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Abstract

Abstract

Zusammenfassung deutsch

Einfluss oral eingenommener Carotinoide auf den antioxidativen
Status der Haut, die Radikalschutzfunktion der Haut und auf das

Lipidprofil der Haut

Annette Friedrich

In der Arbeit wurden die Bioverfligbarkeit und die antioxidative Wirkung von oral
eingenommenen Carotinoiden auf die Haut untersucht. Hierfiur kamen ver-
schiedene spektroskopische Methoden zur Anwendung. Es wurde eine doppelt
verblindete, placebokontrollierte Studie an 22 Probanden tber 20 Wochen durch-
gefuhrt.

Ziel dieser Arbeit war es, eine In-vivo-Methode zur Untersuchung der anti-
oxidativen Schutzwirkung naturlich vorkommender Antioxidantien vor Radikal-
bildung durch sichtbare und infrarotnahe (Vis/NIR) Bestrahlung zu entwickeln. Mit

Hilfe nichtinvasiver Methoden sollten folgende Fragen geklart werden:

Sind naturliche Carotinoide in der Dosierung bioverfugbar und ihre

Konzentrationen in der Haut messbar?

Wirkt sich die Gabe von Carotinoiden auf das gesamte antioxidative
Potential aus? Ist dies messbar mit der Elektronenspinresonanz- (ESR)

Spektroskopie?

Kénnen Antioxidantien vor Radikalbildung durch externen Stress,
beispielsweise induziert durch sichtbare und infrarotnahe (Vis/NIR)
Strahlung, schutzen?
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Hat die Carotinoidzufuhr einen Einfluss auf das Lipidprofil der Haut und die

Hautbarriere?

In der Ramanspektroskopie war gut sichtbar, dass die Carotinoide gut in die Haut
aufgenommen werden. Signifikante Anstiege der cutanen Carotinoidkonzentra-

tionen zeigten sich selbst bei moderater Dosierung.

Die Anreicherung der Haut mit Carotinoiden erhohte die radikalfangenden
Eigenschaften der Haut. Da das Testradikal TEMPO sehr wohl mit Vitamin C,
nicht jedoch direkt mit den cutanen Carotinoiden reagiert, zeigt dieses Ergebnis,
dass Carotinoide ihre Wirkung im Zusammenspiel mit den anderen Bestandteilen
des antioxidativen Netzwerks entfalten und dieses insgesamt starken. Diese
Untersuchungen bestatigen, dass Carotinoide als Markersubstanzen angesehen

werden konnen.

In Bezug auf Schutz vor Radikalbildung bei externem Stress zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit erstmalig, dass Antioxidantien wie z.B. die im
Grunkohlextrakt enthaltenen Antioxidantien in der Lage sind, Radikale
abzufangen bzw. dazu fuhren konnen, dass die Radikalbildung unter
Stresseinwirkung kleiner ist. Somit konnen Antioxidantien einer frihzeitigen
Hautalterung und radikalinduzierten (Haut)-krankheiten vorbeugen. Der Nachweis
erfolgte mittels ESR-Spektroskopie unter Bestrahlung im sichtbaren und
nahinfraroten Bereich.

Es konnte eine Methode zur Messung der Hautlipide an gesunden Probanden
etabliert werden. Allerdings war der Einfluss bei den untersuchten Probanden auf
die Hautlipide eher gering. Es zeigte sich lediglich ein Anstieg des Ceramids (NS)
in der Verumgruppe. Hier sind weitere Untersuchungen an Probanden mit z.B.

Barrierestorungen durchzufuhren.
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Influence of orally taken carotenoids on the antioxidative status
of the skin, the radical protection function of the skin and the
skin lipids

Annette Friedrich

In this work, the bioavailability and the antioxidant effect of orally administered
carotenoids on the skin were examined. For this purpose different spectroscopic
methods were used. A double-blind placebo-controlled study was conducted in 22
subjects over a time period of 20 weeks.

The aim of this work was to develop an in vivo method to enable studying the
antioxidative and protective effects of naturally occurring antioxidants against
radical formation by visible and near infrared (Vis / NIR) radiation. With the help of

non-invasive methods the following questions were tobe answered:
Are natural carotenoids in this dosage bioavailable after intake and their
cutaneous concentrations measurable?

Does the intake of carotenoids have an effect of the whole antioxidative
status? Can this be measured by the electron paramagnetic resonance
(EPR) spectroscopy?

Can antioxidants provide protection against radical formation induced by
external stress, for example by visible and near infrared (Vis/NIR) radiation?

Does the intake of carotenoids have an influence on the lipid profile of the

skin and the skin barrier?
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Raman spectroscopy clearly demonstrated that the carotenoids are well absorbed
into the skin. Significant increases of the cutaneous carotenoid concentrations

were observed even at moderate dosage.

The cutaneous enrichment with carotenoids increased the radical scavenging
properties of the skin. The test radical TEMPO reacts very well with vitamin C, but
not directly with the cutaneous carotenoids. Consequently, the carotenoids exert
their effect in combination with other ingredients of the antioxidant network, and
strengthen it as a whole. This study confirmed that carotenoids may be regarded

as marker substances.

The protection against free radical formation in external stress was shown for the
first time in the present work. Antioxidants contained in the kale extract may
intercept the radicals when exposed to stress and so reduce the formation of free
radicals. In this manner premature skin aging and radical-induced (skin) diseases
can be prevented. Detection was by means of EPR spectroscopy, under

irradiation in the visible and near infrared range.

A method for measuring skin lipids in healthy subjects was established. However,
in the population examined the influence on the skin lipids had been rather low.
An increase was only observed for ceramide (NS) in the verum group. Further
studies should be conducted for example in subjects with skin barrier diseases.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Motivation

Unsere Haut bildet die Grenzschicht nach aullen und ist daher oxidativen
Schadigungen per se ausgesetzt. Sonnenlicht, Umweltverschmutzung, Abgase
wirken sich oxidativ auf unsere Haut aus. [1, 2] In der Stadt spielen Abgase und
Schadstoffe eine nicht unerhebliche Rolle; Klimaanlagen trocknen unsere Haut
zusatzlich aus. Diese exogenen Umstande sind mitverantwortlich fur die
Entstehung einer Reihe von Hauterkrankungen wie beispielsweise Neurodermitis.
Um uns vor oxidativen Einflissen unserer Umgebung zu schutzen, sind
Antioxidantien, v.a. Carotinoide, in unserer Haut enthalten — ahnlich wie sich

Antioxidantien in Gemuse und Friichten auch in deren Schale konzentrieren.

Unsere Haut als auf’ere Barriere speichert, vor allem im Stratum corneum,
Antioxidantien, die durch Reduktion exogene Noxen abwehren konnen und sich
dabei verbrauchen. Viele Antioxidantien mussen wir mit der Nahrung aufnehmen.
Bei mangelhafter Ernahrung und in Situationen mit vermehrtem Verbrauch kann
es eine sinnvolle Alternative sein, Antioxidantien in physiologischer Hohe zu
supplementieren. [3] Bisherige Untersuchungen haben ergeben, dass mit der
Nahrung aufgenommene Carotinoide tatsachlich bis in die Haut gelangen und
dort mit der Ramanresonanz-Spektroskopie auch nachgewiesen werden konnen.

[4]

In der vorliegenden Studie wurde eine in-vivo-Methode zur Untersuchung des
antioxidativen Potentials und der antioxidativen Schutzwirkung von natirlich
vorkommenden Antioxidantien vor Radikalbildung durch sichtbare und infrarot-
nahe (Vis/NIR) Bestrahlung entwickelt. Mit Hilfe nichtinvasiver Methoden sollten

folgende Fragen geklart werden:
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Fuhrt die Anreicherung der Haut mit naturlich vorkommenden
Antioxidantien zu einer Erhohung des antioxidativen Potentials in der

menschlichen Haut?

Wirkt sich die Gabe von Carotinoiden auf das gesamte antioxidative
Potential aus? Ist dies messbar mit der Elektronenspinresonanz-(ESR)
Spektroskopie? Spiegelt sich die Carotinoideinnahme in einer erhdhten
Ratenkonstante wider?

Koénnen Antioxidantien vor oxidativem Stress, vor vermehrter Radikal-
bildung, wie sie beispielsweise induziert werden kann durch sichtbare und

infrarotnahe (Vis/NIR) Strahlung, schitzen?

Haben Antioxidantien einen positiven Einfluss auf das Lipidprofil der Haut
und die Hautbarriere?

Um diese Fragen zu klaren, wurden unterschiedliche spektroskopische oder

analytische Methoden eingesetzt. In Tabelle 1 sind die Fragestellungen und die

daflr eingesetzten Methoden zusammengefasst.

Tabelle 1: Fragestellungen

Fragestellung Gerat /Methode

Sind Carotinoide bioverfugbar?

Sind die Konzentrationen von Carotinoiden in der | Spektroskopie
Haut messbar?

Raman-Resonanz-

Treten Carotinoide mit den tbrigen Antioxidantien | Elektronenspinresonanz (ESR)
in Wechselwirkung? —spektroskopie+Testradikal

Bieten natiirlich vorkommende Carotinoide einen | Elektronenspinresonanz (ESR)
Schutz vor Radikalbildung durch externen Stress? | —spektroskopie+Testsradikal

mit Bestrahlung

Beeinflusst die Zufuhr natirlich vorkommender
Carotinoide das Lipidprofil der Haut und die Lipidextraktion
Hautbarriere?

Um diese Fragen beantworten zu kdonnen, wurde eine doppelblinde, placebo-

kontrollierte Studie mit 24 gesunden Probanden durchgefuhrt. Ergéanzend zu ihrer

ublichen Ernahrung erhielten die Probanden ein naturliches carotinoidreiches

Grunkohlextrakt oder ein Placebo. Vor und nach der Einnahme wurden in-vivo-
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Untersuchungen zur Bestimmung der antioxidativen Schutzfunktionder Haut und
dem Einwirken von auflerem oxidativen Stress durchgefuhrt. Abschliel3end
wurden die Hautlipide untersucht.

Die Durchfuhrung solcher Untersuchung in vivo war von hohem Interesse,
einerseits zur Testung von naturlich vorkommenden Antioxidantien zur anti-
oxidativen Schutzwirkung gegen die Einwirkung von exogenen Stressoren,

desweiteren zur Untersuchung der Radikalbildung durch Vis/NIR-Bestrahlung.

Zusatzlich wurden die Ernahrungsgewohnheiten der Probanden mit Hilfe eines
Fragebogens erhoben, da die Konzentration der Antioxidantien in der Haut durch

Ernahrung und Lebensstil beeinflusst wird. [4]

1.2 Hintergrund

Derzeit existieren mit der Elektronenspinresonanzspektroskopie und der reso-
nanten Ramanspektroskopie zwei nichtinvasive Methoden, mit denen es moglich

ist, in vivo die antioxidative Kapazitat der Haut zu bestimmen. [5, 6]

Die durch die Ernahrung aufgenommenen, schlief3lich und letztendlich in die Haut
gelangten und dort gespeicherten Carotinoide haben sich als ein sehr guter
Marker fur das antioxidative Netzwerk der Haut erwiesen. [6] Die in der Haut
gespeicherten Carotinoide konnen mit der resonanten Ramanspektroskopie
bestimmt werden. Dass die Carotinoide tatsachlich durch die Nahrung aufge-
nommen und in der Haut gespeichert werden, wurde mit Hilfe dieser Methode,

aber auch anderen bereits nachgewiesen z.B. durch Stahl et al. [7, 8]

Allerdings erscheinen die mit der Nahrung aufgenommenen Carotinoide nicht
unmittelbar nach Aufnahme in der auRersten Hautschicht, dem Stratum corneum,
sondern erst mit einer gewissen Verzogerung. AulRerdem stellten Meinke et al.
fest, dass die Konzentrationserh6hung der Carotinoide in der Haut, im Gegensatz
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zum Blut, nach der Beendigung der Supplementation mit Carotinoiden zunachst
nur langsam abfallt. [4]

Zusatzlich zur Bestimmung der Carotinoide mit der resonanten Ramanspektro-
skopie gibt es eine weitere Methode zur in vivo- Bestimmung des antioxidativen
Netzwerks, die Elektronenspinresonanz- (ESR) spektroskopie. Diese Methode
ermOglicht indirekt eine Aussage durch Zuhilfenahme des Testradikals TEMPO
(2,2,6,6- Tetramethylpiperidin-1). Das amphiphile und semistabile Testradikal
TEMPO dient dabei als Oxidationsmittel. TEMPO wird topisch auf das zu
untersuchende Hautareal aufgetragen und dann mittels ESR-Spektroskopie
visualisiert [6]. TEMPO reagiert mit verschiedenen reduzierenden Stoffen in der
Haut wie z.B. Vitamin C und wird dabei selbst zu seinem entsprechenden
Hydroxylamin reduziert. Es reagiert jedoch nicht direkt mit Carotinoiden wie Beta-
Carotin oder Lycopin. [9]

Es wurde bereits mit der in vivo-ESR-Spektroskopie gezeigt , dass die
Verabreichung eines wasserloslichen Apfelbeerenextraktes (Aronia melanocarpa)
und von Vitamin C den antioxidativen Statusder Haut tatsachlich verbessern
kann. [10]

Als ein weiterer Aspekt wurde der Einfluss von Bestrahlung durch einenSonnen-
simulator untersucht. Fur die endogene Vitamin D-Bildung ist ein geringes Mal}
an UVB-Strahlung des Sonnenlichts essentiell. Allerdings genugen hierfur wenige
Sonnenminuten pro Tag. Wird ein kritisches Maly dberschritten, wirkt
Sonnenstrahlung schadlich. Die schadigende Wirkung der Sonnenstrahlung
beruht auf der Bildung von freien Radikalen im menschlichen Gewebe. [11, 12]

Die Pravention vor vorzeitiger Hautalterung und v.a. vor Hautkrebs ist wichtig. Die
Folgen Ubermaliger Sonneneinwirkung auf die Haut konnen sich in vorzeitiger
Hautalterung, Entzindungen der Haut sowie einem erhdhten Hautkrebsrisiko
zeigen. [2, 11, 13] ,Die kumulativ einwirkende solare ultraviolette Strahlung ist fur
die weltweite Zunahme der nichtmelanozytaren Hautkarzinome verantwortlich.”
schreibt Fartasch et al. Uber den Zusammenhang zwischen beruflich bedingter
Sonnenexposition und hellem Hautkrebs. [14] Klrzlich wurde gezeigt, dass fur
die Radikalproduktion wahrend des Einwirkens von Sonnenlicht nicht ausschliel3-
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lich UVA- und UVB-Strahlung verantwortlich sind. Energiearmere infrarotnahe
Strahlung und Infrarotstrahlung sind ebenfalls verantwortlich flr die Produktion
hochreaktiver Radikale. Betrachtet man das gesamte Spektrum des
Sonnenlichts, sind es sogar 50% der Radikale, die von anderen als UVA und
UVB produziert werden. [15] Daher wurde in den hier durchgefuhrten
Untersuchungen die Vis/NIR-Bestrahlung zur Bildung von ROS in der Haut
eingesetzt.
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2 Grundlagen

2.1 Aufbau der Haut

Unsere Haut erfullt vor allem eine Schutz- und Barrierefunktion. Einerseits schutzt
sie vor auleren Irritationen und andererseits vor transepidermalem

Wasserverlust nach aul3en. [16, 17]

Basalmembran

Basalzelle

Hornzelle

Stratum corneum (Hornschicht)

Haarfollikel {Haarbalg)
[E)F:edrer:g:}ts) = =5k Dendritische Zellen

= = Melanozyten
\\\ = Meissner-Tastkdrperchen
Talgdriisen
1y
Derrnis %

(Lederhaut)

Musculus arrector pili

Blutgefate
SchweiBdrisen
Freie Nervenendigungen

Lymphgefake
MNervenfasam

Subkutis Pacini-Korperchen

(Unterhaut)

Abbildung 1: Aufbau der Haut [Universitét Heidelberg, Dermatologie]1

Die Haut besteht, wie in Abbildung 1 zu sehen ist, aus drei Schichten. Von aulen
nach innen sind dies Epidermis, der darunterliegenden Cutis und der Subcutis.
Die Epidermis ist nicht durchblutet und besteht aus mehrschichtigem verhorntem
Plattenepithel. Sie enthalt das Stratum basale, das Stratum spinosum, das

' Aufbau der Haut, Universitatsklinikum Heidelberg, Abteilung Dermatologie
(http://skincare.dermis.net/content/e01aufbau/e660/e661/index_ger.html, Zugang am 12.01.2013)
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Stratum granulosum, das Stratum lucidum an Handinnenflachen und Ful3sohlen,
sowie abschlielend das Stratum corneum. Die unter der Epidermis befindliche
Cutis setzt sich zusammen aus Stratum reticulare und Stratum papillare und
enthalt hauptsachlich Blutkapillaren, elastische Fasern, Kollagenfasern,
Haarfollikel und Schweil3drisen. Die Subcutis enthalt hauptsachlich lockeres
Bindegewebe und univakuolares Fettgewebe, Nerven und Blutgefalde. [18]

Das Stratum corneum hat eine Dicke von nur 10-15 ym, besteht aus verhornten
Plattenepithelzellen und regeneriert sich etwa alle vier Wochen. Stratum (lat.)
bedeutet Decke und corneum (lat.) Horn. Die Korneozyten als Hauptzellen dieser
Schicht sind aus Keratinozyten hervorgegangen, haben ihren Zellkern verloren
und sind an die Oberflache der Haut gewandert. Sie sind ,ziegelmauerartig“ tUber-
lappend angeordnet und von interzellularen Stratum-corneum-Lipiden umgeben.
[19]

AuRerdem ist bekannt, dass die Haut im Laufe der Zeit zunehmend rauer wird.
Auf einen Zusammenhang zwischen der Rauhigkeit der Haut und der Konzen-
tration des Carotinoids Lycopin in der Haut stieBen Darvin et al. Sie fanden
heraus, dass die Haut weniger rau war, je hoher die Lycopinwerte in der Haut
lagen. [20]

Daher kann durchaus erwartet werden, dass die Hohe der Gesamtcarotinoide in
der Haut einen Einfluss auf das Lipidprofil der Haut hat.

2.1.1 Hautlipide

Im Stratum corneum befinden sich Korneozyten, die von Lipiden umgeben sind.
Die Lipide fullen dabei den Interzellularraum fast vollstandig aus. Sie um-
schlieBen die Korneozyten ahnlich wie der Mortel die Ziegelsteine einer Mauer.
[21] Durch dieses spezielle Muster und die besondere Struktur der Lipide stellt

das Stratum corneum eine einzigartige wasserabweisende Schutzschicht dar.
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[22] Das Stratum corneum erfullt somit die Hauptfunktion der Haut als Schutz

nach innen und Barriere nach auf3en. [19]

DieStratum-corneum-Lipide bestehen hauptsachlich aus Ceramiden, Cholesterol
und freien Fettsauren. Cera (lat.) bedeutet Bienenwachs. Den Ceramiden kommt
dabei eine Schlusselfunktion zu. Ceramide sind Sphingolipide und bestehen aus
einer Sphingoidbase und einer Fettsdure, mit der sie durch eine Amidbindung
verbunden sind (Abbildung 2).

j\/\/\/\/\/\/\/\/\
HN
HO
‘H"“-.
OH Ceramid

Abbildung 2: Ceramid, bestehend aus Sphingoidbase und Fettsdure
[Universitét Ztirich, Abteilung Biochemie]’

Ceramide sind bipolar. Gemeinsam mit Cholesterol und freien Fettsduren bilden
sie bilamellare Membranen. Je nach Zustand sind Ceramide sehr unterschiedlich
ausgerichtet. Sie konnen voll ausgestreckt, haarnadelartig oder wie ein ,V*
ausgerichtet sein. [19, 23]

Veranderungen dieser speziellen Lipidzusammensetzung konnen die Barriere
durchlassig machen. Dies kann zu einem transepidermalem Wasserverlust
fuhren, die Haut trocknet aus, [16] was zu diversen Hauterkrankungen wie z. B.
Xerose [24] fuhren kann. So wurden bei Patienten mit Neurodermitis erniedrigte
Werte der Stratum-corneum-Ceramide 1 und 3 und ihrer Ceramid-Vorstufe
Sphinganin gefunden. [17, 25] Auch wurde berichtet, dass sich Stratum-corneum-

*Ceramid, Universitt Ziirich, Abteilung Biochemie

(http://www.bioc.uzh.ch/blexon/ detail/c:ceramid.jpg, Zugang am 10.10.2013)
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Lipide im Verlauf des Lebensalters verandern: junge Haut enthalt deutlich hohere
Lipidkonzentrationen als altere Haut. [26].

2.1.2 Antioxidatives Schutzsystem der Haut

Unser aerober Organismus verfugt Uber ein ausgekllugeltes Balancesystem,
welches im Normalfall annahernd ein oxidatives Gleichgewicht zwischen freien
Radikalen auf der einen und Antioxidantien auf der anderen Seite sichert, wobei
geringe Schaden durch freie Radikale durchaus geschehen konnen. Es ist
effizienter, diese zu reparieren, als standig das antioxidative System zu
aktivieren. [27] Insgesamt jedoch sollte das Verhaltnis prooxidativer und

antioxidativer Substanzen annahernd ausgeglichen sein.

Die meisten Antioxidantien kdnnen vom menschlichen Organismus nicht oder
nicht in ausreichender Menge synthetisiert werden. Zur Aufrechterhaltung des
oxidativen Gleichgewichts ist es daher essentiell, dass Antioxidantien in aus-

reichender Menge mit der Nahrung aufgenommen werden.

Zu den Antioxidantien gehoren neben Vitaminen (Vitamin A, Vitamin C, Vitamin
E) Carotinoide, Polyphenole und endogene antioxidative Enzymsysteme.
Carotinoide sind lipophile Pigmente, die den Pflanzen ihre gelbliche oder rotliche
Farbe geben. Zu den Carotinoiden zahlen hauptsachlich das Beta-Carotin als
Vorstufe von Vitamin A sowie Lutein, Alpha-Carotin, Lycopin, Zeaxanthin und
Cryptoxanthin. An Polyphenolen ist vor allem das Resveratrol mit seiner gefal3-
und kardioprotektiven Wirkung zu nennen. Aber auch Flavonoide, Anthocyane
und Proanthocyanidine sind wichtige Vertreter.

An endogenen antioxidativ wirkenden Enzymsystemen sind hauptsachlich die
Glutathionperoxidase, die Katalase und die Superoxiddismutase beteiligt.
AuRerdem gibt es noch Spurenelemente wie Magnesium, Selen und Zink, die
allein dadurch antioxidativ wirken, dass sie andere Antioxidantien in ihrer Wirkung

unterstitzen.
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Die Hauptfunktion der Antioxidantien ist das Abfangen Uberschussiger freier
Radikale, die bei Stoffwechselprozessen, bei Entzindungen oder exogen durch
UV-Bestrahlung in vermehrter Konzentration anfallen. Antioxidantien schutzen

hierdurch Zellkompartimente und DNA vor oxidativen Schaden.

2.1.3 Cutane Carotinoide

Die cutanen Carotinoide befinden sich u.a. in der nichtdurchbluteten Epidermis.
Die Konzentration cutaner Carotinoide kann als ein Marker fUr das antioxidative
Schutzsystem des menschlichen Korpers angesehen werden. [6] Das haufigste
cutane Carotinoid ist das Beta-Carotin. Weitere Vertreter sind das Lutein, das
Zeaxanthin, das Lycopin, das Cryptoxanthin. Enthalten sind Carotinoide
hauptsachlich in Gemuse und Obst. Beta-Carotin wird auferdem Lebensmitteln
und Getrénken wie z.B. Fanta® als Lebensmittelfarbstoff zugesetzt.

Carotinoide gelangen uber die Nahrung in die Haut. Wie fast alle peroral
eingenommenen Stoffe werden sie zunachst von den Darmzellen resorbiert,
gelangen so ins Blut und schlief3lich in die Vena portae hepatis. Der First-Pass-
Effekt ist bei Carotinoiden gering, so dass ihre Bioverfugbarkeit sehr gut ist. Sie
zirkulieren im Blut, gelangen dann uber den Weg der Schweil3drisen und das
Sebum aus der Cutis auf die Hautoberflache, um dann anschlieffend wieder den
rucklaufigen Weg zu nehmen und in die oberste Schicht der Epidermis, das
Stratum corneum zu diffundieren. [28, 29]

Aus vorhergehenden Studien ist bereits bekannt, dass die Aufnahme von
Carotinoiden in einer moderaten Konzentration im Rahmen einer an Gemuse und
Obst reichen Ernahrung verschiedene positive Einflisse auf die Gesundheit
haben kann. Als positive Effekte seien genannt ein erhOhter Schutz vor der
schadigenden Wirkung von UV-Strahlung, eine Verbesserung der Mikrozir-
kulation sowie ein Schutz vor vorzeitiger Hautalterung. [27, 30-32]
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Die von Pflanzen synthetisierten Carotinoide haben schon fur die jeweilige
Gemusepflanze antioxidative Funktionen zu erfullen. Alpha- und Beta-Carotin als
Farbstoffe der Karotte sorgen fur Schutz vor Infektionen und vor der schadlichen
Wirkung der UV-Strahlen der Sonne. Beta-Carotin, dargestellt in Abbildung 3, als
wichtigste Vorstufe von Vitamin A, wird nach Aufnahme in den menschlichen
Organismus v.a. in der Haut gespeichert. Es wird, wie andere Carotinoide auch,
nur bei Bedarf in Vitamin A umgewandelt. Daher wird Beta-Carotin auch als
Retinolaquivalent bezeichnet, wobei beim Menschen sechs Einheiten Beta-
Carotin einer Einheit Vitamin A entsprechen.

Abbildung 3: Strukturformel des Beta-Carotins [FU Berlin, Chemie]3

2.1.4 Freie Radikale

In physiologischer Konzentration entstehen freie Radikale im Zuge von
Stoffwechselvorgangen unseres Korpers, wie z.B. bei der oxidativen Phos-
phorylierung wahrend der Atmungskette in den Mitochondrien unserer Zellen. Die
Atmungskette als Umkehrreaktion der Photosynthese der Pflanzen dient selbst
wiederum der Energiegewinnung aus Kohlenhydraten, Eiweil3 und Fetten, aber
auch der Synthese der vom Organismus benotigten Stoffe. Ausgehend von 180 g
Glucose lasst sich die Zellatmung folgendermallen zusammenfassen:

C6H1206+6 029 6 C02+6 H20

Dabei entstehen 674 kcal, die gespeichert werden in Form von Adenosin-
triphosphat.

® Strukturformel des Beta-Carotins, Freie Universitat Berlin, Abteilung Chemie

(http://www.chemie.fu-berlin.de/chemistry/oc/terpene/carotin.html, Zugang am 22.05.2013)
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Auch fur viele weitere Stoffwechselvorgange des Korpers ist das Vorhandensein
freier Radikale essentiell.

Chemisch gesehen sind freie Radikale, oft in Form von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) auftretend, ungesattigte Molekule d.h. sie besitzen nicht, wie
in der Natur Ublich, ein Elektronenpaar, sondern nur ein ungepaartes Elektron.
Daher sind sie reaktionsfreudig und haben das Bestreben, ihr fehlendes Elektron
schnellstens zu ersetzen. So greifen sie in ihrem Streben nach Sattigung andere
nichtradikalische Molekule verschiedenster Korperzellen an, um ihr fehlendes
Elektron wieder zu erlangen. Diesen Molekulen fehlt dann ebenfalls ein Elektron
und sie werden selbst zu freien Radikalen. Eine Reaktionskaskade kann
entstehen, an deren Ende Veranderungen an Zellen von Bindegewebe, Muskeln,
Blutgefalien stehen konnen.

Die Konzentration der freien Radikale kann Uber das physiologische Mal} hinaus
ansteigen, durch Kombination ungunstiger Faktoren wie z. B. niederschwellige
chronische Entzindungen, chronischen Alkohol- oder Nikotinabusus, kumulative
Uberexposition gegeniiber ultravioletter Strahlung, lAnger andauerndes Schlaf-
defizit, chronischen Stress im Berufs- oder Privatleben oder dauerhafte exzessive
sportliche Betatigung. In diesen Situationen konnen hohere Konzentrationen
freier Radikale entstehen, die zu oxidativer Zellschadigung fuhren konnen,
unterschiedliche Zellstrukturen angreifen und damit die Entstehung oder den
Ausbruch von Krankheiten begunstigen konnen. [33] So kdnnen freie Radikale
mitverantwortlich sein bei der Entstehung einer Vielzahl von Erkrankungen wie
Hauttumoren, [34, 35] Diabetes, [36] Arteriosklerose [1] oder neurodegenerativer
Erkrankungen wie Alzheimer oder Morbus Parkinson. [37-39]

Das Neutralisieren von freien Radikalen geschieht durch das antioxidative
Schutzsystem. Antioxidantien konnen den freien Radikalen ihr fehlendes Radikal
zuruckgeben und diese somit wieder in einen energetisch bevorzugten Zustand
Uberfuhren. Dieser Mechanismus schutzt die Zellen vor Oxidationsprozessen von
interzellularen Proteinen, vor Zellkernschadigung wie DNS-Oxidation oder
Zellmembranschadigung, welche mit Lipidperoxidation einhergeht. [12, 40].
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Entscheidend ist das oxidative Gleichgewicht zwischen Antioxidantien und freien
Radikalen im gesunden menschlichen Organismus.

2.2 Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie

Der antioxidative Status der Haut kann mit zweierlei Moglichkeiten bestimmt
werden. Eine Moglichkeit, in vivo den antioxidativenStatus der Haut zu
bestimmen, bietet die nichtinvasive Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie
(ESR). Die ESR-Spektroskopie nutzt die paramagnetischen Eigenschaften

ungepaarter Elektronen.

Das ESR-Gerat ist aufgebaut aus einer Mikrowelleneinheit mit konstanter
Mikrowellenfrequenz (z.B. 1,3 GHz) und einem variablen duf3eren Magnetfeld.
Paramagnetische Substanzen, wie z.B. ungepaarte freie Elektronen einer
Markersubstanz, absorbieren die Strahlung einer Mikrowelleneinheit in einem

variablen Magnetfeld.

Im L-Band arbeitet das ESR-Gerat mit einer relativ niedrigen Mikrowellenfrequenz
von 1,3 GHz (1-1,5 GHz). Insgesamt kann die Frequenz der Mikrowellenstrahlung
variieren von ca. 1 GHz (L-Band) uber 10 GHz (X-Band) bis uber 100 GHz (W-
Band), wobei sich niedrigere Frequenzen fur in-vivo-Untersuchungen eignen und
hohere fur in-vitro-Untersuchungen exzidierter Haut. Bei hoherer Mikrowellen-
frequenz wurde der Anteil der an der Signalentstehung beteiligten Elektronen
zwar die Empfindlichkeit der Messung verstarken, gleichzeitig ware aber die
durch das Wasser im menschlichen Gewebe bedingte Absorbtion grofer.
AuBerdem wurde mit zunehmender Magnetfeldstarke der technische Aufwand

bedeutend groler.

Fur die hier durchgefuhrten Messungen ist der Einsatz eines Labels, auch als
Markersubstanz, Testradikal oder Spinsonde bezeichnet, notwendig. Das ESR-
Gerat misst die Signalintensitat dieses Testradikals. Das hier zum Einsatz
kommende Testradikal TEMPO bzw. PCA weist ein ungepaartes freies Elektron
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auf und besitzt somit ein paramagnetisches Moment. Wird ein ungepaartes
Elektron in ein von au’en angelegtes Magnetfeld gebracht, so spalten sich die
Energien des Elektrons in zwei Energiezustande E" (Grundzustand des Elektrons)
und E* (aktivierter Zustand des Elektrons) auf. In dem Moment, in dem das
Magnetfeld zugeschaltet wird, werden die zuvor entarteten Bindungszustande
des Elektrons in zwei verschiedene Energieniveaus aufgespalten. Diese
Aufspaltung wird in der Atomphysik als Zeeman—Effekt bezeichnet und geschieht
proportional zum auReren Magnetfeld. Je groler das von auflen angelegte
Magnetfeld ist, desto starker werden die Elektronen aufgespalten. Dies ist in
Abbildung 4 zu erkennen.

Energie

L X
" =

10

W ESR-Binder
-

T T T T
2(I) 100 ESR-Frequenz/ GHz

Abbildung 4: Zeeman-Aufspaltung eines Elektrons im Magnetfeld
Frequenzbereiche der einzelnen ESR-Bénder

In der Kernspintomographie wird dieses Prinzip ebenfalls genutzt. Allerdings
werden hier nicht die Energiezustande von Elektronen, sondern von Wasserstoff-
atomkernen, also Protonen, aufgespalten.

Wird nun mit Mikrowellenstrahlung konstanter Frequenz bestrahlt, deren Energie

genau der Differenz des entstandenen Energieniveaus (A E) entspricht, liegen

Resonanzbedingungen vor und die Mikrowellenenergie wird durch das jeweilige
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Testradikal absorbiert. Dieser Vorgang wird durch folgende Gleichung
beschrieben:

AE=h-f=g uz-B
wobei:

h =6,626-1073%J's Plancksche Konstante

f Frequenz der Strahlung (hier Mikrowelle)in Hz
g Landé Faktor

u

2
9,247 -10724J)-T"  BohrschesMagnetron
B Magnetische Induktion des angelegten Magnetfelds in Tesla

Diese Absorption wird durch eine Photodiode detektiert. Das daraus entstandene

Absorptionsspektrum der ersten Ableitung wird anschliefend ausgewertet.

2.2.1 Einsatz von Testradikalen (Spinmarkern)

Bei der in vivo ESR-Spektroskopie mittels L-Band Spektrometer konnen keine
kurzlebigen gebildeten Radikale nachgewiesen werden. Es lassen sich aber
indirekt Uber das Abreagieren von Testradikalen Aussagen Uber das antioxidative
Potenzial oder Uber die Bildung von kurzlebigen Radikalen treffen.

In vivo konnen nur wenige Testradikale verwendet werden. Ein solches
Testradikal ist das in Abbildung 5 dargestellte semistabile Stickoxid 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin-1 auch TEMPO genannt.

H3C CH3
HsC™ "N™ "CHs
O.

Abbildung 5: Strukturformel TEMPO [Sigma-Aldrich]

Ein typisches ESR-Spektrum des Nitroxides ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: ESR-Absorptionspektrum (Ableitung) von TEMPO
nach Penetration in die menschliche Haut eines Probanden

Testradikale wie TEMPO fungieren als Hilfsstoffe fur die ESR-Spektroskopie.

TEMPO st selbst ein recht stabiles freies Radikal, wird zunachst auf die Haut
aufgebracht und dringt aufgrund seiner Lipophilitat relativ gut in die Haut ein. Die
Bestimmung des antioxidativen Potentials der Haut erfolgt in der ESR-
Spektroskopie quasi indirekt Uber den Abfall der Konzentration des zuvor auf die

Haut aufgebrachten Testradikals.

Die Antioxidantien in der Haut neutralisieren das Testradikal TEMPO, indem sie
dem Testradikal das ihm fehlende Elektron zurickgeben. Hierbei werden die
Antioxidantien selbst oxidiert und missen dann durch andere Antioxidantien

regeneriert werden.
Obwohl das Testradikal TEMPO nicht direkt mit den Carotinoiden des

verabreichten Grunkohlextraktes reagiert, wurde untersucht, ob die verabreichten

Carotinoide quasi durch Interagieren mit dem gesamten antioxidativen Netzwerk
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der Haut in der Lage sind, die radikalfangenden Eigenschaften der Haut bzw. ihre

sogenannte antioxidative Kapazitat zu erhdhen.

Zur Bestimmung der bei Bestrahlung entstehenden Radikale wird als Testradikal
das im Vergleich zu TEMPO etwas stabilere Stickoxidradikal 3-carboxy-2,2,5,5-
tetramethyl-1-pyrrolidinyloxyl (PCA, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) ge-
nutzt, dargestellt in Abbildung 7.

O
OH

HaC CHs
H3C N CHs;

O

Abbildung 7: Strukturformel von PCA [Sigma Aldrich]

Das hydrophilere PCA hat sich im Vergleich zu TEMPO als geeignet erwiesen, da
es nicht direkt oder nur sehr langsam mit den Antioxidantien in der Haut reagiert.
[41] Allerdings reagiert PCA sehr gut mit kurzlebigen Radikalen, beispielsweise

durch Bestrahlung induziert. [42]

2.3 Ramanspektroskopie

Die resonante Ramanspektroskopie ermdglicht es, die Aufnahme der Carotinoide
in die Haut, also ihre Bioverfugbarkeit zu untersuchen. Sie wurde nach ihrem
Erfinder, dem indischen Physiker Chandrasekhara Venkata Raman benannt, der
fur seine Erfindung 1930 den Nobelpreis erhielt. Der Raman-Effekt beschreibt die
Wechselwirkung zwischen elektromagnetischer Strahlung und der Elektronen-
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halle der bestrahlten Molekule. Das Prinzip der Methode besteht darin, dass sich
der zuruckgeworfene Strahl monochromatischen Lichtes, meist eines Laser-
strahls, je nach bestrahltem Stoff verandert: Werden Molekile mit monochro-

matischem Licht bestrahlt, so wird ein Teil des einfallenden Lichtes gestreut.

Der Groldteil allerdings wird elastisch gestreut d.h. einfallender Strahl und
Streulicht haben die gleiche Frequenz und Energie. Jedoch ein sehr kleiner Tell
wird von der Probe inelastisch gestreut — das ist die Ramanstrahlung. Durch
diese inelastische Streuung wird Schwingungsanregung induziert. Die Raman-
strahlung stellt nur einen sehr kleinen Teil des gesamten Streulichts dar. Die
Anregung erfolgt bei der klassischen Ramanspektroskopie in einen virtuellen
Zustand. Dieser Anteil des emittierten Streulichts ist spezifisch verandert und
erlaubt Ruckschliusse auf das Vorhandensein und die Konzentration der
bestrahlten Stoffe.

Dieser Anteil weist eine geringere oder hohere Frequenz als die des einfallenden
Lichtes auf. Wurde Energie von der bestrahlten Materie absorbiert, sind Energie
und Frequenz des emittierenden Photons geringer als die des anregenden
Photons, sprechen wir von Stokes-Raman-Streuung. Fand jedoch umgekehrt
eine Energieubertragung von der bestrahlten Materie auf das Licht statt, wie es
beispielsweise bei fluoreszierenden Stoffen der Fall ist, sprechen wir von Anti-
Stokes-Raman-Strahlung.

Bei der Methode der resonanten Ramanspektroskopie erfolgt die Anregung in
einem Absorptionsniveau und erzielt im Gegensatz zur klassischen Spektro-
skopie starkere Signale und ist somit effektiver. Dies kann zur Bestimmung der
Carotinoide bei zwei Wellenlangen eingesetzt werden. [43] Hierzu regt man bei
488 nm nahezu alle Carotinoide an und bei 514 nm Uberwiegend Lycopin, da
Lycopin verschobene Absorptionsbanden besitzt.
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Abbildung 8: Typisches Ramanspektrum der Carotinoide, aus [19]

Die Abbildung 8 zeigt das typische Spektrum des Carotinoids Lycopin, gemessen
bei 514 nm. [43] Das typische Spektrum enthalt drei Raman-Peaks. Diese
entstehen durch Kippbewegungen von Methylgruppen der Carotinoid-Molekile

wahrend der Messung. [43]
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3 Material und Methoden

3.1 Materialliste

Folgende Chemikalien und Materialien kamen wahrend der Studie

Anwendung:

Tabelle 2: Material

Zur

Material

Herkunft

TEMPO
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1

Sigma-Aldrich, Steinheim

PCA
Carboxy-2,2,5,5-Tetramethyl-1-
Pyrrolidinoxy

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Epikutanpflaster (Okklusivplaster)

Finn Chamber Epitest Ltd Oy

Filterpapierscheiben

Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland

Cyclohexan

Carl Roth, Karlsruhe

3.2 Studienpréparat

Als Studienpraparat wurde ein an naturlichen Antioxidantien reiches Praparat
gewahlt. Dieses wurde den Teilnehmern der Verumgruppe uber einen Zeitraum
von acht Wochen in oraler Form verabreicht. Das Praparat Lutex TM (Bioactive
Food GmbH, Grunkohlextrakt

(Brassicaoleraceaconvar. Sanddornextrakt

Bad Segeberg, Germany) besteht aus

acephalavar.  sabellica L.),
(Hippophaerhamnoides L.) sowie Olivendl und enthalt daher eine gro3e Menge
an naturlichen Carotinoiden, so dass mit diesem Praparat eine naturliche vitamin-

und carotinoidreiche Ernahrung abgebildet werden kann.
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Die verabreichte Tagesmenge bei dieser Studie bestand aus folgender moderater
Dosierung: 2200 pg Lutein, 1000 pg Beta-Carotin, 50 ug Alphacarotin, 400 ug
Lycopin, 700 ug Zeaxanthin und 100 ug Cryptoxanthin. Insgesamt waren es
4450 pg Carotinoide. Aulderdem enthielt das Studienpraparat Sanddorndl und als

Fullstoff Olivenol.

Die Teilnehmer der Placebogruppe erhielten ein wirkstofffreies Praparat mit

Olivenol, ebenfalls Gber einen Zeitraum von acht Wochen.

3.3 Studiendesign

Ziel war die In-vivo-Bestimmung des antioxidativen Status der Haut mit ver-
schiedenen nichtinvasiven Messmethoden vor und nach achtwdchiger Einnahme
eines carotinoidreichen naturlichen Extraktes.

Zunachst wurde die Methode an 3 Probanden entwickelt und im Anschluss an 22
Probanden randomisiert, placebokontrolliert und doppelblind durchgefuhrt. Die 24
Probanden wurden am Tag ihrer ersten Visite randomisiert in zwei Gruppen
aufgeteilt. 12 Probanden erhielten das Verumsupplement; 12 weitere Probanden
erhielten Placebo. Zwei Probanden schieden aus personlichen Grianden nach der
ersten Visite aus, so dass die gesamte Studie von 22 Studienteilnehmern

durchlaufen wurde.
Die Studie umfasste vier Visiten und dauerte 20 Wochen. Dabei wurde das

Studienpraparat wahrend der ersten acht Wochen eingenommen. Das

Studiendesign ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Studiendesign

An jeder der vier Visiten wurden folgende Messungen durchgeflhrt:

e Bestimmung der radikalfangenden Eigenschaften der Haut mittels ESR
(antioxidativer Status)

e Bestimmung des Schutzes der Haut vor Radikalbildung durch einen aul3eren
oxidativen Stressor (sichtbare und infrarotnahe Bestrahlung)

e Bestimmung der cutanen Carotinoide mittels Raman-Resonanzspektroskopie

e Bestimmung der Hautlipide

Am Abend der ersten Visite begannen die Probanden mit der Einnahme der
Studienpraparate. Die zweite Visite fand nach vier Wochen; die dritte Visite nach
acht Wochen statt. Nach weiteren 12 Wochen, in denen keine Supplements mehr

eingenommen wurden, erfolgt eine vierte Abschlussvisite.

Visite 1:
Screening: Die Ramanwerte der Probanden mussten unter 8 willkiurliche
Einheiten liegen, andernfalls erfolgte kein Einschluss in die Studie. Lagen
die Ramanwerte unter 8 willkurliche Einheiten, erfolgten alle geplanten
Messungen. Bei der ersten Visite erhielten die Probanden das
Prafpraparat — entweder den Wirkstoff oder das wirkstofffreie Praparat. Die
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Praparate wurden nach Vorgaben des Herstellers verabreicht. Mit der
Einnahme wurde am Abend nach erfolgter erster Visite begonnen.
AuRBerdem wurden die Probanden gebeten, einen Fragebogen zu

Lebensstil und Ernahrungsgewohnheiten auszufullen.

Visite 2:
4 Wochen nach Beginn der Einnahme erfolgte eine zweite Visite, bei der
das Befinden der Probanden und nach dem Auftreten ungewohnlicher
Ereignisse in der Zwischenzeit gefragt wurde. Samtliche Messungen aus
der Visite 1 wurden wiederholt.

Visite3:
Nach weiteren vier Wochen erfolgte die Visite 3. Die 8-wochige Applikation
des Prufpraparats war nun beendet. Die Probanden wurden erneut nach
ihrem Befinden und nach evtl. aufgetretenen unerwinschten Ereignissen
befragt. Es fanden auch hier alle Untersuchungen analog zu den voran-
gegangenen Visiten statt.

Visite 4:
Bei der Abschlussvisite nach weiteren 12 Wochen wurden samtliche
Untersuchungen wiederholt. Weiterhin wurden erneut die Fragebdgen
ausgeteilt.

Als Zeitpunkt zur Studiendurchfihrung wurde bewusst das Herbst- und Winter-
halbjahr (16.09.2011 - 23.02.2012) gewahlt, um mogliche Einflisse durch natur-
liches Sonnenlicht so gering wie moglich zu halten. Auch wurden die Probanden
gebeten, auf Solariumsbesuche wahrend der gesamten Untersuchungsperiode
sowie wahrend des Zeitraums der 24 Stunden vor jeder Visite auf Pflegeprodukte

an den Unterarmen zu verzichten.
Der Fragebogen diente zur Evaluierung des Lebensstils und der Ernahrungs-

gewohnheiten der Probanden und um Uberpriafen zu kdnnen, ob oder inwieweit

diese auReren Umstande der Probanden annahernd konstant geblieben sind.
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3.4 Ein-und Ausschlusskriterien

Die Ein-und Ausschlusskriterien fur diese Studie sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

e gesunde Probanden ¢ Ramanwerte (Konzentration der Carotinoide) > 8-10
a.u., da sonst eine zusatzliche Einnahme von
Carotinoiden nicht empfohlen wird

vy

e 18 bis 70 Jahre e Storung der Barrierefunktion der Haut
(Hauterkrankungen)
o Aufklarung der Probanden e Personen, die im Bereich des Unterarms metallische
Uber die Ziele der Studie und Implantate tragen (Schrauben, Stifte)
die geplanten Messungen
¢ Vorliegen einer schriftlichen ¢ Dbekannte Allergien oder
Einwilligungserklarung Nahrungsmittelunvertraglichkeiten
o Kinder

e Schwangere und stillende Mitter

e Personen, die keine eigenverantwortlichen
Entscheidungen treffen kénnen

o Studenten der Charité im Prifungssemester

Fur die Bestimmung der cutanen Carotinoidwerte wurde festgelegt, dass die
Ausgangswerte der Ramanwerte unter 8 x 10 willkiirlichen Einheiten liegen
sollen. Dies war eine Auflage der hiesigen Ethikkommission und hat den
Hintergrund, dass es einerseits bei so einem guten Ausgangswert, der
Durchschnittswert der Bevélkerung liegt bei 5 x 10 willkiirliche Einheiten, wenig
Sinn macht, weitere Carotinoide zuzufuhren. Bei einer solchen Ausgangslage ist
das Balancesystem des Korpers schon sehr gut trainiert, es sind auseichend
Antioxidantien vorhanden, um freie Radikale abfangen zu konnen. Eine evitl.

Uberdosierung muss zum Wohle des Probanden vermieden werden.

Da es fur diese Studie erwlnscht war, dass die aulleren Lebensumstande
wahrend des gesamten Studienzeitraums weitestgehend konstant gehalten
werden, wurden Studenten der Charité im Prufungssemester ebenfalls ausge-

schlossen.
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3.5 Probanden

Das Studienprotokoll wurde eingereicht von der lokalen Ethikkommission der
Charite Berlin, in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki, revidiert im
Jahr 1983, und akzeptiert. 24 Probanden wurden in die Studie eingeschlossen.
22 Probanden durchliefen die gesamte Studie bis zum Abschluss. Die Verteilung
der 22 Probanden, welche die Studie bis zum Abschluss durchliefen, ist im

Folgenden tabellarisch und graphisch dargestellt.

Tabelle 4: Probandendaten

Gruppe Gruppe
Placebo Verum Gesamt

Gesamt 12 10 22
Anzahl Mannlich 7 4 11
Weiblich 5 6 11

MW 39.67 36.30 38.14

SD 12.93 7.32 10.88
Alter [Jahre] min 22 26 29
max 66 47 66

MW 26.25 24.60 25.50

2 SD 4.23 4.15 4.27
BMI [kg/m’] min 20 20 20
max 33 34 34
. R 5 3 8
Rauchgewohnheit NR 7 7 14

Altersverteilung Probanden BMI-Verteilung Probanden

4 4 4 EVerum 4 4 B Verum

| OPlacebo ] ] @Placebo
21 bis 30 31bis 40 41 bis 50 51 bis 60 61 bis 70 20bis 22 23 bis 25 26 bis 28 29 bis 31 32 bis 34

Abbildung 10: Altersverteilung Abbildung 11: BMI-Verteilung
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Geschlechtsverteilung Geschlechtsverteilung
Placebo Verum

Abbildung 12: Abbildung 13:
Geschlechtsverteilung Placebo Geschlechtsverteilung Verum
Rauchgewohnheiten Rauchgewohnheiten
Placebo Verum

Abbildung 14: Abbildung 15:
Rauchgewohnheiten Placebo Rauchgewohnheiten Verum

Die Probanden wurden gebeten, wahrend des Studienzeitraumes ihre Lebens-
und Erndhrungsgewohnheiten weitestgehend konstant zu halten.

3.6 Fragebégen

Zu Beginn und am Ende der Studie wurden die Probanden gebeten, einen
Fragebogen zu Lifestyle und Erndhrungsgewohnheiten auszufillen, um zu er-
fahren, ob die Lebensumstande wahrend der Zeitperiode der Studie annahernd
gleichgeblieben sind. Entwickelt wurde dieser Fragebogen von Frau Anna Lauer
im Rahmen ihrer Doktorarbeit [44]. Der Fragebogen ist im Anhang dieser Arbeit
angeflgt.
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Alle Probanden haben einen Fragebogen ausgefullt und Fragen beantwortet
hinsichtlich  Hauttyp, individueller = Sonnenexposition,  durchschnittlichem
wochentlichem Sportpensum, Haufigkeit von Infekten und Magen-Darmer-
krankungen pro Jahr, Art und Menge von konsumiertem Gemuse und Obst pro
Woche, Konsum von Alkohol und Nikotin. Die Angaben hinsichtlich Obst und
Gemuse wurden von den Probanden selbst eingeschatzt und in Listen mit jeweils
13 gangigen Gemusesorten und 13 gangigen Obstsorten eingetragen. Dabei
konnten die Probanden die Kategorien ,selten®, ,einmal monatlich®, ,einmal

wochentlich® und ,viermal pro Woche*“ ankreuzen.

Anhand dieser Angaben wurde ermittelt, wie viel Carotinoide in dieser
Studienpopulation mit der ublichen Nahrung und Verzehrmenge aufgenommen
wurden. Als Grundlage fur diese Berechnung/Abschatzung wurde die
Lebensmitteltabelle von Souci, Fachmann und Kraut* genutzt. Diese
Nahrwerttabelle wird herausgegeben von der Deutschen Forschungsanstalt
(DFA) fur Lebensmittelchemie in Freising. Zugrunde gelegt bei der
Berechnung/Abschatzung wurde das Verhalten einer typisch deutschen
Durchschnittsfamilie d.h. beispielsweise Tomate, Paprika wurden als roh

genossen angesehen; Brokkoli, Blumenkohl, Karotten als gekocht.

3.7 Bestimmung der cutanen Carotinoidkonzentrationen

Zur Bestimmung der Bioverfugbarkeit diente die Ramanmethode. Diese
nichtinvasive Methode der resonanten Ramanspektroskopie erfolgte am linken
Kleinfingerballen. Epidermis und somit auch das Stratum corneum sind am Hand-
ballen besonders dick und bietet somit genigend Reservoir fur Antioxidantien.
Daher ist die Konzentration der Carotinoide hier besonders hoch. [45]

* Lebensmitteltabelle nach Souci Fachmann Kraut
(http://www.sfk-online.net, Zugang vom 01.-14.08.2012)
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Zunachst wurde die zu untersuchende Stelle am Kleinfingerballen mit einem
Filzstift markiert. AnschlieRend wurde der Proband gebeten, diese mit gleich-
mafRigem mittleren Druck an die Messstelle des Gerats zu platzieren. Die Anre-
gung erfolgte mit einem Argon-Laser. Die Frequenzunterschiede zwischen einge-
strahltem Licht und dem emittierten Streulicht erlauben Rickschlisse auf die

Carotinoide im Kleinfingerballen.

Die Leistung des Laserstrahls wurde vor jeder Messung kalibriert. Die SpotgroRe
des Lasers auf die Haut betrug 6,5 mm Durchmesser. Gemessen wurde bei zwei
Wellenlangen, bei 488 nm fur Carotinoide und bei 514 nm fur Lycopin. Jede
Messung erfolgte dreimal, anschliefend wurde der Mittelwert der Carotinoidwerte
gebildet. [46]

3.8 Bestimmung des antioxidativen Status der Haut

Die Bestimmung des antioxidativen
Status der Haut wurde mittels Elektro-
nen — Spin — Resonanzspektroskopie
durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Test-
radikal auf die Haut aufgetragen und
dessen Abbau in der Haut mittels der
ESR-Spektroskopie gemesssen. Wobei
ein schneller Abbau des Radikals ein
Hinweis auf eine hohe antioxidative

Kapazitat der Haut ist.

Die ESR-Messungen wurden mit dem
L-Band ESR-Spektrometer (LBM MT
03; Magnettech, Berlin, Germany) mit

Abbildung 16: In vivo L-Band (1.3 GHz) ESR-
Spektrometermit Armschiene

folgenden Parametern durchgefihrt:
Mikrowellenfrequenz 1,3 GHz, Magnet-
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feld 46 mT, der durchlaufene Magnetfeldbereich 8 mT, Zeit eines Durchlaufs 10 s
sowie Amplitudenmodulation von 0,15 mT. Das L-Band arbeitet mit 1,3 GHz (1-

1,5 GHz) mit einer relativ niedrigen Mikrowellenfrequenz.

Die Besonderheit dieses Gerates ist, dass die Messungen in vivo erfolgen
kénnen. D.h. aufgrund einer speziell angefertigten Apparatur ist es mdglich, den
Arm des Probanden so in der Mitte des Magnetfelds zu platzieren, wie es fir die
Messungen ndétig ist, zu sehen in Abbildung 16.

Als Messareal wurde die sonnen-
abgewandten Innenseite des rech-
ten Unterarms der Probanden aus-
gewahlt. Das Vorgehen war hierbei
folgendermalen: Zunachst wurde
der rechte innere Unterarm der Pro-
banden mit einem ethanolgetrankten
Papierhandtuch gereinigt. Evtl. vor-
handene Haare wurden durch vor-
sichtiges Rasieren entfernt. An-
schlieend wurden an 2 verschie-
denen Stellen des rechten Unter-

arms 2 Messareale flir 2 Doppel-

Abbildung 17: messungen markiert. Auf jedes
Vorbereiten von 4 Messpunkten flir zwei Messareal wurde eine Filterpapier-
Doppelmessungen

mit dem ESR-Spektrometer scheibe  (Durchmesser 12 mm,

Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland)
gelegt. Auf diese Filterpapierscheibe wurden dann 50 pyl des ESR-Markers
TEMPO (30 mM, Wasser:Ethanol, 1:1, v:v ) mit einer Pipette aufgebracht und
zugig mit einem Epikutanpflaster (Finn ChamberEpitest Ltd Oy) okklusiv
abgedeckt, um die Penetration von TEMPO in die Haut zu ermdglichen. Das
Prozedere der Vorbereitung der vier Messpunkte wird in Abbildung 17 dargestellt.

Nach einer Penetrationszeit von 10 Minuten wurden das Epikutanpflaster und die
Filterpapierscheibe wieder entfernt; der evil. vorhandene Rest der Lésung
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einmalig mit einem Papiertuch abgetupft und in die Mitte des Areals mit einem
Filzstift ein Markierungspunkt gesetzt. Der Unterarm des Probanden wurde dann
zugig auf der Armschiene des ESR-Gerates platziert und vorsichtig bis auf die

Hohe der Magnetspule angehoben.

AnschlieRend wurde die Reaktionskinetik des ESR-Markers TEMPO mit der Haut
Uber die Zeit 12 min lang gemessen und aufgezeichnet. Pro Minute wurden vier
Werte aufgezeichnet. Aus jeweils acht Werten wurde der Mittelwert gebildet.
Wahrend der Messung wird das Testradikal von den Antioxidantien in der Haut
neutralisiert, seine Konzentration sinkt entsprechend, was sich als Signal-
abnahme wahrend der ESR-Messung zeigt. Der Abfall der Signalintensitat des
Testradikalskorreliert mit der antioxidativen Kapazitat der Haut und kann durch
die Exponentialfunktion I(t) = I, - e *t dargestellt werden, wobei k die Raten-

konstante mit der Einheit min™ darstellt. [47]

In dem Moment, in dem das Testradikal mit den in der Epidermis befindlichen
Antioxidantien reagiert, wird es zum entsprechenden vom ESR-Gerat nicht mehr

registriertem Hydroxylamin [48] entsprechend folgender Gleichung reduziert:
R-N-O* - R-N-OH

Ein schneller Abbau von TEMPO d.h. eine stark abfallende Kurve des Markers,
weist auf eine hohe antioxidative Kapazitat der Haut hin. Die Ratenkonstante der
abfallenden Kurve des Markers TEMPO kann daher als ein Mald fur die
antioxidative Kapazitat der Haut angesehen werden. Im folgenden Bild ist die
ESR-Intensitat des ESR-Markers TEMPO uber die Zeit beispielhaft aufgetragen:
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Abbildung 18: Exponentieller Abfall des ESR-Testmarkers TEMPO

Diese Reaktion beginnt naturlich unmittelbar nach dem Auftragen des Markers.
D.h. zum Beginn der Messung ist der Marker zu einem geringfugigen Teil bereits
abreagiert. Daher wird der entsprechende Ausgangswert der Signalintensitat des

Testradikals bestimmt und anschlielRend der relative Abfall.

Der zur Anwendung kommende Marker Tempo ist eines der wenigen Nitroxide,
welches auf die menschliche Haut aufgetragen werden darf. [6, 49] Aufgrund
seiner ampiphilen Eigenschaften penetriet es sehr gut in die aulerste
Hautschicht, das Stratum corneum. Aus Grunden der Reproduzierbarkeit
(Abweichungen der Ratenkonstanten unter 30%) wurden alle Messungen als
Doppelmessungen durchgefuhrt.

3.9 Bestimmung des oxidativen Stresses der Haut

Es sollte die Frage untersucht werden, ob die in die Haut gelangten
Antioxidantien eine cutane Radikalprotektion bewirken konnen. Zur Betrachtung
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dieser Frage wurden die Probanden zusatzlich einem Stressor in Form von
Bestrahlung ausgesetzt. Bestrahlt wurde mit einem lichtleitfasergekoppelten
Sonnensimulator (Firma LOT Oriel GmbH & Co.KG) mit der Wellenlange von
420-2000 nm und einer Leistung von 120 mW/cm?. Der Sonnensimulator
ermoglicht es, Auswirkungen der Sonnenstrahlung unter Laborbedingungen zu
untersuchen. Die Leistung des Sonnensimulators ist in etwa zweifach so hoch

wie die der naturlichen Sonnenstrahlung.

Das Licht wurde Uber eine Faser in den ESR-Messraum eingefuhrt. Abbildung 19
zeigt die Versuchsdurchfuhrung bei der Bestimmung der Photoprotektion vor
Radikalwirkung, induziert durch sichtbares und infrarotnahes Licht (Vis/NIR).
Hierfur wurde Vis/NIR-Strahlung gewahlt, da sichtbares und infrarotnahes Licht
zwar Radikale erzeugt, aber i.d.R. zu keiner anhaltenden Erythembildung fuhrt.

Abbildung 19: ESR-Messvorrichtung mit Vis/NIR Bestrahlung

Wurden zuvor Antioxidantien eingenommen, so die Hypothese, entstehen zwar
wahrend der Bestrahlung Radikale; diese werden aber schnell von den
Antioxidantien in der Haut abgefangen und konnen keinen Schaden anrichten.
Das Testradikal PCA reagiert wahrend der Bestrahlung ab, und zwar umso
starker, je mehr Radikale wahrend der Bestrahlung in der obersten Hautschicht
gebildet wurden. Der Abfall der Signalintensitat des Testradikals korreliert mit der
Radikalbildung bzw. mit der Anderung der Radikalbildung. [42] Ein schwécherer
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Abfall hingegen nach Einnahme von Antioxidantien bedeutet eine geringere
Radikalbildung.

Die Vorbereitung der Messareale am inneren rechten Unterarm erfolgte analog
wie bei der vorhergehenden Messmethode d.h. zunachst Hautreinigung des
rechten Unterarms mit Ethanol, Entfernung evtl. vorhandener Haare, Markierung
von Messarealen fur 2 Doppelmessungen an zwei Stellen des rechten
Unterarms. Anders ist allerdings, dass nun als ESR-Markersubstanz 100 pl PCA-
Losung (50 mM, Wasser:Ethanol, 1:1, v:v) eingesetzt wurden, die auf jeweils zwei
Ubereinandergelegte Filterpapierscheiben (Durchmesser 11 mm, Epitest Ltd Oy,
Tuusula, Finland) aufgebracht wurden. Auch die Einwirkzeit ist mit 40 min
wesentlich langer. Die PCA-LOsung wurde auf die zwei Filterpapierscheiben
eines jeden Messareals appliziert, okklusiv abgedeckt mit einem Epikutanpflaster
(Finn ChamberEpi Test Ltd Oy), um dann 40 min lang in die Haut penetrieren zu

konnen.

Der Arm wurde anschlielend im ESR-Spektrometer platziert und die Messungen
wurden zunachst 12 min lang ohne aul3ere Bestrahlung durchgefuhrt, um eine
mogliche Abnahme ohne Bestrahlung zu verfolgen. Der letzte Messpunkt wurde
nach Ablauf der 12 Minuten als Ausgangswert fur das 10-minutige Bestrahlen
genutzt. Die in situ-Bestrahlung erfolgte mit einem Sonnensimulator
(Wellenlange: 420-2000 nm; Leistung: 120 mW/cm?) Uber eine Lichtleitfaser, die
in dem ESR-Gerat so platziert wurde, dass der Lichtspot der Faser direkt auf das
entsprechende Messareal zeigte. Die Messungen wurden fur weitere 10 min
wahrend der Bestrahlung weitergefuhrt. Pro Minute wurden vier Werte
aufgezeichnet. Aus jeweils acht Werten wurde der Mittelwert gebildet. Auch diese
Messungen wurden als Doppelmessungen durchgefuhrt.

Das hydrophile und stabilere Testradikal PCA wurde an allen 4 Visiten 12 min

unbestrahlt gemessen und anschlieRend weitere 10 min bestrahlt. Die folgende
Darstellung in Abbildung 20 zeigt dies beispielhaft.
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Abbildung 20: ESR-Messung PCA unbestrahlt und bestrahit mit Vis/NIR

Die Differenzen aus beiden Messungen erlauben es, eine Aussage uber die
Anderung der Radikalbildung wahrend der 10-min(tigen Bestrahlung machen zu
konnen. Waren die Differenzen nur gering, so bewirkte die Bestrahlung keine
wesentliche Radikalwirkung an der Haut. Zeigten sich starkere Differenzen nach
Bestrahlung im Vergleich zu den unbestrahlten Vorwerten, so ist davon auszu-
gehen, dass die Bestrahlung eine vermehrte Radikalbildung bewirkt hat. In

Abbildung 21 ist dies einmal beispielhaft zu sehen:
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Abbildung 21: Intensitdt des PCA-Signals,
ohne und mit Bestrahlung mit Vis/NIR (beispielhaft)

3.10 Bestimmung des Lipidprofils der Haut

Schliel3lich sollte die Frage beantwortet werden, ob die Carotinoidaufnahme in
die Haut das Lipidprofil der Haut beeinflusst. Hierzu erfolgten zu jeder Visite 2
Lipidextraktionen am Unterarm der Probanden, eine an einem wahrend der ESR
bestrahlten (Messpunkt 3, Abbildung 22) und zum Vergleich eine an einem
unbestrahlten und bisher ganzlich unbehandelten Areal des Probanden-

unterarms.

Extrahiert wurden die extrahierbaren nicht kovalent gebundenen Lipide der drei
Gruppen

e Ceramiden,

e Cholesterol und

e freie Fettsauren.
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Je nach Lange ihrer Fettsaurekette werden 9 Ceramide unterschieden: das
Ceramid1 (Cer 1 [OS]), das Ceramid 2 (Cer 2 [NS]), das Ceramid 3 (Cer 3 [OP]),
das Ceramid 4 (Cer 4 [NP]), das Ceramid 5 (Cer 5 [OH]), das Ceramid 6 (Cer 6
[NH]/[AS]), das Ceramid 7 (Cer 7 [NH]), das Ceramid 8 (Cer 8 [AP]) sowie das
Ceramid 9 (Cer 9 [AH]), wobei den Ceramiden 1 und 3 eine besondere

Bedeutung zukommt.

Als Lipidextraktionsmittel diente eine Losung bestehend aus Cyclohexan:Ethanol
(1:4, viv) [50, 51]. An jedem der beiden Hautpunkte wurde mit 15 ml extrahiert.
Dabei war das Vorgehen wie folgt: ein mit jeweils 5 ml mit Extraktionsmittel
gefulltes Zentrifugenréhrchen mit einem Durchmesser von etwa 7,3 cm wurde auf
den entsprechenden Hautpunkt aufgelegt und dann unter dem Abzug 1 min lang
vorsichtig geschwenkt. Diese Prozedur wurde an jedem Messpunkt dreimal
durchgefihrt, so dass pro Messpunkt jeweils 15 ml extrahiert wurden.

Abbildung 22: Lipidextraktion
am Messpunkt 3 und an einem unbestrahlten Areal

Die Roéhrchen wurden anschlieRend fest verschlossen, beschriftet und bis zur
weiteren externen Analyse und Auswertung mittels Dunnschichtchromatographie
im Frostschrank bei -20° aufbewahrt. Die extrahierten Lipide wurden an-
schlieRend extern mittels Hochleistungs-Dinnschicht-Chromatographie (HPTLC)
in der Gruppe von Prof. Dr. Sascha Rohn Universitat Hamburg analysiert. [50-52]
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In der HPTLC werden die Ceramide 1 bis 9, aufsteigend nach ihrer Polaritat
klassifiziert, aufgetrennt. Die Ceramide 1-9 durchlaufen eine polare stationare
Phase aus Kieselgel unterschiedlich schnell. Je nach ihrer Polaritat zeigen sie
dabei ein charakteristisches Wanderungsverhalten. Ceramide mit einer langen
Fettsaurekette laufen schneller durch die stationare Phase. Die stationare Phase
ist polar. Daher kommt es zu starkeren Wechselwirkungen und einige
Substanzen werden starker zurlckgehalten. Ceramide mit einer Kkurzen
Fettsaurekette weisen eine hohere Polaritdt auf und werden starker
zuruckgehalten. Die Ceramide verlassen jedoch die stationare Phase nicht; alle
Ceramide bleiben auf der Kieselgelplatte, dargestellt in Abbildung 23.

Legende:

Links: Stratum corneum-Lipidextrakt aus
humaner Haut (H)

Rechts  Standard-Lipid-Mix (S)

01 PC und SM,
02 SCS,
03 Cer [AP],
04f 04 Cer [NP],
05 Cer [NS],
03k 06 Cholesterol,
07 OA,
. 08 GT,
02| SEe 09 CO,
—— 4b 5 a— 10 Squalen,
4
041 -.43 3 prrasre-ey
2 w—— aus [22]
- ——----.1_.. |
H S

Abbildung 23: Densitogram
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3.11 Statistik

Die Studie wurde an 22 Probanden durchgefuhrt. Es wurden vier verschiedene
Messmethoden angewandt. Jede Messung wurde als Doppelmessung durch-
gefuhrt. Die Einzelmessungen wurden gemittelt und die Standardabweichung
dieser Mittelwerte berechnet. Es wurden die Messergebnisse von allen vier
Messzeitunkten fur jeden Probanden und fur das gesamte Kollektiv auf ihre
Signifikanz p untersucht, wobei p < 0,05 als signifikant unterschiedlich
interpretiert wird. Die beschreibende explorative Datenanalyse wurde durch-
gefuhrt mit Hilfe von PASW Statistics (Version 19, Inc. Chicago, IL). Auf Grund
der geringen Probandenzahl sind die Daten nicht normal verteilt und es wurden
nicht-parametrische Tests durchgefuhrt. Verbundene Vergleiche zum Vorher-und
Nachher-Vergleich bei ein und demselben Individuum wurden mit Hilfe des
Friedmann-Tests und des Wilcoxon-Tests durchgefuhrt. Unverbundene Daten
zum Vergleich zwischen Verum- und der Kontrollgruppe wurden analysiert mit
Hilfe des Kruskall-Wallis und des Mann-Whitney U Tests. Zudem wurden bei der

Lipidanalyse mittels SPSS die Korrelationskoeffizienten bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Lebensstil und Ernahrung der Probanden wahrend der
Studie

Die Analyse der Fragebdgen hat ergeben, dass Ernahrungs-und Rauchgewohn-
heiten wahrend der Studie weitgehend konstant geblieben sind. So konnte keine
signifikante Anderung in der Aufnahme von Gemiise und Obst Uber den Zeitraum

der Studie festgestellt werden.

Die Gesamtcarotinoidkonzentrationen wurden anhand der Lebensmitteltabelle
von Souzi-Fachmann-Kraut abgeschatzt. Fir gesunde Erwachsene empfiehlt die
Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE)° eine durchschnittliche
Verzehrmenge von 2-4 mg an Gesamtcarotinoiden pro Tag. Wobei auch
angegeben wird, dass die tatsachliche Verzehrmenge in der deutschen Be-
volkerung nur bei etwa 0,8 mg liegt. Bei den Probanden der vorliegenden Studie
variierte die durch den Fragebogen erfasste durchschnittliche alimentare
Aufnahme an Carotinoiden von 0,25 mg bis 1,94 mg pro Tag. Die tagliche
Supplementation lieferte in der Verumgruppe zusatzlich eine tagliche
Gesamtcarotinoidaufnahme von 4,45 mg. Insgesamt summierte sich die tagliche
Gesamtcarotinoidaufnahme durch die Supplementation auf 2,13 %1,97 mg
(Spanne von 0,25 -6,39 mg).

Ebenso blieben die Rauchgewohnheiten gleich.
Es gab keine signifikanten Unterschiede in diesen Kategorien zwischen der

Placebo- und der Verumgruppe. 2 Probanden erschienen aus Zeitgriunden ab der

zweiten Visite nicht mehr.

® Deutsche Gesellschaft fiir Ernahrung
(http://www.was-esse-ich.de, Zugang am 22.06.2012)
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4.2 Bestimmung der cutanen Carotinoidkonzentrationen

Die cutanen Carotinoidkonzentrationen wurden mit der resonanten
Ramanspektroskopie bestimmt und werden in willktrlichen Einheiten angegeben.
Der Mittelwert der ermittelten Ausgangswerte der cutanen Carotinoide von allen
24 Probanden an Visite 1 betrug 4,56-10 willkiirliche Einheiten. Die Frauen
(n=11) zeigten mit einem Durchschnittswert von 4,7-10™ unskalierte Einheiten um
6% hohere Ausgangswerte als die mannlichen Probanden (n=13) mit einem
Mittelwert von 4,4-10 willkirlichen Einheiten. Die cutanen Carotinoidwerte der
rauchenden Probanden (n=10) waren in der Eingangsvisite um 38% niedriger als
die der Nichtraucher (n=14).

Tabelle 5: Ausgangswerte der cutanen Carotinoide und Verteilung der Probanden

Alle Rauchgewohnheit Genus Raucher Nichtraucher
Raucher Nicht- Manner Frauen Manner Frauen Manner Frauen
raucher
Anzahl 24 10 14 13 11 7 3 6 8

Mittelwert 4.56E-04 3.37E-04 5.41E-04 4.43E-04 | 4.72E-04 3.35E-04 3.42E-04 5.68E-04 5.21E-04

SD 1.78E-04 1.62E-04 1.39E-04 2.04E-04 1.51E-04 1.89E-04 9.96E-05 1.47E-04 1.40E-04

SD% 39.04% 47.89% 25.75% 45.99% 31.92% 56.45% 29.12% 25.80% 26.90%

Die resonante Ramanspektroskopie zeigt die Carotinoidaufnahme in die humane
Haut nach vier- und achtwochiger Supplementation, wie in Abbildung 24 bis
Abbildung 27 dargestellt:
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Abbildung 24: Absolute Carotinoidwerte der Placebogruppe
an den Visiten 1 bis 4
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Abbildung 25: Absolute Carotinoidwerte der Verumgruppe
an den Visiten 1 bis 4, * p <= 0,05

In der Verumgruppe zeigte sich nach vier Wochen und nach achtwochiger
Carotinoideinnahme eine signifikante Erhohung der cutanen Carotinoide bis zu
50%. Innerhalb der Verumgruppe =zeigten sich eine signifikante Erhohung
zwischen Visite 1 und Visite 2 und zwischen Visite 1 und Visite 3. Nach der
Einnahmepause erniedrigten sich die Werte wieder signifikant. In der
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Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden.In einem
weiteren Boxplot in Abbildung 26 wurden die Werte der Placebo- und der
Verumgruppe in Relation zu den jeweiligen Ausgangswerten von Visite 1

dargestellt.
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.
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| . *
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Relative Carotinoidkonzentration
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V1 V2 V3 V4 V1 V2 V3 V4
Placebo Verum

Abbildung 26: Relative Carotinoidkonzentrationen
bezogen auf die Ausgangskonzentration der einzelnen Probanden
*p <005 **p<0,01, ***p<0,001

Es zeigte sich zusatzlich ein signifikanter Unterschied zwischen der Verum- und
der Placebogruppe an den Visiten 2 und 3.

Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen den Verlauf der Mittelwerte der cutanen
Carotinoide uber die Zeit. Dargestellt sind die Mittelwerte und die jeweilige
Standardabweichung. Es ist erkennbar, dass nach 4 Wochen noch keine
Sattigung eingetreten ist, sondern von der Woche 4 zu 8 eine deutliche Erhdhung
der cutanen Carotinoide erfolgt.
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Abbildung 27: Entwicklung der cutanen Carotinoidwerte in a.u.
Die Messpunkte stellen die Visiten 1 (Woche 0), V2 (Woche 4), V3 (Woche 8),

V4 (Woche 20) dar.
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Abbildung 28: Zeitliche Entwicklung der relativen Werte der cutanen Carotinoide
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In den folgenden Abbildungen soll die Entwicklung der cutanen Carotinoidwerte,
aufgesplittet nach Rauchern und Nichtrauchern betrachtet werden. Aus der
Graphik von Abbildung 29 ist ersichtlich, dass die cutanen Carotinoidwerte der
Raucher sowohl in der Verum- als auch in der Placebogruppe deutlich niedriger
anfangen als die der Nichtraucher. Ebenfalls ist in Abbildung 29 zu sehen, dass
der Anstieg der Raucher der Verumgruppe dennoch nicht wesentlich Uber die

Anfangswerte der Nichtraucher hinausragt.
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Abbildung 29: Absolute Carotinoidwerte in a.u. , Raucher versus Nichtraucher

Desweiteren fallt in Abbildung 30 auf, dass bei den Rauchern in der Verumgruppe
der relative Anstieg an Visite 3 gro3er gegenuber der Nichtrauchergruppe ist.
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Abbildung 30: Relative Carotinoidwerte, Raucher versus Nichtraucher
bezogen auf die Ausgangskonzentration der einzelnen Probanden

4.3 Bestimmung des antioxidativen Status der Haut

Fur die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat wurde die Ratenkonstante nach
Applikation des Testradikals TEMPO bestimmt.

Die erhaltenen Kurven der Mittelwerte von TEMPO inklusive ihrer
Ratenkonstanten sind fur Placebo- und die Verumgruppe an Visite 1, 2, 3 und 4
in Abbildung 31 dargestellt. Es ist hier gut zu erkennen, dass sich nach
vierwochiger Einnahme des Prufpraparates mit dieser Messmethode noch keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Placebo- und der Verumgruppe zeigen.
Jedoch an Visite 3 d.h. nach 8-wochiger Einnahme der Carotinoide ist ein

starkerer Abfall der Ratenkonstante in der Verumgruppe zu beobachten.
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Abbildung 31: Normierte Mittelwerte der ESR-Intensitét
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ESR-Intensitét des Testradikals TEMPO (iber die Zeit Visite 1 bis Visite 4

A) V1:n=24
B) V2: n=22
C) V3: n=22
D) V4: n=22

Die absoluten Ratenkonstanten der Placebogruppe lieken keine relevanten

Unterschiede erkennen.

Die an den 4 Visiten ermittelten absoluten Ratenkonstanten des Testradikals

TEMPO der Placebo- und der Verumgruppe werden in Abbildung 32 und

Abbildung 33 als Boxplot dargestellt, zunachst die Ratenkonstanten der Placebo-

gruppe, anschlie3end der Verumgruppe.
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Abbildung 32: Abbildung 33:
Absolute Ratenkonstanten der Placebogruppe  apsojute Ratenkonstanten der Verumgruppe
an den Visiten 1 bis 4, *p < 0,05 der Visiten 1 bis 4, * p < 0,05

Bei der Ermittlung der ESR-Ratenkonstanten zeigte sich in der Verumgruppe eine
Erhohung bei Visite 2, wenn auch noch nicht signifikant unterschiedlich zu
Visite 1. Jedoch an Visite 3, d.h. acht Wochen nach Beginn der taglichen
Wirkstoffeinnahme, wurde eine signifikante Erhohung der Ratenkonstanten im
Vergleich zu den Ausgangswerten beobachtet.

Nach achtwochiger Carotinoideinnahme waren daher die radikalfangenden
Eigenschaften in der Verumgruppe signifikant um 48% erhoht. AuRerdem zeigten

die Abschlussvisite V4 signifikant niedrige Werte als bei V2 und V3.

In der Abbildung 34 wurden Verum- und Placebogruppe vergleichend als Boxplot
dargestellt, wobei die Ratenkonstanten auf 1 normiert wurden.
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Abbildung 34: Relative Ratenkonstanten bezogen auf ihre Ausgangswerte
als ein MaR fiir die antioxidative Kapazitat der Haut
Placebo und Verum an den Visiten 1 bis 4,* p < 0,05

Wahrend sich in der Placebogruppe keine signifikanten Anderungen zeigten, kam
es in der Verumgruppe ab Visite 3 zu einem signifikanten Anstieg der Ratenkon-
stanten. Die Abbildung zeigt, dass sich die Ratenkonstanten von Placebo und
Verum nach 8 Wochen Einnahme signifikant unterscheiden.

Diese Erhohung trat auf, obwohl das Testradikal TEMPO nicht direkt mit den

Antioxidantien im Prufpraparat reagiert.

4.4 Bestimmung der Radikalschutzfunktion der Haut

Als nachstes sollte ein moglicher Radikalschutz gegenuber strahlungsinduzierten
Radikalen untersucht werden. Hierzu wurde 10 min lang mit sichtbarem und
infrarotnahem Licht bestrahlt und die Radikalwirkung bzw. die Anderung der
Radikalwirkung bestimmt. Die zu beantwortende Frage war, ob nach Einnahme
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eines naturlichen carotinoidreichen Extraktes eine cutane Radikalprotektion
gegenuber bestrahlungsinduzierten Radikalen beobachtet wurde. Die Differenzen
aus unbestrahlter und bestrahlter Messung erlauben eine Aussage uber die

Anderung der Radikalwirkung zwischen beiden Messungen.

In Abbildung 35 ist die Anderung der Radikalproduktion an allen vier Visiten nach
10 min Bestrahlung mit Vis/NIR als Boxplot dargestellt.

In der ersten Visite zeigte sich in der Placebogruppe nach einer Bestrahlungs-
dauer von 10 min mit Vis/NIR eine geringere Radikalbildung als in der Verum-

gruppe; dieser Unterschied war nicht signifikant.

An Visite 2, d.h. nach vierwochiger Carotinoideinnahme, zeigten nach
10minutiger Bestrahlung mit Vis/NIR die Mediane beider Gruppen gleiche Werte,

da die Verumgruppe im Vergleich zur Visite 1 abfiel.

Erst bei Visite 3 d.h. nach achtwochiger Einnahme der Carotinoide waren die
Differenzen aus unbestrahlter und bestrahlter Messung und damit die
Radikalbildung in der Verumgruppe nach einer Bestrahlungsdauer von 10 min
signifikant vermindert gegenuber der Kontrollgruppe. Zu diesem Zeitpunkt war bei
der Verumgruppe eine verstarkte cutane Radikalprotektion gegenuber bestrah-

lungsinduzierten Radikalen zu beobachten.

In der vierten Kontrollvisite, nach 12 Wochen Einnahmepause, zeigten sich keine

signifikanten Anderungen zwischen der Verum- und der Placebogruppe.
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Abbildung 35: Radikalbildung (iber die Zeit Verum und Placebo V1-V4
nach 10 min Bestrahlung mit Vis/NIR (72J/cm®), ** p < 0,01

A) V1:n=24
B) V2:n=22
C) V3:n=22
D) V4:n=22

Es zeigte sich, dass bei Visite 3 die cutane Radikalwirkung wahrend der Be-
strahlung in der Verumgruppevermindert ist. D.h. nach achtwochiger Einnahme
war nach zehnminutiger Bestrahlungsdauer mit Vis/NIR die Radikalbildung in der

Verumgruppe um 34 % geringer als in der Placebogruppe.

4.5 Bestimmung des Lipidprofils der Haut

Untersucht werden sollte, welchen Einfluss die Einnahme von natirlichen
Carotinoiden auf das Lipidprofil der Haut und die Barrierefunktion der Haut hat.
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Extrahiert und analysiert wurden, nachfolgend dargestellt, die Ceramide1-9, und
zwar Cer [OS], Cer [NS], Cer [OP], Cer [NP], Cer [OH], Cer [NH] / Cer [AS], Cer
[NH], Cer [AP], Cer [AH] sowie Cholesterol und freie Fettsauren.
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Abbildung 36: Bestimmung der Ausgangs-Lipidfraktionenan(Visite 1) an unbehandelter Haut

Generell wurden nach achtwochiger Einnahme des carotinoidreichen Extraktes
d.h. an Visite 3 keine signifikanten Unterschiede zwischen der Verum- und der
Placebogruppe festgestellt. Signifikante Anstiege zeigten sich zwischen der
Verum-gegenuber der Placebogruppe nur bei den Ceramiden [NS]. Leichte
nichtsignifikante Anstiege wurden in der Verum- gegenuber der Placebogruppe
beobachtet bei den Ceramiden [NP2] und bei Cholesterol, dargestellt in
Abbildung 39.
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Abbildung 37: Ergebnisse der Lipidextraktionen
der Verum- und Placebogruppe an 4 Visiten

Placebo und Verum, * p < 0,05
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5 Diskussion

5.1 Fehlerdiskussion

Der Fehler bei den Doppelmessungen am ESR-Gerat konnte durch folgende

Punkte bedingt sein:

1)

2)

Beim Auftragen des Markers auf die Filterpapierscheiben konnte etwas
heruntergelaufen sein, was einen Verlust von Marker zur Folge hatte.

Die Penetration des Markers ist von der Barrierewirkung der jeweiligen
Haut abhangig und fuhrt damit zu unterschiedlichen Ausgangswerten.
Daher wurden nur Werte von 0,1 + 25% zugelassen. Um die dennoch nicht
vermeidaren Schwankungen um 0,1 a.u. zu korrigieren, wurde auf den
Ausgangswert normiert.

Erschutterungen bei der ESR-Messung wahrend des Messvorganges
fuhren zu Artefakten. Solche Spektren wurden bei der Auswertung
entfernt, kleine Storungen kdnnen aber Ubersehen worden sein.

Bei der Bestrahlung ist zu beachten, dass die Lichtleitfaser nicht komplett
senkrecht auf das Zentrum der Leiterschleife und damit den zu
bestrahlenden Hautpunkt gerichtet werden kann, sondern in einem
minimalen Winkel abweicht. Die Ursache liegt in der Konstruktion der
Anordnung. Es ist aber mdglich, diese kleine Abweichung bereits beim
Einlegen des Arms und Ausrichten des Messpunktes in die Mitte der
Leiterschleife des ESR-Gerats vorausschauend zu berucksichtigen und
dadurch im Vorfeld zu beheben. Aulerdem tritt das Licht divergent aus,
sodass ein gewisser Verlust unvermeidbar ist.

Der Arm der Probanden wurde relativ fest in die Vorrichtung eingespannt,
um die Messungen durchfuhren zu konnen. Jedoch wird der Andruck des
Armes sich doch von Proband zu Proband leicht unterscheiden

Ebenso ist die Peak-to-Peak-Auswertung der Spektren insofern fehler-

behaftet, als dass die Auswertung mit bloem Auge erfolgt.
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Bei der Nutzung des Raman-Spektrometers ist zu beachten, dass die Leistung
des Gerates mit zunehmender Anzahl der Betriebsstunden abnimmt. Dieser
Fehler kann vernachlassigt werden, weil vor jeder Messung die Leistung des
Lasers mit einem kalibrierten Leistungsmessgerat bestimmt wurde.

Weiterhin ist zu beachten, dass einerseits immer an einem exemplarischen
Messpunkt gemessen wurde; die Haut jedoch in sich inhomogen sein kann und
damit die Verteilung der Carotinoide ebenso inhomogen sein kann.

Bei der Lipidextraktion ist es wichtig, das Zentrifugenrohrchen ganz vorsichtig zu
schwenken, da aufgrund der natirlichen Rundung des Arms leicht Extraktorflus-

sigkeit herauslaufen kann. Dies konnte nicht immer verhindert werden.

5.2 Cutane Carotinoide

Die Ausgangswerte der cutanen Carotinoidwerte aller 24 Probanden lagen an
Visite 1 im Mittel bei 4,56-10 + 1,78:10 willkiirlichen Einheiten.

Dieser Wert liegt unter, aber noch im Fehlerbereich, dem Durchschnittswert von
5,36-10'4 + 1,81 -10™ willkirlichen Einheiten, wie in Meinke et al. bei einer Studie,

an der 160 gesunde freiwillige Probanden teilnahmen, gezeigt wurde. [53]

Der niedrigere Ausgangswert dieser Studie erklart sich durch den hoheren Anteil
der rauchenden Probanden (37,68% im Gegensatz zu 17,6%) und den hoheren
Anteil der mannlichen Probanden (54% im Gegensatz zu 41%), dargestellt in
Tabelle 5. In der Literatur wird berichtet, dass die Carotinoidwerte bei Mannern in
der Regel niedriger sind als bei Frauen. Ebenso sind sie bei Rauchern im
Durchschnitt um etwa 20% geringer als bei Nichtrauchern. [45]
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In dieser Studie lag der Anteil an rauchenden Probanden bei 37,68%. Die
Ausgangswerte der Raucher waren um 38% niedriger als die der Nichtraucher;
die Ausgangswerte der Frauen lagen um 6% uber denen der Manner.

Die tagliche Einnahme des antioxidantienreichen Extraktes mit 4,45 mg
Carotinoiden fuhrte zu einer Anreicherung von Carotinoiden in der Haut, was fur
eine gute Bioverfugbarkeit spricht. Der Anstieg nach einer Einnahme des
Extraktes nach 8 Wochen auf einen Absolutwert von 6.91 willktrlichen Einheiten
ist vergleichbar mit Werten, die nach vierwochiger Einnahme von taglich 9 mg
eines vergleichbaren Extraktes gemessen wurden. [4] In der vorliegenden Studie
stiegen die cutanen Carotinoidwerte auch nach vierwdchiger Einnahme weiter an.
Das lasst den Schluss zu, dass bei langer andauernder Nahrungserganzung eine
geringere bis moderate Dosierung zu empfehlen ist.

2010 konnte durch Meinke et al. nachgewiesen werden, dass oral aufgenom-
mene Carotinoide nicht sofort, sondern mit einer gewissen Verzdgerung in der
Haut sichtbar und messbar sind. [4] Nach Beendigung der Carotinoidaufnahme
fallen die cutanen Carotinoidkonzentrationen auch nicht unmittelbar, sondern
ebenfalls mit einer Verzogerung wieder ab, bilden ein gewisses antioxidatives

Reservoir. [4]

Aus Studien mit der Einnahme von synthetischen Carotinoiden ist bekannt, dass
die Carotinoide gut in die Haut aufgenommen werden und fruhzeitige UV-

induzierte Hautschaden reduzieren kdonnen. [32]

In einer Studie mit Verabreichung von wasserloslichem Vitamin C konnten bei
moderater taglicher Vitamin C-Gabe auch mittels in vivo ESR-Spektroskopie von
100 bzw. 180 mg Calciumascorbat bereits nach 2 Wochen maximale
Konzentrationen in der Haut gemessen werden. [44] Vitamin C hat andere
Transportwege. Es wird nach oraler Aufnahme fast vollstandig uber den Darm ins
Blut aufgenommen, gelangt anschlie3end Uber transmembrane Transportproteine
in die Zellen der Zielorgane. Diese Carrierproteine flr Ascorbinsaure funktio-
nieren Uber einen natrium-abhangigen Symport. Ein zweiter Transportmechnis-

mus fur die oxidierte Zwischenstufe Dehydroascorbinsaure ist der Antiport Uber
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Glukose-Transporter. [54, 55] Die hier verabreichten Carotinoide haben eine sehr
gute Bioverfugbarkeit. Im Gegensatz zu Vitamin C gelangen Carotinoide im
Wesentlichen Uber die Schweilddrisen und Talgdriusen an die Hautoberflache,
um dann anschlieBend wieder in das Stratum corneum zurick zu penetrieren.
[28]. Dies erklart die verzogerte Erhdhung der Carotinoide in der Haut gegenuber
der Vitamin C Anreicherung.

Der menschliche Organismus sichert auf ausgekltugelte Weise ein Gleichgewicht
zwischen freien Radikalen und Antioxidantien. Dabei ist die Frage naturlich
versus synthetisch hergestellte Antioxidantien nicht leicht zu beantworten.
Angenommen wird, dass Antioxidantien, speziell Carotinoiden in ihrer naturlichen
Matrix und ihrer natirlichen Kombination untereinander der Vorzug zu geben ist.
[56, 57] In den Pflanzen, in denen Carotinoide vorkommen, Ubernehmen sie fur
diese ebenfalls antioxidative und immunologische Funktionen wie beispielsweise

Schutz vor Infektionen oder Schutz vor Sonnenlicht.

5.3 Antioxidatives Schutzsystem der Haut und Carotinoide im

Netzwerk

Es lassen sich Carotioide mit der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie nicht
direkt nachweisen, da das Testradikal TEMPO sehr wohl mit hydrophilen
Antioxidantien wie Vitamin C oder Glutathion, nicht jedoch direkt mit den lipo-
philen Carotinoiden reagiert. Dennoch konnte bei dieser Studie gezeigt werden,
dass das Testradikal TEMPO in der Verumgruppe schneller abreagiert. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass das antioxidative Schutzsystem der Haut insgesamt
nach der Carotinoidaufnahme gestéarkt wird.

Bereits gezeigt wurde mit der in vivo-ESR-Spektroskopie, dass die Verabreichung
eines wasserloslichen Apfelbeerenextraktes (Aronia melanocarpa) und von
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Vitamin C den antioxidativen Status der Haut tatsachlich verbessern kann [10],

allerdings erhohten sich die Carotinoide in dem Beobachtungszeitraum nicht.

Wenn Carotinoide mit anderen Antioxidantien im Netzwerk agieren, dann lasst
der Nachweis eines Carotinoids oder Vitamins Ruckschliusse auf das Vorhan-
densein und die Funktion des gesamten antioxidativen Netzwerks zu. Dies ist im
Einklang mit vorangegangenen Untersuchungen, die gezeigt haben, das die
mittels der resonanten Ramanspektroskopie bestimmten Carotinoide mit der
Ratenkonstante korrelieren [6]. Dies lasst den Ruckschluss zu, dass die
Carotinoide als Markersubstanz fur das gesamte antioxidative Netzwerk ange-

sehen werden konnen.

Darvin et al. verglichen verschiedene Kombinationen von systemischer Gabe von
Antioxidantien in Form von Tabletten und topischer Applikation von
antioxidantienreichen Cremes mit und ohne Carotinoide. Nach achtwdochiger
Applikation von antioxidantienreicher Creme ohne Carotinode kam es dennoch zu
einer Erhéhung der cutanen Carotinoide. Die systemisch eingenommenen
Caroptinoide waren deutlich langer in der Haut nachweisbar. Die Carotinoid-Level
nach topischer Applikation blieben etwa noch 2 Wochen nach Applikation
bestehen; die Carotinoid-Level nach systemischer Gabe noch bis zu 5 Wochen.
Vermutlich  werden die systemisch  verabreichten  Carotinoide im
Unterhautfettgewebe gespeichert und anschlieRend langsam Uber Schweif® und
Sebum an die Hautoberflache abgegeben. [5, 6]

Desweiteren verglichen Blume et al. die Lycopinlevel bei Probanden, die mit
Lycopin substituiert wurden mit einer Placebogruppe; beide Gruppen erhielten
eine lycopinarme Ernahrung, gemessen wurden die Konzentrationen in der Haut
und im Plasma. Es zeigten sich neben den erhdhten Lycopinleveln im Plasma
und in der Haut, die bei 512 nm gemessen wurden, auch erhéhte Werte von
Beta-Carotin, gemessen bei 488 nm, bei den mit Lycopin substituierten
Probanden. Dies bedeute, so Blume, dass ,der Anstieg des Lycopins in der Haut

die Erhohung des Beta-Corotins in der Haut stimuliert haben kdnnte.“ [43]
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Carotinoide Ubernehmen auch fir die Pflanze, in der sie naturlicherweise

vorkommen, ebenfalls antioxidative z.B. photoprotektive Aufgaben.

Des Weiteren scheint eine naturliche moderate Dosierung ausreichend zu sein.

5.4 Schutz vor Radikalbildung im Vergleich mit anderen
Studien

In der vorliegenden Studie hat sich gezeigt, dass die systemische Einnahme von
Antioxidantien nicht nur zu einer erhdohten Ratenkonstante, sondern zusatzlich zu
einem Zeitpunkt (Visite 3, nach zehnminutiger Bestrahlung mit Vis/NIR) zu einem
signifikanten Schutz vor Radikalbildung gefuhrt hat. Dies konnte in anderen
Studien ebenfalls beobachtet werden. So wurde nach vorangegangener
Antioxidantieneinnahme eine geringere Erythembildung nach UV-Bestrahlung
beobachtet. [58, 59]

Nach topischer Aufnahme der Carotinoide durch Eincremen der Unterarme mit
einer antioxidantienreichen Hyperforin-Lotion konnte durch Arndt et al. be-
obachtet werden, dass durch das Eincremen tatsachlich ein Schutz vor
strahlungsinduzierter Radikalbildung erzielt werden konnte, wobei auch schon
das Eincremen mit einer Placebocreme gegeniber dem Nichteincremen einen
Schutz bewirkte. [60]

Studien, in denen Antioxidantien ebenfalls topisch appliziert wurden, zeigten
ebenfalls eine geringe Radikalbildung wahrend Vis/NIR-Bestrahlung. [42, 61]
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5.5 Analyse der Hautlipide

Die Analyse der Hautlipide erbrachte keine signifikanten Verbesserungen
zwischen der Verumgruppe und der Placebogruppe. Allenfalls den signifikanten
Anstieg eines Ceramids (Cer 2 NS) und den leichten Anstieg des Cholesterols in
der Verumgruppe koénnte man allenfalls als leichte Verbesserung der

Hautbarriere auffassen.

Denkbar ware auch eine Gegenreaktion gewesen, etwa dass die Lipide bei
erhohtem Stress mit einer Regeneration der Hautbarriere im Sinne einer
Erhdhung der Lipide reagieren. Das war jedoch nicht der Fall. Moglicherweise
sind Lipidveranderungen eher bei gestorter Hautbarriere wie z.B. bei Patienten

mit Neurodermitis zu erwarten.

Fur die Barrierefunktion der Haut kommt den Stratum-corneum-Lipiden die
zentrale Bedeutung zu, besonders den langkettigen Ceramiden 1 und 3.
Neurodermitis-Patienten zeigen geringere Konzentrationen an Stratum-corneum-
Lipiden. Vor allem die Ceramid-Vorstufe Sphinganin ist erniedrigt, [17] was die
Hautbarriere in der Folge briuchig und wasserdurchlassig macht und zur
Austrocknung der Haut fuhrt. AuBerdem zeigen 30-50 % der Neurodermitis-
Patienten eine Filaggrin-Mutation. [25, 62]
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die doppelblinde placebokontrollierte Studie zur Untersuchung des Einflusses
eines naturlichen antioxidantienreichen Supplements zeigte eine langsame, aber
deutliche Aufnahme in die menschliche Haut. Durch diese Anreicherung wurden
die radikalfangenden Eigenschaften der Haut verbessert und auch ein gewisser
Schutz vor Radikalbildung erreicht. Auf die Hautlipide hatte die Aufnahme des
antioxidantienreichen Extraktes insgesamt keinen signifikanten Einfluss.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Ernahrung, reich an verschiedenen naturlichen
Carotinoiden, den Hautschutz gegenuber freien Radikalen verbessern und damit
einen Schutz bieten kann vor vorzeitiger Hautalterung und radikalassoziierten
Hauterkrankungen. Gleiches gilt fur carotinoidhaltige Nahrungserganzungsmittel
in physiologischer Konzentration. Sie entfalten ebenso eine schutzende
Wirkungin der Haut. Bei Langzeitanwendung ist es vor allem ratsam, nicht zu
hoch zu dosieren. AuRerdem ist es wichtig zu beachten, dass Carotinoide, wenn
sie in ihrer naturlichen Matrix verbleiben, die beste Wirkung entfalten konnen, da

sie sich im Netzwerk gegenseitig Schutz bieten konnen.

Die groldte Bedeutung hat eine natirliche antioxidantienreiche Ernahrung, was
bedeutet reich an Gemuse und Fruchten. Sollte aus den unterschiedlichsten
Grunden eine Supplementation mit naturlichen Carotinoiden erforderlich sein, so
ist bei Langzeitdosierung anzuraten, diese niedriger zu dosieren. Dabei sollten
Carotinoide nicht einzeln konsumiert werden, sondern immer in ihrer naturlichen

biologischen Matrix belassen werden.
Diese Untersuchungen wurden an 22 gesunden Probanden mit gesunder Haut
durchgefuhrt. Ein nachster Schritt konnte sein, diese Untersuchungen an

Patienten mit gestorter Hautbarriere z.B. Atopikern durchzufuhren.

Auch ware es interessant zu erfahren, ob Carotinoide in physiologischer
Dosierung eine Wirkung auf ganz konkrete Krankheitsbilder aufweisen, wie z.B.
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in Bezug auf chronische Entzindungen oder auf die Entstehung von Hautkrebs.
Denkbar ware eine praventive Wirkung; es wurde aber auch von einer hoheren
Mortalitat bei hoch dosierter Supplementation, insbesondere bei Einzel-
substanzen, berichtet.
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7 Zusammenfassung

In der Arbeit wurden die Bioverfligbarkeit und die antioxidative Wirkung von oral
eingenommenen Carotinoiden auf die Haut untersucht. Hierfiur kamen ver-
schiedene spektroskopische Methoden zur Anwendung. Es wurde eine doppelt
verblindete, placebokontrollierte Studie an 22 Probanden tber 20 Wochen durch-
gefuhrt. Resonante Raman-Untersuchungen haben gezeigt, dass die naturlichen
Carotinoide gut in der Haut bioverfugbar sind. Die Aufnahme erfolgte langsam,
daher ist bei langerer Einnahme eine niedrige Dosis zu empfehlen.

Ziel dieser Arbeit war es, eine [In-vivo-Methode zur Untersuchung der anti-
oxidativen Schutzwirkung naturlich vorkommender Antioxidantien vor Radikal-
bildung durch sichtbare und infrarotnahe (Vis/NIR) Bestrahlung zu entwickeln. Mit

Hilfe nichtinvasiver Methoden sollten folgende Fragen geklart werden:

Sind naturliche Carotinoide in der Dosierung bioverfugbar und ihre

Konzentrationen in der Haut messbar?

Wirkt sich die Gabe von Carotinoiden auf das gesamte antioxidative
Potential aus? Ist dies messbar mit der Elektronenspinresonanz- (ESR)
Spektroskopie?

Kénnen Antioxidantien vor Radikalbildung durch externen Stress,
beispielsweise induziert durch sichtbare und infrarotnahe (Vis/NIR)

Strahlung, schutzen?

Hat die Carotinoidzufuhr einen Einfluss auf das Lipidprofil der Haut und die

Hautbarriere?
In der Ramanspektroskopie war gut sichtbar, dass die Carotinoide gut in die Haut

aufgenommen werden. Signifikante Anstiege der cutanen Carotinoidkonzentra-
tionen zeigten sich selbst bei moderater Dosierung.
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Die Anreicherung der Haut mit Carotinoiden erhohte die radikalfangenden
Eigenschaften der Haut. Da das Testradikal TEMPO sehr wohl mit Vitamin C,
nicht jedoch direkt mit den cutanen Carotinoiden reagiert, zeigt dieses Ergebnis,
dass Carotinoide ihre Wirkung im Zusammenspiel mit den anderen Bestandteilen
des antioxidativen Netzwerks entfalten und dieses insgesamt starken. Diese
Untersuchungen bestatigen, dass Carotinoide als Markersubstanzen angesehen

werden konnen.

In Bezug auf Schutz vor Radikalbildung bei externem Stress zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit erstmalig, dass Antioxidantien wie z.B. die im
Grunkohlextrakt enthaltenen Antioxidantien in der Lage sind, Radikale
abzufangen bzw. dazu fuhren konnen, dass die Radikalbildung unter
Stresseinwirkung kleiner ist. Somit konnen Antioxidantien einer fruhzeitigen
Hautalterung und radikalinduzierten (Haut)-krankheiten vorbeugen. Der Nachweis
erfolgte mittels ESR-Spektroskopie unter Bestrahlung im sichtbaren und
nahinfraroten Bereich.

Es konnte eine Methode zur Messung der Hautlipide an gesunden Probanden
etabliert werden. Allerdings war der Einfluss bei den untersuchten Probanden auf
die Hautlipide eher gering. Es zeigte sich lediglich ein Anstieg des Ceramids (NS)
in der Verumgruppe. Hier sind weitere Untersuchungen an Probanden mit z.B.

Barrierestorungen durchzufuhren.
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9 Anhang: Fragebogen

Fragebogen zur Ernahrung und Lebensgewohnheiten

Bitte beantworten Sie den folgenden Fragebogen wahrheitsgemaR. Die Auswertung der
Daten erfolgt ausschlieBlich im Rahmen der Studie. Keine der von lhnen gemachten
Angaben wird in Bezug zu Threm Namen veroffentlicht. Wenn Sie meinen, zu einer Frage
gibt es keine passende Antwortmoglichkeit, nehmen Sie die Antwort, die am ehesten

zutrifft.

1. Welche Probandennummer haben Sie?
(bitte hier eintragen)

2. Wann sind Sie geboren? Geben Sie bitte Monat und Jahr an.

Monat: / Jahr:
3. Siesind
O mannlich O weiblich ?

4. Verwenden Sie regelmaRig Hautpflegeprodukte an den Unterarmen (z.B.
Bodylotion)?
[lja  [nein

Enthalt dieses Produkt Antioxidantien?

[ja [Inein  [lvielleicht

Nennen Sie den Namen des Produktes, welches Sie fiir die Unterarme am
haufigsten verwenden:

(bitte Produktnamen eintragen)
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5. Angaben zum Hauttyp
(bei allen Angaben zum Hauttyp (Punkt 5) sind nur Einmalnennungen moglich!

Kreuzen Sie bitte an)

Augenfarbe: [ braun [grau [ blau [ grin
Haarfarbe [Ibraun I schwarz [J blond

(=natdrliche

Haarfarbe):

Haben Sie Sommersprossen? Lja [ nein

Wenn ja, bekommen Sie im [ja [I'nein

Sommer deutlich mehr

Sommersprossen?

Wie oft haben Sie | [I> 2 Mal pro | [1<2 Mal pro Jahr

Sonnenbrande pro Jahr? Jahr

Treten bei lhnen [Ija [nein
Sonnenbrande auf, obwohl Sie
starke Sonneneinstrahlung

meiden?

Werden Sie bei [Ija [nein
Sonnenstrahlung regelmafig
braun ohne vorher rot zu

werden?
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6. Angaben zur Sonnenexposition:
Bitte schatzen Sie Ihre Sonnenexposition in den Sommermonaten des Jahres ein.

SoS= Sonnenschutz

Scha= Aufenthalt im Schatten

[] immer SoS [l nur gelegentlich SoS [ selten SoS und/oder
und/oder Scha und/oder nur gelegentlich wenigScha
Scha
. . lind
(Ich meide die (Ich gehe lieber in die Sonne als (Ich bade gern mal in der
Sonne.) Sonne- auch wenn es

in den Schatten und nehme

. - richtig warm ist und
Sonnenmilch, wenn es heild ist.) g

habe ofter keinen

Sonnenschutz parat.)

7. Angaben zur kdrperlichen Bewegung

Treiben sie Sport? (=mind. 30 Minuten korperlich anstrengende Bewegung am

Stlick ohne langere Pausen)

[Inie

[l<1x/Monat

[11-2x/Monat

(1> 1x/Woche

(> 2x/Woche
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8. Schatzen Sie bitte ein, wie viele Gehminuten pro Tag Sie insgesamt zu Ful}
zuricklegen!

(<10 Minuten/ Tag

(110 -20 Minuten/ Tag

[120 -40 Minuten pro Tag

[>40 Minuten/ Tag

9. Stimmung

Wo befanden Sie sich im Schnitt wahrend der letzten vier Wochen auf einer Skala

von 1 bis 10, wenn 1 bedeutet "ich fiihle mich nicht wohl" und 10 "ich fithle mich

sehr wohl"?

1 2 13 14 15 6 L7 L8 L9 110

10. Stress

Hatten Sie wahrend der letzten vier Wochen einen geregelten Tagesablauf?

[lja  [nein

10.2 Hatten Sie den letzten vier Wochen eher viel oder eher wenig Stress?

[l eher wenig [l eherviel
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10.3 Schatzen Sie bitte |hr Stresslevel in den letzten vier Wochen noch etwas
genauer ein!

[ kaum Stress

[l relativ wenig Stress

[l mittelmalRiger Stress

[ viel Stress

[]sehr viel Stress

10.4 Schatzen Sie bitte lhren beruflichen Stress in den letzten vier Wochen ein!
Dazu zahlt auch Stress durch lhre Ausbildung/lhr Studium!

Wieviel beruflichen Stress hatten Sie in den letzten vier Wochen?

[l kaum

[l relativ wenig

[ mittelmaRig

[Jviel

[Jsehr viel

10.5 Schatzen Sie bitte Ihren privaten Stress in den letzten vier Wochen ein!

Wieviel privaten Stress hatten Sie in den letzten vier Wochen?

[ kaum

[l relativ wenig

[ mittelmaRig

[ viel

[Jsehr viel
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11. Fragen zur Gesundheit

11.1 Waren Sie in den letzten vier Wochen erkaltet?

[lja [l nein

Schatzen Sie bitte die Schwere lhrer Erkaltung auf einer Skala von 1-6 ein:
(Wenn mehr als eine Erkdltung vorkam, dann die schwerere Erkaltung

beschreiben)

1= leichte Erkaltung 6=schwere Erkaltung

1 [12 13 L4 L5 L6

Geben Sie die Dauer der Erkdltung in Tagen an!
Das Ende |hrer Erkdltung ist der Zeitpunkt der deutlichsten
Beschwerdebesserung. Also der Zeitpunkt, zu dem Sie sich wieder anndhernd so

leistungsfahig wie vor der Erkaltung fihlten.

[11Tag Dauer [J2 Tage [I13 Tage [14 Tage [I5Tage [J6Tage [|7Tage [I8Tage
[1>8Tage

Waren Sie in den letzten vier Wochen so stark erkaltet, dass Sie nicht zur Arbeit/
zur Uni/zur Ausbildung gehen konnten?

[lja [l nein

Hatten Sie wahrend der letzten vier Wochen Fieber?

[lja [l nein
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Geben Sie die Dauer Ihrer Beschwerden in Tagen an!

Das Ende lhres Infektes ist der Zeitpunkt der deutlichsten Beschwerdebesserung.

Also der Zeitpunkt zu dem Sie sich wieder anndhernd so gesund wie vor lhren

Beschwerden flihlten.

[11Tag Dauer [J2 Tage [I13 Tage [14 Tage [I5Tage [J6Tage [|7Tage [I8Tage

[1>8Tage

11.2 Gesundheit im Allgemeinen:

12.

Wie haufig haben Sie Infekte

pro Jahr?
(z.B. Erkaltungen oder <2 /Jahr | [2-4/ Jahr

Durchfallerkrankungen bei

denen man sich krank fihlt)

(1> 4/ Jahr

Nehmen Sie derzeit Medikamente ein?
[lja [l nein

Wenn ja, welches Medikament nehmen Sie ein?

Aus welchem Grund nehmen Sie dieses Medikament ein?

Seit wann nehmen Sie dieses Medikament ein?

Erndahrungsgewohnheiten

Essen Sie eher viel oder eher wenig Gemiuse?

[l eher wenig [l eherviel

Essen Sie eher viel oder eher wenig Obst und Gem{se?

[l eher wenig [l eherviel

Essen Sie eher viel oder eher wenig Obst?

[l eher wenig [l eherviel
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Obst:

Diese Obstsorte

esse ich...:

selten

oder nie

=1 Mal
pro

Monat

21Mal/
Woche

>4 Mal
pro

Woche

weil}

nicht

Apfel

O

O

Orange

Banane

Kiwi

Mango

Wassermelone

Erdbeeren

Kirschen

Feigen

rote Trauben

griine Trauben

Kaki/ Sharon

Ananas

Andere:

N 1 e I I Y I I O

I e R I I Y A O

N 1 e I I Y I I O

I e R I I Y A O

N 1 e I I Y I I O
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Gemiuse:

Diese
Gemiisesorte
esse ich...:

>1 Mal
pro
Monat

selten
oder nie

>1Mal/
Woche

>4 Mal
pro
Woche

weil}
nicht

Tomate

U U

TomatensofSen,

Ketchup

Paprika

Brokkoli

Kartoffeln

Spinat

Blattsalat

Karotten

Grinkohl

Zucchini

Gurke

Blumenkohl

Kiirbis

Andere:

1 I T I R I A O
1 I T I R I A O

1 I T I R I A O

1 I T I R I A O

1 I T I R I A O

Fisch/Fleisch/Ei:

selten

oder nie

>1 Mal pro

Monat

>1Mal/
Woche

>4 Mal

pro Woche

weild nicht

Fisch
esse ich

U U

0

rotes Fleisch
esse ich

U U

0

Geflugel
esse ich

Eier (gekocht
oder
gebraten)
esse ich
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13. Kennen Sie den Wert lhres BMI?

<20 20-25 25-30 >30
] ] ] ]
14. Genussmittel
14.1 Wie haufig konsumieren Sie alkoholische Getranke?
24 Mal pro
Selten/ nie >1 Mal pro Monat >1Mal/ Woche
Woche
] ] ] ]
14.2 Wie Sind Sie derzeit aktiver Raucher?
[lja [l nein
Wenn ja, wieviele Zigaretten rauchen Sie pro Tag im Schnitt?
(< 10 Zig/ Tag [>10 Zig/ Tag
Seit wie vielen Jahren rauchen Sie?
[J<5 Jahre [15-10Jahre (110 - 15 Jahre [0>15 Jahre
14.3 Wenn Sie derzeit nicht rauchen, haben Sie friiher einmal geraucht?
[lja [l nein
Uber welchen Zeitraum haben Sie regelmiRig geraucht?
[J<5 Jahre [15-10Jahre (110 - 15 Jahre [0>15 Jahre
Wieviele Zigaretten haben Sie im Schnitt am Tag geraucht?
(< 10 Zig/ Tag [1>10 Zig/ Tag
Wie lange ist ihr Zigarettenkonsum her?
[J<5 Jahre [15-10Jahre (110 - 15 Jahre [0>15 Jahre
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15. Lebensstilanderung

Anderung des Lebensstils in den letzten fiinf Jahren

Jahren?

[lleicht |[grundlegend
Mein Lebensstil ist: [gleichgeblieben
verandert verandert
Leben sie heute eher geslinder
[gleich
oder ungesiinder als vor finf| [lgestinder [lungeslinder
gesund
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