnisse 72:7:21 und 21:7:72

(Lutein:Lycopin:ß-Carotin) zeigen einen dem Lutein ähnlichen Verlauf, wohin gegen die

Mischungsverhältnisse 47:4:49 und 7:14:79 einen dem ß-Carotin ähnlichen Kurvenverlauf

zeigen. In einem Konzentrationsbereich von 1-3 pmol/µg Protein schützt die

Carotinoidmischung 7:14:79 (Lutein:Lycopin:ß-Carotin) 2-20 % effektiver vor der UV-

induzierten TBARS-Bildung als ß-Carotin alleine.
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Im Hautfibroblastenmodell zeigen alle drei einzeln getesteten Carotinoide, sowie zwei der

vier untersuchten Carotinoidmischungen, eine maximale Schutzwirkung von etwa 40-50% bei

optimaler Schutzkonzentration. Diese scheint unter den gegebenen Versuchsbedingungen das

Limit der maximalen Schutzwirkung zu sein.

3.3. Carotinoide als orale Sonnenschutzmittel in Interventionsstudien

Die vorigen Kapitel befaßten sich mit der Untersuchung der Carotinoide als Schutz gegen

photooxidativen Streß in humanen Hautfibroblasten. Am Beispiel der UV-induzierten

Lipidperoxidation konnte in diesem in vitro System ein Schutzeffekt für alle untersuchten

Carotinoide, Lycopin, ß-Carotin, Lutein und deren Kombination gezeigt werden. Im

folgenden Kapitel soll, auch aufgrund der Hinweise aus den Experimenten mit humanen

Hautfibroblasten, untersucht werden, ob in Interventionsstudien Lycopin (Studie II) und eine

Carotinoidkombination aus Lutein, Lycopin und ß-Carotin  (Studie III) einen möglichen

Hautschutz vor der UV-Strahlung der Sonne bieten können.

Ein Maß für eine Strahlungsschädigung der Haut ist das UV-induzierte Erythem, welches sich

nur entwickelt, wenn eine bestimmte Strahlungsdosis überschritten ist. Ein Erythem ist eine

entzündliche Rötung der Haut, die durch Hyperämie, das heißt Eindringen des Blutes ins

Gewebe, bedingt wird. Die niedrigste Strahlungsdosis, die ein Erythem hervorruft, wird

Minimale Erythem Dosis (MED) genannt. Als Folge von UVB-Bestrahlung entwickelt sich

bereits nach einigen Stunden ein Erythem. Es erreicht nach 8 Stunden ein Maximum und

klingt dann wieder ab [4]. Die Bildung dieses Erythems ist sauerstoffunabhängig und beruht

hauptsächlich auf der direkten Wechselwirkung von UVB-Strahlung mit Biomolekülen

(Proteine, Lipide, DNA). UVA-Strahlung induziert ein verzögertes Erythem, das sein

langanhaltendes Maximum erst bis zu ca. 24 Stunden nach UVA-Exposition erreicht [13]. Da

die Bildung dieses Erythems sauerstoffabhängig ist, wird die Beteiligung der ROS, die unter

photooxidativen Bedingungen gebildet werden, vermutet. Die Erzeugung von ROS führt

unter anderem zum Anstieg der Lipidperoxidation in den Zellmembranen, was im vorigen

Kapitel an Hand der UV-induzierten TBARS-Bildung an Hautfibroblasten untersucht wurde.
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In den folgenden Studien wird die Hautfarbe nach dem dreidimensionalen Farbwertsystem

(L-, a-, b-Wert) gemessen. In diesem Farbsystem (siehe Kapitel 2.4.4., Seite 29) gibt der L-

Wert die Helligkeit, der b-Wert den Gelbanteil und der a-Wert den Rotanteil der Farbe an.

Das Erythem wurde erst 24 Stunden nach Bestrahlung quantifiziert, da nur das verzögerte

Erythem, wie oben beschrieben, auf photooxidativen Streß zurückzuführen ist. Als Maß für

die Intensität des Erythems dient die Differenz der a-Werte unmittelbar vor und 24 Stunden

nach Bestrahlung (∆a-Wert). Während den Studien wurde das Carotinoidprofil der

Hauptcarotinoide im Serum, sowie der Gesamtcarotinoidgehalt der Haut aller Probanden zu

den Zeitpunkten der Erytheminduktion gemessen.

Die Interventionsstudien wurden in Kooperation mit den Firmen Unilever und Cognis sowie

dem Institut für experimentelle Dermatologie der Universität Witten-Herdecke durchgeführt.

3.3.1. Verminderung der Intensität der Erythembildung durch erhöhten Verzehr von
Tomatenmark und Olivenöl (Studie II)

In der Studie II wurde Tomatenmark als Quelle für Lycopin benutzt. Da Tomatenmark ein

komplexes Substanzgemisch ist, nehmen die Probanden noch weitere Substanzen außer

Lycopin zu sich. Gleiches gilt für das verabreichte Olivenöl. Analysiert wurden die

Carotinoide im Tomatenmark, sowie die Tocopherole im Olivenöl (Abbildung 19, Seite 68).

Im Tomatenmark finden sich außer Lycopin nur Spuren anderer Carotinoide. Eine Ausnahme

bildet ß-Carotin, welches mit einen Gewichtsanteil von ca. 3% im Tomatenmark zu finden ist.

In einem Liter Olivenöl werden ca. 150 mg α-Tocopherol nachgewiesen. Der tägliche

Verzehr von 40 g Tomatenmark mit 10 g Olivenöl zur Tageshauptmahlzeit der Probanden der

Verumgruppe entspricht einer Zufuhr von 16 mg Lycopin pro Tag. Damit wurden dem

Körper zusätzlich ca. 0,5 mg ß-Carotin aus dem Tomatenmark und ca. 1,5 mg α-Tocopherol

aus dem Olivenöl verabreicht. Die Placebogruppe nahm täglich 10 g Olivenöl und damit 1,5

mg α-Tocopherol zu sich.
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Abbildung 19: Die Carotinoidanalyse des Tomatenmarks und die Tocopherolanalyse des

Olivenöls der Studie II (1 = Interner Standard; 2 = Lycopin; 3 = ß-Carotin; 4 = α-

Tocopherol).

Während der Studien wurden die Carotinoide im Blutserum aller Probanden zu den

Zeitpunkten der Erytheminduktion gemessen. Damit sollte die Verlässlichkeit (Compliance)

der Studienteilnehmer kontrolliert und gleichzeitig die Auswirkungen der Supplementierung

auf den Lycopinserumgehalt nachgewiesen werden. Beispielhaft sind in Abbildung 20 (Seite

69) die HPLC-Chromatogramme des Probanden 2 der Verumgruppe zu Beginn und zum

Ende der Studie II gezeigt. Man erkennt einen deutlichen Anstieg des Lycopinserumgehalts

nach zehnwöchiger Supplementierung. Der ß-Cryptoxanthin- und ß-Carotingehalt im Serum

sind während der Studie bei diesem Probanden ebenfalls leicht angestiegen.
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Das Profil der Hauptcarotinoide im Blutserum der Probanden in der Studie II ist in Tabelle 12

(Seite 71) gezeigt. Bis auf Lycopin in der Verumgruppe veränderte sich kein Carotinoidgehalt

im Serum der Probanden im Verlauf der Studie signifikant. Der Gesamtlycopingehalt im

Blutserum verdoppelt sich von 0,37 ± 0,25 nmol/ml auf 0,72 ± 0,22 nmol/ml durch

Tomatenmark mit Olivenöl als Supplement (p < 0,02 bzw. p < 0,006).

Trotzdem sind im Verlauf der Studie einige nicht signifikante Trends im Serumgehalt

einzelner Carotinoide zu beobachten, die an dieser Stelle erwähnt werden sollen. Die mittlere

Serumgehalt für ß-Cryptoxanthin steigt sowohl in der Verumgruppe (von 0,14 ± 0,08 nmol/ml

auf 0,20 ± 0,13 nmol/ml), als auch in der Placebogruppe (von 0,18 ± 0,08 auf 0,29 ± 0,27) an.

Da beide Trends die gleiche Richtung besitzen, ändert sich der relative Unterschied im ß-

Cryptoxanthingehalt im Serum zwischen den beiden Gruppen nur etwa um 10 %. In der

Verumgruppe ist darüber hinaus eine deutliche Verringerung des α-Carotingehalts um 34%

nach 4 Wochen zu beobachten. Diese Änderung bleibt dann bis zum Ende der Studie konstant

(von 0,17 ± 0,21 auf 0,10 ± 0,09). Gleiches gilt für den ß-Carotinserumgehalt in der

Placebogruppe (–21%, von 0,51 ± 0,27 auf 0,46 ± 0,27).

Der Gesamtgehalt der Carotinoide im Blutserum ändert sich während der Studie kaum. Die

Verdopplung des Serumlycopin macht sich nur als 18% Steigerung des

Gesamtcarotinoidgehalts im Serum der Verumgruppe bemerkbar (Abbildung 21, Seite 72). In

der Placebogruppe fällt der Gesamtcarotinoidgehalt zunächst um 12% ab, ist aber zum Ende

der Studie wieder auf seine Ausgangskonzentration angestiegen. Eine Verringerung des

Gesamtcarotinoidgehalts im Blutserum der Placebogruppe wird parallel zum Blutwert auch in

der Haut beobachtet. Doch sinkt hier der Gesamtcarotinoidgehalt nach 4 Wochen weiter und

erreicht zum Ende der Studie einen Wert, der nur noch 56% des Ausgangswertes entspricht

(von 0,34 nmol/g Haut auf 0,19 nmol/g Haut). In der Verumgruppe steigt der

Gesamtcarotinoidgehalt in der Haut zunächst um 38% an. Bei der letzten Bestrahlung liegt

der Gesamtcarotinoidgehalt der Haut nur noch 15% über dem Ausgangswert.
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Tabelle 12: Carotinoidprofil der Verum- und der Placebogruppe in der Studie II (Verum n =
9; Placebo n = 10)

Verum

Carotinoid Woche
0 4 10

Lutein Mittelwert 0,22 0,20 0,24
(nmol/ml) S.D. 0,05 0,07 0,12

Zeaxanthin Mittelwert 0,07 0,06 0,07
(nmol/ml) S.D. 0,04 0,02 0,03

ß-Cryptoxanthin Mittelwert 0,14 0,14 0,20
(nmol/ml) S.D. 0,08 0,06 0,13

Lycopin (gesamt) Mittelwert 0,37 0,62* 0,72**

(nmol/ml) S.D. 0,25 0,20 0,22

α-Carotin Mittelwert 0,17 0,10 0,11
(nmol/ml) S.D. 0,21 0,09 0,13

ß-Carotin Mittelwert 0,39 0,39 0,35
(nmol/ml) S.D. 0,26 0,16 0,17

Placebo

Carotinoid Woche
0 4 10

Lutein Mittelwert 0,22 0,22 0,24
(nmol/ml) S.D. 0,11 0,12 0,09

Zeaxanthin Mittelwert 0,07 0,06 0,07
(nmol/ml) S.D. 0,02 0,02 0,02

ß-Cryptoxanthin Mittelwert 0,18 0,18 0,29
(nmol/ml) S.D. 0,08 0,14 0,27

Lycopin (gesamt) Mittelwert 0,39 0,33 0,36
(nmol/ml) S.D. 0,11 0,12 0,15

α-Carotin Mittelwert 0,18 0,18 0,17
(nmol/ml) S.D. 0,13 0,11 0,09

ß-Carotin Mittelwert 0,51 0,46 0,45
(nmol/ml) S.D. 0,27 0,27 0,23

* signifikanter Unterschied zu Woche 0: p < 0,02

** signifikanter Unterschied zu Woche 0: p < 0,01
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Zu Beginn der Studie, nach 4 Wochen und nach 10 Wochen Supplementierung mit

Tomatenmark wurden die Probanden mit der 1,25-fachen Dosis der individuellen MED

bestrahlt, die vor Studienbeginn bestimmt worden ist. Die MED eines Probanden hat sich

zwischen MED-Bestimmung und Studie geändert, so daß in der Studie kein Erythem durch

UV-Bestrahlung induziert wurde (schwach negative ∆a-Werte). Aus diesem Grund wurde

dieser Proband (Placebogruppe) aus der Studie ausgeschlossen. Zwei Probanden der

Verumgruppe mußten aus gesundheitlichen Gründen, die nicht mit der Studie assoziiert

waren, die Studie abbrechen und wurden ebenfalls in der Auswertung der Ergebnisse nicht

berücksichtigt.

Tabelle 13 zeigt die Intensität des durch UV-Bestrahlung induzierten verzögerten Erythems

(∆a-Wert) zu Beginn, nach vierwöchiger und nach zehnwöchiger Supplementierung der

Probanden mit Lycopin in Form von Tomatenmark (Verum) im Vergleich zur

Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe, die während der Studie Olivenöl zu sich nahm

(Placebo), wurde während der gesamten Studie II keine Änderung der UV-Induzierbarkeit

eines Erythems beobachtet. Nach vierwöchiger Supplementierung wurde noch kein

Unterschied in der Erythembildung der beiden Probandengruppen festgestellt. Zu diesem

Zeitpunkt ist der Gesamtcarotinoidgehalt in der Haut der Placebogruppe 14% niedriger als in

der Verumgruppe. Eine signifikante Verminderung (p < 0,05) der Intensität der

Erythembildung der Verumgruppe (3,8 ± 3,2) gegenüber der Kontrollgruppe (6,3 ± 2,3) zeigt

sich nach zehn Wochen Supplementierung. Zu diesem Zeitpunkt ist der Unterschied des

Gesamtcarotinoidgehalts in der Haut mit 36% mehr als doppelt so groß wie nach 4 Wochen

Supplementierung.

Tabelle 13: Erythembildung, in der Lycopininterventionsstudie angegeben als ∆a-Wert
(Placebogruppe n = 10; Verumgruppe n = 9).

Woche 0 4 10

∆a-Wert (Erythem)
Placebo 6,0 ± 2,0 5,4 ± 1,9 6,3 ± 2,3*

Verum 5,6 ± 3,5 5,1 ± 2,4 3,8 ± 3,2*

* p < 0,05 (t-Test)
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3.3.2. Vergleich eines ß-Carotinsupplementes mit einer Carotinoidkombination aus Lutein,

Lycopin und ß-Carotin in ihrer Wirkung als oraler Sonnenschutz (Studie III)

In dieser Interventionsstudie (Studie III) soll die bereits in der Literatur beschriebene

Verminderung der Erythembildung durch Supplementierung mit ß-Carotin [9] mit der

möglichen Schutzwirkung einer Carotinoidkombination von Lutein, Lycopin und ß-Carotin

verglichen werden. Die Gruppe I nahm täglich 9,7 mg ß–Carotin (all trans + 9 cis ß-Carotin)

und 0,3 mg α–Carotin mit Sojaöl als Carotinoidträgermatrix in einer Gelatinekapsel zu sich.

Abbildung 22: HPLC-Chromatogramme: Tocopherole im Sojaöl und Carotinoide in den
Supplementen der Probandengruppen I u. II (1 = α-Carotin; 2 = all trans ß-Carotin; 3 = 9-cis
ß-Carotin; 4 = Lutein; 5 = Lycopin; 6 = δ-Tocopherol (Standard); 7 = γ-Tocopherol, 8 = α-
Tocopherol).
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Das Supplement der Gruppe II enthielt neben Sojaöl, 3,2 mg Lutein, 4,0 mg Lycopin und 3,4

mg ß-Carotin (all trans + 9 cis ß-Carotin). Die Kontrollgruppe nahm Kapseln, die nur die

Trägermatrix (Sojaöl) enthielten, zu sich. Die Analyse des Inhaltes der verabreichten

Gelatinekapseln ist in Abbildung 22 (Seite 74) gezeigt. Das Naturprodukt Sojaöl ist ein

komplexes Gemisch. Es enthält insbesondere Tocopherole (263 µg/Kapsel), von denen 80%

γ−Tocopherol sind. Im HPLC-Chromatogramm des Supplementes in Gruppe II ist noch α-

Carotin in Spuren zu erkennen (0,09 mg/Kapsel, < 1%). α-Carotin findet sich im Supplement

der Gruppen I u. II, weil als Quelle für ß-Carotin das Extrakt der Meeresalge Dunaliella

salina (Betatene™) verwendet wurde. Betatene™ enthält ca. 75% all trans ß-Carotin, 22% 9-

cis ß-Carotin, 3% α-Carotin und <1% andere Carotinoide.

Wie auch schon in der Studie II wurden die Carotinoide im Blutserum aller Probanden zu den

Zeitpunkten der Erytheminduktion gemessen. Damit sollte die Verlässlichkeit (Compliance)

der Studienteilnehmer kontrolliert und gleichzeitig die Veränderungen des Carotinoidgehalts

im Serum aufgrund der Supplementierung nachgewiesen werden. Beispielhaft sind in

Abbildung 23 und Abbildung 24 (Seite 76, 77) die HPLC-Chromatogramme des Probanden

10 der Gruppe I und des Probanden 19 der Gruppe II am Anfang und am Ende der Studie III

gezeigt. Bei Proband 10 ist ein deutlicher Anstieg des ß-Carotinserumgehalts nach

zwölfwöchiger Supplementierung zu erkennen. Der α-Carotingehalt im Blutserum ist nur

unwesentlich erhöht. Der ß-Cryptoxanthin- und Lycopingehalt im Serum sind während der

Studie bei diesem Probanden ebenfalls leicht angestiegen. Entsprechend der

Supplementierung haben sich der Gehalt von Lutein, Lycopin und ß-Carotin im Serum

deutlich erhöht. Auffällig ist darüber hinaus eine relativ starke Erhöhung des

Zeaxanthinserumgehalts.

Aufgrund erheblicher Änderungen in des ß-Carotingehalts im Serum werden in dieser Studie

zwei Probanden der Kontrollgruppe aus dieser Studie ausgeschlossen (non-compliance).
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Während der Studie wurden die Hauptcarotinoide im Serum der Studienteilnehmer zu den

Zeitpunkten der Erytheminduktion untersucht (Tabelle 14a-c). In der Kontrollgruppe ist keine

signifikante Änderung im Carotinoidprofil zu sehen. Trotzdem ist auch hier wieder, wie in der

Studie II, ein Anstieg (34%) des ß-Cryptoxanthingehalts im Serum zu beobachten, der jedoch

aufgrund der Streuung der Messwerte nicht signifikant ist. Auch in den beiden anderen

Gruppen ist dieser Anstieg zu beobachten. In der Gruppe I ist der auf Supplementierung

zurückzuführende deutliche Anstieg des α-Carotingehalts um 76% von 0,16 ± 0,10 nmol/ml

auf 0,28 ± 0,10 nmol/ml (p = 0,01) bzw. des ß-Carotingehalts um 400% von 0,75 ± 0,42

nmol/ml auf 3,49 nmol/ml (p 0,0001) zu beobachten. Für die Gruppe I beobachtet man

ansonsten einen deutlichen, aber nicht signifikanten Anstieg des ß-Cryptoxanthingehalts. In

der Gruppe II sind dagegen, außer den durch Supplementierung bewirkten signifikanten

Änderungen des Serumgehalts an Lutein, Lycopin und ß-Carotin, der Anstieg des ß-

Cryptoxanthingehalts (95%) mit einem p = 0,3 und die Erhöhung des Zeaxanthingehalts um

140% im Serum mit einem p = 0,0001 signifikant.

Tabelle 14: Carotinoidprofil der verschiedenen Probandengruppen der Studie II ( a) Gruppe I
n = 11; b) Gruppe II n = 12; c) Kontrollgruppe n = 10).
a)

Gruppe I
Carotinoid Woche

0 6 12
Lutein Mittelwert 0,17 0,23 0,20
(nmol/ml) S.D. 0,08 0,17 0,08

Zeaxanthin Mittelwert 0,06 0,08 0,08
(nmol/ml) S.D. 0,02 0,04 0,04

ß-Cryptoxanthin Mittelwert 0,12 0,15 0,20
(nmol/ml) S.D. 0,05 0,07 0,14

Lycopin Mittelwert 0,45 0,44 0,44
(nmol/ml) S.D. 0,15 0,26 0,17

α-Carotin Mittelwert 0,16 0,24 0,28****

(nmol/ml) S.D. 0,10 0,12 0,10

ß-Carotin Mittelwert 0,75 3,22 3,84**

(nmol/ml) S.D. 0,42 1,64 1,73



b)
Gruppe II
Carotinoid Woche

0 6 12
Lutein Mittelwert 0,25 1,06* 1,01*

(nmol/ml) S.D. 0,10 0,23 0,45

Zeaxanthin Mittelwert 0,07 0,17* 0,18**

(nmol/ml) S.D. 0,03 0,03 0,07

ß-Cryptoxanthin Mittelwert 0,11 0,15 0,22****

(nmol/ml) S.D. 0,07 0,09 0,15

Lycopin Mittelwert 0,35 0,76** 0,62***

(nmol/ml) S.D. 0,14 0,24 0,23

α-Carotin Mittelwert 0,19 0,20 0,17
(nmol/ml) S.D. 0,23 0,11 0,14

ß-Carotin Mittelwert 0,66 1,65*** 1,33****

(nmol/ml) S.D. 0,71 0,66 0,63

c)
Kontrollgruppe
Kontrolle Woche

0 6 12
Lutein Mittelwert 0,17 0,21 0,21
(nmol/ml) S.D. 0,04 0,07 0,07

Zeaxanthin Mittelwert 0,06 0,07 0,07
(nmol/ml) S.D. 0,02 0,02 0,02

ß-Cryptoxanthin Mittelwert 0,12 0,14 0,16
(nmol/ml) S.D. 0,06 0,07 0,09

Lycopin Mittelwert 0,38 0,37 0,32
(nmol/ml) S.D. 0,22 0,18 0,19

α-Carotin Mittelwert 0,10 0,08 0,07
(nmol/ml) S.D. 0,06 0,05 0,03

ß-Carotin Mittelwert 0,49 0,44 0,43
(nmol/ml) S.D. 0,40 0,37 0,29

* signifikanter Unterschied zur Woche 0:   p < 0,00001
** signifikanter Unterschied zur Woche 0:   p < 0,0001
*** signifikanter Unterschied zur Woche 0:   p < 0,002
***** signifikanter Unterschied zur Woche 0:   p < 0,02
***** signifikanter Unterschied zur Woche 0:   p < 0,05
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Der Gehalt der supplementierten Carotinoide in den Seren der Gruppe II ändert sich für:

Lutein von 0,25 ± 0,10 nmol/ml auf 1,01 ± 0,45 nmol/ml (um 300%, p < 0,00001); Lycopin

von 0,35 ± 0,14 nmol/ml auf 0,62 ± 0,23 nmol/ml (um 78%, p < 0,002); ß-Carotin von 0,66 ±

0,71 nmol/ml auf 1,33 ± 0,63 nmol/ml (um 100%, p = 0,02)

Der Vergleich der Gesamtcarotinoide im Blutserum und der Haut in Abbildung 25 (Seite 79)

zeigt, daß der im Serum durch Supplementierung erhöhte Gesamtcarotinoidgehalt sich auch in

der Haut widerspiegelt. In der Haut steigt der Carotinoidgehalt um 53% in der Gruppe I und

um 78% in der Gruppe II an. Auffällig ist, daß der Gesamtcarotinoidgehalt in der Haut der

Kontrollgruppe um 35% sinkt. Ein ähnlicher Effekt ist bereits in der Lycopinstudie

beobachtet worden. Im Serum zeigt sich dagegen in der Kontrollgruppe keine Änderung des

Gesamtcarotinoidgehalts. Anders als in der Haut steigt die Carotinoidgehalt im Serum in der

Gruppe I (um 195%) stärker an als in der Gruppe II (um 115%).

In dieser Studie wurde das Erythem bei den Probanden mit der 1,6-fachen individuellen MED

induziert. Ein deutlicher Trend in der Erythemintensität wird auch in der Kontrollgruppe

gefunden, bei der sich die durchschnittliche Lichtempfindlichkeit um 36% (p = 0,01) von 5,6

± 2,1 auf 7,6 ± 2,4 erhöht. Diese erhebliche Änderung der Erythemintensität der

Kontrollgruppe liegt in der Größenordnung des beobachteten Effektes.

Vergleicht man die Erythemintensität zwischen den verschiedenen Gruppen zu Beginn der

Studie so sind die Kontrollgruppe und die Gruppe I von vornherein signifikant verschieden

(–37%, p < 0,05). Die Erythemintensität der Kontrollgruppe ist ebenfalls niedriger als die der

Gruppe II (14%), doch ist dieser Unterschied nicht mehr signifikant. Der starke Trend in der

Kontrollgruppe führt dazu, daß bei einem Vergleich der Erythembildung der Gruppen

untereinander nach zwölf Wochen in der Gruppe I um 42% (p = 0,01) und in der Gruppe II

um 32 % (p = 0,03) gegenüber der Kontrollgruppe vermindert sind. Doch wenn man die

Erythemwerte der Gruppe I und der Gruppe II mit den ∆a-Wert der Kontrollgruppe zu Beginn

der Studie vergleicht zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Ein Vergleich der Gruppen I u.

II mit der Kontrollgruppe ist daher nicht sinnvoll. Da die Kontrollgruppe dieser Studie wegen

ihres Trends nicht gewertet werden kann, läßt sich diese Studie nur aufgrund der Tendenzen

innerhalb der Probandengruppe auswerten.

Betrachtet man die Intensität der Erythembildung 24 h nach UV-Bestrahlung innerhalb einer

Gruppe (Tabelle 15, Seite 82) so zeigt die Gruppe I eine deutliche Verminderung der

Intensität der Erythembildung um 43% (p < 0,001). Von Beginn der Studie bis zur sechsten

Woche vermindert sich die Intensität der Erythembildung 24 h nach UV- Bestrahlung in der
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Gruppe II um 25% (p = 0,03). Doch bis 12 Woche steigt die Lichtsensitivität der Haut in

diese Gruppe wieder an, so daß zum Ende der Studie nur noch eine Verminderung der

Erythemintensität um 19% gefunden wird, die mit einem p = 0,09 nicht mehr als signifikant

gelten kann.

Tabelle 15: Erythembildung angegeben als ∆a-Wert in der Studie III (Gruppe I n = 11;
Gruppe II n =12; Kontrollgruppe n = 10).

Woche 0 6 12

∆a-Wert (Erythem)
Gruppe I 7,7 ± 2,1d 6,7 ± 2,6 4,4 ± 2,1a,e

Gruppe II 6,4 ± 2,7 4,8 ± 3,0b 5,2 ± 2,1f

Kontrollgruppe 5,6 ± 2,1 6,4 ± 2,4 7,6 ± 2,4c

a p = 0,001 Signifikanz des Trends innerhalb der Gruppe I
b p = 0,03 Signifikanz des Trends innerhalb der Gruppe II
c p = 0,01 Signifikanz des Trends innerhalb der Kontrollgruppe
d p < 0,05 Signifikanz des Unterschiedes zwischen Gruppe I und der Kontrollgruppe
e p = 0,01 Signifikanz des Unterschiedes zwischen Gruppe I und der Kontrollgruppe
f p = 0,03 Signifikanz des Unterschiedes zwischen Gruppe II und der Kontrollgruppe
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4. Diskussion

4.1.  Carotinoide im Blut

4.1.1. Das Carotinoidprofil im Blutserum: Studie I, Studien II u. III im Vergleich zu anderen

Studien

In den USA, Japan und verschiedenen europäischen Staaten wurden bereits umfangreiche

Studien über den Serumgehalt der Hauptcarotinoide im Blut durchgeführt [76-78, 107-109].

Für Deutschland wurden für Erwachsene bis jetzt im Blutplasma nur die Werte für ß-Carotin

bestimmt [110] und lediglich Abschätzungen zur täglichen Aufnahme der verschiedenen

Carotinoide anhand von Fragebögen gemacht [111]. Eine Studie mit 129 Kindern und

Heranwachsenden (1-18 Jahre) aus Deutschland bestimmte nur den Blutplasmagehalt für

Cryptoxanthin, Lycopin, α- und ß-Carotin [112].

Meistens wird in Studien der Median und nicht der Mittelwert angegeben. Der Median ist der

Zentralwert der Meßwerte. Dieser Wert ist im Verhältnis zum Mittelwert deutlich

unempfindlicher gegen einseitige Extremwerte („Ausreißer“). Damit beschreibt der Median

auch nicht-normalverteilte Meßwerte (schiefgipflige Häufigkeitsverteilungen). Dies soll hier

kurz an der linksgipfligen Häufigkeitsverteilung des ß-Carotinserumgehalts der Frauen der

Studie I erläutert werden. Der Mittelwert des ß-Carotingehalts liegt bei 0,56 µmol/l und

weicht um mehr als 20% vom Modalwert (häufigster gemessener Serumgehalt) im Intervall

zwischen 0,3-0,45 µmol/l ab. Der Modalwert wurde mehr als dreimal so häufig gemessen wie

der Mittelwert und beschreibt daher die Probandengruppe besser als der Mittelwert. Doch ein

exakter Modalwert läßt sich nur schwer berechnen, da hierfür erst eine

Häufigkeitsverteilungsfunktion bestimmt werden müßte. Der Median läßt sich direkt aus den

Meßwerten berechnen und liegt in diesen Fällen bei 0,41 µmol/l für ß-Carotin. Folglich

beschreibt er den Serumgehalt genauso korrekt wie der Modalwert. Aus diesem Grund

werden in Tabelle 16 (Seite 84) die Mediane der Studie I und der Studien II u. III mit anderen

Studien verglichen.
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Tabelle 16: Vergleich des Carotinoidserumgehalts (µmol/l) verschiedener Carotinoide in der
Bevölkerung verschiedener Staaten. Angegeben ist der Mittelwert* oder Median der
Carotinoide im Blutserum oder Blutplasma.

Staat Lutein

w_       m__

Zeaxanthin

w_       m__

ß-Crypto-
xanthin
w_       m__

Lycopin

w__     m__

α-Carotin

w__      m__

ß-Carotin

w_       m__
Studie ISX

w=78/m=30
50-90 Jahre

0,27     0,28 0,08     0,08 0,20     0,14 0,14     0,21 0,08     0,05 0,41     0,31

Studie II/IIISX

w=37/m=15
19-58 Jahre

0,19     0,19 0,06     0,07 0,13     0,11 0,34     0,43 0,14     0,10 0,56     0,45

SpanienS

w=240/m=210
5-79 Jahre

0,18    0,19 0,06     0,06 0,39     0,28 0,36     0,35 0,06     0,05 0,28     0,22

Italien*P

w = 48/m = 27
Mittelw. 77 Jahre

0,32 0,12 0,32 0,75 0,06 0,58

EnglandP

w=938/m=938
volljährig

0,29    0,29Y 0,16     0,13 0,25     0,25 0,07     0,06 0,32     0,24

JapanS

w=1196/m=618
7-86 Jahre

0,69    0,62Y 0,60     0,36 0,50     0,38 0,18     0,12 0,64     0,35

USA I*P

w=408/m=230
67-96 Jahre

0,51    0,48Y 0,26     0,20 0,59     0,64 0,11     0,09 0,49     0,35

USA II*P

w=186/m=121
45-65 Jahre

0,27    0,28 0,06     0,07 0,76     0,82 0,12     0,11 0,58     0,46

S = im Blutserum P = im Blutplasma
m = männlich w = weiblich
X = diese Arbeit Y = Lutein + Zeaxanthin

Im allgemeinen Vergleich der Carotinoidstudien zeigt sich, daß das in Studie I, II u. III

gefundene Carotinoidprofil gut mit dem Carotinoidprofil der Studien jener Staaten korreliert,

die einen westlichen Lebensstil zeigen (Spanien, Italien, England und USA). Größer sind die

Abweichungen im Vergleich mit der japanischen Studie. Die Ähnlichkeit der westlichen

Industrienationen im Carotinoidprofil gilt auch für die verschiedenen Altersschichten, was

sich an folgenden Beispielen zeigt.

Beispiel 1: Für Lutein liegen die Mittelwerte bzw. Mediane der Älteren bei 0,27 µmol/l

(Studie I), 0,32 µmol/l (Italien) und 0,27 µmol/l (USA I) und die Mittelwerte bzw. Mediane

der Jüngeren 0,18 µmol/l (Spanien) und 0,19 µmol/l (Studie II/III) jeweils nahe beieinander.

Beispiel 2: Die Mittelwerte bzw. Mediane der jüngeren Frauen für ß-Carotin von den USA II

(0,58 µmol/l) und Studie II/III (0,56 µmol/l), sowie der älteren Frauen der USA I (0,49

µmol/l) und Studie I (0,41 µmol/l) liegen jeweils im gleichen Konzentrationsbereich.
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Der Vergleich mit den Studien anderer Staaten zeigt damit, daß die zwischen der Studie I und

der Studie II u. III gefundenen signifikanten Unterschiede altersbedingt sind. Die beobachtete

Altersabhängigkeit ist aber möglicherweise auf Änderung der Ernährungsgewohnheiten im

Alter zurückzuführen. Denn, obwohl der Lycopinserumgehalt in der Studie I und der Studie II

in den USA mit älteren Teilnehmern niedrigerer ist als die in den entsprechenden Studien mit

jüngere Teilnehmern, findet sich diese Altersabhängigkeit nicht, wenn man alle Studien der

westlichen Länder gemeinsam vergleicht.

Trotz des im allgemeinen ähnlichen Carotinoidprofils westlicher Industrienationen zeigen

sich im Einzelnen deutliche regiospezifische Unterschiede. In mediterranen Länden wird im

Vergleich zu anderen westlichen Staaten im Durchschnitt fast der zweifachen ß-

Cryptoxanthingehalt gefunden. Die Teilnehmer der italienischen und der beiden

amerikanischen Studien zeigen deutlich höhere Lycopinwerte. Diese Auffälligkeiten spiegeln

wahrscheinlich spezifische Ernährungsgewohnheiten wider.

Alle Studien zeigen einen Unterschied im Serumgehalt der provitamin-A-aktiven Carotinoide

ß-Carotin und ß-Cryptoxanthin zwischen den Geschlechtern. In Spanien, England (p <0,001)

und in der Studie I (p = 0,01, Tabelle 3, Kapitel 3.1.2., Seite 37, 38) liegt der Gehalt für ß-

Cryptoxanthin bei den Frauen um 30% höher als bei den Männern. In der japanischen Studie

beträgt der Unterschied sogar 45%. Die Studien aus den USA und die Studien II u. III finden

einen Unterschied von etwa 15 % (Tabellen 5 u. 6, Kapitel 3.1.2., Seite 43). Die bimodale

Häufigkeitsverteilung (Abbildung 10 Kapitel 3.1.1, Seite 33) des ß-

Cryptoxanthinserumgehalts in der Studie I deutet bereits an, daß bei Frauen möglicherweise

zwei Subpopulationen mit hohem (0,35-0,40 µmol/l) und niedrigem (0,20-0,25 µmol/l) ß-

Cryptoxanthinserumgehalt existieren. Diese Modalwerte liegen ca. 20, bzw. 50 % höher als

der Modalwert der Männer bei 0,15-0,20 µmol/l. Ebenso ist ein geschlechtsspezifischer

Unterschied des  ß-Carotinserumgehalts von mehr als 20% in allen Studien zu erkennen.

Möglicherweise könnte ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Carotinoidresorption

oder dem Carotinoidmetabolismus dafür verantwortlich sein, da Pelz et al. [111] z.B. in ihrer

Studie für Deutschland keinen Unterschied in der Nahrungszufuhr von ß-Carotin oder ß-

Cryptoxanthin finden. Einen signifikant höherern Retinolgehalt (p = 0,001) bei Männern trotz

eines signifikant niedrigeren ß-Carotingehalts (p = 0,001) beobachten auch Olmedilla et al.

[109]. Den gleichen Sachverhalt finden auch Thurnham et al. [76] und Ascherio et al. [108],

doch geben sie keine Signifikanz für diese Unterschiede an. Ein signifikant höherer

Retinolwert der Männer in der Studie I Studie (p = 0,01), obwohl der ß-Carotingehalt und der
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ß-Cryptoxanthingehalt signifikant niedriger sind als bei Frauen (p = 0,04, p = 0,01, Tabellen 3

u. 4, Kapitel 3.1.2., Seite 37-40), läßt einen geschlechtsspezifischen Unterschied im

Metabolismus dieser Carotinoide vermuten. In vivo Studien an Mensch und Tier zeigten, daß

bis zu 90% des resorbierten ß-Carotins in Retinol bzw. Retinylester umgewandelt wird [68,

69, 72, 73]. Daher wäre ein möglicher Erklärungsansatz, daß Männer ß-Carotin bzw. ß-

Cryptoxanthin schneller zu Retinol metabolisieren.

In der vorliegenden Arbeit und in den USA findet sich bei den Männern ein höherer

Lycopingehalt im Blut. Doch für England, Spanien und Japan ist dies nicht der Fall. In Japan

wird sogar bei den Frauen ein 30% höherer Lycopinwert auf als bei Männern gefunden.

Aufgrund der verschiedenen Ergebnisse der einzelnen Staaten spiegelt der unterschiedliche

Lycopingehalt zwischen Männern und Frauen wahrscheinlich eher Differenzen im

Ernährungsverhalten als geschlechtsspezifische Unterschiede wider. Für Lycopin lassen die

Häufigkeitsverteilungen der Frauen aus Studie I zwei Untergruppen erkennen. Die deutlich

größere Untergruppe zeigt ein enges Maximum bei 0,15-0,20 µmol/l. Die zweite deutlich

kleinere Gruppe zeigt einen weiten Maximalbereich zwischen 0,35-0,45 µmol/l. Dieser

Maximalbereich fällt mit dem Mittelwert der jüngeren Frauen (Studie II u. III ) bei

0,37 µmol/l zusammen. Dieses führt zu der Annahme, daß der signifikante Altersunterschied

der Lycopinkonzentration auf verschiedene Ernährungsgewohnheiten der Altersgruppen

zurückzuführen ist.

Die Beobachtung, daß der Carotinoidgehalt im Blutplasma bzw. Serum, bis auf den Gehalt

von ß-Carotin und ß-Cryptoxanthin, im wesentlichen Ernährungsgewohnheiten widerspiegelt,

ist bedeutsam für eine mögliche Empfehlung, die tägliche Carotinoidzufuhr zu erhöhen und

der damit verbundenen möglichen Prävention degenerativer Zivilisationskrankheiten.

Prinzipiell lassen sich zwei Wege zur Erhöhung des Carotinoidprofils beschreiten: Zum einen

die Änderung der Ernährungsgewohnheiten der Bevölkerung durch Empfehlungen für

bestimmte carotinoidhaltige Lebensmittel. Der zweite Weg ist die Anreicherung von

Nahrungsmitteln mit Carotinoiden.
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4.1.2. Vergleich der Korrelationen der Carotinoidkonzentrationen im Serum der Studien I, II

u. III mit anderen Studien

Die in der Studie I gefundenen hohen Korrelationskoeffizienten von r = 0,50 für Frauen und

r = 0,87 für Männer zwischen dem Lutein- und dem Zeaxanthingehalt im Serum finden auch

Ascherio et al. (Plasma) [108] und Olmedilla et al. (Serum) [107]. Sie geben vergleichbare

Korrelationskoeffizienten von r = 0,64 bzw. zwischen 0,61-0,71 an. In allen im vorigen

Kapitel aufgeführten Studien ist das Verhältnis von 3:1 zwischen dem Lutein- und dem

Zeaxanthingehalt im Plasma bzw. Serum beobachtet worden.

Die von Ascherio et al. [108] und Olmedilla et al. [107] beobachtete Korrelation zwischen

dem α- und dem ß-Carotingehalt (r = 0,74 Frauen; r = 0,69 Männer) wird in der Studie I nicht

gefunden. Dagegen zeigt sich diese Korrelation deutlich in den Studien II u. III. (r = 0,78, p <

0,01 Frauen; r = 0,59 Männer p < 0,03). Da die Korrelation zwischen dem _- und dem ß-

Carotingehalt nur bei den im Durchschnitt 30 Jahre jüngeren Teilnehmern der Studien II u. III

beobachtet wird, scheint sie möglicherweise altersabhängig zu sein.

Der von Ascherio et al. und Olmedilla et al. [108, 107] gefundene Zusammenhang zwischen

dem Lycopin- und dem ß-Carotingehalt im Plasma bzw. Serum wird nur in der Frauenguppe

der Studie I mit einer niedrigen Signifikanz gefunden (r = 0,27; p < 0,05). Der

Korrelationskoeffizient der Männergruppe ist ähnlich hoch, aber aufgrund der kleineren

Gruppengröße nicht mehr signifikant ( r = 0,21, p > 0,05).

Die in der Studie I gefundenen signifikanten Abhängigkeiten des Lutein- und des

Zeaxanthinserumgehalts vom HDL-Cholesteringehalt (Lutein r = 0,37, p < 0,01; Zeaxanthin

r = 0,27, p < 0,05) lassen sich durch den gemeinsamen Transport in den HDL-Lipoproteinen

erklären [67]. In der Männergruppe zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang nur zwischen

dem Zeaxanthingehalt und dem HDL-Cholesteringehalt (r = 0,34, p < 0,05). Da Carotine im

Blut in LDLs transportiert werden, wäre in Studie I eine signifikante Korrelation des

Serumgehalts dieser Carotinoide mit dem LDL-Cholesteringehalt im Serum erwartet worden.

Doch dieses wird nicht beobachtet.

Der in der Studie I gefundene Zusammenhang ( r = 0,41; p < 0,01) zwischen dem ß-Carotin-

und der ß-Cryptoxanthinserumgehalt wurde von Olmedilla et al. [107] nicht beobachtet.

Ascherio et al. [108] haben den ß-Cryptoxanthingehalt nicht bestimmt.
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4.2. Schutzwirkungen der Carotinoide gegen photooxidativen Streß

4.2.1. Das Hautfibroblastenmodell

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Hautfibroblastenmodell wurde in ähnlicher Form

bereits von Morlière et al. [47, 105] benutzt. Diese Arbeitsgruppe untersuchte ausschließlich

die UV-induzierte Bildung thiobarbitursäurereaktiver Substanzen (TBARS). Die in der

vorliegenden Arbeit gefundene Menge an TBARS in den Kontrollfibroblasten nach UV-

Bestrahlung betrug ca. 1,4 pmol/µg Protein. Dieser Wert entspricht der von Morlière et al.

nach UV-Bestrahlung gefundenen TBARS-Menge von etwa 1,3 pmol/µg Protein. Die zur

Beladung der Zellen mit Carotinoiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten Liposomen mit

gesättigten Fettsäuren haben somit keinen oder nur einen geringen Einfluß auf die TBARS-

Bildung in diesem Modell. Dieses Ergebnis zeigt, daß das verwendete

Hautfibroblastenmodell geeignet ist, den Einfluß der Carotinoide auf die TBARS-Bildung

nach UV-Bestrahlung zu untersuchen.

4.2.2. Hypothese zum photoprotektiven Wirkungsmechanismus der Carotinoide

Alle getesteten Carotinoide und deren Kombination können Hautfibroblasten vor UV-

induzierter Lipidperoxidation schützen. Die Konzentrationsabhängigkeit der UV-induzierten

TBARS-Bildung zeigt für alle getesteten Carotinoide einen ähnlichen Kurvenverlauf.

Charakterisiert werden diese Kurven wie im Kapitel 3.2.1. (Seite 52) beschrieben durch:

• die optimale Schutzkonzentration,

• die Größe des Konzentrationsbereichs, in dem eine Schutzwirkung zu beobachten ist, und

• die maximale Schutzwirkung.

Im Hautfibroblastenmodell zeigen alle drei einzeln getesteten Carotinoide, sowie zwei der

vier untersuchten Carotinoidmischungen, eine maximale Schutzwirkung von etwa 40-50% bei

optimaler Schutzkonzentration. Dieses wirft die Frage auf, ob 40-50% Verminderung der

TBARS-Bildung ein Limit des Schutzes vor Lipidperoxidation in diesem in vitro System

darstellt. Es ist wahrscheinlich, daß ß-Carotin, Lycopin und Lutein nach dem gleichen
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Mechanismus schützen und dabei möglicherweise sowohl die Peroxylradikale, als auch

Singulettsauerstoff effektiv inaktivieren [2]. Die Größe der bimolekularen

Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten scheint in diesem Modellsystem eine untergeordnete

Rolle zu spielen.

Unterschiede in der Konzentrationsabhängigkeit der verschiedenen Carotinoide zeigen sich

vor allem bei der optimalen Schutzkonzentration und der Größe des Konzentrationsbereichs,

in dem eine Schutzwirkung zu beobachten ist. Lycopin wirkt bereits bei 6-8 fach geringerem

Gehalt in den Hautfibroblasten als ß-Carotin oder Lutein. Es wirkt bereits in einem Gehalt

prooxidativ, in dem die anderen Carotinoide noch kaum eine Schutzwirkung zeigen. Zur

Erklärung kann man folgende Hypothese aufstellen. Aufgrund seiner hohen Lipophilie liegt

Lycopin vermutlich horizontal, vollständig innerhalb der Zellmembran. Es besitzt einen

großen Raumbedarf in der Zellmembran, da es quer zur Ausrichtung der Phospholipide liegt.

Damit kann Lycopin aber gleichzeitig mit vielen verschiedenen Lipidmolekülen

wechselwirken. Somit bildet Lycopin schon bei einem geringen Gehalt in den

Hautfibroblasten (0,05 pmol/µg Protein) einen antioxidativ wirkenden Schutzschild für die

gesamte Zellmembran. Doch andererseits stört der Raumbedarf von Lycopin bereits bei einem

Lycopingehalt der Hautfibroblasten von > 0,15 pmol/µg Protein die Membranstruktur und

erleichtert damit den Angriff durch photooxidativen Streß erzeugter ROS, was zu der

vermehrten TBARS-Bildung nach UV-Bestrahlung bei hohem Lycopingehalt führt. Diese

Erhöhung ist im Einklang mit dem von Lowe et al. [113] gefundenen Verlust der

Membranintegrität von HT29 Zellen bei hoher Lycopinkonzentration. Bei unilamellaren

Liposomen wurde ebenfalls eine Störung der Membranstruktur durch Lycopin vermutet, da

sich nur eine begrenzte Lycopinmenge in die Liposomen einbauen ließ [57]. Lutein mit seinen

polaren OH-Gruppen kann die Zellmembran vertikal durchspannen [114]. Sein Raumbedarf

in der Zellmembran ist geringer, da es parallel zu den Phospholipiden der Zellmembran liegt.

Als Folge wird experimentell gefunden, daß eine in diesem Fall ein sechsfach höherer Gehalt

an Lutein (Lutein: 0,29 pmol/µg Protein; Lycopin: 0,05 pmol/µg Protein) für einen die Zelle

umgebenden Schutzschild benötigt wird. Nach obiger Hypothese müsste die Größe des

Konzentrationsbereichs, in dem eine Schutzwirkung zu beobachten ist, für Lutein ebenso um

ungefähr den Faktor 6 größer sein. Für Lutein wird ein um den Faktor 5 größerer

Konzentrationsbereich, in dem eine Verminderung der TBARS-Bildung erreicht wird,

gefunden (Kapitel 3.2.1., Seite 58).
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Eine Besonderheit muß nach obiger Hypothese für ß-Carotin vorliegen. Da dieses ebenfalls

wie Lycopin wegen seiner geringen Polarität horizontal in der Membran liegen sollte, wäre

eine niedrigere optimale Schutzkonzentration und ein kleinerer Konzentrationsbereich, in dem

ein Schutz vor photooxidativem Streß erreicht wird, als für Lutein erwartet worden. Zwar

erreicht ß-Carotin (0,17 pmol ß-Carotin/µg Protein) bei einem niedrigeren Gehalt als Lutein

(0,29 pmol Lutein/µg Protein) eine fast maximale Schutzwirkung (41% statt 45% = maximale

Schutzwirkung), doch ist der Konzentrationsbereich, in dem eine Schutzwirkung zu

beobachten ist, um den Faktor 8 größer als bei Lutein, bzw. um den Faktor 48 größer als bei

Lycopin. Der Schutzeffekt von ß-Carotin scheint über ein Konzentrationsbereich von

0,25 pmol/µg Protein bis 1,25 pmol/µg Protein unabhängig vom ß-Carotingehalt der

Hautfibroblasten zu sein.

Möglicherweise beeinflußt ß-Carotin zusätzlich Signalwege in der Zelle. Hinweise auf die

Beeinflussung eines Signalweges in der Zelle geben die Ergebnisse zweier anderer

Arbeitsgruppen:

 a.) Obermüller-Jevic et al. [115] zeigen verstärkte Expression der Hämoxygenase1 in UV-

bestrahlten ß-carotinbehandelten Keratinozyten. Möglicherweise werden durch UV-Strahlung

und ß-Carotin zusammen noch weitere spezifische Enzyme aktiviert. Der große

Konzentrationsbereich, in dem eine Verminderung der TBARS-Bildung durch ß-Carotin

erreicht wird, wäre dann eine Folge einer induzierten enzymatischen Verteidigung gegen

photooxidativen Streß.

b.) Von Stivala et al. [116] wird eine Verlängerung der G1-Phase des Zellzyklus durch ß-

Carotin in Hautfibroblasten beobachtet. Eine Verlängerung der G1-Phase des Zellzyklus

bedeutet eine Verringerung der DNA-Replikation (weniger Mitosen), aber bietet die

Möglichkeit zur verstärkten Genexpression in den Zellen. Darüber hinaus postuliert diese

Arbeitsgruppe, daß die Verlängerung der G1-Phase des Zellzyklus von ß-Carotin direkt und

nicht auf Umwandlung von ß-Carotin in Retinoide zurückzuführen ist.
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4.3. Systemische Protektion vor UV-induziertem Erythem

4.3.1. Lycopin in Form von Tomatenmark als orales Sonnenschutzmittel

In der Studie II bewirkt die zehnwöchige tägliche Aufnahme von 40 g Tomatenmark (16 mg

Lycopin) und 10 g Olivenöl zur Tageshauptmahlzeit eine Verdopplung des

Lycopinserumgehalts der Verumgruppe im Durchschnitt von 0,37 ± 0,25 nmol/ml auf 0,72 ±

0,22 nmol/ml. Dieser Anstieg ist im Vergleich zum Anstieg des ß-Carotingehalts in der Studie

III relativ niedrig. Dort verfünffachte sich der mittlere Serumgehalt auf einen Endwert von ca.

4 nmol/ml durch die tägliche Einnahme von ca. 10 mg ß-Carotin als Supplement. Der Grund

für diese relativ geringe Steigerung des Lycopingehalts im Serum könnte eine schlechte

Bioverfügbarkeit des Lycopin aus der Nahrung sein. Einflußfaktoren der Bioverfügbarkeit des

Tomatenlycopins in dieser Studie sind z.B. die Freisetzung des Lycopins aus den

Chromoplasten der Tomate und die Micellenbildung von Lycopin mit dem verabreichten

Olivenöl. Sowohl der Lycopingehalt zu Beginn der Studie als auch die Erhöhung des

Lycopinserumgehalts durch den Verzehr von Tomatenmark mit Olivenöl stimmen mit in der

Literatur gefundenen Werten überein [117, 118].

Im Bezug zum Gesamtcarotinoidgehalt des Blutserums wirkt sich die Verdopplung des

Serumlycopins in einer 18%igen Steigerung des Gesamtcarotinoidgehalts aus, die mit der

zum Ende der Studie erreichten 15%igen Steigerung der Hautcarotinoide übereinstimmt.

Bei einer Strahlungsdosis von 1,25 MED wurde in der Studie II eine signifikante

Verminderung der Erythemintensität um ungefähr 40% durch Lycopinsupplementierung

erreicht. Für die ß-Carotingruppe in der Studie III wurde bei einer Strahlungsdosis von 1,6

MED ebenfalls eine Verminderung der Erythemintensität um ca. 40% beobachtet. Unter

Berücksichtigung der höheren Strahlungsdosis ist dieser Wert aber stärker zu gewichten als

die entsprechende Verminderung bei Lycopin. Auf Grund der Versuchsanordnung ist die

Bestimmung eines Lichtschutzfaktors analog der DIN-Norm bzw. der COLIPA-Methode

nicht möglich [119, 120]. In der Studie von Stahl et al. [9] wurde nach achtwöchiger

Supplementierung mit ß-Carotin eine vergleichbare Verminderung der Erythemintensität von

35% bei 1,5 MED gefunden. In jener Studie ist für ß-Carotin ein Lichtschutzfaktor 2 aufgrund

physikalischer Reflektionsmessungen abgeschätzt worden [121, Seite 76, 77]. Da sich ß-
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Carotin und Lycopin in ihrer Schutzwirkung in den Studien nur marginal unterscheiden, ist

für Lycopin ein ähnlicher Lichtschutzfaktor zu erwarten.

Kritisch ist in diesem Fall, daß Lycopin bei UV-Einwirkung auf die Haut bevorzugt

gegenüber ß-Carotin verbraucht wird [26]. Somit könnte der Lycopinschutz bei längerer

Strahlungsexposition in der Haut gegenüber ß-Carotin nachlassen, weil das Lycopin in einem

zu starken Maße verbraucht wird.

Die Schutzwirkung durch Lycopin wurde erst nach einer Supplementierungsdauer von 10

Wochen beobachtet. Die Erhöhung der Lycopinzufuhr über einen Zeitraum von vier Wochen

reicht nicht aus, um einen Schutzeffekt für Lycopin zu zeigen, obwohl eine Erhöhung des

Lycopingehalts im Serum und eine Erhöhung des Gesamtcarotinoidgehalts in der Haut bereits

nach vier Wochen gezeigt werden konnte. Möglicherweise hat zu diesem Zeitpunkt das

Lycopin zwar die Haut, doch noch nicht seinen eigentlichen Wirkort erreicht. In der Studie III

wurde 6 Wochen bis zur ersten Bestrahlung supplementiert. Parallel dazu ist in Gruppe I (ß-

Carotin) bereits ein messbarer, wenn auch noch nicht signifikanter, Schutz (im Gruppentrend)

zu erkennen. Die lange Zeit von ca. 6 Wochen, die die Carotinoide benötigen, um einen

Schutzeffekt zu erreichen oder an ihren Wirkort zu gelangen, ist eine mögliche Erklärung,

warum in einer 23 Tage-Studie zur Sonnenschutzwirkung von ß-Carotin von Garmyn et al.

kein Effekt beobachtet wurde [7].

4.3.2. Diskussion der Studie III

Das Hauptproblem in der Auswertung der Vergleichsstudie zwischen ß-Carotin und einer

Kombination von Lutein, Lycopin und ß-Carotin (Studie III) ist ein signifikanter Trend in der

Kontrollgruppe. Während der zwölfwöchigen Studie stieg die Erythemintensität nach UV-

Bestrahlung in dieser Gruppe um 36%. Ein Vergleich mit den anderen beiden Gruppen ist

daher nicht mehr sinnvoll. Ein zweites Problem dieser Studie besteht darin, daß bereits zu

Beginn der Studie die Intensität des induzierten Erythems in der Kontrollgruppe signifikant

niedriger war als in der ß-Carotingruppe. Ein signifikanter Unterschied in der

Erythemintensität bereits zu Beginn der Studie ist ein mögliches Risiko des vor

Studienbeginn festgelegten Studiendesigns, bei dem die Probanden vor der ersten Messung

randomisiert in die drei verschiedenen Gruppen der Studie eingeteilt werden. Eine mögliche
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Alternative wäre in diesem Fall ein matching der Probanden nach der ersten Erythemmessung

zu drei Gruppen mit gleicher Erythemintensität der Haut gewesen. Doch auch ein matching

der Probanden hätte den Trend der Intensität des induzierten Erythems in der Kontrollgruppe

nicht verhindern können.

In der Kontrollgruppe wurde parallel zur 35%igen Steigerung der Erythembildung eine

35%ige Abnahme der Hautcarotinoide festgestellt, doch erniedrigte sich der

Gesamtcarotinoidgehalt der Haut auch in der Placebogruppe der Lycopinstudie ohne eine

Auswirkung auf die Erythemintensität zu zeigen. Somit kann die Verringerung der

Carotinoide in der Haut nicht als alleinige Erklärung für den signifikanten Trend der

Erythemintensität in der Kontrollgruppe dienen.

Da die Kontrollgruppe dieser Studie aus obigen Gründen insgesamt nicht gewertet werden

kann, läßt sich diese Studie nur aufgrund einer Tendenz innerhalb einer Probandengruppe

auswerten. In der Gruppe I zeigt sich eine deutliche und signifikante Verringerung der

Erythembildung nach 12 Wochen (40%, p < 0,01). Doch ist dieses Ergebnis bereits bekannt

[9].

In der Gruppe II zeigt sich nach 6 Wochen eine signifikante Verminderung der

Erythembildung in dieser Gruppe (25%, p = 0,03). Zu diesem Zeitpunkt wird durch

Supplementierung mit der Carotinoidmischung ein deutlich stärkerer Schutzeffekt erreicht als

mit ß-Carotinsupplementierung. Nach 12 Wochen ist in dieser Gruppe kein signifikanter

Schutzeffekt mehr zu beobachten. Die Betrachtung der Rohdaten dieses Versuchs zeigte eine

für dieses Ergebnis mögliche Fehlerquelle auf. Vergleicht man den Rotanteil in der Hautfarbe

zwischen der 6. und der 12. Woche vor UV-Bestrahlung, so fällt eine Änderung des

Rotanteils bei ca. der Hälfte der Probanden auf. Bei fünf Probanden erniedrigt sich der a-Wert

vor Bestrahlung um ca. 40%. Ein über die Studie konstanter Rotwert der Haut vor

Bestrahlung ist aber Voraussetzung, um eine Erythemintensität nach UV-Bestrahlung

einzuschätzen. Die absoluten a-Werte 24 h nach UV-Bestrahlung der 6. und der 12. Woche

unterscheiden sich kaum und folglich wäre in der 12. Woche eine ähnliche Erythemintensität

nach UV-Bestrahlung erwartet worden.

Resümiert man alle möglichen Fehlerquellen in dieser Studie so ergibt sich, daß aufgrund der

möglichen Fehler in dieser Studie eine Aussage über die Stärke der Schutzwirkung einer

Carotinoidmischung gegen ein UV-induziertes Erythem nicht möglich ist. Eine Wiederholung

der Studie scheint aber vielversprechend, da die Erythembildung in der Gruppe II in der 6.

Woche signifikant um 25% herabgesetzt war und sich eine Verminderung der absoluten
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Hautröte am Erythemmaximum sowohl in der 6., als auch in der 12.Woche gefunden wurde.

Zur Vermeidung der in dieser Studie eingetretenen Fehler könnte die Einteilung in die

verschiedenen Gruppen der Studie nach der ersten Erythemmessung erfolgen, um, durch

entsprechendes matching, Gruppen gleicher Erythemintensität nach UV-Bestrahlung als

Ausgangspunkt der Studie zu haben. Der zweite Verbesserungsvorschlag ist, die Abstände

zwischen den Meßpunkten zu verkürzen. Da die Hautfarbe jahreszeitlichen Schwankungen

unterliegt, sind 12 Wochen möglicherweise ein zu langer Zeitraum für die Studie. Ein

zusätzlicher Meßpunkt nach 8 Wochen würde sich anbieten, da in der bereits veröffentlichten

ß-Carotinstudie nach 8 Wochen ein deutlicher Schutzeffekt für ß-Carotin beobachtet wurde

und in dieser Studie sowohl die a-Werte, als auch die ∆a-Werte  zeigen, daß bereits nach 6

Wochen Supplementierung eine 25 %ige Schutzwirkung durch die Carotinoidmischung

erzielt wurde, die aber noch nicht signifikant war.

4.3.2.  Mögliche Schlußfolgerungen aus Teilergebnissen der Studie III

Die ß-Carotingruppe für sich genommen bestätigt die bereits von Stahl et al. [9] beschriebene

UV-Schutzwirkung von ß-Carotin. In jener Studie enthielt das ß-Carotin-Supplement

ungefähr 2,5 mal soviel ß-Carotin wie in der Studie III, trotzdem sind die gefundenen ß-

Carotinkonzentrationen beider Studien im Mittel in etwa gleich (ca. 3-4 nmol/ml). In beiden

Studien wird im Mittel nach der 4. bzw. 6. Wochen keine deutliche Änderung des ß-

Carotingehalts mehr im Serum festgestellt. Stahl et al. fanden nach 4 Wochen

Supplementierung 2,75 nmol ß-Carotin/ml Serum und nach 12 Wochen 2,92 nmol ß-

Carotin/ml Serum. In der Studie III werden nach 6 Wochen 3,22 nmol ß-Carotin/ml Serum

und nach 12 Wochen 3,84 nmol ß-Carotin/ml Serum gefunden. Daher scheint möglicherweise

bei täglicher Gabe von 9 mg ß-Carotin eine Sättigung im Blut oder bei der Resorption von ß-

Carotin erreicht zu sein. Dabei kann es aber durchaus deutliche individuelle Unterschiede

geben. Zwei Probanden zeigten in dieser Studie mit einen ß-Carotinserumgehalt von etwa 6,5

nmol/ml nach 12 Wochen Supplementierung einen deutlich höheren ß-Carotinserumgehalt als

die restlichen 10 Probanden.

Die Gruppe II wurde mit ß-Carotin, Lycopin und Lutein supplementiert. Obwohl keine

Supplementierung mit Zeaxanthin erfolgte, änderte sich der Zeaxanthinserumgehalt

signifikant (p < 0,0001) um 123% (Tabelle 14b, Kapitel 3.3.2., Seite 79). Ein Anstieg des
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Zeaxanthingehalts im Blutserum nach Luteinsupplementierung gibt einen Hinweis auf eine

mögliche enzymatische Umwandlung von Lutein in Zeaxanthin. Eine enzymatische

Umwandlung von Lutein in Zeaxanthin bzw. meso-Zeaxantin postulierten bereits Bone et al.

1993 [122] aufgrund des ausschließlich in der Macula lutea des Auges nachweisbaren meso-

Zeaxantins. Die Umwandlung von Lutein durch Verschiebung einer Doppelbindung in das

Racemat aus Zeaxanthin und meso-Zeaxanthin zeigten Bone et al. [122] in einer chemischen

Reaktion unter nicht-physiologischen Bedingungen. Ein Enzym, das diese Umwandlung

katalysiert, wurde jedoch bis jetzt noch nicht gefunden. Doch gibt es im menschlichen Körper

entsprechende Enzyme, wie z.B. die Enoyl-CoA Isomerase des Fettsäureabbaus ungesättigter

Fettsäuren, die dort die Verschiebung einer Doppelbindung katalysiert.

4.4. Allgemeines zum photoprotektiven Effekt der Carotinoide

Sowohl im Hautfibroblastenmodell als auch in den durchgeführten Interventionsstudien

(Studie II u. III) zeigte sich für ß-Carotin und Lycopin eine photoprotektive Wirkung. Lutein

ist nicht als Einzelsubstanz in einer Interventionsstudie getestet worden. Im

Hautfibroblastenmodell zeigte sich, daß möglicherweise das Verhältnis der Carotinoide

zueinander den Schutzeffekt gegen UV-induzierte TBARS-Bildung relativ stark beeinflussen

und sich die maximale Schutzwirkung in bestimmten Mischungsverhältnissen sogar

verringern kann.

Ein direkter Vergleich der Ergebnisse des Hautfibroblastenmodells und der

Interventionsstudien ist qualitativ möglich. Sowohl im Fibroblastenmodell, als auch in den

Interventionsstudien zeigt Lycopin eine dem ß-Carotin vergleichbare Schutzwirkung bei

einem deutlich niedrigerem Gehalt. Bei Hautfibroblasten wurde für Lycopin eine um den

Faktor 8 niedrigere optimale Schutzkonzentration gefunden als für ß-Carotin. In den

Interventionsstudien war der Lycopingehalt im Blutserum um den Faktor 5,4 niedriger als ß-

Carotingehalt. Für die Haut steht nur der Gesamtcarotinoidgehalt zur Verfügung.

Vor einer möglichen Empfehlung, die tägliche Carotinoidzufuhr durch Supplementierung

oder Änderung der Ernährungsgewohnheiten zu erhöhen, und der damit verbundenen



96

möglichen Prävention eines UV-induzierten Erythems oder anderer durch photooxidativen

Streß bedingter Hautschädigungen sind folgende Aspekte zu bedenken:

Ein hoher Carotinoidgehalt in den Hautfibroblasten führt zu einer Steigerung des

photooxidativen Stresses, was auf Grund vermehrter TBARS-Bildung gezeigt wurde. Dieses

ist ein gravierendes Problem bei einer Supplementierung, da die Möglichkeit einer

Überdosierung ausgeschlossen werden sollte.

Pharmakologisch betrachtet ist Lycopin zwar das wirkungsvollere Carotinoid zum Schutz vor

negativen Auswirkungen der UV-Strahlung auf die Haut (Faktor 5-8), doch ist der nach dem

Hautfibroblastenmodell deutlich engere Konzentrationsbereich, in dem ein UV-Schutz

erreicht wird, gegenüber ß-Carotin kritisch zu beurteilen.

Nach dem Hautfibroblastenmodell scheint ß-Carotin möglicherweise nicht ausschließlich über

seine antioxidativen Eigenschaften einen Schutzeffekt zu erzielen. Die über einen großen

Bereich vollkommen konzentrationsunabhängige Wirkung legte bereits während der

Versuche die Vermutung nahe, daß ein Regulierungsmechanismus oder die Aktivierung einer

Signalkaskade ab einer bestimmten Grenzkonzentration beteiligt ist. Bestätigt wird diese

Hypothese durch veränderte Genexpression, z.B. Hämoxygenase-1 [107], und eine

Verlängerung der G1-Phase des Zellzyklus durch ß-Carotin [115]. Die Auswirkung eines

Eingriffs in zelluläre Signalkaskaden ist bei Langzeitsupplementierung schwer abzuschätzen.

Nach dem Hautfibroblastenmodell bietet sich auch Lutein als oraler Sonnenschutz an, da es

die TBARS-Bildung um 10 % mehr als Lycopin bei optimaler Schutzkonzentration senkt.

Zudem wird über einen größeren Konzentrationsbereich eine Schutzwirkung vor UV-

induzierter TBARS-Bildung gefunden. Doch muß dieses erst noch in einer

Interventionsstudie bestätigt werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Gehalt der 6 Hauptcarotinoide (Lutein, Zeaxanthin, ß-

Cryptoxanthin, Lycopin, α- und ß-Carotin) im Blutserum von 115 Frauen und 45 Männern

verschiedener Altersgruppen in Deutschland bestimmt. Das gefundene Serumcarotinoidprofil

korreliert gut mit den Ergebnissen in Studien anderer Staaten mit westlichem Lebensstil

(Spanien, Italien, England und USA). Signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede

werden im Serumgehalt der provitamin-A-aktiven Carotinoide ß-Carotin und ß-Cryptoxanthin

gefunden. Ein möglicher Erklärungsansatz ist, daß Männer ß-Carotin bzw. ß-Cryptoxanthin

schneller zu Retinol metabolisieren, da bei Männern signifikant höhere Retinolserumwerte

gefunden wurden. Der Carotinoidserumgehalt der übrigen Carotinoide, einschließlich der

Unterschiede in den Altersgruppen, spiegelt vermutlich im wesentlichen

Ernährungsgewohnheiten wider.

Die im Hautfibroblastenmodell getesteten Carotinoide, Lutein, Lycopin und ß-Carotin, zeigen

eine ähnliche Konzentrationsabhängigkeit der UV-induzierten TBARS-Bildung.

Charakterisiert werden diese Kurven durch eine optimale Schutzkonzentration, einen

Konzentrationsbereich, in dem eine Schutzwirkung erreicht wird, und eine maximale

Schutzwirkung. Unterschiede in der Konzentrationsabhängigkeit der verschiedenen

Carotinoide zeigen sich vor allem in optimalen Schutzkonzentration und der Größe des

Konzentrationsbereichs, in dem eine Schutzwirkung erreicht wird. Lycopin zeigt seine

maximale Schutzwirkung bei einer Konzentration, die 6 bzw. 8 fach niedriger ist als bei

Lutein bzw. ß-Carotin. ß-Carotin zeigt von den getesteten Carotinoiden den größten

Konzentrationsbereich, in dem eine Schutzwirkung erreicht wird. Alle drei getesteten

Carotinoide, sowie zwei der vier untersuchten Carotinoidmischungen, zeigten eine maximale

Schutzwirkung von etwa 40-50% bei optimaler Schutzkonzentration.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einer Interventionsstudie 10 Wochen mit Tomatenmark

supplementiert. Dabei wurde eine signifikante Verminderung der Erythemintensität

(Hautrötung) um 40%, 24 h nach UV-Bestrahlung mit der 1,25 fachen individuellen

Minimalen Erythemdosis (MED), beobachtet. Von besonderer Bedeutung ist, daß ein

systemischer Schutz vor UV-induzierten Hautschäden (Erythem) durch ein frei verfügbares

Lebensmittel (Tomatenmark) nachgewiesen wurde. In einer weiteren Interventionsstudie

zeigte sich nach 12 Wochen Supplementierung mit ß-Carotin ebenfalls eine Verminderung

des Erythems der Probanden um ca. 40% 24 h nach UV-Bestrahlung mit der 1,6 fachen

individuellen MED. Bei Probanden, die mit einer Carotinoidkombination aus Lutein, Lycopin

und ß-Carotin supplementiert wurden, konnte aufgrund von Veränderungen des Farbtons der

Haut bei 5 der 12 Probanden keine endgültige Aussage über eine mögliche Schutzwirkung

getroffen werden.
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