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“Living organisms are exposed to much more severe oxidative stress than is food in a refrigerator.
Nevertheless, they do not become rancid until they, in their turn, become food.”

G. W. Burton und K. U. Ingold (1986)



Inhalt

ADKUFZUNGSVEFZEICANIS. ......eiiiec sttt nneens i
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ...t \Y/
TabelleNVErZEICNNIS ... VI
1 EINIEITUNG .t 1
1.1 OXIAALIVET SEIESS....c.eiitiiiieiieieeeei ettt bbbt r e b 2

1.2 ANBIOXTAANTIEN ..ot 4
L2 L VIAMIN E oo 5

1.2.2 CarOtINOIAE .....cveveieieieeeee et 5

1.2.2.0 LYKOPIN .ottt sttt ettt e e ae e re e e 11

[SOMEIE.. i 12

FAN o] o LU o] (oo (U (- SR 14

1.2.3 Weitere fettlosliche AntioXidantien ... 15

1.2.4 Interaktionen zwischen AntioXidantien...........c.ccoeoeiieneiniicissceeee 16

1.3 Bestimmung der antioxidativen Aktivitat/Kapazitat ..............ccccceevvevviveiiiennenns 16
1.3.1 Methoden basierend auf ET-MechaniSmus.............cccouviriiiiiincienc e 18

1.3.2 Methoden basierend auf HAT-Mechanismus oder Adduktbildung................ 18

2 Fragestellung/ZIelSETZUNG .........oooieiiiiiie e 20
3 Ubersicht zu den ManUSKIIPTEN ...........ccovcuiveieueieeeieeeeie e, 21
4 DISKUSSION ...ttt bbbt bbbttt bbbt 25
4.1 Antioxidative Aktivitat lipophiler Antioxidantien — basierend auf ET ................ 25
411 DPPH-TESE ..ottt 25

4.1.2 OTEAC-TESE ..o 29

AL FRAP-TESL. ..o 38

4.2 Antioxidative Aktivitat lipophiler Antioxidantien — basierend auf HAT und
AdAUKIDITAUNG ..o 46

4.2.1 ORAC mit B-CYCIOUEXIIIN ...o.viiiiiiiiieiieieee e 47



4.2.3 LPSC-TESE ...t ol

4.3 Vergleich der antioxidativen Aktivitat aller lipophilen Antioxidantien in den

verschiedenen MEetNOGEN ..........coiiiiiiiiiice e 61

4.4 SChIUSSTOIGEIUNGEN ...ttt sttt sre s 65

4.5 Physiologische Relevanz der TeStSYSIEME ......ccvevveieeieeriiie e 68

4.6 AUSDIICK ... 72

5 ZUSAMMENTASSUNQ ....vviiveiiieiiieie ettt e e re e teesaessaesaeennesraesreeneeas 74
SUMIMAIY <.ttt Rt e e bt e e e bt e e e s bt e e ekt e e e abb e e e bt e e e bbeeenneennnes 78
6 LiteratUrvVerzeiChNiS ... e 81
ANNANG bbbttt IX
ENKIBIUNGEN ..ottt XIX



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkulrzungsverzeichnis

o-TE
oTEAC

AAPH
ABTS*"
AIBN
AMVN
AOA
AOC
AUC
BCO1
BCO2
BHA
BHT
bspw.

C

CD
CDB
CL
CUPRAC

DHLA
DMSO
DPPH®

E
EA

EHOMO

ET bzw. SET
et al.

FM

FRAP

GIT
HAT
HKE

a-Tocopherolaquivalente (engl. a-tocopherol equivalents)

a-Tocopherol dquivalente antioxidative Kapazitat
(engl. o-tocopherol equivalent antioxidant capacity)

2,2'-Azobis-(2-amidinopropan)-dihydrochlorid
2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsaure)-Radikalkation
2,2'-Azobisisobutyronitril

2,2'-Azobis-(2,4-dimethylvaleronitril)

Antioxidative Aktivitat (engl. antioxidant activity)

Antioxidative Kapazitat (engl. antioxidant capacity)

Flache unter der Kurve (engl. Area Under the Curve)
B,B-Carotin-15,15'-Monooxygenase, spaltet Carotinoide symmetrisch
B,p-Carotin-9',10'-Oxygenase, spaltet Carotinoide asymmetrisch

2- bzw. 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisol
3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxytoluol

beispielsweise

Kohlenstoff

Cyclodextrin

konjugierte Doppelbindung (engl. conjugated double bond)
Chemilumineszenz

Kupfer(l)-reduzierende antioxidative Kapazitét
(engl. CUPric Reducing Antioxidant Capacity)

Dihydroliponséure

Dimethylsulfoxid

2,2-Diphenyl-1-pikrylhydrazyl-Radikal

molarer Extinktionskoeffizient

trans (lat. ,,weit entfernt bzw. gegeniiber*) - geometrische Konfiguration
Ellagséure

Energie des hochstbesetzten Molekilorbitals
(engl. energy of the highest occupied molecular orbital)

Ein-Elektronen-Ubergang (engl. single electron transfer)
und andere (lat. et alii)

Frischmasse

Eisen(l11)-reduzierende antioxidative Starke

(engl. Ferric Reducing Antioxidant Power)
Gastrointestinal-Trakt

Wasserstoffatom-Ubergang (engl. hydrogen atom transfer)

Herz-Kreislauf-Erkrankungen



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

hpts.
I-Effekt
IP
IUPAC

LA
LDL
logP
LPO
LPSC

M-Effekt
mglw.
MW

n

p

pH
ROO*
RNS
ROS
SPSS
Stabw
T
Trolox
TPTZ
uv

Vis

®

hauptséchlich
induktiver Effekt
lonisierungspotential

Internationale Vereinigung fur reine und angewandte Chemie
(engl. International Union of Pure and Applied Chemistry)

Liponsdure

Lipoprotein niedriger Dichte (engl. Low-Density Lipoprotein)
Verteilungskoeffizient zwischen n-Octanol und Wasser
Lipidperoxidation

Luminol-Chemilumineszenz basierte peroxylradikalabfangende Kapazitét
(engl. luminol-chemiluminescence peroxyl radical scavenging capacity)

Mesomerie-Effekt

maoglicherweise

Mittelwert

Anzahl

Signifikanzniveau bzw. Irrtumswahrscheinlichkeit

lat. pondus hydrogenii

Peroxylradikal

reaktive Stickstoffspezies (engl. reactive nitrogen species)
reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species)
Statistical Package for Social Sciences
Standardabweichung

Temperatur in °C
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséure
2,4,6-Tri-(2-pyridyl)-s-triazin

Ultraviolett (Licht im Wellenlangenbereich von ~200-400 nm)
visuell (Licht im Wellenlangenbereich von ~400-800 nm)

cis (lat. ,,zusammen bzw. nah beieinander*) - geometrische Konfiguration



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4
Abbildung 5
Abbildung 6

Abbildung 7

Abbildung 8
Abbildung 9

Abbildung 10
Abbildung 11
Abbildung 12
Abbildung A.1
Abbildung A.2
Abbildung A.3
Abbildung A.4
Abbildung A.5
Abbildung A.6

Abbildung A.7

Abbildung A.8
Abbildung A.9

Abbildung A.10

Abbildung A.11

Strukturen von Carotinoiden und deren Biosynthese in hoheren

o Fo T 2] TR I R 6
Strukturen von Carotinoiden und deren Biosynthese in hoheren
PFIANZEN, TEIl 2ot e 7
Carotinoidprofil von Tomatenprodukten............ccoeoveiviniinene e 12
Stereochemische Formen bei der E/Z-Isomerisierung von Lykopin............ 13
Reaktion von a-Tocopherol im DPPH-TESt ........cccocvviievriiee e 27
Reaktionsmechanismus des a TEAC-Tests am Beispiel von Lykopin ......... 30

Beitrag von Carotinoiden und Vitamin E zur antioxidativen Kapazitat von
Tomatensaft, gemessen mittels 0TEAC-TESE.......cccvvviiiiniiiineceeee, 36
Reaktionsmechanismus des FRAP-Tests am Beispiel von Lykopin............ 39

Beitrag von Carotinoiden und Vitamin E zur antioxidativen Kapazitat von

Tomatensaft, gemessen mittels FRAP-TESE .......ccccovvviicieccc e, 45
Cyclodextrine als LOSUNGSVEIMILLIET...........ccoviieiiircicce e 48
Mdglicher Reaktionsmechanismus des LPSC-TeStS.......ccccevvevvvviveveiennenne. 52

Beitrag von Carotinoiden und Vitamin E zur antioxidativen Kapazitat von
Tomatensaft, gemessen mittels LPSC-TeSt.....cccccevvvviiivecicie e 59

Chemische  Strukturen natiirlicher &  synthetischer  fettloslicher

F N o) e 21 113 1<) o IX
Chemische Strukturen einiger wasserloslicher Antioxidantien ................ IX
aTEAC-Reaktionskinetik am Beispiel von Lykopin..........cceeoceeeiven X
FRAP-Reaktionskinetik am Beispiel von Lykopin..................c.ovevininn, X
Korrelation von Redoxpotential und antioxidativer Aktivitit im a TEAC-Test
........................................................................................... X
Korrelation von lonisierungspotential bzw. Epomo und antioxidativer
Aktivitat im 0 TEAC-TESE. ..t X
Antioxidative Aktivitat einiger lipophiler Substanzen im oTEAC-Test
.......................................................................................... XI

Antioxidative Aktivitat einiger hydrophiler Substanzen im aTEAC-Test....XI

Zusammensetzung der Carotinoidstandards vor und nach Inkubation mit

Fe**-freiem FRAP-REAgENZ. ................oooovviieeeeeeee oo X
Korrelation von Redoxpotential und antioxidativer Aktivitdt im FRAP-
] XII



Vi

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung A.12

Abbildung A.13

Abbildung A.14

Abbildung A.15

Abbildung A.16

Abbildung A.17

Anti

Anti

oxidative Aktivitat einiger lipophiler Substanzen im FRAP-

oxidative Aktivitdt einiger hydrophiler Substanzen im FRAP-

oxidative Aktivitdt einiger lipophiler Substanzen im ORAC-

oxidative Aktivitat einiger lipophiler Substanzen im LPSC-

oxidative Aktivitdt einiger hydrophiler Substanzen im LPSC-



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

Tabelle A.1

Tabelle A.2

Tabelle A.3
Tabelle A4
Tabelle A5

Tabelle A.6
Tabelle A.7
Tabelle A.8
Tabelle A.9

Anteil einzelner Antioxidantien an der lipophilen AOC verschiedener S&fte im

o I I XIV
Anteil einzelner Antioxidantien an der lipophilen AOC verschiedener Séfte im
FRAP-TESE. .o XV
Polaritat von Tocopherolen und Tocotrienolen..................coviiiiiiniinnn. XV
Absorptionsmaxima von Lykopin und apo-Lykopinoiden.......................... XV

Anteil einzelner Antioxidantien an der lipophilen AOC verschiedener S&fte im
I O T XV
Antioxidative Aktivitat von Tocopherolen und Tocotrienolen..................... XV
Antioxidative Aktivitdt von Carotinoiden mit a-Tocopherol als Referenz...... XVI
Antioxidative Aktivitat lipophiler Antioxidantien.............cccceee oo . XVII
Antioxidative Aktivitat von Lykopinverbindungen.................cooeeenil. XVIII

VIl



VI




EINLEITUNG

1 Einleitung

Das wissenschaftliche Interesse, neuartige Strategien zur Prdvention von Erkrankungen
des Menschen zu entwickeln, basiert auf der Untersuchung der mechanistischen Natur
dieser Krankheiten. Als ein Initiationsschritt beim Auftreten verschiedener Erkrankun-
gen wird die Oxidation wichtiger zelluldrer Bestandteile durch reaktive Verbindungen
postuliert (,,oxidativer Stress*). Zur Verdeutlichung dieser Hypothese ist bspw. die ge-
steigerte Oxidation von LDL und ein damit verbundenes erhdhtes Risiko fir Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (HKE) zu nennen [1]. Die Oxidation von DNA gilt als ein Ini-
tiationsschritt bei der Entstehung von Krebs. Ebenso beeinflusst die Oxidation von
Proteinen, und somit auch stoffwechselaktiver Enzyme, die Ausbildung von Krankhei-
ten [2]. Daher ist eine Kenntnis Uber den antioxidativen Status im Organismus wichtig.
Der Verzehr von antioxidantienreichem Obst und Gemise sowie Vollkornprodukten
scheint aus epidemiologischer Sicht der effektivste Weg zur Vermeidung von tbermé-
Rigen Oxidationsprozessen zu sein [3]. Eine Erforschung der antioxidativen Kapazitat
von Lebensmitteln im Allgemeinen, als auch der antioxidativen Aktivitat einzelner In-
haltsstoffe im Besonderen und deren Wirkung im Organismus, ist daher unerlasslich.
Neben den antioxidativ wirksamen Vitaminen C und E standen in den letzten Jahr-
zehnten besonders sekundare Pflanzenstoffe wie die wasserldslichen Flavonoide und die

fettloslichen Carotinoide im Fokus des wissenschaftlichen Interesses.

Zu den wichtigsten fettloslichen Antioxidantien zdhlen die Vitamere des Vitamin E
(Tocopherole, Tocotrienole), die groRe Gruppe der Carotinoide, spezielle Inhaltsstoffe
des Olivendls sowie die a-Liponsdure [4]. Zur Beurteilung ihres antioxidativen Potenti-
als sind Methoden notwendig, welche die Aktivitat gegentiber verschiedenen Oxidan-
tien einfach, schnell und reproduzierbar erfassen. Insbesondere bei der Erfassung der
antioxidativen Aktivitat stark apolarer Substanzen wie Lykopin fehlten bisher geeignete
Methoden.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Lykopin bei der Ausbildung vieler
Humanerkrankungen im Frihstadium préventiv wirksam ist [5]. Einige Autoren ver-
muten, dass nicht die antioxidative Wirkung des Lykopins selbst, sondern die seiner
Isomere oder oxidativen Abbauprodukte diese Wirkung erzielen [6]. Die Untersuchung

der antioxidativen Aktivitat von Lykopin-Abbauprodukten ist daher notwendig.
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1.1 Oxidativer Stress

Abgesehen von anaerob agierenden Organismen ist Sauerstoff lebensnotwendig fur alle
lebenden Systeme. Das Paradoxon des aeroben Lebens ist jedoch der damit einher-
gehende oxidative Schaden durch Veranderung von Strukturen und Funktionen biolo-
gischer Molekiile an Schlisselstellen des Stoffwechsels. [7] Im Normalfall liegen die
Erzeugung verschiedenster reaktiver Spezies (Oxidantien) im Organismus und die Ka-
pazitat natrlicher Abfangmechanismen (Antioxidantien) im Gleichgewicht. Eine Ver-
schiebung des Gleichgewichtes auf die Seite der Oxidantien wird als ,,oxidativer Stress*

definiert [3,8].

Die reaktiven Spezies, die oxidativen Stress ausldsen konnen, sind hpts. reaktive Sauer-
stoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) und reaktive Stickstoffspezies (engl.
reactive nitrogen species, RNS). Beide Gruppen enthalten sowohl radikalische als auch
nicht-radikalische Substanzen. Die wichtigsten radikalischen ROS sind das Superoxid-
Radikalanion (0,*), das Hydroxylradikal (*OH) und das Peroxylradikal (ROO®). Was-
serstoffperoxid (H,0.) und Singulettsauerstoff (*O,) sind die wichtigsten nicht-radikali-
schen ROS. In der Gruppe der RNS spielt v. a. Stickstoffmonoxid (NO°®) eine bedeut-

same Rolle [9].

ROS und RNS entstehen permanent im Stoffwechsel des Menschen. Hauptproduzent
von ROS sind die Enzyme der Atmungskette in den Mitochondrien [7]. Aus Superoxid
kann, durch Reaktion mit Stickstoffmonoxid, einem wichtigen radikalischen Botenstoff
in der Blutdruckregulation, Peroxynitrit (OONQ") entstehen [10]. Haber-Weil3- und
anschlieBende Fenton-Reaktion kénnen zur Bildung von *OH aus H,O; fiihren [7]. Ent-
ziindungsreaktionen, Umweltgifte, Chemotherapeutika, UV-Strahlung, ionisierende
Strahlung, Ultraschall und chemische Scherkréfte fiihren ebenfalls zur Radikalproduk-

tion. Auch Zigarettenrauch und Abgase enthalten radikalische Spezies.

Viele freie Radikale besitzen das Potential biologische Makromolekiile wie DNA,
Membranlipide, Proteine und Enzyme sowie Kohlenhydrate in Zellen und Geweben
durch Oxidation zu schédigen. DNA, Enzyme und Strukturproteine kdnnen in der Folge
fragmentieren oder zufallige Quervernetzungen ausbilden. Lipide spielen eine funda-
mentale Rolle in zelluldren Kompartimenten, deren Schadigung fir den Organismus
schwerwiegende Folgen hat. Insbesondere mehrfach ungesattigte Fettsdauren (engl.
polyunsaturated fatty acids, PUFA) wie Linolsaure oder Arachidonsdure unterliegen
einer Lipidperoxidation (LPO), auch Fettautoxidation genannt. Die LPO ist eine Ketten-
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reaktion, und wird in drei Teilschritte untergliedert: Kettenstart (Initiation), Ketten-
wachstum/-fortpflanzung (Propagation) und Kettenabbruch (Termination) [11].

Initiation

H
0 H_ H % o H,
w:/'? ROS JK/E/O\:/R
HO HO

LH L

Propagation

L* + 0, -  L-00°*

L-00* + LH —  L-OOH + L*

L-O°* + LH — L-OH + L*
Termination

L* + L* — L-L

L-O° + L* — L-O-L

L-00*  + L* — L-00-L

Im Lebensmittel oder Kometika spielt die LPO eine wichtige Rolle z. B. beim Verderb

von Fetten und Olen (,,Ranzigwerden®), aber auch bei der Aromastoffbildung [12,13].

Die LPO kann potentiell zytotoxische, genotoxische und mutagene Reaktionsprodukte
freisetzen, bspw. reaktive a,B-ungesattigte Carbonylverbindungen, wie 4-Hydroxy-
nonenal (HNE) oder Acrolein [14,15]. Diese sekundédren Produkte der LPO kénnen
biologisch essentielle Molekiile wie Proteine und DNA-Basen modifizieren [16]. LPO
an Lipiddoppelschichten von Membranen und darauffolgende Sekundéarreaktionen

konnen schlieBlich im Zelltod enden [17].

Die Veranderungen durch freie Radikale und Sekundérprodukte der LPO stellen die
molekulare Basis fiir die Entwicklung vielerlei Krankheiten dar, wie u. a. Krebs, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Arteriosklerose [3], Osteoporose [5], Diabetes und neuro-
degenerative Erkrankungen [7]. Die Ergebnisse einiger Studien lassen vermuten, dass
auch die Alzheimer Krankheit, Parkinson, die Duchenne Muskeldystrophie, die
amyotrope Lateralsklerose (ALS) sowie rheumatische Arthritis und Progerie im Zu-
sammenhang mit der Oxidation von Proteinen stehen [3,14,18-20].

Zur Erforschung von unerwinschten Oxidationsvorgangen im lebenden Organismus
und ihrer Folgeerkrankungen ist daher die Bestimmung des antioxidativen Potentials

von Humanplasma und -gewebe wichtig. Eine Bestimmung der antioxidativen Kapazi-
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tat von Lebensmitteln bzw. einzelner Verbindungen im Lebensmittel, ihrer moglichen

Synergismen und Wirkungen in vivo, ist ebenso von grofiem Interesse.

Auch aus Sicht der Lebensmittelchemie und -technologie ist eine Kenntnis Uber die
antioxidativen Eigenschaften einzelner Lebensmittelinhaltsstoffe essentiell, um die
Vorgange des oxidativen Verderbs von frischen und verarbeiteten Lebensmitteln sowie
Kosmetika verstehen zu konnen. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse konnen die
Lebensmittelwissenschaften der Lebensmittelindustrie Empfehlungen zu Lagerung,

Verpackung und einem moglichen Einsatz von Antioxidantien als Zusatzstoffe geben.

AbschlieBend muss betont werden, dass im Gegensatz zu den vielen beschriebenen
negativen Wirkungen, ROS in vivo aber auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Apoptose von Zellen und der Reifung von T-Lymphozyten in der Schilddrise spielen.
Ein 0berhohter antioxidativer Schutz kann daher die Inzidenz von Infektionen,
Neoplasien und Autoimmunerkrankungen bei &lteren Menschen durch die Abschwa-

chung der Immunantwort erhdhen [21].

1.2 Antioxidantien

Der aerob lebende Organismus hat ein sehr effizientes Abwehrsystem entwickelt, um
sich vor oxidativem Stress zu schiitzen. Dabei spielt in der Abwehr des oxidativen
Stresses in vivo eine Vielzahl von Antioxidantien mit verschiedensten Aufgaben eine
Rolle. Im Allgemeinen werden Antioxidantien als Substanzen definiert, die ,,...in nied-
rigen Konzentrationen im Vergleich zum oxidierbaren Substrat, eine Oxidation des
Substrates verzogern, verlangsamen oder verhindern [22]. Zum einen wirken Enzyme
wie Katalasen (CAT) oder Superoxiddismutasen (SOD) sowie Metallchelatbildende
Proteine (wie Transferrin und Ceruloplasmin) als praventive Antioxidantien [3]. Zum
anderen sind kleine niedermolekulare Verbindungen bspw. die Vitamine C und E sowie
Harnséure in der Lage, Radikale abzufangen [23]. Im dritten Schritt der Stressabwehr
kommen verschiedene Enzyme zum Einsatz, die entstandene Schaden bspw. an DNA
und Proteinen reparieren und die Funktionen der Makromolekdile wiederherstellen oder
sie als ,,Zellmiill“ entsorgen. Als vierte und letzte Moglichkeit bleibt in vivo nur die

Adaption an den auftretenden Stress [23].

Antioxidantien im humanen Organismus lassen sich nach ihrer Herkunft (endogen, exo-
gen) klassifizieren. Zum endogenen Schutzsystem gehdren neben einer Reihe verschie-

dener antioxidativ wirksamer Enzyme (CAT, SOD u. a.) auch niedermolekulare Ver-
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bindungen wie Harnséure oder Glutathion. Zu den exogenen Antioxidantien z&hlen u. a.
die Vitamine C und E, Carotinoide und Flavonoide. Anhand ihrer Wirkungsweise wer-
den Antioxidantien auch in enzymatische und nicht-enzymatische eingeteilt. Die nicht-
enzymatischen Antioxidantien werden haufig aufgrund ihrer Loslichkeitsunterschiede
weiter untergliedert in hydrophile Substanzen (Vitamin C, Harnsaure, Flavonoide) und
lipophile Verbindungen wie Vitamin E und Carotinoide. Als Schutz vor LPO sind in
humanem LDL fettlosliche Antioxidantien wie Vitamin E oder Carotinoide sowie oxi-

dierte Carotinoide und deren Abbauprodukte zu finden.

1.2.1 Vitamin E
Die Struktur und Eigenschaften von Vitamin E sind in der Einleitung von Manuskript 1

zu finden.

1.2.2 Carotinoide

Carotinoide stellen eine weit verbreitete Gruppe von ,natiirlichen Farbstoffen in
gelbem, orangem und rotem Obst und Gemdise dar. Mehr als 750 Carotinoide wurden
bisher aus natlrlichen Quellen isoliert und strukturell identifiziert [24]. Sie alle basieren
auf dem gleichen Isoprenoid-Grundgerust mit 40 Kohlenstoffatomen (tetra-Terpen).
Diese nahezu bilateral symmetrische Struktur [25] kann durch Zyklisierung, Addition,
Elimination oder Umgruppierung verandert sein [26]. Carotinoide werden ausschlieR3-
lich durch Pflanzen und Mikroorganismen synthetisiert. Carotinoide mit einem reinen
Kohlenwasserstoff-Geriist werden als Carotine bezeichnet. Sie werden v. a. durch das
azyklische Lykopin und das bizyklische B-Carotin reprasentiert. Sauerstoffhaltige Caro-
tinoide (,,Oxocarotinoide®) werden als Xanthophylle bezeichnet. Zu ihnen gehdren
bspw. Lutein, Zeaxanthin und p-Cryptoxanthin. Einige Carotinoide, wie a- und p-Caro-
tin sowie B-Cryptoxanthin besitzen Provitamin-A-Aktivitat. Die Strukturen der wich-
tigsten Carotine und Xanthophylle in der Nahrung des Menschen sind im Zusam-
menhang mit ihrer Synthese in héheren Pflanzen in den Abbildungen 1 und 2 darge-
stellt.
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IPP-
Isopentenyl- Isomerase Dimethylallyl-
diphosphat o~ o A~ diphosphat
(IPP) - ) (DMAPP)
IPP \iGPPS
A Geranyldiphosphat (C10), GPP
PP \iFPPs
PN N, Farnesyldiphosphat (C15), FPP

IPP \iGGPPS

SoSsAoSsASee Geranylgeranyldiphosphat (C20), GGPP

GGPP \ipsv

(152)-Phytoin (C40)

(92,152)-Phytofluin

(92,157,9 ‘Z)-C-Carotin

(97,9 Z)-C-Carotin

(77,92,9 ‘Z)-Neurosporin

(72.92,7°2,9 7)-Lykopin

PN GG GGG PPN (all-E)-Lykopin

Abbildung 1 Strukturen von Carotinoiden und deren Biosynthese in héheren Pflanzen, Teil 1
(bis zum Lykopin; nach Zhu et al., 2010 [27], modifiziert nach Breitenbach und
Sandmann, 2005 [28])
CRTISO, Carotinoid-Isomerase; FPPS, Farnesyldiphosphat-Synthase; GGPPS,
Geranylgeranyldiphosphat-Synthase; GPPS,  Geranyldiphosphat-Synthase;  PDS,
Phytoin-Desaturase; PSY, Phytoin-Synthase; ZDS, (-Carotin-Desaturase; Z-I1SO, -
Carotin-lsomerase
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Abbildung 2  Strukturen von Carotinoiden und deren Biosynthese in hoheren Pflanzen, Teil 2
(beginnend beim Lykopin) (nach Zhu et al., 2010 [27], Rodriguez-Amaya, 2001 [29])
BCH, Carotin-B-Ring-Hydrolase; BKT, B-Carotin-Ketolase; CCS, Capsanthin-Capsorubin-Synthase;
CYP97C, Carotin-g-Ring-Hydrolase; HYDB, p-Carotin-Hydrolase (CYP97A, CYP97B, oder CRTZ);

LYCB, Lykopin-p-Cyclase; LYCE, Lykopin-g-Zyklase;

NXS, Neoxanthin-Synthase;
Violaxanthin-Deepoxidase; ZEP, Zeaxanthin-Epoxidase

VDE,

Aufgrund der langen Kohlenstoffketten sind Carotinoide sehr unpolare Verbindungen,

die nur schlecht oder gar nicht in Wasser Igslich sind. In organischen unpolaren
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Losungsmitteln wie Toluol, kurzkettigen Kohlenwasserstoffen (Hexan, Petrolether)
oder Ethern (Tetrahydrofuran, Methyl-tert-butylether, Diethylether) zeigen sie jedoch
eine gute Loslichkeit. Carotine besitzen dabei eine hoéhere Lipophilie als Xantho-
phylle [30]. Aufgrund der Bindung an Proteine konnen Carotinoide aber auch in

wassrigen Medien gel6st sein [31-33].

Die Carotinoide verdanken ihre charakteristischen Farbungen der Absorption von Licht
im Bereich von 400 bis 500 nm, ausgeldst durch ein auf konjugierten Doppelbindungen
basierendes Chromophor. In einigen Carotinoiden, wie Canthaxanthin oder Astaxanthin,
sind zusétzlich zu den C-C-Doppelbindungen auch Carbonylfunktionen vorhanden, die

das Polyen-System ausdehnen und den Farbeindruck verstarken [26].

Fur Carotinoide ist eine trans/cis-Isomerisierung (nach ITUPAC-Nomenklatur: E/Z-
Isomerisierung) bekannt. Sie besteht prinzipiell fir jede Doppelbindung der Polyen-
Kette, so dass flr jedes Carotinoid eine enorme Anzahl geometrischer Isomere mdglich
ist. Tatséchlich existieren aber aufgrund sterischer Gegebenheiten, die sich beim Ein-
fligen von cis-Doppelbindungen ergeben, nur wenige Isomere eines Carotinoids [34].
Stabile cis-Isomere existieren nur bei minimaler sterischer Hinderung, u. a. in (92)--
Carotin. Meist wird die (all-E)-Konfiguration bevorzugt. Detaillierte Ausfiihrungen zur
E/Z-Isomerisierung erfolgt am Beispiel von Lykopin im Kapitel 1.2.2.1.

In den westlichen Industrienationen werden 80-90 % der Carotinoidzufuhr durch den
Verzehr von Obst und Gemdise gedeckt. Die verbleibenden 10-20 % ergeben sich aus
dem Verzehr von Eiern, Butter, Ké&se und Milch [35]. In der menschlichen Erndhrung
sind ca. 50 verschiedene Carotinoide enthalten [36]. Etwa 20 von ihnen wurden in
Humanblut und -gewebe detektiert [5]. Einen nennenswerten Beitrag zur Gesamtzufuhr
liefern nur 12 von ihnen [36]. Sechs Carotinoide (Lutein, Zeaxanthin, B-Cryptoxanthin,
a- und B-Carotin sowie Lykopin) représentieren dabei mehr als 95 % des Gesamt-
carotinoid-Gehaltes im Blut [35]. B-Carotin ist ubiquitar in vielen Obst- und Gemise-
sorten vorhanden, insbesondere in Karotten und griinem Blattgemuse [35]. Karotte und
Karottenprodukte sind mit bis zu 55 % auch die Hauptquelle fiir a-Carotin [37]. Lutein
und Zeaxanthin kommen meist vergesellschaftet in vielen Obst- und Gemusearten vor.
Hohe Konzentrationen finden sich in griinem Blattgemise wie Spinat und Blattsalat
sowie in Erbsen [38]. Das in Eiern nachweishbare Zeaxanthin ergibt sich aus der Futte-

rung der Hihner mit Mais [36]. Fiir B-Cryptoxanthin gibt es dagegen laut Framingham
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Heart Study nur drei Hauptquellen: Orangensaft mit einem Anteil von 46,8 %, frische
Orangen mit 32,4 % und Pfirsiche mit 14,2 % [37].

Die Absorption der Carotinoide nach der Freisetzung aus der Lebensmittelmatrix
erfolgt analog derer von Nahrungsfetten. Sowohl durch passive Diffusion als auch
durch aktiven Transport erfolgt die Aufnahme in die Mukosazellen des GIT [39]. Nach
der Aufnahme in die Chylomikronen werden sie in das lymphatische System abgegeben
und zur Leber transportiert. In der Leber werden die Carotinoide in Lipoproteine ein-
gebaut, in den Blutstrom abgegeben und zu den Zielgeweben transportiert. Auf diese
Weise erreichen die Carotinoide fast unverdandert den Blutkreislauf und die Gewebe
[40]. Bisher ist jedoch nur wenig Uber die Absorption in die Gewebe bekannt [5]. Ein
GroRteil der Carotinoide wird im Fettgewebe gespeichert [41]. Zur Beurteilung des
aktuellen Verzehrs von Obst und Gemdse sind die Konzentrationen von Carotinoiden
im Plasma ein nutzlicher Biomarker [36]. Zur Bewertung des Versorgungstatus sind

jedoch die Gehalte im Fettgewebe aussagekréftiger [42].

Die Wirkung von Carotinoiden als Antioxidantien ist lange bekannt [43,44]. Die
elektronenreiche Polyen-Kette der Carotinoide ist anfallig gegenuber Angriffen von
Elektrophilen. Oxidationsmittel und freie Radikale reagieren daher schnell mit Caroti-
noiden in vitro [26]. Wahrend polyphenolhaltige Antioxidantien und auch Ascorbin-
sédure neben dem chemischen Abfangen von Radikalen auch in der Lage sind, pro-
oxidativ wirksame Metallionen (Fe**, Cu®") durch Chelatisierung zu binden [3],
besitzen Carotinoide diese Eigenschaft zur Chelatkomplexbildung weitestgehend nicht.
Nur fiir wenige Xanthophylle, wie Astaxanthin mit seiner o-Hydroxyketon-Struktur
(Abb. 2), wurde eine Bildung von Chelatkomplexen mit zweiwertigen Metallionen
(Fe**, Zn**, Cu**, Ca?*) beschrieben [45]. Carotinoide agieren tber zwei verschiedene
Hauptwege mit ROS — physikalisches und chemisches Quenchen [46]. Physikalisches
Quenchen basiert auf der Inaktivierung von Singulettsauerstoff durch Energietransfer
vom angeregten Sauerstoffmolekll auf das Carotinoid, wodurch das Carotinoid in den
Triplettzustand angeregt wird [47,48]. Durch Abbau der Energie in Form von Rota-
tionen und Schwingungen kehrt das Carotinoid-Molekul in den Grundzustand zurtick.
Das chemische Quenchen durch Reduktion oder Addition macht beim Deaktivieren von
Singulettsauerstoff nur einen Anteil von 0,05 % aus. Durch das Quenchen von Singu-
lettsauerstoff sind Carotinoide in der Lage, die singulettsauerstoff-verursachte LPO in
vitro zu hemmen [48,49]. Neben dieser Quenching-Eigenschaft gegenuber Singulett-
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sauerstoff sind Carotinoide auch in der Lage, Peroxylradikale (ROO®) durch chemische
Reaktionen abzufangen [46] und so den Propagationsschritt der LPO zu inhibieren [50].
Dabei reagieren Carotinoide in drei unterschiedlichen Mechanismen mit Alkyl- und
Peroxylradikalen (R®, ROO®) — Adduktbildung, Elektronentransfer (ET), und Wasser-
stoffatom-Transfer (HAT) [51-53]:

Adduktbildung: Lykopin + R*® —  [Lykopin-R]*
Lykopin + ROO® — [Lykopin-OOR]*

Elektronentransfer (ET): Lykopin + R*® — Lykopin®* + R

Wasserstoffabstraktion (HAT): Lykopin + R® —  Lykopin®* + RH

Lykopin + ROO®* — Lykopin®* + ROOH

Das bei der Reaktion von ROO® oder R®* mit Carotinoiden entstehende kohlenstoff-
zentrierte Carotinoid-Radikal wird Uber die vorhandenen konjugierten Doppelbin-
dungen (CDB) resonanzstabilisiert. Die Anzahl an CDB und somit die Lange der
Polyenkette hat damit entscheidenden Einfluss auf die antioxidativen
Eigenschaften [50]. Jedoch kdnnen Folgereaktionen zwischen dem Carotinoid-Radikal-

Addukt und molekularem Sauerstoff zur Bildung von Peroxylradikalen fiihren:
[R-Lykopin]* + 0O, — [R-Lykopin-00]°

Das gebildete [R-Car-O0]® als auch [ROO-Car-O0]°* konnten einen signifikanten
kettenbildenden prooxidativen Charakter besitzen [54]. Zwischenprodukte des Radikal-
abfangs durch Carotinoide konnen die LPO initiieren, als auch zur Oxidation von Pro-
teinen flhren [55]. Jedoch erst bei hohen Sauerstoff-Partialdriicken (> 150 Torr) wirde
dies zum Tragen kommen [26,56]. Bei niedrigen Sauerstoff-Partialdriicken (< 150 Torr)
bzw. bei Abwesenheit von Sauerstoff sind kohlenstoffzentrierte Carotinoid-Radikale

dagegen relativ unreaktive Verbindungen [26].

Die bevorzugten Reaktionsmechanismen einzelner Carotinoide unterscheiden sich.
Wihrend Lykopin mit Superoxid ausschlieBlich iiber ET reagiert, bildet p-Carotin Ad-
dukte [57]:

Lykopin + 0O, — Lykopin®* + O,
B-Carotin + 0, — [B-Carotin-O0]*

Aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften schiitzen Carotinoide in Pflanzen als ein

Teil des Photosynthese-Apparates vor photochemisch ausgeldsten Schaden [5,58]. Und
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auch die Prévention bestimmter Erkrankungen des Menschen wird assoziiert mit den
antioxidativen Wirkungen der Carotinoide [36]. Epidemiologische Studien assoziieren
eine hohe Zufuhr sowie hohe Gewebekonzentrationen von Carotinoiden mit einem ge-
ringeren Risiko fur chronische Erkrankungen [59]. Carotinoide werden jedoch nicht als
essentielle N&hrstoffe angesehen und eine offizielle Zufuhrempfehlung wurde daher
nicht festgelegt [5].

1.2.2.1 Lykopin

Als rotgefarbte Substanz in Tomaten wurde Lykopin erstmals durch Millardet (1876)
beschrieben. Schunk (1903) benannte die Substanz spater in Anlehnung an den botani-
schen Namen der Tomate (lat. Lycopersicon esculentum) [53]. Das azyklische lang-
gestreckte Lykopinmolekil (IUPAC-Name: y,y-Carotin) besteht wie das verwandte -
Carotin aus einem sauerstofffreien tetra-Terpen-Grundgerist (C4oHsg). Im Chromophor
besitzt Lykopin 11 konjugierte Doppelbindungen und 2 weitere nicht-konjugierte Dop-
pelbindungen und absorbiert folglich Licht im Bereich von ca. 450-500 nm. Lykopin ist
ein Schllsselcarotinoid in der Biosynthese weiterer Carotine v. a. -Carotin und dem-
nach auch in der Biosynthese einer Vielzahl von Xanthophyllen (siehe Abb. 2).

Im Gegensatz zu anderen Carotinoiden, wie B-Carotin und Lutein, kommt Lykopin nur
in wenigen vom Menschen verzehrten Lebensmitteln in nennenswerten Mengen vor.
GroRe Mengen Lykopin finden sich in rotgefarbten Frichten wie Tomaten (bis
12,7 mg/100 g), Papayas (bis 7,5 mg/100 g), Wassermelonen (bis 13,5 mg/100 g), sowie
pinken Grapefruits und Guaven [35]. Die Anreicherung von Lykopin in einigen Pflan-
zen beruht auf der Herabregulierung der Genexpression des CrtL-Gens der Lykopin-
Zyklase-Enzyme, welche die Bildung von a- und B-Carotin aus Lykopin durch Ring-

schliisse zum - und e-lononring katalysier