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1 Einleitung 

Darmkrebs ist eine der häufigsten Zivilisationskrankheiten in den westlichen Indust-
rieländern. Das Auftreten ist zu einem großen Teil ernährungsbedingt [Donaldson, 

2004]. Risikofaktoren sind tierische Fette, rotes Fleisch und Stoffe, die sog. reaktive 
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) generieren können [Owen, 2001]. 
Zu den ROS gehören freie Radikale, z.B. das Hydroxylradikal und das Superoxidani-
onradikal und Nichtradikale wie Singulettsauerstoff und Wasserstoffperoxid [Kelly et al., 

1998]. Sie sind in der Lage, mit Lipiden, Proteinen und DNA zu interagieren [Aherne und 

O'Brien, 2000b]. Der Darm ist beträchtlichen Mengen aufgenommener Oxidanzien aus-
gesetzt, z.B. Lipidperoxide oder Eisen. Sie können adverse Effekte im Kolon durch 
Erhöhung der Radikalbildung verursachen [Aw, 1999, Nelson, 2001]. ROS können auch 
im Darm aus Nahrungsbestandteilen gebildet werden [Valko et al., 2001]. Dadurch kann 
ein Ungleichgewicht zwischen Bildung von ROS und deren Beseitigung entstehen 
und zu oxidativem Stress führen. Dieser ist assoziiert mit degenerativen Erkrankun-
gen wie z.B. Krebs, Atherosklerose und Diabetes. 

Chronische Darmentzündungen, z.B. Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn, werden 
ebenfalls mit einer vermehrten Produktion von Oxidanzien im Darm in Verbindung 
gebracht, die durch infilitrierende Makrophagen und Neutrophile ausgeschüttet wer-
den. In Patienten mit entzündlichen Darmerkrankungen ist zusätzlich die zelluläre 
Abwehr gestört, z.B. die Synthese von Glutathion, dem bedeutensten zellulären Anti-
oxidans. [Sido et al., 1998] 

Antioxidanzien sind Substanzen, die ROS direkt durch Abfangen von Radikalen 
[Nijveldt et al., 2001] oder durch Chelatbildung mit Übergangsmetallen [van Acker et al., 

1998] oder indirekt durch Modulation der Zellantwort [Talalay et al., 1995] beseitigen. Zu 
den Antioxidanzien zählen sekundäre Pflanzenstoffen, eine Vielzahl meist polyphe-
nolischer Verbindungen, z.B. Flavonoide und Hydroxyzimtsäurederivate. Durch einen 
hohen Anteil von Obst, Gemüse und komplexen Kohlenhydraten in der Nahrung 
kann das Krebsrisiko gesenkt werden [Steinmetz und Potter, 1996] und vor degenerativen 
Erkrankungen schützen. Mögliche Mechanismen sind z.B. Hemmung des Zellwachs-
tums, Induktion detoxifizierender Enzymen und Apoptose [Birt et al., 2001].  

Seit einigen Jahren stehen daher Obst- und Gemüseprodukte im Vordergrund ernäh-
rungsphysiologischer Untersuchungen. Äpfel sind in der „westlichen“ Ernährung auf-
grund ihres Vorkommens eine bedeutende Quelle von Antioxidanzien. Apfelsaft ist 
mit einem durchschnittlichen Prokopf-Verzehr von 13 L pro Jahr der häufigste ge-
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trunkene Saft, daher bietet dieser ein Ziel für die Untersuchung seiner antioxidativen 
Wirksamkeit sowie Möglichkeiten zu deren Optimierung. Durch geeignete Sorten-
auswahl und Technologien lassen sich die Gehalte an Antioxidanzien um ein Vielfa-
ches steigern. Tafeläpfel sind Grundlage von in großen Mengen produzierten Apfel-
säften und der Trend ist steigend. Der Gesamtgehalt an Antioxidanzien liegt für diese 
Rohware bei ca. 100-200 mg/L. Durch den Einsatz von hochwertigeren Mostpapfel-
sorten, so genannte „alte Apfelsorten“, können diese Konzentrationen im Apfelsaft 
um das 6-9-fache erhöht werden [Kahle et al., 2005a].  

Eine weitere Möglichkeit, die Konzentration der Polyphenole zu verändern besteht in 
einer Behandlung des Pressrückstandes (Trester) mit Pektinasen und Zellulasen [Will 

et al., 2000]. Polyphenole sind im Apfel nicht homogen verteilt und viele dieser Sub-
stanzen werden beim Pressen des Saftes nicht herausgelöst, weil sie z.B. nicht ge-
nügend wasserlöslich sind oder in der Schale und im Kerngehäuse gebunden blei-
ben. 

Inwieweit Apfelsaftinhaltsstoffe den Darm vor ROS schützen können, ist bisher noch 
nicht geklärt. In einer in vivo-Studie mit Ratten wurden Dimethylhydrazin-induzierte 
genotoxische Schäden durch Apfelsaft signifikant reduziert [Barth et al., 2005].  
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2 Problemstellung 

Diese Arbeit entstand im Rahmen des BMBF-geförderten Netzwerkprojektes (Nutriti-
onNet) „Rolle von Nahrungsbestandteilen in der Genese von Darmkrankheiten und 
Möglichkeiten ihrer Prävention durch Ernährung“. Ziel dieses Projektes ist die Ent-
wicklung eines (Apfel)-Produktes mit hohem gesundheitlichem Wert. Der Fokus der 
vorliegenden Arbeit richtete sich auf die Modulation oxidativer Zellschädigung durch 
Apfelsaftinhaltsstoffe in humanen Kolonzellen. 

Flavonoide und Polyphenole sind sekundäre Pflanzenstoffe, die in Obst und Gemüse 
in z.T. hohen Mengen enthalten sind. Im Apfel sind vor allem Quercetin- und Phlore-
tinglykoside sowie Hydroxyzimtsäurederivate und Katechine vertreten. Sie zeigen 
ausgeprägte antioxidative Eigenschaften und besitzen daher ein Potenzial, oxidati-
vem Stress und damit assoziierten Krankheiten entgegen wirken zu können.  

Die Erfassung der biologischen Wirksamkeit von Flavonoiden/ Polyphenolen ist da-
her gegenwärtig das Forschungsziel vieler Studien. In Interventionsstudien wurden 
bisher konträre Ergebnisse erhalten, die teilweise auf der unterschiedlichen Biover-
fügbarkeit aus den Nahrungsmitteln beruhen können. Durch die schlechte Resorption 
der phenolischen Verbindungen werden im Kolon dagegen mitunter beträchtliche 
Konzentrationen erreicht, so dass Effekte der Antioxidanzien für Darmzellen relevant 
sein können.  

Ziel dieser Arbeit war es, das antioxidative Potenzial von Apfelsaftinhaltsstoffen in 
humanen Kolonzellen zu charakterisieren. Folgende Aspekte sollten dabei Beach-
tung finden: 

 Um dem Organ Darm möglichst nahe zu kommen, kamen zwei Kolonkarzi-
nomzelllinien (Caco-2, HT29) zum Einsatz. Diese werden häufig als Modell-
zelllinien für das Kolon verwendet, da sich die Enzymausstattung mit denen 
des normalen Darmgewebes ähnelt. In einzelnen Fällen sollten zusätzlich pri-
märe humane Kolonzellen aus Biopsiematerial in die Untersuchungen einbe-
zogen werden. Die Verwendung verschiedener Zellsysteme gewährleistet eine 
zuverlässigere Aussage über die biologische Wirksamkeit der Antioxidanzien 
im Hinblick auf die Übertragung auf das in vivo-System.  

 Zur Beurteilung des antioxidativen Potenzials werden häufig zellfreie Tests zur 
Bestimmung der antioxidativen Kapazität herangezogen. Dadurch lässt sich 
nur schwer abschätzen, inwieweit diese Wirkung auch im Organismus eine 
Rolle spielen kann; Faktoren wie Bioverfügbarkeit, Metabolismus und Zellant-
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wort bleiben unberücksichtigt. Daher wurden zur Erfassung des antioxidativen 
Potenzials neben einem zellfreien Test zur Bestimmung der antioxidativen 
Kapazität (TEAC) verschiedene biologische Marker ausgewählt, die in direk-
tem Zusammenhang mit oxidativer Zellschädigung stehen und Möglichkeiten 
einer Prävention durch die Apfelsaftinhaltsstoffe offenbaren. Sie umfassten die 
Modulation (oxidativer) DNA-Schädigung und des ROS-Levels in der Zelle 
sowie in Einzelfällen auch der Lipidperoxidation. Für die Unterscheidung, ob 
es sich um eine direkte antioxidative Wirkung oder um eine Zellantwort-
vermittelte Wirkung handelt, wurden verschiedene Inkubationszeiten (24 h, 
2 h) gewählt. Begleitend wurden Zytotoxizität und Wachstumshemmung un-
tersucht.  

Da eine Modulation des ohnehin geringen Basisschadens der Zelle nur 
schlecht quantifizierbar war, erforderte für die Zellinkubation die Etablierung 
eines Zweistufenprotokoll, das eine Vorinkubation mit den potenziellen Antio-
xidanzien gefolgt von einer Oxidansbehandlung zur Erhöhung des Schädi-
gungsausmaßes, wie sie in vivo in pathologischen Situationen gefunden wer-
den, umfasste. Dazu wurden Agenzien verwendet, die unterschiedliche ROS 
bilden, um für den jeweiligen Endpunkt das am besten geeignete Oxidans zu 
finden.  

 Die Modulation der Zellantwort wurde durch die Veränderung des Glutathi-
onspiegels untersucht, da Antioxidanzien nicht nur direkte radikalabfande Wir-
kungen haben, sondern auch einen Einfluss auf die Genexpression von z.B. 
antioxidativen Enzymen haben können. 

 Als Referenzsubstanzen wurden die Aglyka Quercetin und Phloretin geprüft. 
Quercetin ist eine gut beschriebene Verbindung, die in verschiedenen Test-
systemen bereits als potentes Antioxidans charakterisiert ist. Die beiden Agly-
ka haben zusätzlich eine biologische Relevanz im Darm, da sie aus den ent-
sprechenden Glykosiden durch lumenständige Enzyme im Darm freigesetzt 
werden können und dort ihre Wirkung entfalten können. 

 Zur Erfassung des protektiven Potenzials von Apfelsaftinhaltsstoffen wurden in 
der Forschungsanstalt Geisenheim Apfelsaftextrakte verschiedener Herkunft 
hergestellt. Die Auswahl der Rohware richtete sich nach einem möglichst ho-
hen Gehalt von phenolischen Verbindungen im Saft. Dies wurde gewährleistet 
durch die Verwendung von „alten“ Mostapfelsorten, die einen 6-9fachen Poly-
phenolgehalt verglichen zu Tafelapfelsorten aufweisen. Da bei der Apfelpres-
sung ein Großteil der Polyphenole im Trester verbleiben, wurde für einen Ex-



Problemstellung 

5 

trakt eine so genannte Tresterverflüssigung mittels Zellulasen-
/Pektinasenbehandlung durchgeführt, um die Verbindungen herauszulösen 
und in den Tresterextraktionssaft zu überführen. Ziel war es, die verschiede-
nen Extrakte vergleichend auf ihr protektives Potenzial zu prüfen. 

 Da die Extrakte komplex zusammengesetzte Mischungen polyphenolischer 
Substanzen sind, von denen bisher weniger als 50% identifiziert sind, können 
für die protektive Wirkungen verschiedene Verbindungen verantwortlich sein. 
Zur Vereinfachung wurden Mischungen aus fünf Apfelsaftinhaltsstoffen (Rutin, 
Phloridzin, Epicatechin, Chlorogensäure, Kaffeesäure) in den Anteilen herge-
stellt, wie sie im Extrakt vorkommen und ihre protektive Wirksamkeit mit der 
der natürlichen Extrakte verglichen. Weitere Hinweise auf relevante Verbin-
dungen sollten die Untersuchungen der Einzelstoffe geben. 

 Polyphenole sind Verbindungen mit funktionellen Gruppen, die sehr reaktiv 
sein können. Gerade unter physiologischen Inkubationsbedingungen (pH 7,4, 
wässrig) sind vielfältige Reaktionen möglich, so dass im Laufe der Inkubation 
andere Verbindungen entstehen, die die Wirksamkeit beeinflussen können. 
Die Stabilität der Einzelstoffe während der Inkubation sollte mittels HPLV-UV 
verfolgt werden. Durch Vergleich der Chromatogramme bei Inkubationen mit 
und ohne Zellen sollten außerdem Hinweise auf eine mögliche metabolische 
Aktivität der Zellen erhalten werden. Für die beiden Aglyka wurden zusätzlich 
UV-Spektren in den Inkubationsmedien aufgenommen, um Anhaltspunkte für 
Strukturveränderungen zu erhalten. 
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3 Theoretische Grundlagen 

3.1 Der Darm 

Nach Aufbau und Lage lässt sich das Verdauungssystem in verschiedene Bereiche 
aufteilen (Abbildung 3.1) und umfasst Speiseröhre, Magen und Pankreas, Dünndarm 
sowie Dickdarm (Kolon). 

 

Abbildung 3.1: Aufbau des Gastrointestinaltraktes. 

3.1.1 Aufbau & Funktion 

Das Dünndarmepithel 

Die physiologische Funktion des Dünndarms besteht in der Aufspaltung von Nah-
rungsbestandteilen und der Resorption von Nährstoffen. Letzteres geschieht in der 
Dünndarmschleimhaut. Durch Mehrfachfaltung (zirkuläre Kerckringfalten, Darmzotten 
und Mikrovilli des Darmepithels) kommt eine Vergrößerung der Lumen-
begrenzenden Dünndarmoberfläche um den Faktor 300 zustande. Das Epithel der 
Zotten besteht vorwiegend aus Enterozyten, daneben aus Mukus-produzierenden 
Becherzellen und M-Zellen. Die gesamte Oberfläche des Dünndarmepithels ist mit 
einer Mukusschicht überzogen. In ihr herrscht ein Mikroklima mit einem pH-Wert von 
6,1 bis 6,8 und wird trotz der Peristaltikbewegungen des Darms nicht entfernt. Die 
resorbierenden Enterozyten bilden ab der Mitte der Zotten Mikrovilli aus, die den 
Bürstensaum formen. In diesem befinden sich Bürstensaumenzyme, die an der Ver-

dauung beteiligt sind, z.B. β-Glukosidasen oder Laktat-Phloridzin-Hydrolase (LPH), 
die Phenolglykoside spalten können. In den epithelialen Zellen der Dünndarm-
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schleimhaut sind Transportsysteme exprimiert, die der Aufnahme von Nahrungsbe-
standteilen dienen. [Betz et al., 2001] 

Das Dickdarmepithel 

Die Hauptfunktionen des Kolons sind Resorption von Wasser und Elektrolyten, intra-
luminärer Metabolismus von unverdauten Kohlenhydraten durch Bakterien und die 
zeitliche Lagerung von Fäzes sowie dessen Transport. Die motorische Aktivität des 
Dickdarms ist von primärer Bedeutung für die letztgenannte Funktion, beeinflusst 
aber gleichwohl auch die übrigen Aufgaben. Die Schleimhaut des gesamten Dick-
darms ist zottenlos, die Krypten sind jedoch besonders tief und stehen dicht neben-
einander. Das Epithel besteht vorwiegend aus Schleim-produzierenden Becherzel-
len. Ein Teil der Oberfläche ist mit einem Bürstensaum überzogen und dient der Re-
sorption. [Thews, 1999] Die Darmschleimhaut wird ständig erneuert. Dadurch kommt es 
zu besonders hohen Zellteilungsraten: Am unteren Pol jeder Krypte befinden sich 
Stammzellen, die kontinuierlich Tochterzellen produzieren (Abbildung 3.2). 

 

Abbildung 3.2: Aufbau einer Darmkrypte des Dickdarms [Marquardt und Pfau, 2004]. 

Diese sind noch für 7-8 weitere Zellteilungen befähigt. Währenddessen wandern sie 
bis zur Schleimhautoberfläche und zum Darmlumen. Dort stellen sie die Zellteilung 
ein und gehen in die G0-Phase terminal differenzierter Zellen über. Schließlich unter-
liegen sie einem aktiven Zelltod und werden ins Darmlumen abgestoßen. [Schulte-

Hermann et al., 2004]  

Die Epithelzellen mit sog. tight junctions, adherens junctions und Desmosomen bil-
den die intestinale Barriere, die für die Gewährleistung der intestinalen Homöostase 
von wesentlicher Bedeutung ist, da die Oberfläche von zahlreichen Mikroorganismen 
kolonisiert ist, so dass sich das Kolon ständig mit einer Vielzahl von Antigenen aus-
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einander setzen muss. Die intestinale Mukosa befindet sich in einem Dauerzustand 
der kontrollierten Entzündung [Kucharzik, 2004].  

3.1.2 Pathophysiologie des Darms 

Störungen der Kolonmotilität können zu Obstipation, Diarrhoe oder zur Stuhlinkonti-
nenz führen. Als Folge können Störungen zwischen Resorption und Sekretion ent-
stehen. Bei Diarrhöen z.B. resultiert dies in einer luminalen Akkumulation von Flüs-
sigkeit und Elektrolyten [Kucharzik, 2004]. 

3.1.2.1 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

Unter chronisch entzündlichen Darmerkrankungen leiden in Deutschland rund 
300.000 Menschen. Sie manifestieren sich meistens bei 20- bis 30-Jährigen [DLR-

Newsletter, 2002]. Die chronisch entzündlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn (MC) 
und Colitis Ulcerosa (CU) sind das Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels von 
genetischen Suszeptibilitätsfaktoren, Umweltfaktoren, Veränderungen der Darmflora 
und einer fehlerhaften Regulation des intestinalen Immunsystems. Die Folge ist eine 
immunvermittelte Gewebezerstörung [Holtmann und Neurath, 2004]. Während MC den 
gesamten Gastrointestinaltrakt befallen kann [Reinshagen, 2004], ist die CU auf die Mu-
kosa des Rektums/Kolons beschränkt, wobei sich die Entzündung nur selten von 
Rektum aus weiter über das Sigma hinaus im Kolon ausbreitet [Göke, 2004]. Beide 
Formen verlaufen in Schüben, die wochen- oder monatelang andauern können und 
denen unter Umständen eine jahrelange Remission folgt [Göke, 2004, Reinshagen, 2004]. 
Im Laufe der Krankheit können verschiedene krankheitsbedingte Komplikationen auf-
treten: Fisteln/Abszesse, Strikturen/Stenosen, Fissuren, Perforation, toxisches Me-
gakolon und, häufiger bei der CU beobachtet, Neoplasien und kolorektale Karzinome 
[Reinshagen, 2004].  

3.1.2.2 Kolonkrebs 

Darmkrebs, insbesondere in Kolon und Rektum, ist die zweithäufigste Krebsart in 
Westeuropa, Nordamerika und Australien hinter Lungen- bzw. Brustkrebs [Gill und 

Rowland, 2002], wobei ca. 6% der 65jährigen Bevölkerung von Kolonkrebs betroffen ist. 
Jährlich treten in Europa 190.000 neue Krebsfälle auf [Pool-Zobel et al., 2005]. Die ü-
berwiegenden Risikofaktoren von Krebs haben ihren Ursprung in der Ernährung und 
im Lebenswandel. In westlichen Industrieländern könnten ca. 30-40% aller Krebsfälle 
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durch einen angemessenen Ernährungsstil und Lebenswandel verhindert werden 
[Donaldson, 2004].  

Molekulare Mechanismen der Kolonkanzerogenese 

Kanzerogenese ist ein mehrstufiger Prozess, der molekulare und zelluläre Verände-
rungen umfasst. Der Prozess kann in drei miteinander verknüpfte Stufen eingeteilt 
werden: Tumorinitiation – Promotion – Progression (Abbildung 3.3).  
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Abbildung 3.3: Mehrstufenprozess der Kolonkrebsentstehung, modifiziert nach [Schulte-
Hermann et al., 2004]; Abkürzungen: APC: adenomatöse Polyposis coli; FAP: 
familiäres adenomatöses Polyposis-Syndrom; HNPCC: nicht-polypöses kolo-
rektales Krebssyndrom; CU: Colitis ulcerosa; MC: Morbus Crohn; DCC: dele-
ted in colon cancer  
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Ungefähr 20% aller kolorektalen Tumore sind genetisch bedingt. Dazu gehören u.a. 
das familiäre adenomatöse Polyposis-Syndrom (FAP) und das hereditäre, nicht-
polypöse kolorektale Krebssyndrom (HNPCC). Entzündliche Darmerkrankungen, z.B. 
MC oder CU, können in ihrem fortgeschrittenen Krankheitsverlauf ebenfalls zu kolo-
rektalen Tumoren führen [Gottstein und Koop, 2004]. Die meisten kolorektalen Tumore 
treten sporadisch auf und sind durch exogene Faktoren, z.B. aus der Nahrung, be-
stimmt. Diese verursachen genetische Veränderungen oder greifen aktivierend in die 
Prozesse der Krebsentstehung ein, gefolgt von einer gestörten Zellhomöostase. 
[Schulte-Hermann et al., 2004] 

Zur Bildung von malignen Tumoren werden Mutationen in mindestens vier oder fünf 
Genen benötigt. Eines der ersten Ereignisse inaktiviert das Tumorsuppressorgen 
APC (adenomatöse Polyposis des Kolons) in beiden Chromosomen. Danach folgt die 
Mutation des Onkogens K-ras und weiterer Tumorsuppressorgene. Auch andere ge-
netische Veränderungen spielen eine Rolle, z.B. die Modulation der DNA-
Methylierung in CpG-Sequenzen von Promoterregionen von Tumorsuppressor- und 
DNA-Reparaturgenen, was letztlich zur Inaktivierung oder DNA-Amplifikation als Me-
chanismen der Onkogenaktivierung führt. Eingriffe in diese Prozesse bedeuten meist 
ein verstärktes Wachstum und Geninstabilität [Berlau et al., 2004]. Eine Ansammlung 
von Änderungen kann zu einer klonalen Selektion von Zellen mit aggressiven und 
invasiven Wachstumseigenschaften gegenüber normalen Nachbarzellen führen 
[Berlau et al., 2004, Gee und Johnson, 2001], was durch Wachstumsfaktoren verstärkt wird, 
die die Zellproliferation in einem frühen Stadium der Tumorentwicklung stimulieren 
[Berlau et al., 2004].  

Frühe prämaligne Läsionen sind z.B. aberrante crypt foci (ACF). Dabei handelt es 
sich um einzelne oder multiple Krypten, die veränderte luminale Öffnungen besitzen, 
ein verdicktes Epithel zeigen und größer als benachbarte Krypten sind [Mori et al., 

2004]. Sie überexprimieren Proteine, die in der Promotionsphase für das weitere ü-
bermäßige Wachstum und Mutationen verantwortlich sind: 

1. Prooxidative Enzyme, z.B. Cyclooxygenase 2 und Lipoxygenase. Dies führt zu 
einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und dadurch zu 
einer erhöhten Mutationsrate. 

2. Ornithin-Decarboxylase: Dieses Enzym ist beteiligt an der Polyaminbildung 
und ist das limitierende Enzym bei der Nukleotidsynthese. Eine Überexpression führt 
zu einer erhöhten DNA-Synthese und damit zur vermehrten Zellproliferation. 
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3. DNA-Polymerase oder Topoisomerase II: Die DNA-Synthese kann direkt akti-
viert werden. 

4. Enzyme, die in wachstumsregulierenden Signalwegen involviert sind: Dies 
führt zu einer Aktivierung der Zellproliferation. Der häufigste Mechanismus der Regu-
lation ist die Phosphorylierung und Dephosphorylierung durch Kinasen und Phos-
phatasen, z.B. Proteinkinase A und C (PKA, PKC) und Cyclin-abhängige Kinasen. 
[Depeint et al., 2002] 

Aus prämalignen Läsionen entstehen Adenome, die sehr langsam wachsen und aus 
denen meist Karzinome entstehen. [Schulte-Hermann et al., 2004]. 

Ernährungsfaktoren für Erhöhung des Krebsrisikos 

Die Kanzerogenese ist ein lang andauernder, statistischer Prozess, in dem eine Zelle 
zahlreiche Mutationen durchläuft.  

Ein wichtiger Grund für ernährungsbedingte Erkrankungen in unserer Wohlstandsge-
sellschaft ist Über- und Fehlernährung, charakterisiert durch unausgewogene Kost 
mit hohem kalorischen Energiewert („westlicher Ernährungsstil“) und einem zu gerin-
gem Anteil an Ballaststoffen. In epidemiologischen Studien werden als klassische 
Risikofaktoren vor allem tierische Fette, rotes Fleisch und Alkohol diskutiert [Owen, 

2001], womit ein erhöhtes Risiko für degenerative Erkrankungen, z.B. Atherosklerose, 
Tumoren in verschiedenen epithelialen Geweben, Übergewicht und Diabetes einher 
geht [Berlau et al., 2004]. ROS (Kap. 3.2) können durch die Aufnahme solcher Risikofak-
toren entstehen und auf diese Weise genotoxische Läsionen induzieren. Zudem wir-
ken ROS als Wachstumsfaktoren [Berlau et al., 2004]. Sie greifen die DNA an, was zu 
Chromosomenalterationen, Genmutationen, Zelltransformationen und Zelltod führen 
kann. Somit können sie eine Rolle im Kanzerogeneseprozess spielen [Martins und Me-

neghini, 1990].  

Bei einer fettreichen Mahlzeit kommt es zu einer vermehrten Ausschüttung von pri-
mären Gallensäuren in den Dünndarm. Im terminalen Ileum werden sie überwiegend 
über einen Natrium-Kotransport rückresorbiert und gelangen wieder in die Leber (en-
terohepatischer Kreislauf). Ein gewisser Anteil gelangt jedoch weiter in das Kolon 
[Thews, 1999]. Dort werden die primären Gallensäuren durch die angesiedelten Mikro-
organismen zu sekundären Gallensäuren verstoffwechselt, welche nur zu einem ge-
wissen Anteil resorbiert werden können [Biesalski, 1999]. Diese Produkte wurden im 
Tierversuch als potenzielle Kanzerogene mit promovierenden Eigenschaften identifi-
ziert [Owen, 2001].  
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Bei hohem Proteinverzehr kommt es zu einem vermehrten Übertritt von Proteinen, 
Peptiden und Harnstoff in das Kolon. Durch den bakteriellen Metabolismus entsteht 
unter anderem das Ammoniumkation (NH4

+). Dies ist im Tierversuch zytotoxisch und 
spielt möglicherweise eine Rolle in der Kanzerogenese. [Biesalski, 1999] 
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3.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 

Da Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) bei Entzündungen 
und bei der Kanzerogenese eine Rolle spielen, soll im folgenden Kapitel allgemein 
auf die Entstehung und Auswirkungen auf den Organismus und dessen Abwehrme-
chanismen eingegangen werden. 

In aerob lebenden Organismen wird Sauerstoff für Oxidationsreaktionen benötigt. 
Das O2-Molekül ist in seinem Grundzustand mit zwei ungepaarten Elektronen 
(Triplettzustand) als freies Diradikal anzusehen und reagiert deshalb auch haupt-
sächlich mit Radikalen. Bei der Zellatmung erfolgt die Reduktion von O2 zu Wasser 
über vier Ein-Elektronen-Reduktionsschritte, dargestellt in Gln 3.1-3.4.  

O2  + e-   → ·O2
-    (3.1) 

·O2
- + e-  + 2 H+ → H2O2    (3.2) 

H2O2 + e- + H+  →  HO· + H2O   (3.3) 

HO· + e- + H+  →  H2O    (3.4) 

Durch die erste Ein-Elektronen-Reduktion entsteht das Superoxidradikalanion (·O2
-), 

durch eine Zweite mit anschließender Protonierung Wasserstoffperoxid (H2O2) (Gln 
3.1, 3.2). Aus H2O2 kann entweder das hochreaktive Hydroxylradikal (HO·) (Gl. 3.3), 
oder durch Reduktion mit zwei Elektronen schließlich Wasser entstehen (Gln. 3.3, 

3.4) [Berg et al., 2003]. Zu geringen Teilen fällt vor allem ·O2
- in der Zelle an. Zu den 

ROS zählen außerdem nicht-radikalische Formen, wie z.B. H2O2, Ozon, hypochlorige 
Säure (HOCl), Alkylhydroperoxide und radikalische Derivate wie Alkoxy- und Alkylpe-
roxyradikale (ROO·) [Eisenbrand und Metzler, 2005]. Der Organismus hat vielzählige Me-
chanismen entwickelt, ROS zu eliminieren, bevor sich die schädigende Wirkung ma-
nifestieren kann. Herrscht jedoch ein Ungleichgewicht zwischen der Entstehung und 
Beseitigung von ROS, so spricht man von oxidativem Stress.  

Abbildung 3.4 gibt einen Überblick über die Entstehung von ROS sowie die zellulären 
Abwehrmechanismen.  
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Abbildung 3.4:  Beispiele für die Entstehung verschiedener ROS, Abwehrmechanismen und 

Schädigungen (grün: Entgiftung, rot: direkte Folgen von ROS-Reaktionen; mo-
difiziert nach [Kelly et al., 1998, Sies, 1985]; CAT: Katalase, GSH: reduziertes 
Glutathion, GSSG: oxidiertes Glutathion, GPx: Glutathion-Peroxidase, GSR: 
Glutathion-Reduktase, SOD: Superoxiddismutase, CYP: Cytochrom-P450- ab-
hängige Monooxygenasen 

Das Hydroxylradikal HO· wirkt als reaktivste Sauerstoffspezies [Sies, 1991] mit einem 
Standardreduktionspotenzial von 2,31 V stark oxidierend [Halliwell und Gutteridge, 1999]. 
HO· kann in vielen biologisch relevanten Systemen entstehen, wie z.B. durch die 
Schwermetallionen-katalysierte Haber-Weiss-Reaktion (z.B. mit Kupfer oder Eisen, 

Gl. 3.7) aus ·O2
- und H2O2. Die Eisenionen-katalysierte Teilreaktion wird auch als 

Fenton-Reaktion bezeichnet (Gl. 3.6) [Eisenbrand und Metzler, 2005].  

·O2
-+ Fe3+   → O2 + Fe2+   (3.5) 

Fe2+ + H2O2   → HO· + HO- + Fe3+  (3.6) 

·O2
- + H2O2   → HO· + HO-+ O2  (3.7) 
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Durch UV-Licht-induzierte homolytische Spaltung von H2O2 oder durch die Zerset-
zung von Wasser durch ionisierende Strahlung wird ebenfalls HO· gebildet [Halliwell 

und Gutteridge, 1999]. HO· bevorzugen drei Reaktionstypen, die u.a. bei der Autoxidati-
on von Fetten eine Rolle spielen: Wasserstoffabstraktion, Addition und Elektronen-
transfer.  

Das Superoxidradikalanion ·O2
- wird im Organismus durch einige Enzyme gebildet, 

die O2 zu ·O2
-reduzieren (Tabelle 3.1). 

Tabelle 3.1: Beispiele für Enzyme, die ·O2
- generieren, nach [Halliwell und Gutteridge, 1999]. 

Enzym Lokalisation 
Peroxidasen (nicht spezifisch) Pflanzen, Bakterien, Tiere 

Xanthin-Oxidase Darm, ischämisches Gewebe 

NO-Synthase (überwiegend) Säugertierzellen 

Tryptophan-Dioxygenase Leber 

Adehyd-Oxidase Leber 

 

Die Xanthin-Oxidase katalysiert die Reaktion von Hypoxanthin zu Xanthin. Dabei 
werden Elektronen zu geringen Anteilen auf O2 anstatt auf NAD+ übertragen. 
Hämproteine, die nach O2-Bindung und Elektronentransport von Fe2+ auf den Sauer-

stoff ·O2
- freisetzen, und Elektronentransportketten, wie in Cytochrom-P450-

Enzymen oder in den Mitochondrien, gelten als wichtigste ·O2
--Quellen. Hier kommt 

es durch „Leckage“ zur direkten Elektronenübertragung auf den Sauerstoff. Etwa 1-

3% des in den Mitochondrien verbrauchten O2 wird zu ·O2
- reduziert, wodurch die 

erhöhte oxidative Schädigung der mitochondrialen DNA erklärt wird. [Halliwell und Gut-

teridge, 1999, Wei, 1998] Des Weiteren wird ·O2
- durch Autoxidationsreaktionen einiger 

Moleküle wie Flavin-haltige Reduktionsäquivalente, Adrenalin, Noradrenalin und Do-
pamin gebildet [Sies, 1991]. Xenobiotika können durch so genanntes „Redox-Cycling“ 

ebenfalls ·O2
- generieren. Hierbei nimmt ein Chinon von einer Reduktase ein Elekt-

ron auf, das dann auf O2 übertragen wird. Dieser Prozess ist für die Toxizität vieler 
Stoffe mitverantwortlich (Kapitel 3.6.2). [Eisenbrand und Metzler, 2005]  

Singulettsauerstoff 1O2 zeichnet sich dadurch aus, dass die beiden entarteten π*-
Molekülorbitale Elektronen mit entgegengesetztem Spin aufweisen. Dabei existieren 
zwei Formen, die sich in ihrer Elektronenkonfiguration und Reaktivität unterscheiden. 
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Bei dem Zustand 1ΔgO2 handelt es sich zwar nicht um ein Radikal, da keine unge-
paarten Elektronen vorliegen, er ist aber dennoch deutlich reaktiver als der Grundzu-

stand. 1Σg+O2 ist wie der Grundzustand ein Diradikal (mit entgegen gesetztem E-

lektronenspin) und noch reaktiver als 1ΔgO2. Singulettsauerstoff 1O2 entsteht durch 
Lichtanregung und ist hinsichtlich Reaktionen mit Molekülen im Singulettzustand 
(z.B. Fettsäuren) wesentlich reaktiver als der Grundzustand 3O2. 1O2 reagiert mit un-
gesättigten Fettsäuren in einer Art „Cyclo-Addition“. [Belitz et al., 2001] 

Wasserstoffperoxid H2O2 wird durch Enzym-abhängige Prozesse gebildet. Guanyl-
Cyclase, Glukose-Oxidase, Monoamin-Oxidase oder Superoxiddismutase (SOD, s. 
Kap. 3.3.4.1) generieren H2O2, das nur noch schwach reaktiv ist [Halliwell und Gutterid-

ge, 1999, Kelly et al., 1998, Sies, 1991]. Es kann direkt keine DNA und Lipide oxidieren. Bei 
manchen Proteinen lassen sich durch H2O2 Thiol-Gruppen oxidieren, die dadurch 
auch inaktiviert werden können. Die wesentliche Toxizität von H2O2 beruht auf der 
Bildung von hochreaktiven HO·, die durch Metallionen-katalysierte Reaktion wie der 
Fenton-Reaktion entstehen.  

Die Reaktivität der verschiedenen ROS spiegelt sich in der Halbwertszeit wider 
(Tabelle 3.2): das hochreaktive HO· besitzt die kürzeste Halbwertszeit, wohingegen 
aus H2O2 stabile Lösungen herstellbar sind.  

Tabelle 3.2: Geschätzte Halbwertszeiten einiger ROS, nach [Sies, 1991] 

  Halbwertszeit  
Hydroxylradikal (HO·)  10-9 s  

Alkyl-Radikal (R·) 10-8 s  

Singulettsauerstoff (1O2)  10-6 s  

Alkoxyl-Radikal (RO·) 10-6 s  

Peroxyl-Radikal (ROO·) 7 s  

Semichinonradikal (Q-·) Tage 

Superoxidanionradikal (·O2
-) spontane und enzymatische Dismutation  

Wasserstoffperoxid (H2O2) stabil, enzymatischer Abbau 

 

ROS sind nicht immer nur schädigende Nebenprodukte einer Enzymreaktion, son-
dern werden z.B. aktiv von Leukozyten gebildet, um Mikroorganismen zu bekämpfen 
[Delves und Roitt, 2000]. Des Weiteren werden ROS bei der Synthese der Entzün-
dungsmediatoren Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane aus 
Arachidonsäure benötigt [Halliwell und Gutteridge, 1999]. 
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3.3. Oxidativer Stress und seine Folgen 

3.3.1 Lipidperoxidation (LPO) 

Die wichtige Rolle der Lipide in zellulären Komponenten unterstreicht die Bedeutung 
ihrer möglichen Schädigung durch eine Oxidation in biologischen Systemen. Diese 
Oxidationsreaktionen, auch LPO-Kettenreaktion genannt, wird in drei Phasen einge-
teilt: Initiation, Propagation, Termination und ist schematisch in Abbildung 3.5 darge-
stellt.  

LH

R

RH

L

LOO

O2LH

LOOH

X

stabiles Produkt

Initiation

Kettenverlängerung

Termination

 

Abbildung 3.5: Überblick über die LPO, nach [Kelly et al., 1998]; LH: Fettsäure; R·: reaktive 
Spezies; X: Molekül, mit dem LOO· abreagiert. 

Die Kettenreaktion wird gestartet durch reaktive Spezies, die ein Wasserstoffatom 
von einer Methylengruppe abstrahieren können (Initiation). HO· starten Kettenreakti-

onen mit allen Fettsäuren, wohingegen ·O2
- nur mit einigen, besonders aktivierten 

Fettsäuren reagiert [Halliwell und Gutteridge, 1999]. Daraus entstehen Alkyl- und Peroxyl-
Radikale, die dann mit weiteren Fettsäuren reagieren. Die Radikalkettenreaktion ver-
zweigt durch Zerfall von Peroxiden, woraus dann je zwei Radikale entstehen (Propa-
gation). Ein Kettenabbruch geschieht durch Reaktion der Radikale mit Molekülen, die 
stabile Produkte bilden (Termination). [Belitz et al., 2001, Kelly et al., 1998] 
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Ideale Substrate für die LPO sind mehrfach ungesättigte Fettsäuren mit bis-
allylischen Methylen-Gruppen. An diesen Positionen besitzen die Kohlenstoff-
Wasserstoff-Bindungen niedrige Dissoziationsenergien, so dass Wasserstoff-
abstraktionen durch Radikalreaktionen leicht möglich sind. [Kelly et al., 1998] 

Durch die Lipidperoxidation und die damit verbundene Fragmentierung entstehen 
verschiedenste gesättigte und ungesättigte Moleküle, z.B. Alkane, Aldehyde, Ketone 
und Furane [Belitz et al., 2001]. Neben Eigenschaften als Aromakomponenten können 
diese reaktiven Moleküle auch zytotoxische, genotoxische und mutagene Wirkungen 
besitzen [Marnett, 1999]. 

Als Beispiel für ein LPO-Produkt soll die Entstehung von Malondialdehyd (MDA) er-
läutert werden:  

COOCH3

COOCH3

OO

COOCH3

OO

O

O
COOCH3

O

O
COOCH3

OOH

O O COOCH3

OOH

RO2, O2

ROOH

O2, RH

R

Hitze, H+

+

Malondialdehyd

Kettenver längerung

Zyklisierung

Fragmentierung

 
Abbildung 3.6:  Entstehung von Malondialdehyd (MDA) aus α-Linolensäure, nach [Belitz et al., 

2001] 

MDA entsteht aus mehrfach ungesättigten Fettsäuren durch Reaktion mit einem Pe-
roxyl-Radikal, Sauerstoff, nachfolgender Zyklisierung und Fragmentierung (Abbildung 
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3.6). Dies geschieht durch oxidativen Stress in Lipidmembranen und/oder bei der 
Enzym-katalysierten Umsetzung von Eicosanoiden [Esterbauer et al., 1991, Janero, 1990]. 
Des Weiteren wird MDA auch durch die Myeloperoxidase (in aktivierten Makropha-
gen bei Entzündungen) gebildet [Marnett, 1999]. MDA und andere Aldehyde werden 
häufig als Marker für LPO herangezogen, indem sie nach Reaktion mit Thiobarbitur-
säure als Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen (TBARS) photometrisch oder fluo-
rimetrisch bestimmt werden. Ein spezifischer Nachweis von MDA gelingt durch 
chromatographische Trennung der TBARS per HPLC (siehe auch Kapitel 3.6.6) 
[Janero, 1990]. 

MDA besitzt zwei Aldehyd-Gruppen oder als Enolat eine α,β-ungesättigte Carbo-
nylstruktur und ist deshalb hochreaktiv und bindet an viele Zellbestandteile (DNA und 
Proteine) [Esterbauer et al., 1991]. 

3.3.2 DNA-Schädigung  

Viele Publikationen beschreiben den Zusammenhang zwischen ROS und der Krebs-
entstehung. Der Fokus liegt nicht nur auf einer direkten DNA-Schädigung, sondern 
auch bei einer Beeinflussung der Zellproliferation, Signaltransduktion, Zelltod und der 
interzellulären Kommunikation [Halliwell und Gutteridge, 1999, Klaunig et al., 1998, Loft und 

Poulsen, 1996, Valko et al., 2006]. 

Von den ROS ist HO· für die meisten Schäden verantwortlich, wohingegen Peroxyl-
Radikale und H2O2 nicht direkt mit der DNA reagieren. Der Angriff von HO· an den 
Basen führt zu drei verschiedenen Schäden: Hydroxylierungen, Ringöffnungen und 
Fragmentierungen. Daraus entsteht eine Vielzahl von Sekundärprodukten. Außer-
dem wird auch direkt das Zucker-Phosphat-Rückgrat geschädigt, was zu DNA-
Strangbrüchen führt (Abbildung 3.7). [Kelly et al., 1998] 
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Abbildung 3.7: Beispiele für oxidierte Pyrimidine und Purine, nach [Meneghini, 1997]. 

Ein Angriff des HO· kann eine Vielzahl von Produkten zur Folge haben, z.B. Oxidati-
on des Guanin in 4, 5 oder 8-Position (8-Oxo-desoxyguanin oder 8-Hydroxy-
desoxyguanin, 8-OH-dG) des Purinrings, die zu ringgeöffneten Produkten wie 2,6-
diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FaPy) weiterreagieren (Abbildung 3.8). Ein 
Angriff an Pyrimidinen kann zudem zu Basendimeren führen. [Halliwell und Gutteridge, 

1999, Jaruga und Dizdaroglu, 1996, Kelly et al., 1998] 
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Abbildung 3.8: Modifikationen von Desoxyguanin durch ·OH-Radikale, nach [Halliwell und Gut-
teridge, 1999] 
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Auch die während der LPO entstehenden Produkte, z.B. MDA können mit der DNA 
reagieren: MDA reagiert mit den DNA-Basen dC, dA und dG u.a. unter Adduktbildung 
zu M1dC, M1dA und M1dG (Abbildung 3.9) [Benamira et al., 1995].  
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N
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H

N

N

N

O
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O
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+   dC, dA, dG + +

M1dC M1dA M1dG  
Abbildung 3.9: Strukturen von MDA-DNA-Addukten, nach [Benamira et al., 1995], dR: Desoxy-

ribose 

Ein anderer, LPO-unabhängiger Weg führt ebenfalls zu M1dG und anderen MDA-
Addukten. Er verläuft über einen Radikalangriff am DNA-Zuckerrückgrates in C-4’-
Position. Aus dem entstehenden „Basen-Propenal“ kann MDA auf dG übertragen 
werden. M1dG ist als prämutagene Läsion anzusehen. [Benamira et al., 1995, Dedon et al., 

1998, Marnett, 1999].  

Nicht erkannte DNA-Schäden können bei der Zellteilung auf die DNA der Tochterzel-
le übertragen werden, die sich in Mutationen manifestieren können und letztlich zu 
Störungen der Zellfunktionen und zu Krebs führen [Hoeijmakers, 2001].  

3.3.3 oxidative Proteinmodifikation 

Proteine können ebenfalls durch Reaktionen mit ROS oder LPO-Folgeprodukten ge-
schädigt werden. Aminosäuren-Seitenketten, v.a. Glutaminsäure, Asparaginsäure 
oder Prolin können oxidiert werden und zu einer Spaltung der Peptidbindung führen. 

Oxidation des Proteinrückgrates durch H-Abstraktion vom α-C-Atoms hat die Spal-
tung der Peptidbindungen sowie intra- und intermolekulare Quervernetzungen zur 
Folge, z.B. Tyrosindimere. Enzyme verlieren ihre Aktivität, wenn sie in der Nähe des 
katalytischen Zentrums verändert werden; Veränderungen von Rezeptoren und 
Transportproteinen beeinflussen den gesamten Zellstoffwechsel [Halliwell und Gutterid-

ge, 1999]. Als Marker der Proteinoxidation wird häufig die Erfassung der Proteincarbo-
nyle durch Reaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin herangezogen. Die Detektion er-
folgt photometrisch [Levine et al., 1994], über ELISA [Buss et al., 1997] oder semiquantita-
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tiv über Immunoblot ([Nakamura und Goto, 1996]. Weitere Proteinmodifikationen. z.B. 
Dityrosin lassen sich mittels LC/MS oder UV/Vis nachweisen [Malencik et al., 1996] 

3.3.4 Antioxidative Abwehrmechanismen  

3.3.4.1 Primäre endogene Abwehr 

Da ROS sehr reaktive Moleküle sind, brauchen aerobe Organismen effiziente 
Schutzmechanismen.  

Enzymatischer Abbau von ROS durch sog. „antioxidative Enzyme“ 

In Eukaryonten sind drei Isoformen der so genannten Superoxiddismutase (SOD) 
bekannt: Mangan-SOD, Kupfer/Zink-SOD und extrazelluläre SOD [Kelly et al., 1998]. 

Alle drei Formen besitzen die Fähigkeit, ·O2
- zu H2O2 und O2 zu dismutieren (Gl 3.8).  

2 ·O2
- + 2 H+    H2O2 + O2   (3.8) 

Die Katalase (CAT) kann das von der SOD gebildete H2O2 schnell und effektiv zu 
Wasser und O2 umsetzen (Gl. 3.9). Sie enthalten entweder Mangan oder eine Häm-
Gruppe im katalytischen Zentrum und kommen hauptsächlich in den Peroxisomen 
vor [Halliwell und Gutteridge, 1999].  

2 H2O2    2 H2O + O2    (3.9) 

Glutathion-Peroxidasen (GPx) reduzieren organische Peroxide (ROOH) und H2O2. 
Die Reduktionsäquivalente werden von dem nicht-enzymatischen Antioxidans Glu-
tathion (GSH) bereitgestellt. Die Regenerierung des GSSG wird durch die Glutathion-
Reduktase (GSR) mit dem Cofaktor NADPH gewährleistet. (Gl. 3.10) [Kelly et al., 1998].  
 

 (3.10) 

 

 

 

Das ubiquitär verbreitete Tripeptid Glutathion (L-γ-Glutamyl-L-cysteinylglycin) wird in 
der Leber durch enzymatische Verknüpfung von L-Glutaminsäure mit L-Cystein und 

ROOH

ROH
H2O

2 GSH

GSSG

NADP+

NADPH/ H+

GPx GSR



Theoretische Grundlagen 

23 

darauf folgender Kondensation mit Glycin synthetisiert und trägt als reaktive Gruppe 
eine Thiolgruppe (Abbildung 3.10) [Meister und Anderson, 1983]. 
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S
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Abbildung 3.10: Struktur von reduziertem Glutathion (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG), 
nach [Halliwell und Gutteridge, 1999] 

Einige Enzyme des Syntheseweges sind über das „antioxidative response element“ 
(ARE) reguliert (Kapitel 3.3.4.3). Die Thiolgruppe reduziert zahlreiche ROS (1O2, HO·, 

·O2
-) und wird dabei zu GSSG oxidiert. Glutathion kann in den Zellen in reduzierter 

(GSH) oder in oxidierter (GSSG) Form vorliegen, wobei der Anteil des GSH etwa 
90% des Gesamtglutathions (tGSH) ausmacht (GSH-Status). Eine Senkung des 
GSH-Status oder eine GSH-Depletion kann durch starken oxidativen Stress verur-
sacht werden oder diesen zur Folge haben, da durch die Depletion die antioxidative 
Kapazität der Zelle gesenkt wird [Kelly et al., 1998]. Es wurde gezeigt, dass eine GSH-
Depletion durch Behandlung von Zellen u.a. mit Alkenalen mit einer höheren Sensiti-
vität gegenüber Oxidanzien (Endpunkt: oxidative DNA-Schäden) einher gehen [Glaab 

et al., 2001, Janzowski et al., 2003].  

Die Oxidation von GSH zu GSSG ist reversibel und stellt so ein Puffersystem für den 
Redoxzustand der Zelle dar. Eine bedeutende Rolle spielt GSH auch bei der Entgif-
tung elektrophiler Fremdstoffe. Neben der Bildung wasserlöslicher Metabolite werden 
elektrophile Substanzen gebunden. Die meisten Elektrophile reagieren bereits nicht-
enzymatisch mit GSH, die Reaktion wird jedoch durch Glutathion-S-Transferasen 
beschleunigt. [Eisenbrand und Metzler, 2005] Neben der Aktivität der GSR spielt auch die 
Synthese von GSH eine große Rolle (siehe Kapitel 3.3.4.3). 

Proteine, die die Aktivität von Oxidanzien minimieren 

Das Glykoprotein Transferrin bindet freie Eisenionen im Blutplasma (Konzentration: 
1,2-3,7 g/L), die in dieser Form nicht mehr redoxaktiv sind. und im Ferritin gespei-
chert, das mit seinem Umbauprodukt Hämosiderin etwa 20% des gesamten Eisen-
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pools ausmacht [Eisenbrand und Schreier, 2005]. Kupferionen binden an das Plasmapro-
tein Albumin und an das spezifische Transport- und Speicherprotein Caeruloplasmin 
und werden so inaktiviert [Halliwell und Gutteridge, 1999].  

Proteine, die Biomoleküle durch andere Mechanismen vor Schäden 
schützen  

Einige Hitzeschockproteine wie die Chaperone schirmen neu gebildete Proteine vor 
ihrer Umgebung ab, so dass sie sich richtig falten können [Stryer, 1996]. Auch die DNA 
im Zellkern wird durch Proteine (z.B. Histone) geschützt [Berg et al., 2003]. 

Niedermolekulare Substanzen, die ROS abfangen können  

Die Eigenschaft dieser Substanzen beruht i.A. auf der Bildung von Resonanz-
stabilisierten Radikalen, die nicht zu Wasserstoffabstraktionen oder Elektronentrans-
fers fähig sind. Diese Stoffe werden unterteilt in exogene, über die Nahrung aufge-
nommene Stoffe (Kapitel 3.4) und endogene, also vom Körper selbst produzierte An-
tioxidanzien.  

Bilirubin ist das Endprodukt des Hämabbaus und ist intensiv gelb gefärbt. Es liegt im 
Plasma hauptsächlich Albumin-gebunden in Konzentrationen von 3-21 µmol/L vor. In 
vitro wurde gezeigt, dass Bilirubin Peroxyl-Radikale und 1O2 abfangen kann. Die Be-
deutung in vivo ist allerdings noch unklar. [Berg et al., 2003, Halliwell und Gutteridge, 1999]  

Aus Hypoxanthin werden durch die Xanthin-Oxidase Harnsäure und Xanthin (Puri-
nabbau) gebildet. In vielen Spezies, nicht aber im Mensch und anderen Primaten, 
wird Harnsäure über Allantoin zu Harnstoff und Glyoxylat abgebaut. Im Menschen 
liegt Harnsäure normalerweise in Plasmakonzentrationen von 120-360 µM vor. Sie 
bildet nach Abfangen von Radikalen oder Oxidation durch ROS ein Resonanz-
stabilisiertes Harnstoffradikalanion, das nicht mehr zu einer Wasserstoffabstraktion 
fähig ist. Durch Zwei-Elektronen-Übertragung kann Harnsäure weiter oxidiert werden. 
[Becker, 1993, Berg et al., 2003]. 

3.3.4.2 Sekundäre endogene Abwehr 

Neben der direkten Unschädlichmachung von reaktiven Sauerstoffspezies durch an-
tioxidative Enzyme und Moleküle (Kapitel 3.3.4), hat der Organismus auch Strategien 
zur Reparatur gesetzter Schäden an Makromolekülen (DNA, Proteine) entwickelt 
[Chiou und Tzeng, 2000, Pacifici und Davies, 1991].  
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DNA-Reparatur 

DNA-Reparatursysteme erkennen modifizierte und fehlgepaarte DNA-Basen. Solche 
Modifikationen sind vor allem oxidierte Basen [Christmann et al., 2003]. Durch Erkennen 
und Herausschneiden der geschädigten Base durch die DNA-Glykosylase entstehen 
sog. apurine/apyrimidine (AP-) Stellen und die Reparaturkaskade der Basenaus-
schneidereparatur („Base Excision Repair“, BER), das bedeutenste Reparatursystem 
bei oxidativer DNA-Schädigung, wird in Gang gesetzt (Abbildung 3.11).  
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Abbildung 3.11: schematische Darstellung der BER, nach [Scharer, 2003]; grün: „short patch“-
Pfad, violett „long patch“Pfad; Abkürzungen im Text. 

AP-Endonuklease-1 (APE1) hydrolysiert die Phosphatbindung an der 5’-Seite der 

abasischen Stellen. Polymerase β (Polβ) fügt ein Nukleotid abfolgend zur abasischen 
Stelle ein und entfernt danach die abasische Stelle aufgrund seiner AP-Lyase-
Aktivität. DNA-Ligase III (Lig3) schließt den Nick und stellt so die ursprüngliche DNA-
Sequenz wieder her. Falls BER durch difunktionale DNA-Glykosylasen/ APLyasen 
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initiiert wird, kann der Prozess auch auf dem mit braunen Pfeilen markierten Pfad 
verlaufen. Nach der Entfernung der Base hydrolysiert die AP-Lyase die 3’-Bindung 

zur abasischen Stelle. APE1, Polβ und Lig3 schließen danach die Reparatur ab, wo-

bei die AP-Lyaseaktivität von Polβ nicht benötigt wird („short patch“ Reparatur). Im 

„Long-Patch“-Pfad (violett) fügen Polδ/ε und assoziierte Faktoren zwei bis sechs 
Nukleotide abfolgend zur abasischen Stelle ein. Der resultierende Überhang wird 
durch die Fen-1-Endonuklease abgeschnitten und der Nick durch DNA-Ligase I 
geschlossen. 

Die Nukleotidausschneidereparatur („Nucleotid Excision Repair“, NER) funktioniert 
ähnlich, ist aber aufwändiger, da das herausgeschnittene Stück etwa 30 DNA-Basen 
lang ist [Hoeijmakers, 2001].  

Das Reparatursystem wird unterstützt durch einen p53-vermittelten (vorübergehen-
den) Zellzyklusarrest. Dadurch werden die Zellteilung und die Weitergabe der DNA-
Schäden an Tochterzellen verzögert und der Schaden kann repariert werden. Ist der 
Schaden zu schwerwiegend, geht die Zelle in den programmierten Zelltod (Apoptose) 
[Hoeijmakers, 2001]. 

Reparatur von Proteinen 

Oxidierte Proteine können ebenfalls repariert werden. Oxidationsempfindliche Ami-
nosäuren sind v.a. Cystein und Methionin [West und Marnett, 2006]. Cystein-Disulfide 
werden durch Disulfidreduktasen (z.B. Thioredoxin-System), Methionin-Sulfoxid 
durch MetSOx-Reduktasen regeneriert [Halliwell und Gutteridge, 1999]. Der Abbau von 
Proteinen erfolgt über proteinspezifische Proteasen, lysosomale Proteasen sowie 
durch den zytoplasmatischen Proteasomkomplex, zu dem das 20S-Core Proteasom 
gehört. Dieser erkennt oxidierte Aminosäuren und kann das oxidierte Protein ATP- 
und Ubiquitin-unabhängig abbauen [Wolf und Hilt, 2004]. 

3.3.4.3 Das Antioxidative Response Element (ARE) 

Neben der Beseitigung von ROS und Reparatur von bereits geschädigten Makromo-
lekülen spielt auch die Regulation von detoxifizierenden Enzymen z.B. durch das 
sog. „Antioxidative response element“ (ARE) in der Chemoprävention eine große 
Rolle. Zu den ARE-regulierten Proteinen gehören Enzyme des Glutathionsynthese-

weges (z.B. γ-Glutamylcystein-Synthetase als Schlüsselenzym), Redoxproteine mit 
aktiven Sulfhydrylgruppen (z.B. Thioredoxin) und Fremdstoff-metabolisierende En-
zyme (Glutathion-S-transferasen, UDP-Glucuronyltransferasen, NAD(P)H-Chinon-
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Oxidoreduktase (NQO1) und Hämoxygenase-1). Sie haben die Funktion der Detoxifi-
zierung und/oder besitzen antioxidative Funktionen, wodurch sie die Zelle vor geno-
toxischer Schädigung schützen [Lee und Surh, 2005, Nguyen et al., 2003]. Auch Gene zur 
Expression von DNA-Reparaturenzymen werden als Mitglieder der ARE-Familie 
diskutiert [Li et al., 2002].  

Das ARE kann durch eine Reihe strukturell unterschiedlicher Substanzen aktiviert 
werden. Dazu gehören planare Flavonoide und phenolische Antioxidanzien, Chino-
ne, Mercaptane, thiolhaltige Strukturen wie Isothiocyanate, Schwermetalle, Häm-
komplexe u.a.. Die meisten aktivierenden Substanzen zeigen elektrophile und 
sulfhydrylbindende Eigenschaften [Lee und Surh, 2005, Nguyen et al., 2003]. Substanzen, 
die nur das ARE aktivieren, werden als „monofunktionelle Induktoren“ bezeichnet, 
z.B. Quercetin und Propylgallat. „Bifunktionelle“ Induktoren induzieren Phase-I-
Enzyme über den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) und nach ihrer Metabolisierung 
Phase-II-Enzyme über das ARE, z.B. Benzylisothiocyanat, Cumarin, Ethoxyquin und 
Oltipraz [Nguyen et al., 2003]. Dual wirkende Induktoren hemmen Phase-I-Enzyme, 
induzieren jedoch Phase-II-Enzyme. Zu diesen gehören z.B. 4-Methoxyphenol und 
tert-Butylhydroxyanisol [Henderson et al., 2000, Lee und Surh, 2005]. 

Der „nuclear transcription factor erythroid 2p45 (NF-E2)-related factor 2“ (Nrf2) ist ein 
bedeutender Transkriptionsfaktor, der in der ARE-vermittelten Zellantwort auf oxidati-
ven Stress und Fremdstoffe eine Rolle spielt. Bekannte Nrf2-Aktivatoren sind z.B. 
Oltipraz, Sulforaphan und Curcumin [Lee und Surh, 2005]. In der inaktiven Form liegt 
Nrf2 an KEAP1 gebunden im Zytoplasma vor. Nach Dissoziation des Komplexes 
durch Wechselwirkung der Aktivatoren mit den Cysteinresten oder nach Phosphory-
lierung des Komplexes kann Nrf2 in den Kern gelangen und an das ARE binden.  
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3.4 Flavonoide und (Poly-)Phenole 

Ein hoher Verzehr an Obst und Gemüse ist invers mit dem Risiko an Krebs zu er-
kranken korreliert. Epidemiologische Zusammenhänge zwischen Ernährung und der 
Entwicklung von Krebs werden zuweilen kontrovers diskutiert, ebenso komplex ist die 
Bewertung der krebspräventiven Nahrungskomponenten. [Abrahamse et al., 1999] Dies 
liegt u.a. darin begründet, dass Lebensmittel, die häufig in humanen Interventions-
studien eingesetzt werden, wie z.B. Mehrfruchtsäfte, Obst und Gemüse, eine Vielzahl 
von Inhaltsstoffen besitzen. Diese wiederum, selbst oder in Wechselwirkungen mit 
anderen Substanzen, können vielzählige Wirkungen entfalten. Dadurch ist ein Rück-
schluss auf die Wirksamkeit einer bestimmten Substanzklasse nur bedingt möglich 
[Thompson et al., 1999]. Untersuchungen zu Wirkungen von Einzelsubstanzen zeigen 
dagegen zum Teil in hohen Dosierungen, wie sie durch Supplementierung von Nah-
rungsergänzungsmitteln erreicht werden können, adverse Effekte. [Ford et al., 2005] 

Die Strukturen von sekundären Pflanzenstoffen bilden eine heterogene Gruppe von 
phenolischen Verbindungen, die aus Phenylalanin über den Shikimat- und Phe-
nylpropionid-Weg in Pflanzen synthetisiert werden [Golding et al., 2001]. Im Folgenden 
sollen Apfelsaft-relevante Verbindungen zunächst allgemein beschrieben werden. 
Danach werden sie bezüglich möglicher biologischer Wirksamkeit diskutiert. 

3.4.1 Struktur, Vorkommen und Aufnahmemengen 

3.4.1.1 Flavonoide 

Flavonoide sind Diphenylpyrane: zwei Benzolringe (A & B) sind an einen heterozykli-
schen Pyran- oder Pyronring gebunden. Die Struktur bietet eine Vielzahl von mögli-
chen Substitutionsmöglichkeiten, so dass über 4.000 verschiedene Flavonoide be-
schrieben sind [Cao et al., 1997]. Neben Hydroxylierungen sind auch Methylierungen 
und Sulfatierungen möglich. Flavonoide lassen sich in Flavonole, Flavanole (Kate-
chine), Flavone, Flavanone, Anthocyanidine und Isoflavonoide einteilen [Hollman, 

1997]. Flavonole und Flavanole unterscheiden sich in der Doppelbindung zwischen 
C2 und C3 und in der Ketogruppe in C4-Position im C-Ring (Abbildung 3.12). 
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Abbildung 3.12: Strukturbeispiele für Flavonole und Flavanole, nach [Rice-Evans et al., 1996] 

Je nach Ernährungsgewohnheiten verschiedener Bevölkerungsgruppen schwankt 
die Aufnahmemenge beträchtlich. Für Flavonole sind Mengen bis zu 68 mg/d be-
schrieben [Radtke et al., 2002].  

Quercetinderivate 

In der Natur kommen Quercetinderivate meistens als Glykoside vor: Das Aglykon 
Quercetin ist mit einem Zucker (Mono- oder Oligosaccharid) v.a. an den Positionen 
3,7,3’- oder 4’-O-ß-glykosidisch gebunden [Merken et al., 2001]. Quercetinderivate sind 
die am häufigsten vorkommenden Flavonoide und hauptsächlich in Zwiebeln, Äpfeln, 
Tee, Kohl, Brokkoli, Beeren und Kirschen zu finden [Graefe et al., 1999, Hollman, 1997]. Im 
Durchschnitt beträgt die Aufnahme von Flavonolen 23 mg/d, wobei ca. 16 mg/d allein 
das Quercetin ausmacht [Gee und Johnson, 2001].  

Katechine 

Katechine sind nicht glykosidisch gebunden, stattdessen kommen sie in der Natur als 
Monomere oder als Oligomere (Proanthocyanidine oder kondensierte Tannine) vor 
[Lairon und Amiot, 1999]. Hauptquellen für Katechine aus der Nahrung sind grüner und 
schwarzer Tee (210 bzw. 70 mg/g), Rotwein (1-3 g/L) [Lairon und Amiot, 1999], Äpfel, 
Aprikosen und Kirschen [Hollman, 1997, Risch und Hermann, 1988]. Die Proanthocyani-
dinstrukturen können sehr variieren: Grundstrukturen sind die Flavanole, die meist an 
der 4- und 8-Position miteinander verknüpft sind, in seltenen Fällen auch an der 6-



Theoretische Grundlagen 

30 

Position [Manach et al., 2004]. Daneben sind aber auch Verzweigungen möglich sowie 
Bindungen mit Nichtflavonoiden. Proanthocyanidine tragen in pflanzlichen Lebens-
mitteln zum bitteren und adstringierenden Geschmack bei [Jorgensen et al., 2004]. In 
Mostäpfeln liegt der Polymerisierungsgrad überwiegend zwischen vier und elf Flava-
noleinheiten [Manach et al., 2004]. 

3.4.1.2 Phloretinderivate 

Phloretin und seine Glykoside (hauptsächlich Phloretin-2’-glukosid = Phloridzin und 
Phloretin-2’-xyloglukosid) gehören zu den Dihydrochalkonen, ihre Struktur ist in 
Abbildung 3.13 dargestellt.  

OH

OH

O

OH

OR

R=H:                 Phloretin
R= Glukose:    Phloridzin  

Abbildung 3.13: Struktur von Phloretin und Phloridzin 

Sie kommen in der Natur fast ausschließlich in Äpfeln sowie in Blättern und Rinde 
des Apfelbaumes vor. Ein weiterer Entstehungsort für Phloretin stellt der mikrobielle 
Abbau von Apigenin im Dickdarm dar (Kapitel 3.4.4). 

3.4.1.3 Hydroxyzimtsäurederivate 

Zu den am häufigsten anzutreffenden Hydroxyzimtsäuren gehört die Kaffeesäure, die 
meist verestert mit Chinasäure oder mit Glukose in der Natur vorkommt. Die 5-
Kaffeoyl-chinasäure ist auch unter dem Namen Chlorogensäure bekannt (Abbildung 
3.14). 
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Abbildung 3.14: Strukturen von Kaffeesäure und Chlorogensäure nach [Belitz et al., 2001] 

Chlorogensäure kommt vor allem in Kaffee und Äpfeln, aber auch in anderem Kern- 
und Steinobst vor [Belitz et al., 2001, Iwai et al., 2004]. In starkem Kaffee können Gehalte 
bis zu 500-800 mg/L erreicht werden [Olthof et al., 2003]. Nicht-Kaffeetrinker nehmen 
täglich bis zu 100 mg Chlorogensäure auf, Kaffeetrinker dagegen 500-1.000 mg/d 
[Olthof et al., 2001]. 

3.4.2 Resorption  

Da den phenolischen Verbindungen in vivo bioaktive Wirkungen zugeschrieben wer-
den, ist eine Resorption im Dünndarm Voraussetzung. Abbildung 3.15 veranschau-
licht mögliche Wege von Polyphenolen aus der Nahrung im Gastrointenstinaltrakt.  
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Abbildung 3.15: Mögliche Wege von Polyphenolen im Menschen, nach [Scalbert und William-

son, 2000] 

Das Ausmaß und der Mechanismus der Aufnahme werden kontrovers diskutiert 
(Tabelle 3.3).  
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Tabelle 3.3: Auswahl von in vivo und in vitro-Untersuchungen zur Aufnahme von Quercetinde-
rivaten 

Studie Substanz Aufnahme Metabolite Literatur 

Ileostomie-
patienten 

Quercetin 
1GlykosideZwiebel 
Rutin 

24% 
52% 
17% 

 [Hollman et al., 
1995] 

Probanden 
(Plasma über 
24 h) 

GlykosideZwiebel 
Rutin 
GlykosideApfel 

<0,7 h 
9 h 
2,5 h 

 [Hollman et al., 
1997, Hollman 
et al., 1996] 

Ileostomie-
patienten 

GlykosideZwiebel 65-81% als 
Aglykon 

Hydrolyse 
 

[Walle et al., 
2000] 

Caco-2 Resorpti-
onsmodell 

Que-Glykoside schwach 
SGLT1 ↔ 
MRP2 

 [Walgren et al., 
2000] 

Probanden 
Loc-1-gut2 

GlykosideZwiebel Aglykon 
Gluc3 in En-
terozyten 

Que-3’-
gluc im 
Lumen 

[Petri et al., 
2003] 

1 Zwiebelglykoside: Que-4’-Glukosid, Que-3,4’-Diglukosid 
2 Perfusionstechnik für die proximale Region des humanen Jejunum 
3 Gluc: Glucuronidierung 

Die Studien von Hollman et al. gaben Hinweise darauf, dass die Aufnahme von 
Quercetinglykosiden möglich ist, jedoch von den gebundenen Zuckern abhängt 
[Hollman et al., 1996]. Als mögliche Transportwege für Glykosidresorption werden Natri-
um-abhängige Glukosetransporter (SGLT1) diskutiert [Gee und Johnson, 2001]. Die Stu-
dien ließen außer Acht, in welcher Form die Quercetinderivate aufgenommen wur-
den, da eventuell vor oder während der Resorption entstehende Konjugate ähnliche 
Retentionszeiten und UV-Aktivität besitzen wie die Glykoside selbst. Da Enterozyten 

β-Glukosidasen besitzen, ist auch eine intrazellulare Glykosidspaltung möglich [Sesink 

et al., 2001], so dass Aglyka bzw. Konjugate im Plasma ankommen.  

Andere Arbeiten gehen davon aus, dass die Glykoside bereits im Darmlumen hydro-
lysiert werden und das Aglykon durch passive Diffusion aufgenommen wird [Petri et al., 

2003, Walle et al., 2000]. Im Caco-2-Resorptionsmodell wurden die Glykoside ebenfalls 
nur sehr schwach aufgenommen. Der Aufnahme über den SGLT1 steht der effektive 
Efflux der Glykoside über das Multidrug-resistance-associated Protein (MRP2) ge-
genüber. Da im Plasma und im Darmlumen kein Aglykon oder Glykoside erscheinen, 
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muss von einer hohen Phase-II-Konjugation im Enterozyten ausgegangen werden 
[Petri et al., 2003]. 

Über die Resorption von Hydroxyzimtsäurederivaten in vivo gibt es nur wenig Hin-
weise in der Literatur, da deren Bestimmung aufgrund des intensiven bakteriellen 
Abbaus im Kolon schwierig ist. In Supplementstudien mit Chlorogensäure und Kaf-
feesäure wurde bei Ileostomiepatienten eine Resorption von 33% für Chlorogensäure 
als intaktes Molekül und 95% für Kaffeesäure geschätzt. Die Resorption von Kaffee-
säure erfolgt im Magen durch passive Diffusion der nichtionischen Form. Durch den 
höheren pH-Wert im Dünndarm ist dort die passive Diffusion unwahrscheinlich, daher 
werden aktive, z.B. natriumabhängige Transportmechanismen diskutiert. [Olthof et al., 

2001] 

3.4.3 Metabolismus im Darmgewebe 

Bevor die phenolischen Substanzen aus dem Dünndarm resorbiert werden können, 
unterliegen sie einer Reihe von metabolischen Phase-I (Hydrolyse) und Phase-II-
Reaktionen (Konjugationen) im Dünndarm (Abbildung 3.16). 
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Abbildung 3.16: vereinfachtes Schema zum möglichen Metabolismus im Dünndarm nach 
[Scalbert und Williamson, 2000]; LPH: Laktat-Phloridzin-Hydrolase; COMT: Ca-
techol-O-Methyltransferase; UDPGT: UDP-Glucuronyltransferase; SULT: Phe-
nol-Sulfotransferase 
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Im Gegensatz zu Pharmaka werden Polyphenole in nur geringen Mengen aufge-
nommen. Pharmaka können die Stoffwechselwege absättigen und kommen in un-
konjugierter Form in die Leber [O'Leary et al., 2003, Scalbert und Williamson, 2000]. Dies ist 
mit den phenolischen Verbindungen aus der Nahrung nicht möglich, so dass sie 
komplett im Dünndarm metabolisiert werden können [Scalbert und Williamson, 2000] und 
vorwiegend als Glucuronide über die Pfortader in die Leber gelangen.  

3.4.3.1 Hydrolyse 

Glykoside werden je nach Art des Zuckers und dessen Bindungsort durch intestinale 

β-Glukosidasen hydrolysiert [Day und Williamson, 2001]. Zwei β-Glukosidasen wurden im 
Menschen identifiziert, die eine Rolle bei der Hydrolyse von Glykosiden eine Rolle 
spielen: 

 Laktat-Phloridzin-Hydrolase (LPH, EC 3.2.1.108) ist ein Membran-
gebundenes Enzym im Bürstensaum des Dünndarms und hydrolysiert haupt-
sächlich Laktose und Laktosylceramide aus der Milch. Mit seiner zweiten hyd-
rophoben Domäne kann es zusätzlich Phloridzin in Phloretin und Glukose 
spalten [Day et al., 1998, Scalbert und Williamson, 2000]. Auch Quercetinglykoside mit 
Ausnahme von Rutin sind Substrate für die LPH [Day et al., 2000]. 

 β-Glukosidase ist ein zytosolisches Enzym mit einer breiten Substratspezifi-
tät, welches vor allem in Leber, Niere und Dünndarm von Säugern gefunden 
wurde. Es wird mit der Detoxifizierung von Xenobiotika in Verbindung ge-
bracht, um eine Bindungsstelle für Konjugationsreaktionen zu schaffen und 
damit eine schnelle Ausscheidung zu ermöglichen [Day et al., 1998]. Es spaltet 
Glykoside, wobei Quercetin-3-glukosid und Rutin keine Substrate für dieses 
Enzym sind [Day und Williamson, 2001]. 

3.4.3.2 Cytochrom-P450-abhängige Phase-I-Reaktionen 

Cytochrom-P450-Enzyme sind an der Metabolisierung von Flavonoiden beteiligt und 
können Hydroxylierungen und Demethylierungen katalysieren. Vor allem die beiden 
Isoenzyme CYP1A2 und CYP3A4 sind in den Metabolismus von Flavonoiden im 
Darm involviert. CYP1A1 kommt dann zum Tragen, wenn es durch Fremdstoffe indu-
ziert wird. Ort und Grad der Reaktionen hängen stark vom Substitutionsmuster der 
Flavonoide ab: Während z.B. Kämpferol und Tamarixetin (die 4’-Position ist methoxy-
liert) zu Quercetin umgewandelt werden können, wurde kein Metabolismus für Quer-
cetin oder Isorhamnetin (3’-Position methoxyliert) beobachtet. Die Cytochrom-P450-
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Familie unterliegt einem starken Polymorphismus, so dass die Metabolisierung in 
sehr unterschiedlichem Maße stattfindet. [Breinholt et al., 2002]  

3.4.3.3 Konjugation 

Die Polyphenole verbleiben nach ihrer Hydrolyse nicht lange in ihrer Aglykon-Form, 
sondern werden schnell konjugiert. 

 Catechol-O-Methyltransferase (COMT, EC 2.1.1.6) ist im Dopamin-
Metabolismus involviert; das Enzym unterliegt einem funktionellen geneti-
schen Polymorphismus und kommt in verschiedenen Geweben vor. Außer-
dem ist es verantwortlich für die Methylierung von Polyphenolen, dabei be-
stimmt die Art des Polyphenols den Ort der Methylierung. An der 4’-Position 
kann durch CYP-450-Enzyme eine Demethylierung stattfinden, jedoch nicht 
an 3’-Position [Scalbert und Williamson, 2000]. 

 UDP-Glucuronyltransferasen (UDPGT, UGT; EC 2.4.1.17) katalysieren die 
Konjugation von Polyphenolen mit Glucuronsäure. Diese Enzymfamilie ist im 
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Die Glucuronidierung von Polyphe-
nolen wird v.a. durch die UDPGT1A-Familie katalysiert, die in Darm, Leber 
und Niere vorkommen. Die Isoformen (im Kolon UDPGT1A1, -3, -4, -6, -8, -9 
und -10) unterliegen einem genetischen Polymorphismus; UDPGT1A1 ist nur 
in 29% der Bevölkerung exprimiert. In der Leber zeigt sie größte Aktivität. 
Durch Alkohol, Drogen, Rauchen und durch Ernährung wird die Aktivität ge-
steigert. Damit kommt es zu großen interindividuellen Unterschieden. [Scalbert 

und Williamson, 2000] 

 Phenol-Sulfotransferasen (P-PST, SULT; EC 2.8.2.1) sind eine kleine Grup-
pe zytosolischer Enzyme, die weit verbreitet sind. Ihr endogenes Substrat ist 
Iodothyronin, daneben werden auch Substrate wie 4-Nitrophenol, OH-
Arylamide und Phenole konjugiert. Es sind verschiedene Isoformen bekannt. 
Im Kolon kommt vor allem die SULT1A3 vor und zeigt hohe Aktivität gegen-
über Catecholgruppen von Polyphenolen. Diese Enzymfamilie wird nicht durch 
Nahrung, Xenobiotika oder Umweltfaktoren induziert; einige werden hingegen 
durch Polyphenolen gehemmt (SULT1A1 durch Quercetin). [Scalbert und William-

son, 2000] 

Sonstige Phase-II-Enzyme, z.B. N-Acetyltransferase (Acetylierung von Aminen), 
GSTs und Epoxidhydrolasen spielen keine wesentliche Rolle für den Polyphenol-
Metabolismus. [Scalbert und Williamson, 2000]  
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In Ratten wurden nach Inkubation von präparierten Darmabschnitten mit Quercetin-3-
glukosid bzw. mit Quercetin als Hauptmetabolite das 3- und das 7-Glucuronid gefun-
den, daneben Sulfate und gemischte Glucuronid-Sulfate [Gee et al., 2000]. Nach Inku-
bation von humanen Leber-S9-Homogenaten mit Quercetin wurden als vorherr-
schende Metaboliten Quercetin-3-, -7- und -3’-glucuronid detektiert, nach Inkubatio-
nen mit humanem Dünndarm-S9-Homogenat dagegen hauptsächlich Quercetin-3’-
sulfat, Quercetin-3’- und -4’-glucuronid dagegen nur in geringen Mengen [van der Wou-

de et al., 2004]. Die Isoformen der UDPGTs weisen eine gewisse Regioselektivität auf, 
so dass der Ort der Metabolisierung nicht nur von der Struktur des Substrats, son-
dern ebenfalls von der vorliegenden Enzymform abhängt [Boersma et al., 2002]. 

Erscheinen Metaboliten im Plasma, unterliegen sie in der Leber meist weiteren Reak-

tionen, z.B. mehrfache Konjugationen. Durch die hohe β-Glucuronidase-Aktvität der 
Leber können Glucuronide wieder gespalten werden und biliär durch den enterohe-
patischen Kreislauf als Aglyka oder methylierte/sulfatierte Konjugate wieder in das 
Kolon gelangen [O'Leary et al., 2003]. Kaffeesäure kann nach Resorption ebenfalls glu-
curonidiert und/oder sulfatiert und sodann im Urin ausgeschieden werden [Kern et al., 

2003]. 

3.4.4 Metabolismus im Kolon 

Ca. 80% der aufgenommenen Polyphenole erreichen in freier oder konjugierter Form 
das Kolon, wo sie durch die Mikroflora verstoffwechselt werden [Rechner et al., 2004]. 
Dort werden die Flavonoidglykoside hydrolysiert, und es kann zu Ringöffnungen, vor 
allem des C-Ringes, kommen. Es resultieren Phenolsäuren: je nach Substituenten 
der Flavonoide, z.B. 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure, 3-Methoxy-4-Hydroxyphenyl-
essigsäure oder 3,4-Dihydroxybenzoesäure [Blaut et al., 2003, Rechner et al., 2004]. Der 
Abbauweg für Quercetin durch E. ramulus ist in Abbildung 3.17 dargestellt. 
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Abbildung 3.17: Abbauweg von Quercetin, wie er für E. ramulus beschrieben ist, nach [Blaut et 
al., 2003] 

Durch Reduktions- und Ringkontraktionen über eine Chalkon- oder Diketonstruktur 
und hydrolytischer Ringöffnung entstehen Phloroglucinol und 3,4-Dihydroxy-
phenylpyruvat. Die weiteren Schritte entsprechen denen des Phenylalanin-Abbaus. 
[Schoefer et al., 2003]. Phloroglucinol kann in Anwesenheit von Glukose weiter in Butyrat 
und Acetat abgebaut werden [Blaut et al., 2003]. Flavone werden z.B. durch C. orbiscin-
dens in ähnlicher Weise metabolisiert, wobei als Zwischenprodukt Dihydrochalkone, 
z.B. Phloretin entstehen. Endprodukte sind in diesem Falle 3-(4-Hydroxyphenyl)-
propionsäure, je nach Ausgangsverbindung auch das 3,4-Dihydroxyderivat [Schoefer 

et al., 2003]. Chlorogensäure kann ebenfalls durch die Mikroflora abgebaut werden: 
zunächst entsteht Kaffeesäure und später Dihydrokaffeesäure (3-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-propionsäure) [Rechner et al., 2004]. Nach Resorption der Metabolite 

im Kolon können sie dehydroxyliert und/oder β-oxidiert werden. Durch Glycinierung 
entstehen Hippursäurederivate, die als Endprodukte für Chlorogensäure-, Teekate-
chin- und Quercetinglykosidmetabolismus beschrieben sind [Olthof et al., 2003, Rechner 

et al., 2004]. Neben den erwähnten Mikroorganismen sind noch einige andere be-
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schrieben, die Flavonoide und Polyphenole abbauen können, z.B. B. uniformis bzw. 

B. ovatus, die Glykoside durch ihre β-Glukosidase hydrolysieren oder Enterococcus 
casseliflavus, die die Zuckerreste der Glykoside verwerten [Blaut et al., 2003, Schoefer et 

al., 2003]. 

3.4.5 Antioxidative Wirksamkeit 

Durch die polyphenolische Struktur haben die Apfelsaftinhaltsstoffe antioxidative Ei-
genschaften. Die Wirkung beruht auf der Abgabe von Wasserstoffatomen aus den 
phenolischen Hydroxylgruppen an radikalische ROS und damit auf der Unterbre-
chung von Radikalkettenreaktion [Lemanska et al., 2001]. Phenolische Verbindungen mit 
entsprechender struktureller Voraussetzung sind außerdem in der Lage zum Elektro-
nentransfer und/ oder Chelate mit Übergangsmetallionen zu bilden [Lindberg-Madsen et 

al., 2000].  

3.4.5.1 Hydroxylgruppen 

Bildung von stabilen Radikalen 

Die Fähigkeit zur Abgabe von Wasserstoffatomen aus Hydroxylgruppen hängt von 
deren Anzahl [Kondo et al., 2001], vor allem aber von deren Position ab: Benachbarte 
Hydroxylgruppen zeigen eine bessere antioxidative Kapazität als nicht benachbarte, 
z.B. die 3’- und 4’-Position des B-Ringes (ortho-Catecholgruppe) [Lu und Foo, 2000]. 
Die Wirkung von Flavonoiden ist pH-abhängig: die pKa-Werte im wässrigen Milieu 
liegen im physiologischen Bereich. Die bevorzugte Deprotonierung findet an der C7- 
und C4’-Position, unter alkalischen Bedingungen auch an der C3-Position statt.  

Die Elektronendichte des 3,4’,7-Trianion ist so hoch, dass durch Elektronentransfer 
(Abstraktion eines Wasserstoffatoms) ein stabiles dianionisches Radikal gebildet 
werden kann. Zusätzlich ist eine weitere Deprotonierung möglich, was zu einem re-
sonanzstabilisierten trianionischen Radikal führt [Dangles et al., 1999].  

Quercetin besitzt zwei Strukturmerkmale, die mit Deprotonierung und daher guter 
antioxidativer Aktivität einhergehen, nämlich die Hydroxylgruppen an C3’/4’- und an 
C3/5/7-Position. [Lemanska et al., 2001] Demgegenüber haben Quercetin-3-Glykoside 
eine schlechtere antioxidative Wirksamkeit, da die Hydroxylgruppe am C3-Atom blo-
ckiert ist und daher eine Strukturvoraussetzung wegfällt [Rice-Evans et al., 1996] In ihrer 
neutralen Form spielt aber auch die Elektronenabgabe, vor allem an Position 3 und/ 
oder 5 eine Rolle [Lemanska et al., 2001].  
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Chelatbildung 

Bei der Deprotonierung der Hydroxylgruppen entsteht ein Sauerstoffzentrum mit ei-
ner hohen Ladungsdichte. In Anwesenheit von Übergangsmetallen kann die Depro-
tonierung bereits im physiologischen pH-Bereich erfolgen wodurch die Metallionen 
chelatiert werden können. Das resultierende Sauerstoffanion kann durch den meso-
meren Effekt der Phenole stabilisiert werden, vor allem die Catecholgruppe bindet 
Fe(III) fest bei pH 7,0. [Hider et al., 2001] Das Flavonol Quercetin besitzt drei potente 
Metallbindungsstellen, verteilt in den drei Ringen. Die Affinität der Catecholgruppe (1) 
ist bei pH 7.0 am größten (Abbildung 3.18). 
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Abbildung 3.18: Struktur von Quercetin mit seinen Strukturmerkmalen. 

Eine glykosidische Bindung an der 3-Position führt zum Verlust einer Bindungsstelle. 

Das Ausmaß der Chelatbildung und der Verteilung hängt von der Konzentration der 
beiden Liganden sowie vom pH-Wert ab. [Hider et al., 2001].  

3.4.5.2 sonstige Strukturmerkmale 

Nicht nur die Hydroxylgruppen an A- und B-Ring spielen eine wichtige Rolle für anti-
oxidative Wirksamkeit. Weitere strukturelle Voraussetzungen bilden die 2,3-
Doppelbindung und die Carbonylgruppe an C4 im C-Ring. Dies gewährleistet einen 
günstigen ungesättigten Charakter, der gute Elektronenwanderung zulässt.  

3.4.6 Biologische Wirkungen von Apfelsaftinhaltsstoffen 

In der Pflanze erfüllen Apfelsaftinhaltsstoffe verschiedene Funktionen. Sie schützen 
den Apfel vor UV-Licht, Pilzen, Viren und Bakterien. Außerdem zeigen sie Phytohor-
monaktivität und wirken als Enzyminhibitoren. [Bock, 2003] 

In den letzten Jahrzehnten wurden viele Substanzen synthetischen und natürlichen 
Ursprungs identifiziert, die präventiv in die Genese verschiedener Erkrankungen, v.a. 
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aber Atherosklerose und Krebs, eingreifen können. Solche chemopräventiven Effekte 
wurden in verschiedenen Testsystemen in vitro bis hin zu humanen Interventionsstu-
dien untersucht. Chemopräventive Substanzen können in zwei Gruppen eingeteilt 
werden: „Blockierende“ Agenzien entfalten ihre protektive Wirkung, bevor Kanzero-
gene kritische Zellstrukturen (z.B. DNA) erreichen, d.h. auf der Stufe der Initiation. 
Sie verhindern die metabolische Aktivierung von Kanzerogenen, fangen ultimale 
Kanzerogene ab und inaktivieren diese, oder sie erleichtern die Eliminierung aus 
dem Körper [Lee und Surh, 2005]. „Suppressive“ Verbindungen wirken nach Initiation 
durch Kanzerogene. Sie greifen hemmend in die prämaligne und maligne Transfor-
mation von initiierten Zellen auf der Stufe der Promotion und Progression ein. 
Zugrunde liegende Mechanismen sind z.B. Wachstumshemmung, Modulation zellulä-
rer Differenzierung und Apoptose, Erhöhung der Immunantwort sowie Aktivierung 
von Tumorsuppressorgenen bzw. Inaktivierung von Onkogenen [Lee und Surh, 2005, 

Musk et al., 1995]. Aufgrund der Heterogenität der Substanzen haben sie nicht nur eine 
einzige Wirkung, sondern greifen meist in viele Mechanismen des Organismus ein 
[Breinholt et al., 2003]. Da in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft phenolische Verbin-
dungen in einer komplexen Mischung vorliegen, sind potenzielle chemoprotektive 
Effekte meist nicht auf bestimmte Inhaltsstoffe zurückzuführen (mögliche additive und 
synergistische Wirkungen) [Breinholt et al., 2003, Laranjinha, 2001]. Einen Überblick über 
mögliche Wirkungen von Flavonoiden und deren Bedeutung für verschiedene Er-
krankungen ist in Abbildung 3.19 gezeigt. 
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Abbildung 3.19: möglicher Zusammenhang von Wirkmechanismen von Flavonoiden und Effek-
te auf Krankheiten, nach [Nijveldt et al., 2001]. 
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3.4.6.1 Schutz vor ROS 

Die antioxidative Wirksamkeit und die Chelatbildung sind wesentlich für die protekti-
ven Eigenschaften von Flavonoiden und Polyphenolen verantwortlich. Durch die Ver-
ringerung von ROS kann die Zelle z.B. vor Lipidperoxidation (LPO) oder DNA-
Schädigung geschützt werden. Eine Übersicht über in vitro-Studien ist in Tabelle 3.4 
aufgeführt. 

Tabelle 3.4: Zusammenstellung einiger in vitro-Untersuchungen zur Fähigkeit von Flavonoiden 
und Polyphenolen, (oxidative) Zellschäden zu reduzieren; Que: Quercetin, Rut: 
Rutin, Epi: Epicatechin, Md: Menadion, TBH: tert-Butylhydroperoxid. 

Untersuchte Ver-
bindungen 

Zellsystem/ Oxi-
dans 

Endpunkt Literatur 

Que Caco-2, HepG2 
H2O2 

DNA-Schäden ↓ [Aherne und O'Brien, 
1999] 

Que, Rut Caco-2 
TBH, Md 

DNA-Schäden↓ [Aherne und O'Brien, 
2000b] 

Que, Rut Caco-2, Lymphozy-
ten 

H2O2 

DNA-Schäden ↓ [Duthie und Dobson, 
1999] 

Que, Proanthocya-
nidine, Epi 

FAO-Zellen 
H2O2 

DNA-Schäden ↓ [Llopiz et al., 2004] 

Que, EGCG Endothelzellen 
PCB 77 

ROS-Level ↓ [Ramadass et al., 
2003] 

Que, Metabolite WIL2-NS 
H2O2 

Chromosomen-
Schäden ↓ 

[Saito et al., 2004] 

Apfelextrakt Caco-2 
TBH 

ROS-Level ↓ [Tarozzi et al., 2004] 

Rosenkohlextrakt Lymphozyten oxidative DNA-
Schäden ↓ 

[Zhu und Loft, 2001] 

Que Caco-2 
H2O2/Fe2+ 

LPO ↓ [Peng und Kuo, 2003] 

 

3.4.6.2 Einfluss auf Fremdstoffmetabolismus 

Enzyme, die in den Fremdstoffmetabolismus involviert sind (Cytochrom-P450-
Enzyme und detoxifizierende Phase-II-Enzyme) spielen nicht nur eine Rolle bei der 
Metabolisierung von Flavonoiden und Polyphenolen (Kapitel 3.4.3). Diese Enzyme 
können durch diese Verbindungen in ihrer Aktivität beeinflusst werden, so dass po-
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tentielle Kanzerogene verstärkt abgefangen werden können. Chemopräventive Stoffe 
wirken meist auf die Genexpression (Ah-Rezeptor, ARE, Kapitel 3.3.4.3).  

3.4.6.3 Einfluss auf Zellproliferation 

Im Laufe der Krebsentstehung (Kap. 3.1.2.2) spielt das Zellwachstum eine große 
Rolle. Flavonoide und Polyphenole zeigten in vielen in vitro-Studien wachstums-
hemmende Effekte in Kolonkrebszellen [Calliste et al., 2001, Kern et al., 2005, Kuntz et al., 

1999, Kuo, 1996, Middleton et al., 2000], vor allem während ihrer aktiven Wachstumsphase 
vor Erreichen ihrer Konfluenz [Agullo et al., 1994]. Angriffspunkte der Verbindungen lie-
gen in der MAP-Kinase-Kaskade, wo sie bereits auf der Ebene des epidermalen 
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R) eine Hemmung zeigen und damit das Anschal-
ten des weiteren Signalweges verhindern [Kern et al., 2005]. Durch Interaktionen mit 
dem Aryl-Hydrocarbonrezeptor (AhR) können Signalwege angeschaltet werden, die 
mit der Zellwachstumshemmung assoziiert sind [Kampa et al., 2004]. 

Ein weiterer Mechanismus zur Kontrolle des Zellwachstums ist der programierte Zell-
tod (Apoptose). Dieser kann durch verschiedene Faktoren induziert werden, z.B. 

durch Plasmamembran-Rezeptoren (TNFα, Fas, Glutamat), Störungen der Calcium-
Homöostase, Stress (z.B. ROS, Entzug von Wachstumsfaktoren) oder durch DNA-
Schädigung (UV-Licht, p53, Etoposid). An der Regulation der Apoptose sind Proteine 
der Bcl-2-Familie beteiligt. Zu ihnen gehören Agonisten (z.B. Bax, Bad) und Antago-
nisten (z.B. Bcl-2, Bcl-XL). Andere Regulationsmechanismen laufen z.B. über Phos-
horylierungs-/Dephosphorylierungsreaktionen, z.B. der Proteinkinase C (PKC). Da 
mit der Apoptose morphologische Veränderungen einhergehen, z.B. Schrumpfen der 
Zellen, Chromatinkondensation, Bildung von DNA-Fragmenten („Leiter“) sowie Bil-
dung apoptotischer Körperchen, müssen zuvor eine Reihe von Enzymen aktiviert 
werden, die, erst einmal aktiv, irreversibel die Apoptose in Gang setzen. Zu ihnen 
gehören Endonukleasen und Proteasen (Caspasen). [Guerrero und Arias, 1998] Durch 
vermehrte Expression proapototischer bzw. Hemmung antiapoptotischer Proteine 
sowie durch Modulation von Caspaseaktivität wurden Flavonoide und Polyphenole 
als Apoptose-induzierende Verbindungen identifiziert [Chen et al., 2004, Kampa et al., 

2004]. 

3.4.6.4 Einfluss auf Entzündungsmarker 

Cyclooxygenase und Lipoxygenase sind wichtige Entzündungsmediatoren. Sie sind 
beteiligt an der Freisetzung von Arachidonsäure, die am Anfang der inflammatori-
schen Abwehr steht. Neutrophile enthalten Lipoxygenase, die aus Arachidonsäure 



Theoretische Grundlagen 

43 

chemotaktische Substanzen synthetisieren, z.B. Prostaglandine, Hydroxy- bzw. Pe-
roxyarachidonsäurederivate oder Thromboxane. Diese Mediatoren stimulieren die 
Produktion von ROS an den Stellen der Entzündung. Polyphenolische Verbindungen 
sind in der Lage, hemmend auf den Cyclooxygenase- bzw. 5-Lipoxygenaseweg zu 
wirken. Dies resultiert in einer verminderten Ausschüttung von Arachidonsäure und 
dadurch zu einer Verringerung von Entzündungsmediatoren [Manthey, 2000, Nijveldt et 

al., 2001]. Quercetin und auch seine Metaboliten haben hemmende Wirkung auf beide 
Enzymaktivitäten [de Pascual-Teresa et al., 2004, Jones et al., 2004, Sadik et al., 2003].  

3.4.7 Adverse Effekte 

Flavonoide und Polyphenole haben reaktive, funktionelle Gruppen, so dass nicht nur 
antioxidative und protektive, sondern auch adverse Effekte, z.B. Prooxidativität, zu 
erwarten sind. Die relevanten Strukturmerkmale sind die freie Hydroxylgruppe an C3, 
die Doppelbindung an C2-C3 mit der Ketogruppe an C4 und auch die Catecholgrup-
pe im B-Ring. Aufgrund ihrer Fähigkeit zum Redox-Cycling zeigen sie auch uner-
wünschte Eigenschaften, die in erster Linie auf ihre elektrophilen Metabolisie-
rungsprodukte (Chinone, Methide) zurückzuführen sind. 

3.4.7.1 Mutagenität und Genotoxizität 

Ende der 70er Jahre wurden verschiedene Nahrungsinhaltsstoffe im Ames-Test auf 
ihre mutagenen Eigenschaften untersucht. Für einige Flavonole wurden Frameshift-
Mutationen in Salmonella typhimurium gefunden. Auch in anderen Testsystemen gab 
es Hinweise für mutagene Effekte, z.B. Chromosomenaberrationen und Schwester-
Chromatid-Austausch in CHO-Zellen [Brown und Dietrich, 1979]. Neben den oben ge-
nannten strukturellen Eigenschaften spielt für die Mutagenität von Flavonolen das 
Vorhandensein der Hydroxylgruppe an C5 eine große Rolle [Hardigree und Epler, 1978] 
Es wurde gezeigt, dass nicht die Ausgangsstrukturen an sich für die Mutagenität ver-
antwortlich sind sondern die Chinon-/ Chinon-Methid-Strukturen.  

3.4.7.2 Prooxidative Wirkungen 

Chinonbildung 

Je nach Konzentration und Art der Radikale haben Flavonoide und Polyphenole nicht 
nur antioxidative, sondern auch prooxidative Wirkungen [Metodiewa et al., 1999]. Die 
Anwesenheit von Übergangsmetallionen und wässriges Milieu begünstigen die proo-
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xidative Wirkung [Cao et al., 1997, Lapidot et al., 2002a]. Außerdem spielt der pH-Wert für 
diese Wirkungen eine große Rolle [Canada et al., 1990]  

Eine Strukturvoraussetzung für eine Chinonbildung ist die Catecholgruppe, wie sie 
z.B. bei Quercetin, Kaffeesäurederivaten und Epicatechin vorliegt. Quercetin ist hin-
sichtlich seiner prooxidativen Eigenschaften gut untersucht, einen Überblick über 
mögliche Aktivierung zeigt Abbildung 3.20. 
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Abbildung 3.20: Postulierte Reaktionen von Quercetin und mögliche biologische Konsequen-
zen, nach [Metodiewa et al., 1999], Reaktionen 1-10 im Text; Stöchiometrie 
bleibt unbeachtet; LPx: Laktat-Peroxidase 

Die Reaktion mit Laktat-Peroxidase (1) folgt nach dem allgemeinen Peroxidase-
Mechanismus: 

2 Q + H2O2   2 Q·- + 2 H2O  (3.11) 

Die mesomere Struktur des gebildeten o-Semichinonradikals (Q·-) geht von der Ca-

techolgruppe aus und verläuft über alle drei Ringe inklusive des Aryloxylradikals, was 
Voraussetzung für die Radikalstabilisierung ist. Es kann jedoch auch zur o-
Chinonstruktur (Qq) disproportionieren (2): 

2 Q·-     Qq + Q   (3.12) 

LPx 
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Ist Sauerstoff zugegen, kann die Reaktion zum Chinon auch über die Bildung des 
Superoxidanionradikals verlaufen (3):  

Q·- + O2   Qq + ·O2
-   (3.13) 

Superoxidanionradikale können von Quercetinmolekülen unter Bildung des Semichi-
nonradikals abgefangen werden (4): 

Q + ·O2
- + 2H+  Q·- + H2O2   (3.14) 

Auch das Semichinonradikal kann Superoxidanionradikale abfangen (5): 

Q·- + ·O2
- + 2H+   Qq + H2O2   (3.15) 

Das endogene Antioxidans Glutathion kann ebenfalls bei den Redox-Reaktionen des 
Quercetins eine Rolle spielen. GS· kann durch das Semichinonradikal reduziert wer-
den (6): 

Q·- + GS·   Qq + GSH   (3.16) 

Das Glutathionradikal kann z.B. bei der Ein-Elektronenübertragung mit dem Semichi-
nonradikal gebildet werden (7): 

GSH + Q·-   GS· + Q   (3.17) 

oder bei der Abfangreaktion des Superoxidanionradikals durch Glutathion (8): 

GSH + ·O2
- + 2H+  GS· + H2O2  (3.18) 

Durch die Anwesenheit von NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase kann durch Ein-

Elektronenübertragung das Chinon zum Semichinon reduziert werden (9). Die 

NADPH-Chinon-Oxidoreduktase reduziert die chinoide Form in einem Zwei-

Elektronenschritt zurück zur Ausgangsverbindung (10), so dass Quercetin wieder 

dem oben genannten Redox-Cycling zur Verfügung steht. [Metodiewa et al., 1999] Epica-

techin kann durch Tyrosinase und Peroxidasen ebenfalls zum o-Chinon oxidiert wer-

den. Diese Oxidation wurde auch mit Apfel-Phenoloxidasen beobachtet, dabei ist das 

Zwischenprodukt bei physiologischem pH-Wert nicht stabil, und weitere Reaktionen 

wie Dimerisierungen oder Polymerisierungen sind möglich [Moridani et al., 2001b].  
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GSH-Adduktbildung 

Neben der Bildung von ROS durch Redox-Cycling kann das als Zwischenprodukt 
entstandene Chinon weiter reagieren und über Methide mit Glutathion Addukte bil-
den. Der Deprotonierungsgrad und das Substitutionsmuster bestimmen die Addukt-
bildung, d.h. der Ort der Bindung ist pH-abhängig. Neutrale Chinone bilden v.a. am 
C-Ring Addukte mit Glutathion. Im neutralen pH-Bereich liegt das Chinon als Mono-
anion vor und bildet bevorzugt Addukte am A-Ring. B-Ring-Adduktbildung findet vor 
allem bei höherer Deprotonierung des Chinons statt [Awad et al., 2002a]. Diese Glu-
tathionaddukte wurden im in vitro-Zellsystem sowie in vivo als entsprechende 
Merkaptursäuren im Urin gefunden [Awad et al., 2002b].  

Die beiden Hydroxyzimtsäurederivate bilden, enzymatisch katalysiert durch NADPH/ 
Rattenlebermikrosomen, über Chinonstrukturen GSH-Addukte [Moridani et al., 2001a]. 
Katechine sind ebenfalls in der Lage, über o-Chinone Mono-, Di- oder Tri-
Glutathionkonjugate zu bilden. Auch Dimere können bis zu zwei Glutathionmoleküle 
binden. [Moridani et al., 2001b] 
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3.5 Apfelsaft und phenolische Apfelsaftextrakte 

Die überwiegende Zufuhr von Polyphenolen und Flavonoiden erfolgt aus dem Ver-
zehr von Obst und Gemüse. Apfelsaft ist mit 13 Litern pro Person und Jahr der am 
meisten verzehrte Fruchtsaft in Deutschland. [Bitsch et al., 2000, Rechner et al., 1999, VdF, 

2005] 

3.5.1 Herstellung von Apfelsaft 

Die Herstellung von Apfelsaft zeigt das in Abbildung 3.21 dargestellte Schema.  

 

Abbildung 3.21: Herstellung von Apfelsaft, nach [VdF, 2005] 

Zur Vorbereitung der Früchte wird das Obst gewaschen und anschließend sortiert, 
um faule und unreife Früchte zu entfernen. Nach der Entstielung wird das Obst me-
chanisch durch Obstmühlen zerkleinert. Im darauf folgenden Verfahren der Entsaf-
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tung werden diskontinuierliche und kontinuierliche Pressen eingesetzt. Die Saftaus-
beute liegt bei Äpfeln bei 70%. Der Rückstand der Saftgewinnung, der Trester, dient 
zur Pektingewinnung. Die anschließende Saftbehandlung umfasst eine Vorklärung, 
die die Abtrennung des Trubs erleichtert und Nachtrübungen verhindert. Danach er-
folgt ein enzymatischer Abbau von Pektinen, die Entfernung von Polyphenolen durch 
Zusatz von Gelatine oder Polyvinylpyrrolidon und eine Entfernung von Proteinen 
durch Adsorption an Bentonit. Anschließend wird der Saft mittels Filtration durch po-
röse Schichten wie Zellulose bzw. Kieselgur oder durch eine Zentrifugation geklärt.  

Bei naturtrüben Apfelsäften erfolgt eine Trubstabilisierung, bei der die Trubstoffe 
durch kurzzeitige Behandlung mit Polygalacturonsäurepräparaten partiell abgebaut 
und damit stabilisiert werden können. 

Um eine enzymatische Bräunung durch die Oxidierung noch vorhandener Polyphe-
nole zu verhindern, wird Vitamin C zugesetzt. Zur Abtötung von Mikroorganismen 
und Inaktivierung von Enzymen wird der Saft z.B. durch eine Pasteurisation haltbar 
gemacht. Eine zweite Pasteurisation wird nach der Auslagerung bzw. Abfüllung des 
Fruchtsaftes, z.B. durch Erhitzen der verschlossenen Flaschen, durchgeführt. [Belitz et 

al., 2001] 

3.5.2 Polyphenolprofil von Apfelsäften 

Obst und Obstprodukte sind sehr komplex zusammengesetzte Mischungen von phe-
nolischen Verbindungen u.a.. Äpfel sind hinsichtlich ihrer Zusammensetzung gut un-
tersucht: Die häufigsten Polyphenole sind Quercetinglykoside, Phloretin-xyloglukosid 
und Phloridzin, Chlorogensäure, Epicatechin und Proanthocyanidine [Manach et al., 

2004]. Je nach Sorte variieren die Gehalte beachtlich. 

Das Polyphenolprofil von Apfelsäften entspricht nicht dem der Rohware und lässt 
sich durch verschiedene Faktoren beeinflussen.  

3.5.2.1 Sortenauswahl 

Zum einen spielt die jeweilige Sortenauswahl eine große Rolle. Säfte aus Tafeläpfeln 
haben mit ca. 180 mg/L einen geringeren Gesamtphenolgehalt als Säfte aus „alten“ 
Mostapfelsorten, die Gehalte bis zu 1 g/L Phenole erreichen können [Kahle et al., 

2005a]. In der nachfolgenden Tabelle sind Profile von Apfelsorten aufgeführt, die in 
der vorliegenden Arbeit der Rohware für die Extrakte entsprachen. 
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Tabelle 3.5: Polyphenolprofil [mg/L] von verschiedenen Apfelsäften, nach [Kahle et al., 2005a] 

Apfelsaft 
 
Substanzgruppe 

Boskoop Bitten-
felder 

Winter-
rambur 

Bohnapfel kommerzielle Säfte 
klar             trüb 
n=3          n=21 

Hydroxyzimtsäuren 517 270 315 360 69-122 94-259 

Dihydrochalkonderivate 61 80 91 171 9-54 28-87 

Flavan-3-ole 393 198 208 118 14-32 46-120 

Flavonole -- 23 27 23 0-7 3-14 

Summe 970 570 641 671 110-173 182-459 

 

Bei den zu untersuchenden phenolischen Substanzen handelt es sich um Sekundär-
produkte des Pflanzenmetabolismus. Licht [Manach et al., 2004], saisonale Schwankun-
gen während verschiedener Jahrgänge [van der Sluis et al., 2001], Reifegrad der Früchte 
[de Jager und Roelofs, 1996] und Stress [Golding et al., 2001] spielen bei der Bildung solcher 
Verbindungen eine große Rolle. Zwischen den Jahrgängen, auch schon bei ver-
schiedenen Standorten der Apfelbäume und innerhalb eines Apfelbaumes sind daher 
bedeutende Unterschiede bezüglich des Polyphenolgehaltes und –profils der Früchte 
zu erwarten.  

3.5.2.2 Technologische Aspekte 

Phenol-Oxidase-Aktivität 

Während der Obstverarbeitung kommt es zu Verlusten von phenolischen Verbindun-
gen. Dabei spielen die Phenol-Oxidase-Aktivität und der eintretende Sauerstoff wäh-
rend der Pressung und Mahlung eine große Rolle [Lu und Foo, 1997]. Trotz verschiede-
ner Schutzmaßnahmen, z.B. Ascorbinsäurezugabe, ist das Ausmaß meist nicht un-
erheblich. Chlorogensäure ist sehr reaktiv und kann nach Oxidation zur chinoiden 
Form andere phenolische Verbindungen oxidieren [Rechner et al., 1999]. Katechine und 
Chlorogensäure sind als Substrate für die Phenol-Oxidase bekannt. Während der 
Aufarbeitung der Äpfel sind die Gehalte nach 30 min schon um 25% gesunken. Phlo-
ridzin- und Quercetinglykosidgehalte dagegen ändern sich unter diesen Bedingungen 
nicht [van der Sluis et al., 2001], sie sind also kein Substrat für die Phenol-Oxidase [van 

der Sluis et al., 2002]. 
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Phenolverteilung im Apfel 

Ein weiterer Faktor für Verluste während der Verarbeitung ist die ungleiche Phenol-
verteilung im Apfel: während die Flavonolglykoside und Anthocyane fast ausschließ-
lich in der Schale enthalten sind, kommen die Katechine und deren Oligomere zwar 
hauptsächlich in der Schale vor, zu geringeren Anteilen aber auch in Fruchtfleisch 
und Kerngehäuse, einschließlich der Samen. Chlorogensäure und Phloretinglykoside 
befinden sich bevorzugt im Kerngehäuse, jedoch auch im Fruchtfleisch [Mihalev et al., 

2004, Thielen et al., 2004]. Dies hat Auswirkungen auf den Polyphenolgehalt des Apfel-
safts, da durch die Pressung der überwiegende phenolische Anteil der festen Apfel-
bestandteile (Schale und Gehäuse), vor allem Proanthocyanidine und Flavonolglyko-
side, im Trester verbleiben und nicht mit in den Saft überführt werden [Schieber et al., 

2001]. Dies führt zu Einbußen von ca. 50% der Polyphenole [Rechner et al., 1999]. Eine 
weitere Ursache für die ungleiche Überführung der einzelnen Polyphenole ist ihre 
Wasserlöslichkeit: Chlorogensäure ist am besten wasserlöslich und hat daher den 
größten Anteil im Saft [van der Sluis et al., 2002]. Mittels so genannter Tresterverflüssi-
gung durch Enzymbehandlung des Pressrückstandes (Trester) mit Pektinasen und 
Zellulasen lassen sich die im Trester gebundenen Polyphenole herauslösen und in 
den Tresterextraktionssaft überführen [Will et al., 2000]. Hydroxyzimtsäurederivate wie 
Chlorogensäure überstehen diese Behandlung nicht und kommen nur noch zu gerin-
gen Teilen im Saft vor. Dieser technologische Aspekt wurde durch den Extrakt 
APE03 in dieser Arbeit mit berücksichtigt.  

3.5.3 Herstellung von Apfelsaftextrakt 

Bei der Herstellung von Apfelsaftextrakt für diese Arbeit erfolgt zunächst eine Fest-
phasenextraktion der Polyphenole an Adsorberharzen, z.B. XAD16. Zucker, organi-
sche Säuren und Mineralien werden durch Spülen mit destilliertem Wasser entfernt. 
Die Elution phenolischer Substanzen erfolgt mittels 96%igem Ethanol. Der alkoholi-
sche Extrakt wird eingeengt und in die wässrige Phase überführt. Abschließend er-
folgt eine Gefriertrocknung. [Will und Dietrich, 2002-2004] 

3.5.4 Zusammensetzung der Apfelsaftextrakte 

Für die vier Extrakte, die in dieser Arbeit untersucht werden sollten, wurden ver-
schiedene Apfelsorten und Technologien verwendet, um das Polyphenolprofil in sei-
ner Zusammensetzung zu variieren. 
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Apfelsaftextrakt 01 (AE01)  

Ausgangsmaterial des AE01 sind Äpfel der Sorte Boskoop (Tafelapfel) aus der Ernte 
2001.  

Apfelsaftextrakt 02 (AE02)  

Apfelsaftextrakt AE02 entstammt Äpfeln verschiedener Sorten der Ernte 2002, darun-
ter ein hoher Anteil von Mostapfelsorten (25% Topaz, 17,5% Bohnapfel, 22,5% Win-
terrambur und 15% Bittenfelder, 20% gemischtes Tafelobst). 

Trestersaftextrakt 03 (APE03) 

Dieser Apfelsaftextrakt APE03 unterscheidet sich von den anderen Apfelsaftextrak-
ten durch seine Herstellungsweise. Der Apfelsaft wurde aus verschiedenen Tafelap-
felsorten (Melrose, Granny Smith, Golden Delicious und Jonagold) der Ernte 2003 
hergestellt. Der normale Apfelsaft wurde für die Herstellung jedoch nicht berücksich-
tigt. Stattdessen wurde der gepresste Rückstand (Trester) für zwei Stunden mit Zellu-
lase und Pektinasen behandelt, um die im Trester verbliebenen Polyphenole eben-
falls herauszulösen. Der daraus resultierende „Tresterextraktionssaft“ wurde für die 
Extraktgewinnung eingesetzt. 

Apfelsaftextrakt 04 (AE04) 

Apfelsaftextrakt AE04 entstammt einer Mischung von Apfelsäften der Ernte 2002 und 
2003. Dabei wurden 250 L des Apfelsaftes von 2002 (identisch mit dem eingesetzten 
Apfelsaft für AE02), 50 L Tresterextraktionssaft (s. APE03) und je 200 L der naturtrü-
ben Mostapfelsäfte Schafsnase, Bohnapfel und Winterrambur vermischt.  

Für die einzelnen Extrakte ergibt sich folgende Zusammensetzung, identifiziert und 
quantifiziert durch HPLC/DAD in der FA Geisenheim (Tabelle 3.6). 
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Tabelle 3.6: Zusammensetzung der eingesetzten Apfelsaftextrakte, persönliche Mitteilung [Will 
und Dietrich, 2002-2004]. 

Inhaltsstoffe AE01 
[mg/g] 

AE02 
[mg/g] 

APE03 
[mg/g] 

AE04 
[mg/g] 

Σ Quercetinglykoside  7,3 8,9 116,2 12,1 

davon Rutin 1,8 2,6 49,1 4,5 

Σ Phloretinglykoside  103,4 127,8 110,6 121,1 

davon Phloridzin 34,7 27,9 78,9 48,0 

Chlorogensäure 171,8 181,5 19,2 183,2 

Kaffeesäure 102,7 4,8 4,0 7,5 

Epicatechin 11,8 19,2 17,7 12,5 

Katechin n.n. n.n. 2,7 n.n. 

Proanthocyanidin B1 2,9 7 6,2 n.n. 

Proanthocyanidin B2 16,0 15,1 18,4 12,1 

3-Cumaroyl-Chinasäure 16,0 9,5 3,0 9,4 

4-Cumaroyl-Chinasäure 72,4 77,3 5,0 66,0 

5-Cumaroyl-Chinasäure 7,0 10,4 3,8 39,8 

Σ bekannte Substanzen  511,3 461,5 310,9 478,3 
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3.6 Testmethoden 

3.6.1 Zellsysteme 

3.6.1.1 Caco-2 Zellen 

Die Zelllinie Caco-2 entstammt einem menschlichen Adenokarzinom und wurde aus 
dem Kolon eines männlichen 72-jährigen Kaukasiern gewonnen [DSMZ, 1995]. Sie ist 
eine adhärent wachsende, d.h. als Monolayer zu kultivierende Zelllinie und zeigt so-
wohl spezialisierte enterozytische als auch kolonozytische Zellfunktionen. Die Zellen 
exprimieren viele intestinale Enzyme mit zur normalen Kolonmukosa vergleichbaren 
Aktivitäten [Duthie und Dobson, 1999]. Ihre geringe Aktivität an Cytochrom P450 ist ähn-
lich zu humanen Dickdarmzellen. Einige Phase-II- Enzyme zeigen katalytische Ei-
genschaften, die mit denen des menschlichen Dünndarms vergleichbar sind 
[Prueksaritanont et al., 1996]. Expressionsraten von UDPGT1A1 und GST sind geringer 
als in primärem humanen Enterozyten [Petri et al., 2003]. Außerdem sind sie in der La-
ge, Vitamine, Ionen und Glukose zu transportieren.  

Caco-2-Zellen werden üblicherweise in Untersuchungen zu Stoffmetabolismus, Gen-
toxizität, Einfluss von Nahrungsbestandteilen auf Eisenverfügbarkeit, Calciumtrans-
port und Bürstensaumenzym-Aktivitäten herangezogen. Trotz einiger Unterschiede 
zu normalen Darmepithelzellen sind Caco-2 Zellen bis heute das Modell der Wahl zur 
Untersuchung des intestinalen Transports und zur Toxikologie von Fremdstoffen so-
wie deren präsystemischen Metabolismus [Sambruy et al., 2001]. 

3.6.1.2 HT29 Zellen 

Die Zelllinie HT29 wurde als erste Kolontumorzelllinie 1964 von Fogh aus einem A-
denokarzinom eines 44-jährigen Kaukasiers gewonnen und etabliert. Sie ist ebenfalls 
adhärent wachsend mit einer Verdopplungszeit von 40-60 h [DSMZ, 1995] und zeichnet 
sich im undifferenzierten Zustand durch einen hohen Glukosekonsum aus. HT29 Zel-
len zeigen keinerlei spezifischen Charakteristika von epithelialen Intestinalzellen. 
Durch Zugabe von Butyrat oder Austausch von Glukose gegen Galaktose lassen sich 
diese Zellen redifferenzieren, so dass sie ebenfalls einen Bürstensaum und tight 
junctions ausbilden. [Zweibaum et al., 1991]  
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Haupteinsatzgebiete dieser Zelllinie sind Untersuchungen zu Glukosemetabolismus 
und zu Hormonrezeptoren, z.B. EGF, Neurotensin oder Prostaglandine. Durch die 
Möglichkeit zur Differenzierung eignen sich HT29 Zellen ebenfalls zur Aufklärung 
molekularer Mechanismen und deren Modulation [Rousset, 1986].  

3.6.2 Induktion von moderatem oxidativen Stress 

Im in vitro-Zellsystem sind Basisschäden meist in derart geringen Mengen vorhan-
den, dass es mit den gewählten Methoden fast unmöglich ist, verringernde Effekte 
durch Antioxidanzien zu untersuchen. Daher ist es notwendig, sich einer zusätzlichen 
Inkubation zu bedienen, in der moderater Stress erzeugt wird. Das Zweistufenproto-
koll basiert auf einer Vorinkubation mit den Antioxidanzien und einer sich anschlie-
ßenden Behandlung mit dem Oxidans. Dadurch wird zum einen gewährleistet, dass 
nur die Antioxidanzien Wirkung zeigen, die in die Zelle gelangt sind, und zum ande-
ren verhindert, dass abfangende Reaktionen bereits im Medium stattfinden können. 
Das Ausmaß des oxidativen Stresses soll in einem Bereich liegen, der auch in vivo 
bei pathologischen Situationen auftreten kann. In Hämodialysepatienten wurden z.B. 
oxidative Schäden von ca. 10 TI% (tail intensity) und dreimal höhere Malondialde-
hydkonzentrationen im Plasma gefunden als in gesunden Probanden [Müller et al., 

2004]. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Oxidanzien verwendet, die im 
Folgenden kurz vorgestellt werden.  

3.6.2.1 Menadion 

Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon, Abbildung 3.22) ist ein gut untersuchtes, 
synthetisches Vitamin-K-Analogon ohne isoprene Seitenkette [Eisenbrand und Schreier, 

2005]. Es kann im Darm durch die Mikroflora aus Vitamin K gebildet werden. 

O

O

CH3

H

 
Abbildung 3.22: Strukturformel von Menadion. 

Menadion kann wie alle p- und o-Chinone einer Ein-Elektronen- oder Zwei-
Elektronen-Reduktion unterliegen (Abbildung 3.23).  
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Abbildung 3.23: Redox-Cycling von Menadion nach [Klotz et al., 2002]. 

Bei der Ein-Elektronen-Reduktion entsteht ein Semichinonradikal. Die Oxidation ei-
nes solchen Semichinonradikals durch molekularen Sauerstoff führt zur Regenerati-
on zurück zur Ausgangsverbindung unter gleichzeitiger Bildung eines Superoxidani-
ons, das vor allem enzymatisch zu Wasserstoffperoxid dismutiert [Aherne und O'Brien, 

2000b, Sun et al., 1997]. In einer sich anschließenden Fenton-Reaktion mit Eisen als 
Katalysator kann dann das noch viel reaktivere Hydroxylradikal gebildet werden. Bei 
der Zwei-Elektronen-Reduktion werden die Chinone durch die NADPH-Chinon-
Oxidoreduktase 1 (NQO1) (veraltet DT-Diaphorase) zum entsprechenden Hydrochi-
non umgesetzt, jedoch ohne Bildung des Semichinonradikals. Letzterer Mechanis-
mus bedeutet eine Detoxifizierung der Chinone [Chiou und Tzeng, 2000].  

Während z.B. 2,3-Dimethoxy-1,4-naphthochinon nur über das Redox-Cycling seine 
toxische Wirkung entfaltet, kann Menadion auch über Arylierung oxidativen Stress 
verursachen. Durch die Adduktbildung mit Glutathion über eine Art Michael-Addition 
der Sulfhydrylgruppen [Boatman et al., 2000] wird GSH der antioxidativen Abwehr ent-
zogen und andere Elektrophile und ROS können nicht mehr durch GSH abgefangen 
werden. Die gebildeten GSH-Chinonaddukte können wieder zum Semichinon redu-
ziert werden und damit durch Redox-Cycling Superoxidanionradikale bilden [Monks et 

al., 1992]. Daneben können auch DNA-Methylierungsreaktionen stattfinden [Hargreaves 

et al., 2000].  

Neben Arylierung und Redox-Cycling beeinflusst Menadion verschiedene Stress-
responsive Signalkaskaden, z.B. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) oder 
Phosphoinsositol-3-Kinase (PI3K/Akt-Kaskade) [Abdelmohsen et al., 2003]. Arylierungs-
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reaktionen von Menadion mit Cysteinresten von Tyrosinphoshatasen führen zu deren 
Inaktivierung und zu einer vermehrten Tyrosinphoshphorylierung. Dadurch wird die 
„extrazelluläre Signal-regulierte Kinase“ (ERK1 und ERK 2) aktiviert [Klotz et al., 2002].  

3.6.2.2 tert-Butylhydroperoxid 

tert-Butylhydroperoxid (TBH) ist ein organisches Hydroperoxid (Abbildung 3.24). 

OOHC

CH3

CH3

CH3

 

Abbildung 3.24: Struktur von tert-Butylhydroperoxid. 

Die Toxizität von TBH beruht auf zwei Mechanismen: 

1. Reduktion durch GPx nach der Gleichung 

ROOH + 2GSH  GSSG + H2O + ROH (3.19)  

Dies führt zu einer Störung der Glutathionhomöostase und zu einer Erhöhung der 
zytosolischen Calciumkonzentration, was letztlich zu Schäden an der Membran 
führen kann [Bartoli et al., 1994]. Störungen des Calciumgleichgewichts werden häufig 
in Zellen beobachtet, die oxidativem Stress unterliegen. Ein Teil der Ionen wandert in 
den Kern, wo Nukleasen aktiviert werden, die DNA-Schäden induzieren. [Meneghini, 

1997] 

2. Bildung von ROS 

Durch Dekomposition des organischen Peroxids kann das Peroxyl- (ROO·) oder das 
Alkoxyl- (RO·)-Radikal gebildet werden, erleichtert durch Anwesenheit von 
Metallionen, z.B. Methämoglobin oder durch Cytochrom P-450 (in Mikrosomen). Die 
beiden Spezies können H· von anderen Molekülen abstrahieren und spielen bei der 
Lipidperoxidation eine große Rolle. [Halliwell und Gutteridge, 1999] Außerdem kann durch 
Fenton-Reaktion das hochreaktive HO· gebildet werden [Bartoli et al., 1994] 

3.6.2.3 Fenton-Reagens 

Beim Fenton-Reagens handelt es sich um eine äquimolare Mischung von 
Wasserstoffperoxid und Eisen-(II)-sulfat. Dabei wird das HO· gebildet (Kapitel 3.2). 
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3.6.3  Detektion von (oxidativer) DNA-Schädigung  

Zur Detektion von DNA-Strangbrüchen wurde in dieser Arbeit die alkalische Einzel-
zellgelelektrophorese, auch Comet Assay genannt, herangezogen. Der Comet Assay 
ist zurückzuführen auf eine Beobachtung von Rydberg und Johanson, dass die Zell-
kerne nach Behandlung von Zellen mit ionisierender Strahlung mit zunehmender Do-
sis immer diffuser im Mikroskop erschienen [Rydberg und Johanson, 1978]. Ostling und 
Johanson entwickelten daraus eine Technik, bei der die DNA durch Elektrophorese 
in Abhängigkeit von der Strahlendosis unterschiedlich weit aus dem Zellkern heraus-
trat [Ostling und Johanson, 1984].  

Zur Durchführung des Comet Assay werden die zu untersuchenden Zellen in ein A-
garosegel eingebettet und lysiert. Anschließend wird in einer Elektrophoresekammer 
unter alkalischen Bedingungen die DNA denaturiert (entwunden), eine Elektrophore-
se durchgeführt, die Objektträger neutralisiert und die DNA mit Ethidiumbromid ge-
färbt (Abbildung 3.25). 

 

 

Abbildung 3.25: Durchführung des Comet Assays (schematische Darstellung). 

An einem Fluoreszenzmikroskop wird die DNA mit Hilfe einer Digitalkamera Compu-
ter-gestützt ausgewertet. Die DNA ungeschädigter Zellkerne erscheint als runder 
Punkt, geschädigte DNA bildet charakteristische Formen, die Kometen ähneln (s. 
Abbildung 3.26) und dem Test seinen Namen gaben. Als Maß für die DNA-
Strangbrüche wurde die Fluoreszenzintensität im Schweif (Maß für den prozentualen 
Anteil an DNA im Kometen-Schweif, „tail intensity“, TI%) verwendet.  
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Abbildung 3.26: Beispiele für Kometen unter dem Fluoreszenzmikroskop mit unter-
schiedlichem Schädigungsausmaß. 

Neben der oben beschriebenen Methode können durch Variation des pH-Wertes 
weitere Informationen über die Art der Strangbrüche erhalten werden [Horvathova et al., 

1998]: Bei einer DNA-Denaturierung unter neutralen Bedingungen werden nur DNA-
Doppelstrangbrüche (DSB) erfasst. Im alkalischen Milieu dagegen (DNA liegt in Ein-
zelsträngen vor) werden neben DSB ab einem pH-Wert von 12,1 auch Einzelstrang-
brüche (SSB) und ab einem pH ≥ 13 alkali-labile Stellen detektiert [Fairbairn et al., 1995]. 
Der Comet Assay wird mittlerweile überwiegend im alkalischen Milieu (pH ≥ 13) 
durchgeführt [Fairbairn et al., 1995, Kassie et al., 2000, Singh et al., 1988].  

Um zusätzlich eine Aussage über das Ausmaß oxidativer DNA-Schäden zu erhalten, 
ist es möglich, die Zellkerne in den Agarosegelen mit Reparaturenzymen wie For-
mamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG) oder Endonuklease III zu behandeln. 
Durch die DNA-Glykosylaseaktivität werden oxidierte Basen (v.a. 8-OxoG durch 
FPG) sowie deren ringgeöffnete Imidazole herausgeschnitten, wobei eine Lücke ver-
bleibt. Durch die AP-Lyaseaktivität kann nun die Entfernung des Deoxyribo-
sephosphats erfolgen, woraus ein Strangbruch resultiert [Laval, 1996] und zu einer 
Verstärkung der Schweifintensität führt (Abbildung 3.27). Die Differenz aus Strang-
brüchen nach Enzymbehandlung und direkten Strangbrüchen (ohne Enzymbehand-
lung) entspricht den spezifisch oxidativen DNA-Schäden. [Collins, 2000]  
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Abbildung 3.27: Durchführung des Comet Assays zur Detektion von Gesamtschäden (schema-
tische Darstellung). 

3.6.4 Dichlorofluorescein (DCF)-Assay 

Der DCF-Assay ermöglicht die Detektion von ROS in der Zelle. Er beruht auf der O-
xidation des Fluoreszenzfarbstoffs Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA, Struktur-
formel siehe Abbildung 3.28). Entwickelt wurde diese Methode von Keston und 
Brandt zur Detektion von Wasserstoffperoxid in Gegenwart von Peroxidase in einem 
zellfreien System [Keston und Brandt, 1965]. Die Messung intrazellulärer ROS in leben-
den Zellen erfolgte im DCF-Assay erstmals durch [Bass et al., 1983]. Seitdem wurde 
diese Methode häufig eingesetzt, um intrazelluläre ROS mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie oder Durchflusszytometrie sowie in neueren Arbeiten fluorimetrisch 
(Plattenphotometer) [Wang und Joseph, 1999] zu detektieren  Auch wenn die Spezifität 
des Tests nicht geklärt ist [Frank et al., 2000], ist dieser Assay eine Screening-Methode, 
die in Verbindung mit anderen Markern eine Aussage über das Ausmaß oxidativer 
Zellschädigung und deren Modulation durch Antioxidanzien zulässt. 

Prinzip der Methode  

Der unpolare, nicht fluoreszierende Farbstoff Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA) 
diffundiert durch die Zellmembran ins Innere der Zelle und wird dort durch intrazellu-
läre Esterasen zu der nicht fluoreszierenden Substanz Dichlorofluorescin (DCFH) 
deacetyliert. DCFH wird durch ROS zu dem fluoreszierenden Farbstoff Dichlorofluo-
rescein (DCF) oxidiert (Abbildung 3.28). Aufgrund seiner höheren Polarität kann der 
Farbstoff die Zellmembran nicht passieren und verbleibt in der Zelle. Der Farbstoff 
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wird bei einer Wellenlänge von 485 nm angeregt und die Fluoreszenz bei einer Wel-
lenlänge von 525 nm gemessen [LeBel et al., 1992].   
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Abbildung 3.28: Reaktionen von DCFH zur der fluoreszierenden Form DCF, nach [LeBel et al., 

1992] 

Die Vermutung, dass die im DCF-Assay ermittelte Fluoreszenz direkt proportional zur 
Konzentration von Wasserstoffperoxid ist, wurde in den letzten Jahren mehrfach wi-
derlegt. Der Farbstoff reagiert nicht spezifisch mit einer bestimmten reaktiven 
Sauerstoffspezies, vielmehr stellt er einen Detektor für eine Reihe oxidierender 
Reaktionen dar [Hempel et al., 1999]. Im Gegensatz zum Hydroxylradukal [Myhre et al., 

2003, Zhu et al., 1994] kann Wasserstoffperoxid alleine DCFH nicht direkt zu DCF 
oxidieren, dazu ist die Anwesenheit von Peroxidase [Halliwell und Gutteridge, 1999, Myhre 

et al., 2003, Rota et al., 1999] oder Eisenionen [Crow, 1997] notwendig. Der DCF-Assay 
bietet also die Möglichkeit, den Redoxstatus der Zelle zu erfassen und die 
Modulation von ROS unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen [Wang und 

Joseph, 1999]. Er lässt jedoch keine Aussage zu, welche ROS im Testsystem 
vorliegen.  
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3.6.5 Glutathionbestimmung  

Der Glutathiongehalt in Zellen wurde mit einem Verfahren bestimmt, das sich an die 
Bestimmung von Akerboom und Sies anlehnt und von Gallagher et al. modifiziert 
wurde [Akerboom und Sies, 1981, Gallagher et al., 1994]. Bei diesem Verfahren wird der Ge-
samtglutathiongehalt über einen kinetischen Test bestimmt, in dem GSH, GSSG und 
Glutathionreduktase (GSR) kontinuierlich in einer NADPH-abhängigen Reaktion 5,5’-
Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) zum chromophoren 5-Thio-2-Nitrobenzoat 
(TNB) reduzieren (Abbildung 3.29).  
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Abbildung 3.29: Schematische Darstellung der Reaktion von GSH mit DTNB. 

Die Bildung von TNB kann über die Extinktion bei 412 nm zeitlich verfolgt werden. 
Die Geschwindigkeit der TNB-Bildung, also die Extinktionszunahme in einer be-
stimmten Zeit, ist proportional zur tGSH-Konzentration, da alle übrigen Reaktions-
partner (NADPH, GSR, DTNB) in einem deutlichen Überschuss vorhanden sind. Die 
Berechnung der tGSH Konzentration erfolgt durch Vergleich mit entsprechenden 
Standardlösungen.  

Zur Messung von GSSG wird GSH mit dem Nukleophil 2-Vinylpyridin kovalent ge-
bunden (Abbildung 3.30) und anschließend die oben beschriebene Messung durch-
geführt. Durch Differenzbildung werden der GSH-Anteil und der GSH-Status (Quo-
tient GSH/tGSH) berechnet.  
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N
CH2

N SG
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Abbildung 3.30: Derivatisierung von GSH durch Reaktion mit 2-Vinylpyridin. 

3.6.6 Bestimmung der Lipidperoxidation 

Zur Bestimmung von Malondialdehyd (MDA) als ein Marker der Lipidperoxidation 
wird die Thiobarbitursäurereaktion verwendet. Hierbei reagiert ein Molekül MDA mit 
zwei Molekülen Thiobarbitursäure unter Bildung eines pink fluoreszierenden Komple-
xes (Abbildung 3.31). 
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Abbildung 3.31: Derivatisierung von Malondialdehyd mit Thiobarbitursäure. 

Neben MDA reagieren auch andere Verbindungen mit TBA, die zusammengefasst 
als Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen (TBARS) bezeichnet werden. Zu ihnen 
zählen andere Aldehyde sowie Strukturen, die nicht bei der LPO enstehen, z.B. Ke-
tone, Ketosteroide Säuren, Ester, Zucker, Imide und Amide, u.a. [Guillen-Sans und Guz-

man-Chozas, 1998], so dass die fluorimetrische Bestimmung der TBARS sehr unspezi-
fisch ist. Eine spezifische Erfassung des MDA gelingt nach flüssigkeitschroma-
tographischer Auftrennung (HPLC, Fluoreszenzdetektor: Anregung. 532 nm, Emissi-
on. 553 nm) [Draper et al., 1993].  

Ist eine Kettenreaktion im Gange, laufen auch nach Oxidansinkubationen unspezifi-
sche Reaktionen weiter. Durch Zugabe eines Antioxidans, z.B. tert-
Butylhydroxytoluol (BHT) nach der Inkubation verhindert solche Reaktionen und es 
wird nur der MDA/TBARS-Gehalt gemessen, der durch die Oxidansinkubation indu-
ziert wird [Draper et al., 1993].  

3.6.7 Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

Eine Reihe zellfreier Tests ermöglichen es, Aussagen über die Effektivität der einzel-
nen antioxidativ wirksamen Substanzen zu machen. Diese Tests basieren auf der 



Theoretische Grundlagen 

63 

Generierung eines meist farbigen, stabilen, langlebigen Radikals, welches im Verlauf 
des Assays abgefangen oder durch Anwesenheit des Antioxidans verzögert gebildet 
wird.  

Zu diesen Tests gehören: 

- TRAP (Total peroxyl radical trapping potential) [Frankel und Meyer, 2000] 

- ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) [Cao et al., 1997] 

- FRAP (Ferric reducing antioxidant capacity of plasma) [Frankel und Meyer, 2000] 

- DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical assay [Burda und Oleszek, 2001] 

- Superoxide Anion Scavenging [Frankel und Meyer, 2000] 

- CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity) [Apak et al., 2004] 

- TAC (Total antioxidant capacity) [Kampa et al., 2002] 

- TEAC (Trolox equivalent antioxidative capacity) [Miller et al., 1993, Re et al., 1999] 

 

Der TEAC-Test wurde in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Er beruht auf der Gene-
rierung des stabilen ABTS-Radikals durch die Oxidation von 2,2’-Azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonat): 
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Abbildung 3.32: Oxidation von ABTS. 

Die Generierung dieses langlebigen Radikals kann auf zwei Wegen erfolgen. ABTS 
kann mit Metmyoglobin in einer Pufferlösung gemischt werden, zum Starten der Re-
aktion wird anschließend H2O2 hinzu gegeben [Miller et al., 1993] Alternativ kann ABTS 
zusammen mit Kaliumperoxodisulfat (K2S2O8) in Wasser gelöst werden [Re et al., 

1999].  

Das ABTS·-Kation hat drei Absorptionsbanden mit Maxima bei 645, 734 und 815 nm. 
Zur Bestimmung des TEAC-Wertes wird dieses zum Antioxidans gegeben. Der Vor-
teil dieser Methode besteht darin, dass nur die Fähigkeit zum Abfangen des Radikals 
beobachtet wird. Bei früheren Tests wurde ein langlebiges Radikal erst in Gegenwart 
der Antioxidanzien generiert. Dies kann zu einer Überschätzung der antioxidativen 
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Kapazität der jeweiligen Substanzen führen, da bei diesen Assays zusätzlich die In-
hibition der Radikalbildungsreaktion erfasst wird. So kommt es dazu, dass auch bei 
Substanzen, die eigentlich nicht in der Lage sind, Radikale abzufangen, eine antioxi-
dative Kapazität festgestellt wurde (z.B. KCN) [van den Berg et al., 1999]. 

Beim TEAC-Test wird Trolox, ein wasserlösliches Vitamin E-Analogon, als Ver-
gleichssubstanz verwendet. Der TEAC-Wert gibt an, welche Konzentration Trolox 
[mM] nötig ist, um dieselbe Wirksamkeit zu erreichen wie eine Lösung der Konzentra-
tion 1 mM (Reinsubstanzen) oder 1 mg/ml (Mischungen) der untersuchten Probe 
[Pellegrini et al., 1998]. 

Während des Messzeitraums finden sowohl schnelle als auch langsame Radikalab-
fangreaktionen statt. Zur Standardisierung wurde ein einheitlicher Messzeitraum von 
6 min gewählt, um die einzelnen Antioxidanzien miteinander vergleichen zu können. 
[Re et al., 1999] 

3.6.8 Wachstumshemmung 

Wie bereits in Kapitel 3.4.6.3 beschrieben haben Flavonoide/Polyphenole Einfluss 
auf das Zellwachstum. Zur Kontrolle des Wachstums wurde diese orientierend be-
stimmt mittels des Sulforhodamin-B-Tests (SRB-Test). Der Test basiert auf einer 
schnellen und empfindlichen Messung des zellulären Proteingehaltes adhärent 
wachsender Zellkulturen. 

Zur Proteinbestimmung wird der stark pinkfarbene Aminoxanthan-Farbstoff Sulforho-
damin-B eingesetzt (Abbildung 3.33). 
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Abbildung 3.33: Struktur des Farbstoffs Sulforhodamin B. 

Im Sauren bindet Sulforhodamin-B stabil und mit hoher Empfindlichkeit an Proteine 
[Skehan et al., 1990]. Der Vorteil des SRB-Tests im Vergleich zu anderen Verfahren, wie 
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zum Beispiel dem Tetrazolium-Test (MTT), liegt in der besseren Linearität zur Zell-
zahl, der höheren Sensitivität und Reproduzierbarkeit [Keepers et al., 1991]. 

3.6.9 Stabilität von Polyphenolen unter Inkubationsbedingungen 

Flavonoide und Polyphenole zeigen aufgrund ihrer aromatischen phenolischen Struk-
tur charakteristische Absorptionsbanden im UV-Bereich, die photometrisch bzw. mit-
tels HPLC UV/Vis-Detektion ermittelt werden können [Schieber et al., 2001]. Diese Art 
der Detektion ist gängig in der Polyphenolanalytik. Wie bereits in Kapitel 3.4.7.2 
erwähnt, unterliegen die untersuchten Strukturen unter physiologischen pH-
Bedingungen und in wässriger Lösung Abbau-, Umlagerungs- und Kondensationsre-
aktionen. Insbesondere Zellkulturbedingungen begünstigen Oxidationsreaktionen 
durch den dort herrschenden erhöhten Sauerstoff-Partialdruck. Bei längeren 
Inkubationszeiten muss damit gerechnet werden, dass die Ausgangsstrukturen nicht 
stabil sind, und evtl. neu entstehende Produkte für die biologische Wirksamkeit eben-
falls bedeutsam sind. Vergleicht man die Chromatogramme von Inkubationen in An- 
und Abwesenheit von Zellen, so lassen sich durch das Auftreten neuer Peaks Aus-
sagen über Zelleinflüsse auf die Substanz (z.B. metabolische Aktivität) treffen. 

Für eine genaue Identifizierung neu entstehender Strukturen kann man sich der 
UV/Vis-Detektion über einen Wellenlängenbereich (DAD) oder der LC-MS-Technik 
bedienen. 
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4 Materialien und Methoden 

4.1 Zellkultur 

4.1.1 Materialien  

Geräte 

Brutschrank:   Heraeus Cytoperm BBD 6220 

   WTC (Binder) 

Sterilbank:   Heraeus Instruments Herasafe HS 12 

   Heraeus Instruments Laminair HLB 2472 BS 

Mikroskop:  Auflicht, Zeiss 

Zentrifugen:  Heraeus Instruments Biofuge fresco 

   Sigma 3-1 

Biofreezer:  Herafreeze (Heraeus) 

Multipette:   (Eppendorf, Abimed) 

Pipettierhilfe:   Pipettus-Akku (Technomara) 

Ultraschallbad: SONOREX RK 100 (Bandelin) 

Wasserbad:  Julabo SW-20C 

Chemikalien/Nährlösungen 

Medium:  - Caco-2: Dulbecco´s MEM/Nutrient-Mix F12 (DNM) (Gibco) 

- HT29, primäre Kolonzellen: Dulbecco´s Modified Eagle Medium     
(DMEM) (Gibco) 

Zusätze:   - 5 mL Penicillin/Streptomycin (Gibco/Invitrogen: 10.000 units/mL  
      Penicillin G Natrium; 10.000 units/mL Streptomycin-sulfat) 

   - 25-100 mL Fetales Kälberserum (FKS) (Gibco, Invitrogen) 

Viabilität:  - Trypanblaulösung: (Sigma), mit Zellsuspension 1:1 verdünnen 

- Neubauer-Zählkammer 
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Trypsin, 3,5 U/mg (Serva) 

EDTA, NaCl, KCl, NaOH, KH2PO4, Methanol, jeweils p.A.-Qualität (Merck) 

Na2HPO4, p.A. (Riedel-de-Häen) 

Ethanol, p.A., HEPES (Roth) 

DMSO für die UV-Spektroskopie (Fluka) 

NaHCO3, MgSO4 * 7 H2O, Glukose (Merck) 

Verbrauchsmaterialien: Gewebekulturflaschen, Kryoröhrchen steril, PP-Röhrchen 
15 ml, 50 mL steril, 1,5 bzw. 2,2 mL Reaktionsgefäße, Gewebekulturschalen 
94/16 mm, 60/15 mm, steril Wellplatten (96, 24), Pipettenspitzen (Greiner, Sarstedt) 

Sterilfilter 0,2 µm, (Sartorius) 

Spritzen, Kanülen (Braun) 

 

PBS (Stammlösung 10x): - 90 g NaCl 

    - 7,26 g Na2HPO4 

    - 2,1 g KH2PO4 

    mit aqua bidest. auf 1L auffüllen; pH 7,2-7,4 
    vor Gebrauch 1/10 verdünnen und steril autoklavieren 

 

Trypsin/EDTA:  - 125 mg Trypsin (3,5 U/mg, Serva) 

    - 65,5 mg EDTA  

    auf 250 mL mit PBS auffüllen, kalt rühren lassen, pH =7,2 

4.1.2 Kultivierung 

Das Arbeiten mit Zellkulturen erforderte sterile Bedingungen. Die Kultivierung erfolgte 
in Kulturflaschen als Monolayer im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luft-
feuchtigkeit. 

4.1.2.1 Mediumwechsel 

Ziel der Zellkultur ist es, den Zellen möglichst gute Wachstumsbedingungen zu bie-
ten und die Vitalität zu erhalten. Im Laufe der Kultivierung entstehen einerseits saure 
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Ausscheidungsprodukte der Zellen sowie Zerfallsprodukte des Mediums, die das 
Wachstum der Zellen beeinträchtigen können.  

Spätestens nach Farbumschlag des Mediums (Phenolrotindikator) von rot nach gelb 
wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, um tote Zellen und Stoffwechselprodukte zu 
eliminieren. Dazu wurde das Medium abgegossen und die Zellen einmal mit PBS-
Lösung gespült. Anschließend kultivierte man mit ca. 50 mL Kulturmedium. [Lindl, 

2000] 

4.1.2.2 Subkultivierung 

Wenn Zellen zu dicht wachsen, verändert sich ihr Stoffwechsel. Einzelne Zellen ster-
ben ab oder hören auf, sich zu teilen (Kontaktinhibition). Ist der Boden der Kulturfla-
sche mit Zellen konfluent bewachsen, war es notwendig, die Zellen zu subkultivieren 
(=passagieren). Die Passagehäufigkeit hängt dabei von der Generationszeit der je-
weiligen Zelllinie ab Für die in dieser Arbeit verwendeten HT29 bzw. Caco-2 Zellen 
beträgt die Verdopplungszeit ca. 80 h. Für eine Passage wurde das Medium abge-
gossen und die Zellen zwei- bis dreimal mit PBS-Lösung gespült, um tote Zellen und 
Mediumreste zu entfernen. Die Zellen wurden mit ca. 2 mL Trypsinlösung bei 37°C 
bis zum beginnenden Ablösen inkubiert und dann durch vorsichtiges Abklopfen vom 
Boden gelöst. Durch Zugabe von 5 mL FKS-haltigem Medium wurde das Trypsin in-
aktiviert, da eine zu lange Behandlung mit dem Verdauungsenzym ein Absterben der 
Zellen zur Folge hat. Die Zellsuspension wurde anschließend durch mehrmaliges 
Resuspendieren mit einer Pipette gut durchmischt und die Zellen dadurch vereinzelt. 
Anschließend streute man in eine neue Flasche je nach Bedarf eine entsprechende 
Anzahl von Zellen aus und kultivierte mit 50 mL frischem Kulturmedium.  

4.1.2.3 Einfrieren von Zellen 

Da die Lebenszeit von Zellen im Tiefkühlschrank bei -80°C bzw. im flüssigen Stick-
stoff begrenzt ist, sollte der Vorrat an Zellen regelmäßig erneuert werden, d.h. einge-
frorene Zellen in Kultur bringen und mit wenigen Passagen wieder einfrieren. Eine 
konfluent gewachsene Kulturflasche wurde mit minimaler Menge Trypsin-EDTA-
Lösung behandelt und mit möglichst wenig Medium abgestoppt, um die Zellsuspen-
sion konzentriert zu halten. Eine entsprechende Anzahl an Kryo-Tubes wurde mit 
150 µL FKS und 150 µL DMSO und 1.200 µL Zellsuspension gefüllt. Die Zellzahl 
sollte sich bei ungefähr einer Million pro Kryo-Röhrchen bewegen. Die Zugabe von 
DMSO war trotz seiner Zytotoxizität unerlässlich, da es die Kristallbildung innerhalb 
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und außerhalb der Zelle sowie die partielle Dehydratation des Zytoplasmas verhin-
dert [Lindl, 2000].  

Zunächst wurden sie bei -20°C, am folgenden Tag bei -80°C eingelagert. Zur länger-
fristigen Lagerung ist flüssiger Stickstoff günstiger. 

4.1.2.4 Auftauen von Zellen 

Um die Zellen in Kultur zu bringen, mussten die Zellen aus dem Tiefkühlschrank auf-
getaut werden. Dies sollte möglichst schnell passieren, um die toxische Wirkung des 
zugesetzten DMSO gering zu halten. Deshalb wurden die Kryoröhrchen bei 37°C 
angetaut und sobald sich die Suspension vom Rand löst in ein PP-Röhrchen mit 10-
12 mL vorgewärmtem Medium gegeben und dann abzentrifugiert (1.500 Upm, 
3 min). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit etwas Medium wieder 
aufgenommen. Das Einsäen erfolgte in 25 cm2- Kulturflaschen. Am nächsten Tag 
sollte unbedingt ein Mediumwechsel erfolgen, damit die toten und stark geschädigten 
Zellen entfernt wurden und das Wachstum der lebenden Zellen nicht beeinträchtigt 
wird. [Lindl, 2000] 

4.1.2.5 Kontrolle der Zellkultur auf Mykoplasmen  

Mykoplasmen sind die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten, die parasi-
tär in enger Vergesellschaftung mit Pflanzen- oder Tierzellen leben. Sie sind wech-
selnd in ihrer Morphologie und leicht verformbar, ihre Größe schwankt zwischen 
0,2 µm und 2 µm. Dementsprechend sind sie in der Lage, die üblichen Sterilfilter aus 
Cellulose- und Polyvinylderivaten der Kulturflaschen (Porengröße 0,2 µm) zu passie-
ren und so in die Zellkultur zu gelangen. Mykoplasmen sind in der Zellkultur uner-
wünscht, da sie nicht nur die Zellen und deren Stoffwechsel verändern, sondern auch 
die Ergebnisse von Versuchen beeinträchtigen können.  

Als Nachweismethode für Mykoplasmenkontaminationen hat sich die Fluorochromie-
rung mit DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) bewährt. Die DNA der 
Mykoplasmen und der Zellen wird mit DAPI/Sulforhodamin 101-Lösung angefärbt. 
Unter dem Fluoreszenzmikroskop erscheint die DNA der Mykoplasmen als kleine, 
hell leuchtende Punkte auf oder in den Zellen, deren Zytoplasma rot leuchtet. Zur 
Durchführung des Nachweises wurden wenige Tropfen der zu untersuchenden Zell-
suspension auf einem sterilen Objektträger in einer bereits mit Medium gefüllten 
94 mm Petrischale ausgestreut und für mindestens 24 h im Brutschrank kultiviert. 
Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen werden mit eiskaltem Methanol gespült 
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und anschließend mindestens 30 min in eiskaltem Methanol bei -20°C fixiert. Nach 
dem Trocknen wurden die Zellen mit 40 µL DAPI-Lösung angefärbt, mit einem Deck-
glas bedeckt und anschließend unter einem Fluoreszenzmikroskop bei einer Anre-
gung bei 365 nm betrachtet. Im Fall einer Mykoplasmenkontamination wurden die 
Zellen nach Herstelleranweisung mit BM Cyclin® (Roche) behandelt. 

4.2 Isolierung von primären humanen Kolonzellen 

4.2.1 Materialien 

Collagenase P (Boehringer Mannheim) 

Proteinase K (Roche)  

DMEM-Medium: Dulbecco`s Modified Eagle Medium high Glucose, ohne Pyruvat 

+ 584 mg/l L-Glutamin  

  

HBSS:  6,3 g NaCl 

   0,32 g KCl 

   0,27 g MgSO4 ∗ 7 H2O 

   0,15 g KH2PO4 

   1,81 g NaHCO3 

3,58 g HEPES 

1,5 g Glukose H2O 

mit aqua bidest. auf 1 L auffüllen 

4.2.2 Isolierung der primären Kolonzellen 

Primäre humane Kolonzellen wurden aus Biopsieproben des colon sigmoideum in 
Kooperation mit dem Westpfalzklinikum Kaiserslautern gewonnen. Die Gewebepro-
ben wurden nach ihrer Entnahme in HBSS-Lösung bei 4°C aufbewahrt und danach 
innerhalb von zwei bis vier Stunden aufgearbeitet. Die Isolierung der Zellen lehnt sich 
an die von Pool-Zobel et al. veröffentlichte Methode an [Pool-Zobel et al., 1999]. Das 
Gewebe wurde zunächst mechanisch mittels einer Schere zerkleinert. Die zerkleiner-
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ten Gewebeproben wurden mit einer Enzymlösung, die aus Proteinase K (6 mg/mL 
HBSS) und Collagenase (3 mg/mL HBSS) besteht, in ein Zentrifugationsröhrchen mit 
rundem Boden (12 mL) überführt, Schere und Uhrglas wurden mit je 0,5 mL HBSS 
abgespült und die Spüllösung ebenfalls in das Röhrchen eingebracht. Die Desinteg-
ration erfolgte bei 37°C im Schüttelwasserbad für 40-60 min, alle 10 min wurde zu-
sätzlich die Suspension mit einer Pipette gemischt. Anschließend wurde die Zellsus-
pension auf 10 mL mit HBSS verdünnt, durchmischt und bei 20-25°C 10 min bei 
2.500 Upm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 mL DMEM (ohne FKS) re-
suspendiert. Nach der Zellzahl– und Viabilitätsprüfung wurde jeweils 2,5·105 bzw. 
1,25·105 Zellen zum Versuch eingesetzt.  

4.3 Zellinkubation 

4.3.1 Materialien 

Quercetin-Dihydrat, > 99% (Riedel-de Haen) 

Phloretin (ungefähr dünnschichtchromatographisch rein, Roth) 

Menadion (>97% HPLC), TBH (70% in Wasser), (-)-Epicatechin (>90% HPLC), Rutin 
(>95% HPLC), Chlorogensäure (>95%), Kaffeesäure (>98%) , Phloridzin-Dihydrat 
(>99% HPLC), Eisen-(II)-Sulfat (Sigma, Aldrich) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) für die UV-Spektroskopie (Fluka) 

Wasserstoffperoxid 30% (Riedel-de Haen) 

Für die Oxidans- und Kolonbiopsieinkubation wurde serumfreies Medium (= S-Med) 
bzw. PBS, bei den Antioxidans-Inkubationen wurde, soweit nicht anders angegeben, 
ein um die Hälfte FKS reduziertes Medium (= Inkubationsmedium, „I-Med“) verwen-
det. Für die Versuche wurden Zellpassagen zwischen 20 und 48 herangezogen. Der 
Lösungsmittelanteil (DMSO) betrug in Suspensionskultur 1% (v/v), in Monolayerkultur 
0,1% (v/v). 

4.3.2 Substanzen 

Reinsubstanzen 

Die Stammlösung war 100 mM, in Einzelfällen 300 mM in DMSO. Daraus wurden, 
ebenfalls in DMSO, Verdünnungen hergestellt, so dass Lösungen von 30, 10, 3, und 
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1 mM entstanden. In einzelnen Versuchen wurden entsprechende kleinere Stammlö-
sungen/Verdünnungen hergestellt.  

Apfelsaftextrakte 

Die Apfelsaftextrakte wurden in DMSO gelöst, wobei die Stammlösung 250 mg/mL 
betrug. Diese wurden jeweils verdünnt zu 100, 50, 10 und 5 mg/ml, in einzelnen Ver-
suchen entsprechend weiter.  

Rekonstituierte Mischungen 

Die Mischungen wurden hergestellt, indem entsprechend konzentrierte Lösungen der 
Einzelstoffe in DMSO angesetzt wurden und nach ihrem Anteil im Extrakt zu einer 
Lösung pipettiert wurden (Tabelle 4.1) 

 

Tabelle 4.1: Pipettierschema der rekonstituierten Mischungen (rAEs), Lösungen hergestellt in 
DMSO. 

Einzelstoff  
(c [mg/mL]) 

rAE01 
[µL] 

rAE02 
[µL] 

rAPE03 
[µL] 

Rutin (125) 7,3 8,9 116,2 
Phloridzin (250) 51,9 63,9 55,3 
Chlorogensäure (250) 85,9 90,8 9,6 
Kaffeesäure (250) 51,4 2,4 2,0 
Epicatechin (125) 11,8 19,2 17,7 
+ DMSO  41,7 64,9 49,2 
≈ Konz. [mg/mL] 397,0  342,2 246,1 

 

Durch Verdünnen mit DMSO wurden die Lösungen auf 250 mg/mL gebracht und ent-
sprechend den Versuchen weiter verdünnt und eingesetzt. 

Menadion 

Die Stammlösung betrug 20 bzw. 3-5 mM bei Endkonzentrationen (0,1% DMSO) 
20 µM bzw. 3-5 µM; bei den Versuchen in Zellsuspensionen war die Stammlösung 
entsprechend um einen Faktor 10 kleiner, da der Lösungsmittelanteil im Medium 1% 
(v/v) betrug. 
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4.3.3 Zellinkubationen für Comet Assay, GSH-, MDA-Bestimmung  

Für Caco-2-Inkubationen im Comet Assay wurde eine Zellzahl von 2,5·105 Zellen, für 
die HT29-Inkubationen 1·106 Zellen verwendet. Für die anderen Zellversuche (GSH, 
Lipidperoxidation) wurden 5·105 bis 1·106 Caco-2 Zellen in 94 mm und bis zu 1,5·106 
HT29 Zellen in 60 mm Zellkulturschalen eingesetzt. 

Bei der Oxidans-Charakterisierung erfolgte die Inkubation in 10 mL-
Reaktionsgefäßen bei 37°C im Wasserbad. Bei dem zweistufigen Inkubationsproto-
koll mit Flavonoiden bzw. Apfelsaftextrakten in Anlehnung an die Versuche von A-
herne und O´Brien wurden die Zellen in Petrischalen ausgesät und 24 h anwachsen 
gelassen [Aherne und O'Brien, 2000b].  

1. Stufe: Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurde das Inkubationsme-
dium mit den Testsubstanzen in gewünschter Konzentration dazugegeben und ent-
sprechende Zeit im Brutschrank inkubiert.  

2. Stufe: Die Zellen wurden erneut zweimal mit PBS gewaschen, um Reste der 
Testsubstanzen aus Stufe 1 zu entfernen. Nun wurde das serumfreie Medium bzw. 
PBS mit den enthaltenen Oxidanzien zugegeben und im Brutschrank inkubiert. 
[Aherne und O'Brien, 2000b, Aherne und O'Brien, 1999] 

Danach wurden die Zellen mit 250 µL bzw. 500 µL Trypsin/EDTA-Lösung trypsiniert 
und nach zwei bis drei Minuten mit gleicher Menge N-Medium abgestoppt. Inkubatio-
nen mit PBS hatten eine Ablösung der Zellen zur Folge. In diesem Falle entfiel der 
Trypsinierungsschritt, stattdessen wurde nach erfolgter Inkubation 1 mL N-Med in die 
Petrischale gegeben und entsprechend weiter verfahren. Die Zellen wurden nun mit 
einer Eppendorff-Pipette resuspendiert und in 2 mL-Reaktionsgefäße (bei großen 
Petrischalen in 15 mL-PP-Röhrchen) überführt. Danach wurden mit zweimal 500 µL 
S-Med die verbliebenen Zellen abgeschabt und wiederum in das Gefäß überführt. 
Nach Mischen wurde 25 µL für die Viabilität entnommen und der Rest wurde ent-
sprechend weiter aufgearbeitet. Bei Versuchen zur Modulation der Grundschädigung 
entfiel die 2. Stufe und die Zellen wurden sofort nach Waschen mit PBS trypsiniert. 

4.3.3.1 Zweistufenprotokoll für primäre Kolonzellen 

Für die Oxidans-Charakterisierung wurde wie oben beschrieben, in 10 mL-Röhrchen 
für eine Stunde im Wasserbad (37°C) inkubiert. Da bei der zweistufigen Arbeitsweise 
mehrere Wasch- und Zentrifugationsschritte notwendig waren, war der Zellverlust 
während der Inkubation so groß, dass am Ende keine Zellen mehr für eine aussage-
kräftige Auswertung vorhanden waren. Die Inkubation wurde, wie im Folgenden be-
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schrieben, so modifiziert, dass sich dieser Verlust weitgehend verhindern ließ. Auf-
grund der niedrigen Zellzahl wurde beim Comet Assay auf die Erfassung der Grund-
schädigung verzichtet und nur der Gesamtschaden (Grund- plus oxidativer DNA-
Schaden) betrachtet. 

1,25·105 Zellen wurden nach Isolierung in je zwei 1,5 mL-Reaktionsgefäße pro Kon-
zentration aliquotiert und auf 500 µL Medium aufgefüllt, indem sich schon die ge-
wünschte Inkubationssubstanz, gelöst in DMSO, befindet (Endkonzentration DMSO 
1%). Nach kurzem Schütteln wurden die Reaktionsgefäße im Thermomixer bei 37°C 
und 700 Upm für 2 h belassen. Nach Inkubation wurden die Proben bei Raumtempe-
ratur 20 min (2.500 Upm) zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig unter Beo-
bachtung des Pellets mit einer Pipette abgesaugt. Die Zellen wurden nun mit 500 µL 
HBSS gewaschen und noch mal zentrifugiert. Nach erneutem Absaugen des HBSS 
mit der Pipette wurden 500 µL des Menadion-enthaltenden Mediums (Kontrolle nur 
DMSO, 1%) in das Reaktionsgefäß gegeben und erneut im Thermomixer für 1 h in-
kubiert. Nach dieser Stunde wurden die Zellen auf Eis gestellt und wiederum bei 
2.500 Upm und 4°C für 10 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Mediums mit einer 
Pipette wurde das Pellet sofort in Agarose aufgenommen und wie in Kapitel 4.4 be-
schrieben aufgearbeitet. 

4.3.3.2 Postinkubation zur Erfassung der DNA-Reparatur 

Um die Wirkung der Flavonoide/Polyphenole auf die DNA-Reparaturleistung der Zel-
le zu ermitteln, wurde nach der in 4.3.3 beschriebenen Zellinkubation eine Postinku-
bation mit Nährmedium nachgeschaltet, wie bei [Aherne und O'Brien, 2000a] beschrie-
ben, und entsprechend aufgearbeitet. Für die Reparaturversuche wurden 14 Ansätze 
für eine bzw. 20 für zwei Substanzen mit je 1·106 HT29 Zellen ausgesät und 24 h 
anwachsen gelassen. Pro gewählte Nachinkubationszeit (0, 1, 3, 6, 9 24 h) wurde 
eine Petrischale mit Substanz in I-Med inkubiert, eine mit DMSO (0,1%), zusätzlich 
wurden zwei Kontrollen für die Zeitpunkte 0 h und 24 h mitgeführt. Nach wiederum 
24 h Inkubation mit den Antioxidanzien wurde das Medium entfernt und nach Wa-
schen mit PBS 1 h mit Menadion (20 µM) inkubiert. Nun wurde wiederum mit PBS 
gewaschen und für 1, 3, 6, 9 oder 24 h mit Nährmedium nachinkubiert. Das Abstop-
pen der Proben geschah wie in Kapitel 4.3.3, die Versuchsaufarbeitung wie in Kapitel 
4.4 beschrieben.  
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4.3.4 Viabilitätsbestimmung  

4.3.4.1 Zellzahlbestimmung  

Die Anzahl der Zellen wird mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Diese be-
steht aus neun großen Quadraten. Jedes dieser Quadrate hat eine Fläche von 
1 mm2, dies ergibt bei einer Tiefe der Kammer von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 µL. 
Für die direkte Zellzählung wird ein Aliquot der Zellsuspension entnommen und in die 
Zählkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop kann anschließend die Zellzahl pro 
0,1 µL bestimmt werden. [Lindl, 2000] 

4.3.4.2 Bestimmung der Viabilität  

Mittels Trypanblauausschluss-Test können lebende von toten Zellen unterschieden 
und so die Lebendzellzahl bzw. Viabilität bestimmt werden. Hierfür wurden in einem 
Mikroreaktionsgefäß ein Aliquot Zellsuspension mit einem Aliquot Trypanblau ge-
mischt und in die Zählkammer gebracht. Aufgrund der permeablen Membran von 
geschädigten Zellen lagert sich der Farbstoff in diese ein, sie erscheinen blau ge-
färbt. Lebende Zellen erscheinen im Mikroskop hell leuchtend. Die Viabilität ergibt 
sich aus dem Verhältnis der intakten, viablen Zellen zur Gesamtzellzahl und wird in 
% angegeben. [Lindl, 2000] Die relative Lebendzellzahl ergibt sich aus dem Verhältnis 
der Zellzahl viabler Zellen der Probe zu derjenigen der Kontrolle. 

4.3.4.3 SRB-Test 

Geräte, Materialien, Lösungen: 

- 96-Lochplatten, steril (Greiner) 

- EIA-Reader mit Filter 570 nm (Biorad) 

- 50%ige Trichloressigsäure (TCA) 

- 0,4% SRB gelöst in 1% Essigsäure (v/v) 

- 10 mM Tris-Lösung (pH 10,5) 

Durchführung 

Für die Bestimmung des Lebendproteingehaltes wurden 2.500 Caco-2 Zellen pro 
Loch ausgesät, wobei die äußeren Löcher ausgespart wurden und stattdessen mit 
PBS gefüllt wurden und 24 h anwachsen lassen. Danach wurde das Medium auf 
Substanz-haltiges I-Med (0,1% DMSO v/v) gewechselt (100 µL) und 24 h inkubiert. 
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Das Medium wurde abgesaugt und mit neuem Md-(bzw. für die Kontrolle DMSO 
(0,1% v/v)-haltigen Medium für 1 h inkubiert und dann mit 50 µL TCA abgestoppt und 
bei 4°C 1 h fixiert. Nach fünfmaligem Spülen mit Wasser wurde die Platte getrocknet 
und dann mit 50 µL SRB-Lösung für 30 min die Zellen belassen. Nach fünfmaligem 
Waschen mit 1%iger Essigsäure wurde die Platte wieder getrocknet. Am Tag der 
Messung wurde die gebundene Farbe mit Tris-Base gelöst und bei 570 nm vermes-
sen. Die Bestimmung erfolgte als 5-6fach. Die Auswertung erfolgte nach Bildung des 
Mittelwertes über das Verhältnis der Extinktion der Probe zu derjenigen der Kontrolle. 

4.4 Einzelzellgelelektrophorese (Comet Assay) 

4.4.1 Materialien 

- Objektträger einseitig komplett mattiert; 26 x 76 x 1,0 mm (Menzel, Braunschweig) 

- Deckgläser 24 x 24 mm (Menzel, Braunschweig) 

- Agarose:  Low melting point [37°C] (LMA) (Biorad) 

     Normal melting point [42°C] (NMA) (Biorad) 

- Elektrophoresekammer für horizontale Gelelektrophorese (Biorad Sub Cell GT)  

- Wasserbad (Julabo) 

- Färbekammern für die Mikroskopie 

- Zeiss Axioskop 20; Filter Set 15 (Anregung BP 546/12; Emission LP 590) 

mit Cohu High Performance CCD Camera  

- Auswertungsprogramm: Comet II (perspective Instruments, Suffolk, England) 

 

Chemikalien: 

 - Phosphatpuffer (PBS):    8,0 g NaCl 

      0,2 g KCl 

      0,2 g KH2PO4 

      1,15 g Na2HPO4 

      mit aqua bidest. auf 1L auffüllen, mit 1N  

NaOH auf pH 7,4 einstellen 
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- NMA (Beschichtung der Objektträger)  0,5% in PBS 

- LMA (Suspendieren der Zellen)  0,7% in PBS 

- Lyse-Puffer: (Stammlösung) :   2,5 M = 146,1 g NaCl 

      100 mM = 37,2 g EDTA-Dinatriumsalz 

      10 mM = 1,2 g Tris 

in 1 L aqua bidest. lösen und mit NaOH auf 
pH 10 einstellen 

      danach 10 g N-Laurylsarcosin-Na-Salz dazu- 

geben, auf 1 L auffüllen 

Lyse-Gebrauchslösung:   89% Lyse-Stammlösung  

      10% DMSO  

      1% Triton X-100 (Aldrich) 

Enzympuffer (Stammlösung)  40 mM = 9,5 g HEPES 

      0,1 mM = 7,46 g KCl 

      0,5 mM = 0,146 g EDTA 

      0,2 mg/L = 0,2 g BSA 

      auf 1 L aqua bidest. auffüllen, mit KOH auf 
       pH 8 einstellen; als 10x-Stammlösung bei 
       -20°C aufzubewahren in 35 ml Portionen 

Gebrauchslösung:    Verdünnung der Stammlösung 1/10; kühlen 

 

FPG-Enzym:     200 µL Enzympuffer 

      200 µL Glycerin 

      auf 2 mL mit aqua bidest auffüllen 

      davon 990 µL + 10 µL Enzym = 1/100 

      aufzuteilen auf 25 µL- Portionen 

Lagerung im Tiefkühlschrank bei -84°C 

Enzym-Gebrauchslösung:   25 µL Enzym + 725 µL Enzympuffer 

      = Verdünnung 1/30; insgesamt 1/3000 
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Elektrophoresepuffer (Stammlösungen): 10 mM = 200 g NaOH auf 500 mL aqua 

       bidest.  

200 mM = 14,9 g EDTA auf 200 mL aqua bi-
dest. 

Gebrauchslösung    30 mL NaOH-Lösung 

      5 mL EDTA-Lösung 

      auf 1 L mit aqua bidest auffüllen, kühl stellen 

Neutralisationspuffer:   0,4 M = 48,5 g Tris 

auf 1 L aqua bidest. auffüllen, auf pH 7,5 (mit 
HCl) 

Ethidiumbromidlösung (Stammlösung): 10 mg in 50 mL aqua bidest.  

Gebrauchslösung:    10% (v/v) in aqua bidest.  

4.4.2 Durchführung  

Die Durchführung des alkalischen Comet Assays entspricht weitestgehend der Be-
schreibung nach Collins et al., die schematisch in Abbildung 3.27 dargestellt ist 
[Collins et al., 1996]. 

Vor der Durchführung wurden die Objektträger mit NMA präpariert: 40 µL wurden auf 
die matte Seite pipettiert, ausgestrichen und trocknen gelassen. Sodann wurden dar-
auf zweimal nebeneinander je 65 µL NMA pipettiert und sofort mit je einem Deckglas 
bedeckt. Die Aufbewahrung, die max. eine Woche betragen sollte, erfolgte bei 4°C in 
angefeuchteten Präparationskästen. 

Die Zellsuspension wurde gut vereinzelt und auf je vier Reaktionsgefäße á 60-70.000 
Zellen verteilt und für 10 min bei 4°C und 2.000 Upm abzentrifugiert. Der Rest wurde 
für die Bestimmung der Viabilität verwendet.  

Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 65 µL verflüssigte LMA aufge-
nommen, auf die zuvor mit NMA präparierten Objektträger pipettiert und mit einem 
Deckglas bedeckt. Nach Festwerden der LMA und nach Abziehen der Deckgläser 
wurden die Objektträger in eine mit Lysepuffer gefüllte Kammer gestellt und für min-
destens 1 h bei 4°C belassen. Nach der Lyse wurden die Objektträger dreimal mit 
Enzympuffer gewaschen.  
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Auf die Objektträger wurden nun 50 µL Enzympuffer als Kontrolle bzw. 50 µL FPG-
lösung pipettiert und nach Auflegen von Deckgläsern wurden sie 30 min im Wasser-
bad bei 37°C belassen. Nach Ablauf der Zeit wurden die Deckgläser wieder entfernt 
und die Objektträger in die horizontale Elektrophoresekammer gelegt. Bedeckt mit 
Elektrophoresepuffer (pH 13) wurde 20 min inkubiert (Entwindung der DNA) und so-
dann die Elektrophorese bei einer angelegten Spannung von 25 V (0,86 V/cm) und 
einer Anfangsstromstärke von 300 mA gestartet. Die Dauer betrug 20 min. 

Nun wurden die Objektträger dreimal mit Neutralisationspuffer neutral gewaschen. 
Am Ende wurde der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid auf die Gele aufgetragen 
(40 µl) und mit Deckgläsern bedeckt. 

Die Visualisierung erfolgte mit einem Zeiss Axioskop, die Auszählung der Zellen bzw. 
die Quantifizierung mit dem Computerprogramm Comet II. Dazu wurden je Gel 
50 Zellen ausgezählt, das Programm errechnete die entsprechenden Parameter. 

Zur Auswertung wurde die tail intensity (die prozentuale Fluoreszenzintensität des 
Schweifes relativ zur Gesamtintensität) herangezogen. 

4.5 Dichlorofluorescein (DCF)-Assay 

4.5.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Lösungen 

Geräte und Verbrauchsmaterialien 

- 96-Lochplatten, steril, schwarz, mit klarem Boden (Corning) 

- 48-Lochplatten, steril, klar (Greiner) 

- Multipette (Abimed) mit sterilen Aufsätzen (Eppendorf, Axon) 

- braune 1,5 mL-Reaktionsgefäße (Sarstedt) 

- Rotlichtlampe (Osram) 

- Multiplattenphotometer (Sirius HT) mit Software KC4 v.3.3. BioTek® 

 

Lösungen 

- Inkubationsmedien, Antioxidanzien, Oxidanzien, (Kapitel 4.3.1) 

- PBS aus Zellkultur, auf pH 7,0 eingestellt 
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- 2’,7’-Dichlorfluorescin-Diacetat-Lösung (Fluka): 10 mM in DMSO lösen (= 
4,89 mg/mL) im braunen Reaktionsgefäß einwiegen, im Dunkeln bis zur Messung 
aufbewahren, pro Tag frisch ansetzen 

- Gebrauchslösung: 5 µL Lösung pro mL PBS (7,0) = 50 µM (dunkel!) 

4.5.2 Durchführung 

Basierend auf der Methode nach Wang und Joseph wurde in der Diplomarbeit von M. 
Bloch dieser Assay etabliert und weiter verbessert [Wang und Joseph, 1999].  

Da die beiden verwendeten Zellen unterschiedliche Größe und Wachstumseigen-
schaften besitzen, mussten zur Umsetzung verschiedene Platten verwendet werden: 
Für HT29 Zellen wurden schwarze 96-Lochplatten mit klarem Boden verwendet. Pro 
Loch wurden 3,5-4 ·104 Zellen in einem Volumen von 100 µL ausgestreut, wobei der 
äußere Rand nur mit PBS gefüllt wurde. Caco-2 Zellen wurden in 48-Lochplatten zu 
je 2 ·104 Zellen pro Loch ausgestreut. Die Zellen wurden für 24 h in Kulturmedium im 
Brutschrank anwachsen lassen. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 
mit den Antioxidanzien, für Kontrollversuche mit 0,1% DMSO im Inkubationsmedium 
inkubiert.  

Inkubation mit DCFH-DA und Oxidanzien 

Nach Absaugen des Inkubationsmediums wurden die Zellen mit PBS (pH 7,4) gewa-
schen. Danach wurden die Zellen 30 min mit 50 µM DCFH-DA im Brutschrank inku-
biert. Alle Arbeiten ab Zugabe von DCFH-DA erfolgten aufgrund der Lichtempfind-
lichkeit des Farbstoffs im Dunkeln (Rotlicht). 

Nach dem Entfernen des überschüssigen Farbstoffs und zweimaligem Waschen mit 
PBS (pH 7,4) wurden die Zellen mit dem Oxidans versetzt und die Fluoreszenzinten-
sität sofort mittels Plattenreader gemessen.  

Messung und Auswertung 

Die fluorimetrische Messung erfolgte sofort (0 min) und nach 40 min. Folgende 
Messparameter lagen der Messung zugrunde:   
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Berechnet wurde der Anstieg der Fluoreszenzintensität (FI%) pro Loch analog der 
Rechnung nach [Wang und Joseph, 1999] wie folgt:  

 

FI%=   F40 min-F0 min    ·100 

        F0 min 

F 40 min = Fluoreszenzintensität nach 40 min Inkubationsdauer 

F 0 min = Fluoreszenzintensität bei 0 min Inkubationsdauer] 

Aus den Ergebnissen für die einzelnen Löcher wird der Mittelwert berechnet und gra-
fisch aufgetragen.  

4.6 Glutathionbestimmung  

4.6.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Lösungen  

Geräte und Verbrauchsmaterialien  

Photometer (Kontron Uvikon 810) bzw. Multiplattenreader (Sirius HT) 

Halbmikroküvetten (Brandt) bzw. 96-Lochplatte (Greiner) 

Mikroreaktionsgefäße 2,2 und 1,5 mL (Greiner) 

Minifuge (Heraeus) 

Megafuge 1.0R (Heraeus) 

 

Messmodus:     Fluoreszenz 

Temperatur:      37°C 

Anregungswellenlänge:    485 nm 

Emissionswellenlänge:    525 nm 

Lesemodus:      Bottom 

Sensitivität:      75 (HT29) 

      70 (Caco2) 
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Lösungen  

- Puffer A:    1,7 g KH2PO4,  

234 mg Na2-EDTA,  

in 100 mL aqua bidest. lösen, Lagerung bei 4 °C  

- Puffer B:    2,175 g K2HPO4,  

234 mg Na2-EDTA,  

in 100 mL Aqua bidest. lösen, Lagerung bei 4 °C  

- Gebrauchslösung:  ((A+B)-Puffer): 15 mL Puffer A + 85 mL Puffer B; pH 7,5  

     am Tag des Versuchs frisch ansetzen 

- NaHCO3, 0,5%ig:   500 mg NaHCO3 lösen in 100 mL aqua bidest.  

Lagerung bei 4 °C 

- NADPH-Lösung: 20 mmol/L in 0,5%iger NaHCO3-Lösung = 18 mg 
NADPH/ mL 

- DTNB-Lösung (5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure)) (Sigma): 6 mmol/L 

24 mg DTNB lösen in 10 ml (A+B)-Puffer, frisch an-
setzen 

- Glutathion-Reduktase (GSR) (Sigma-Aldrich)  

0,5 U Glutathion-Reduktase/ 10 µL (A+B)-Puffer  

5-Sulfosalicylsäure (5-SSA)  10%ig:100 g 5-SSA in 1 L aqua bidest.  

5%ig: 50 g 5-SSA in 1 L aqua bidest. 

Lagerung bei 4°C 

- Glutathion, oxidiert (GSSG) (Acros)  

- Glutathion, reduziert (GSH) (Sigma-Aldrich) 

- Vinylpyridin (Fluka) 

- Triethanolamin (Fluka) (TEA) 50%ig in aqua bidest. 
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4.6.2 Durchführung 

4.6.2.1 Zellaufarbeitung 

Nach Inkubation und Abtrypsinieren gemäß 4.3.3 wurden die Zellen für 10 min, 4°C 
und 2.000 Upm (Megafuge 1.600 Upm) abzentrifugiert. Danach wurde der Überstand 
abgegossen, das Pellet in dreimal 250 µL PBS resuspendiert und in ein 2 mL Reakti-
onsgefäß überführt, in dem 250 µL PBS vorgelegt waren. Nach guter Durchmischung 
wurden 25 µL für die Viabilität in ein neues Reaktionsgefäß pipettiert. Dieser Über-
führungsschritt entfiel bei Inkubation in 6 cm-Petrischalen, dafür wurde mit 1 mL PBS 
resuspendiert und bei 4°C und 2.000 Upm für 10 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde wiederum verworfen, das Pellet in 370 µL (A+B)-Puffer resuspendiert und 
zweimal je 10 µL für die Proteinbestimmung entnommen. Zur Lyse wurde der Rest 
der Zellsuspension im Verhältnis 1:1 mit 10% 5-Sulfosalicylsäure (SSA) gemischt 
und 5 min auf Eis belassen. Entweder wurden die Proben an dieser Stelle für max. 
zwei Wochen bei -80°C gelagert oder sofort zur Messung eingesetzt.  

4.6.2.2 Messung von tGSH 

Nach dem Auftauen bzw. direkt wurden die Proben bei 4°C und 13.000 Upm für 
15 min zentrifugiert.  

 

GSH-Standardreihe 

Ausgehend von einer GSH-Stammlösung von 1 mM wurden mit 5% SSA Glutathion-
Standards folgender Konzentrationen [µM GSH] hergestellt: 80  40  20  10  5  2,5  0 
(Blindwert). 

Messung per Küvettenphotometer 

Die tGSH-Messung erfolgt analog der Methode, die von Gallagher beschrieben wur-
de [Gallagher et al., 1994]: 

In die Messküvetten werden folgende Lösungen vorgelegt: 

Puffer A+B 700 µL 

H2O (bidest.) 150 µL 

DTNB (6 mM) 100 µL 

NADPH (20 mM) 20 µL 
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Da alle Proben und Standards grundsätzlich als Doppelbestimmung vermessen wer-
den, benötigt man für jede Probe zwei Küvetten. 

Als Probensubstanz für die tGSH-Messung wurde der Überstand der vorher zentrifu-
gierten Zellsuspension verwendet. In jede Küvette wurden 20 µL Probe, Standard 
bzw. Blank gegeben. Die erste Messung erfolgte am Küvettenphotometer bei 412 nm 
und 25°C (Messung bei 0 min). 

Zum Starten der Farbreaktion wurde in jede Küvette 10 µL Glutathion-Reduktase 
(GSR) pipettiert und mit einer Pipette gemischt. Die zweite Messung erfolgte genau 
10 min nach der ersten Messung mit denselben Messparametern (Messung bei 
10 min). 

Nach der Zugabe der Glutathion-Reduktase in die Küvette startet das Redox-Cycling. 
Die Extinktion der Lösung steigt linear über mehr als 20 min an. Daher war es wich-
tig, dass das Zeitintervall zwischen GSR-Zugabe und Messung immer genau gleich 
ist. Um dies zu bewerkstelligen, war die Reduktase in dem Rhythmus zuzugeben, in 
dem das Gerät die Proben liest. 

Auswertung 

Zur Auswertung wurde die Differenz der Extinktionen bei t=10 min und t=0 min gebil-
det: 

ΔE = E(t=10 min) – E(t=0 min) 

Diese Werte wurden noch korrigiert, indem der ΔE-Wert des Blindwerts subtrahiert 

wurde. Die korrigierten ΔE-Werte der GSH-Standards wurden in einem Diagramm 
gegen ihre Konzentrationen aufgetragen und so die Regressionsgerade bestimmt. 

Anhand der Geradengleichung ließen sich nun die Extinktionen (korr. ΔE-Werte) der 
Proben in die tGSH-Konzentration (in µM) umrechnen. 

Messung per Mikroplattenphotometer 

Da jede Vertiefung der Mikrotiterplatte nur 200 µL fasst, konnte der Messansatz hier 
entsprechend geringer ausfallen.  
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Folgende Parameter sind im Protokoll festgelegt: 

 

 

 

 

 

 

4.6.2.3 Messung von GSSG 

GSSG-Standardreihe 

Ausgehend von einer GSSG-Stammlösung von 1 mM wurden mit 5% SSA GSSG-
Standards folgender Konzentrationen [µM GSSG] hergestellt: 20  10  5,0  2,5  1,25  
0,625  0 (Blindwert).  

 

Derivatisierung 

Zur Derivatisierung des Glutathions wurden in dieser Reihenfolge  

Probe/ Standard/ Blank 500 µL 

2-Vinylpyridin 20 µL 

50% TEA 100 µL 

in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß gegeben und gut geschüttelt. Die Derivatisierung er-
folgte im Thermomixer für 1 h bei 26°C und 600 Upm. 

Messung 

Der Messablauf entsprach weitgehend dem der tGSH-Messung. Aufgrund der nor-
malerweise geringeren GSSG-Konzentration wurden beim Küvettenphotometer aber 
100 µL statt 20 µL Probe/ Standard/ Blank pro Küvette und nur 70 µL aqua bidest. 
(statt 150 µL) eingesetzt. Der Messablauf und die Auswertung änderten sich nicht. 

Messmodus:     Absorption 

Lesemodus:     Endpunkt 

Temperatur:      25°C 

Wellenlänge:     412 nm 

Lesemodus:      Top 
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4.7 Malondialdehyd/TBARS-Bestimmung  

4.7.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien, Lösungen 

Geräte und Verbrauchsmaterialien 

- Reaktionsgefäße 1,5 mL (Greiner), Schraubröhren, 1,5 mL (Sarstedt) 

- Vortexer-Rühraufsatz (Roth) 

- Thermomixer Comfort (Eppendorf) 

- Schwarze 96-Lochplatten (Nunc) 

- Multiplattenreader (Sirius HT) 

- HPLC-Anlage (Jasco)  - Pumpe PU 1580,  

- Degaser DG 1580-53,  

- Gradientenmischer LG 1580-02,  

- Fluoreszenzdetektor FP 1520,  

- UV-Detektor UV 1575,  

- Autosampler AS 1550 

- Säule: LichroSpher 100 (5 µm) RP-18 250mm x 4 mm [Merck]  

- Autosampler-Vials, 1,5 mL ; 300 µL-Inserts, Septen, ∅ 9 mm (Jasco) 

 

Lösungen 

- tButylhydroxytoluol (BHT)-Lösung: 1%ig in Ethanol (w/v) 

 Gebrauchslösung: 0,05 %ig in aqua bidest. 

- MDA-Detektionskit (Sobioda) 

- n-Butanol (Merck) 

4.7.2 Durchführung 

4.7.2.1 Zellaufarbeitung 

Die Zellsuspension, aus 4.3.3 erhalten, wurde bei 1.600 Upm, 4°C für 10 min zentri-
fugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in dreimal 250 µL PBS re-
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suspendiert, in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß überführt und dann auf einen Milliliter auf-
gefüllt. Daraus wurden 25 µL für die Viabilität entnommen, der Rest nochmals zentri-
fugiert (10 min, 4°C, 2.000 Upm). Der Überstand wurde erneut verworfen und das 
Pellet in 100 bzw. 200 µL aqua bidest mit/ohne BHT aufgenommen. Nach einer Mi-
nute im Ultraschallbad wurden die Proben für fünf Sekunden mit dem Vortexer ge-
mischt. Nach 10maligem Aufziehen mit einer Pipette wurden zweimal 10 µL in 
Schraubröhrchen und zweimal 5 µL + 15 µL aqua bidest. in 1,5 mL Reaktionsgefäße 
zur Proteinbestimmung gegeben. Die Proben wurden nun bei -80°C bis zur Messung 
gelagert, mindestens aber 24 h, um die Zellen zu zerstören. 

4.7.2.2 Messung 

Der Gehalt von Malondialdehyd (MDA) bzw. von „Thiobarbitursäure-reaktiven Sub-
stanzen“ (TBARS) in Zellen wurde mit den Komponenten eines kommerziell erhältli-
chen Kits der Firma Sobioda in veränderter Durchführung bestimmt. Zwei Teile der 
TBA-Lösung wurden zu einem Teil Perchlorsäurelösung gegeben und davon 80 µL 
zu den 10 µL Probe oder Standard in ein Schraubröhrchen pipettiert. Der Ansatz 
wurde nach dem Vortexen 1 h auf 95°C (600 Upm) erhitzt, anschließend 5 min auf 
Eis gekühlt und zentrifugiert (5 min, 6.000 Upm). Nach Zugabe von 200 µL Butanol 
wurde 1 min mit dem Vortexer gemischt und 5 min bei 6.000 Upm zentrifugiert. Aus 
der Butanolphase wurden 150 µl entnommen und in ein HPLC-Vial mit 300 µl Einsatz 
gegeben und vermessen. Die Identifikation erfolgte über die Retentionszeit, die 
Quantifizierung durch Vergleich der Peakflächen mit denen externer MDA-TBA-
Standards. Es wurden Doppelbestimmungen mit maximal acht Proben durchgeführt, 
die direkt vermessen wurden, um eine ausreichende Stabilität des Derivats zu ge-
währleisten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fließmittel:  57% Phosphat-Puffer (12,5 mM, 

 Na2HPO4, pH 7,4) 

 43% Methanol 

Flow: 1 mL/ min 

Injektionsvolumen: 50 µL   

Fluoreszenzdetektor: 

Anregungswellenlänge:   485 nm 

Emissionswellenlänge:   525 nm 
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Für die Bestimmung der TBARS wurde die Derivatisierung genauso durchgeführt, am 
Ende wurden jedoch 150 µL der Butanolphase in schwarze 96-Lochplatten pipettiert 
und mittels Sirius HT gemessen. Folgende Einstellungen wurden hierzu gewählt: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Quantifizierung erfolgte über eine Regressionsgerade der MDA-Standards über 
die resultierenden Fluoreszenzeinheiten.  

Für erste vergleichende Bestimmungen MDA/TBARS wurde der Messansatz verdop-
pelt. 200 µL der Butanolphase wurde in die Lochplatte, 150 µL in die HPLC-Vials pi-
pettiert. 

4.8 Proteinbestimmung (BCA)  

4.8.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Lösungen  

Geräte und Verbrauchsmaterialien 

- Photometer (Kontron Uvikon 810) bzw. Multiplattenreader (Sirius HT) 

- Halbmikroküvetten (Brandt), 96-Lochplatten (Greiner) 

- Mikroreaktionsgefäße 1,5 ml (Greiner) 

- Schüttelwasserbad (Julabo)  

 

Messmodus:     Fluoreszenz 

Anregungswellenlänge:    516 nm 

Emissionswellenlänge:    590 nm 

Lesemodus:      Top 

Sensitivität:      90  

Anzahl der Anregungen pro Messung:  10 

Messpunkte in Loch:    1 
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Lösungen 

- BCA-Protein Kit Uptima [KMF Laborchemie, Lohmar]: 

Reagenz A: Na2CO3, NaHCO3, BCA (Bichinoninic Acid), Na-Tartrat 

Reagenz B: CuSO4 

Gebrauchslösung: Gemisch aus Reagenz A und Reagenz B im Verhältnis 50:1 
Proteinstandards: BSA 2 mg/mL (Kit, Uptima) 

4.8.2 Durchführung  

Die Messung wurde grundsätzlich als Doppelbestimmung durchgeführt. Die Angaben 
in Klammern entsprechen den Volumina der Küvettenmessung. Aus dem BSA-
Proteinstandard (2 mg/mL) wurde eine Standardreihe von 0,1 bis 1,6 mg/mL ange-
setzt: dann wurde je zweimal Probe, Standard und Blindwert (Aqua bidest.) in 
1,5 mL-Reaktionsgefäße pipettiert und mit jeweils 500 µL (1 mL) BCA-Reagenz C 
versetzt. Die Inkubation erfolgte im Schüttelwasserbad bei 37°C für 30 min. Die Lö-
sungen wurden dann kurz auf Eis gestellt, um die Reaktion zu stoppen und je zwei-
mal 200 µL in die Lochplatte bzw. komplett in die Messküvetten überführt und umge-
hend gegen den Blindwert gemessen. 

4.8.3 Auswertung  

Aus den Extinktionswerten der Standardlösungen wird eine Standardgerade erhal-
ten. Nach linearer Regression werden die entsprechenden Extinktionen der Proben 
in die errechnete Gleichung eingesetzt und so der jeweilige Proteingehalt [µg/mL] 
bestimmt.  

4.9 Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 

4.9.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Lösungen  

Geräte und Verbrauchsmaterialien 

- Multiplattenreader (Sirius HT) 

- 96-Lochplatte, unsteril (Greiner) 
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- Achtkanalpipette (Abimed) 

- Gewebekulturschalen (60/15 mm, Greiner) 

 

Chemikalien/ Lösungen 

- 2,2´-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsäure)-diammoniumsalz ABTS(Sigma) 

   7 mM in aqua bidest. 

- Aktivierung der Radikallösung durch Kaliumperoxodisulfat (Sigma) 

   2,45 mM in ABTS-Lösung 

   über Nacht im Dunkeln 

Gebrauchslösung: ca. 1:30 Verdünnung: Absorption auf 

0,70±0,02 einstellen 

- Trolox:  Stammlösung 3 mM in DMSO 

4.9.2 Durchführung 

Die Methode entspricht weitgehend der Beschreibung von [Re et al., 1999]. Von den zu 
messenden Einzelsubstanzen wurden zunächst 1-3 mM Stammlösungen in DMSO 
angesetzt. Aus diesen wurde dann jeweils eine Reihe mit den Konzentrationen [mM] 
1,5  1  0,75  0,5  0,25  0,125 und 0,0625 durch Verdünnen mit DMSO hergestellt. Zur 
Messung der Apfelsaftextrakte wurden zunächst Stammlösungen der Konzentration 
1 mg/mL in DMSO und aus diesen für jeden Apfelsaftextrakt eine Verdünnungsreihe 
mit den Konzentrationen [mg/mL] 0,5  0,25  0,125 und 0,0625 durch Verdünnung mit 
DMSO hergestellt. 

Zur Messung des TEAC-Wertes wurden aus jeder Lösung 2 μl entnommen und in 
eine 96-Lochplatte pipettiert. Ferner wurden noch 2 μl des Lösungsmittels DMSO als 
Nullwert in die Platte pipettiert. Die äußeren Löcher der Platte blieben frei. Auf jeder 
Platte wurde eine Doppelbestimmung der Referenzsubstanz Trolox und zwei Dop-
pelbestimmungen der zu messenden Antioxidanzien durchgeführt.  

Zu den vorgelegten 2 μl in der Platte wurden nun 198 μl der eingestellten und auf 
30°C temperierte ABTS-Radikal-Lösung hinzu gegeben, was einer Verdünnung von 
1:100 entspricht. Bei der „klassischen“ TEAC-Bestimmung erfolgte die Messung nach 
6 min bei der Wellenlänge 734 nm am Mikroplattenphotometer.  
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Auswertung: 

Für die Bestimmung der TEAC-Werte wurde zunächst das Ausmaß der Entfärbung, 
bezogen auf die DMSO-Kontrolle [E%], berechnet: 

     E%=     ExK-ExP     ·100 

          ExK 

Exk = Absorption der DMSO-Kontrolle  
ExP= Extinktion der Probe 

Die E%-Werte von Trolox bzw. der zu untersuchenden Substanzen wurden gegen 
die Konzentration aufgetragen und die Steigungen der erhaltenen Geraden mitein-
ander verrechnet.  

TEAC = SteigungProbe/ SteigungTrolox  

4.9.3 Bestimmung des TEAC-Wertes während 24 h Inkubation 

Zunächst wurden 3 mM (bzw. 5 mg/mL AEs) Stammlösungen in DMSO, aus diesen 
weitere Verdünnungsreihen hergestellt. 

Unter der Sterilbank wurden jeweils 6 μL entnommen und mit 6 ml sterilem PBS ver-
dünnt. Für den Blindwert wurden entsprechend 6 μL DMSO mit 6 mL PBS verdünnt. 
Die Lösungen wurden in 6 cm Petrischalen gegeben und im Brutschrank 24 h inku-
biert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0-24 h) wurden 100 µL entnommen und in eine 
96-Lochplatte vorgelegt. Zum Zeitpunkt 0 h wurde ebenfalls eine Troloxreihe mitge-
führt, auf die alle folgenden Messungen bezogen wurden. Dazu wurde Trolox in 
DMSO gelöst, eine entsprechende Verdünnungsreihe erstellt und dann jeweils 1 µL 
auf 1 mL PBS gegeben, um den Lösungsmittelanteil von Standard und Probe gleich-
zuhalten. 100 µL dieser Lösungen wurden ebenfalls in die Platte gegeben. Nun wur-
den jeweils 200 μL der ABTS-Radikal-Lösung hinzu gegeben, die, wie bereits be-

schrieben, durch Verdünnen mit PBS auf eine Extinktion von 0,7 ± 0,02 eingestellt 
wurde. Die Messung erfolgte 6 min nach Zugabe des Radikals. Die Berechnung er-
folgte nicht über die Berechnung der Steigungen sondern durch Einsetzen der 
erhaltenen E%-Werte in die Trolox-Regressionsgerade. 
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4.10 Messung von Absorptionsspektren 

4.10.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Lösungen  

Geräte, Verbrauchsmaterialien  

- Multiplattenreader (Sirius HT) 

- 96-Lochplatten (Greiner) 

- 96- Lochplatten für UV-Messung (Corning) 

- Gewebekulturschalen, 60/15 mm (Greiner) 

- pH-Meter 

 

Chemikalien/ Lösungen 

- PBS für die Zellkultur 

- DMEM ohne Phenolrot (Invitrogen) 

- DMEM/Nutrient-Mix F12 ohne Phenolrot (Invitrogen) 

- FKS, Penicillin/ Streptomycin (Invitrogen) 

- (L)-Ascorbinsäure (Merck) 

   Stammlösung 30 mM in PBS 

   (10 µL pro mL Medium ergibt 300 µM)  

- Eisen(II)sulfat 

   Stammlösung 30 mM in PBS 

- Wasserstoffperoxid 

   Stammlösung 30 mM in PBS 

   (1 µL pro mL Medium ergibt 30 µM) 

4.10.2 Aufnahme der Spektren über 24 h 

Zur Messung der Absorptionsspektren der Verbindungen wurden zunächst eine 
30 mM Stammlösung in DMSO hergestellt. Unter der Sterilbank wurden nun jeweils 
3 μL entnommen und mit 3 mL der verschiedenen Inkubations- und serumfreien Me-
dien (ohne Phenolrot) bzw. in PBS versetzt. 2·300 µL der Lösungen wurden nun in 
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96-Lochplatten pipettiert und bei 37°C (Brutschrank) bis zu 24 h inkubiert und zu be-
stimmten Zeitpunkten bei 200-500 nm (UV-Platte) bzw. 280-500 nm (PP-Platte) ge-
messen. Als jeweilige Kontrolle wurden die Medien mit entsprechender Menge 
DMSO mitgeführt. Die erhaltenen Absorptionswerte der Kontrolle wurden nach dem 
Versuch von denen der Substanz abgezogen und die Differenz gegen die Wellenlän-
ge aufgetragen. 

4.10.3 Zugabe von Ascorbinsäure  

Zur Untersuchung von möglichen Oxidationsreaktionen wurden bei der Inkubation 
zusätzlich 300 µM Ascorbinsäure (gelöst in PBS) dazu gegeben. 

4.10.4 pH-Abhängigkeit und Reversibilität 

Um zu untersuchen, welche Rolle der pH-Wert beim Zerfall von Phenolen spielt, 
wurde Quercetin (30 µM) in PBS mit unterschiedlichem pH-Wert (5, 7, 7,5, 9, 10,5) 
bei 37°C und Raumtemperatur inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten vermes-
sen. Bei Prüfung auf Reversibilität wurde Quercetin in PBS pH 9 bzw. pH 10,5 für 
eine 20 bzw. 5 min inkubiert und vermessen, danach wurde der pH auf 7 eingestellt 
und das Spektrum noch einmal aufgenommen und über 24 h bei 37°C inkubiert. 

4.11 Stabilität der Einzelverbindungen 

4.11.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Lösungen 

HPLC   Flow:  1 mL/min 

Range: 0,2 bis 0,05 

Säule:  Phenomenex aqua mit Vorsäule 

Fließmittel: 

   A: Wasser/ Essigsäure (98:2) 

   B: Wasser/Acetonitril/ Essigsäure (100:100:1) 

   C: Acetonitril (5% in Wasser) 

Gradient 1 (nur A angegeben): 0 min 90%, 10 min 45%, 20 min 0%, 22 min 90%, 23 
min 0%, 24 min 90%, 26 min 0% 28 min 90%. 
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Gradient 2 (nur A angegeben): 0 min: 90%, 30 min: 45%, 50 min: 0%, 55 min: 90%.  

Tabelle 4.2: Wellenlängen der Absorptionsmaxima und verwendete Gradienten für die Einzel-
stoffe.  

Substanz Wellenlänge [nm] Gradient
Quercetin 370 1 
Rutin 370 2 
Chlorogensäure 320 2 
Kaffeesäure 320 2 
Phloretin 280 1 
Phloridzin 280 2 
Epicatechin 280 2 

4.11.2 Probenvorbereitung 

Die Messungen zur Stabilität wurden unter Inkubationsbedingugen (s. 4.3.3) mit und 
ohne Zellen durchgeführt. Die Substanzen wurden in 10-20 µmolarer Konzentration 
bis zu 24 h im Brutschrank inkubiert. Alle 30 bzw. 60 min wurden 200 µL Medium 
entnommen, mit 400 µL Aceton versetzt und gevortext. Danach wurde die Probe 
5 min bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugiert und der klare Überstand zur Messung 
eingesetzt.  

4.12 Statistik 

Für die Ergebnisse wurden die Ergebnisse gemittelt und als solche dargestellt. Bei 

zwei unabhängigen Versuchen wurde der Standardfehler (± SE), bei n>2 die Stan-

dardabweichung (± SD) als Fehler angegeben.  

4.12.1 Signifikanzen 

Zur Berechnung der signifikanten Abnahme der oxidativen Schädigung wurde der 
Einstichproben-t-Test (einseitig) angewendet. Dazu wurden die Differenzen zwischen 
Oxidans-Kontrolle und (Polyphenol+Oxidans)-Proben gemittelt und mit der Nullhypo-
these H0=0 verglichen. Bei Untersuchungen ohne Oxidansbehandlung erfolgte der 
Vergleich mittels unabhängigem student t-Test. Als signifikant wurde eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit p<0,05 angenommen. Die Signifikanzen wurden der Tabelle für 
die t-Verteilung entnommen [Gottwald, 2000] 
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4.12.2 Ausreißer-Test 

Zur Prüfung, ob ein Wert aufgrund seiner hohen Abweichung aus der Mittelwertbil-
dung entfernt werden kann, wurde der Ausreißertest nach NALIMOV durchgeführt. 

Es müssen für den Test mindestens drei Werte vorliegen. Die Kontrolle erfolgt auf 
den kleinsten und auf den größten Wert. Anschließend wird eine Prüfgröße PG nach 
der Formel 

  PG=
1

*
*

−

−

N
N

s

MWx

x

 

x*  = aureißverdächtiger Wert 

MW = Mittelwert 

sx = Standardabweichung 

N = Anzahl der Stichproben 

 

berechnet und mit dem Tabellenwert für die entsprechende Stichprobenzahl vergli-
chen. Ist der Prüfwert kleiner als der Tabellenwert, liegt nach NALIMOV kein Ausrei-
ßer vor. Die Tabelle und weitere Grundlagen sind der entsprechenden Literatur zu 
entnehmen [Gottwald, 2000]. 
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5 Ergebnisse und erste Diskussion  

5.1 Charakterisierung der Oxidanzien 

Um in den Zelllinien oxidativen Stress zu induzieren, wurden verschiedene 
Oxidanzien (Menadion, tert-Butylhydroperoxid, Wasserstoffperoxid, Fenton-Reagens) 
eingesetzt, deren oxidative Schädigung auf Radikalbildung beruhen. Ziel war es, für 
die jeweiligen Endpunkte ein geeignetes System zu finden, um die im Folgenden 
beschriebenen antioxidativen Wirkungen von Apfelsaftinhaltsstoffen zu prüfen. Vor-
untersuchungen hatten gezeigt, dass der Basislevel der (oxidativen) Zellschädigung, 
der durch die Lösungsmittelkontrolle erfasst wird, bei HT29 und Caco-2 Zellen in den 
gewählten Endpunkten nur sehr gering waren (DNA-Schäden: <4 TI%, ROS-Level: 
<200 FI%). Eine Reduktion durch Apfelsaftinhaltsstoffe konnte nicht beobachtet wer-
den [Bloch, 2005, Fritzen, 2003]. Zu Quantifizierung der protektiven Wirksamkeit war es 
daher erforderlich, ein höheres Ausgangsniveau der Schädigung zu schaffen. Dazu 
wurde ein Zweistufenprotokoll etabliert, bei dem nach einer Vorinkubation mit den 
potenziellen Antioxidanzien eine Behandlung mit einem Oxidans folgte. Durch eine 
nachgeschaltete Oxidansbehandlung werden nur zellvermittelte Effekte erfasst, mög-
liche Interaktionen zwischen Apfelsaftinhaltsstoffen und Oxidanzien im Medium, die 
bei einer Co-Inkubation auftreten können werden so umgangen.  

Zunächst sollten geeignete Oxidanzien gefunden werden, um einen moderaten oxi-
dativen Stress zu erzeugen, wie er auch bei pathologischen in vivo-Situationen zu 
erwarten ist. Es wurden dabei nur Konzentrationen verwendet, die im Trypanblau-
auschluss-Test keine Zytotoxizität (Viabilität größer als 75%) zeigten. 

5.1.1 Induktion (oxidativer) DNA-Schäden 

5.1.1.1 Menadion 

Caco-2 und HT29 Zellen wurden in Suspension mit dem Redox-Cycler Menadion 
(Md) für eine Stunde in serumfreiem Medium inkubiert (Abbildung 5.1). 
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Abbildung 5.1: Induktion (oxidativer) DNA-Schäden in Caco-2 Zellen (links) und HT29 Zellen 
(rechts, [Fritzen, 2003]) durch Menadion (n=2-4; unabhängige Versuche; Sus-
pension; 1% DMSO) 

In den Zelllinien Caco-2 (links) und HT29 (rechts) wurde ein Anstieg der DNA-
Schäden mit steigender Menadionkonzentration erhalten. Caco-2 Zellen waren we-
sentlich empfindlicher als HT29 Zellen gegenüber Md, da bei kleineren Konzentratio-
nen ein vergleichbare Wirksamkeit zu beobachten war. In der Literatur wurden für 
Caco-2 Zellen ähnliche Konzentrationsbereiche beschrieben [Aherne und O'Brien, 

2000b]. Die unterschiedliche Empfindlichkeit der beiden Zelllinien gegenüber Md lässt 
sich über die Aktivität der NADPH-Chinon-Oxidoreduktase (NQO1) erklären. Dieses 
Enzym entgiftet chinoide Strukturen durch ein Zwei-Elektronenübertragung (Kapitel 
3.6.2.1). Caco-2 Zellen sind als NQO1-defizient beschrieben, während in HT29 Zel-
len dieses Enzym sehr aktiv ist (394 nmol pro min und mg Protein) [Karczewski et al., 

1999]. Dort waren ebenfalls höhere Konzentrationen des Oxidans nötig, um eine ähn-
liche GSH-Depletion in HT29 Zellen zu erreichen. 

Obwohl im zu etablierenden Zweistufenprotokoll die Inkubation in Monolayerkultur 
erfolgt, wurden diese Inkubationen in Suspensionskultur durchgeführt, um die Emp-
findlichkeit besser mit der der primären humanen Kolonzellen (PKZ) vergleichen zu 
können (Abbildung 5.2). 



Ergebnisse und erste Diskussion 

98 

0

10

20

30

40

50

60

70

80
ta

il 
in

te
ns

ity
 (%

)
 Kontrolle (1% DMSO)
 Menadion
 + FPG

[µM]0 1 2 5 10
 

Abbildung 5.2: Induktion (oxidativer) DNA-Schäden in primären humanen Kolonzellen (PKZ) 
durch Menadion (n=1-2; unabhängige Versuche; Suspension; 1% DMSO) 

Die DNA-Schäden stiegen ebenfalls konzentrationsabhängig an. Die Viabilität lag bei 
den Untersuchungen über 90%. Beim Vergleich der drei Diagramme fällt auf, dass 
die PKZ ähnlich empfindlich gegenüber Md sind wie die Zelllinie Caco-2. Dies lässt 
vermuten, dass die Aktivität unterhalb einer Schwelle liegt, die erreicht werden muss, 
um eine Wirkung des Enzyms zu beobachten [de Haan et al., 2005].  

Die Differenz zwischen Gesamt-DNA-Schäden (+ FPG, schraffiert) und den Grund-
schäden (ohne FPG) ergibt die spezifisch oxidativen DNA-Schäden (siehe Kapitel 
3.6.3). Durch Menadionbehandlung wurden bereits hohe DNA-Grundschäden sowie 
nur geringe spezifisch oxidative DNA-Schäden beobachtet. Da bei den gewählten 
Menadionkonzentrationen hauptsächlich Schäden oxidativer Natur zu erwarten sind, 
sind auch die oxidativen DNA-Schäden dermaßen manifestiert, dass sie größtenteils 
durch die Grundschäden miterfasst werden.  

5.1.1.2 Wasserstoffperoxid 

Um auszuschließen, dass die oben genannte Beobachtung speziell für Menadion gilt 
und doch Arylierungsreaktionen (siehe Kapitel 3.6.2.1) eine Rolle spielen, wurde zum 
Vergleich in Caco-2 Zellen das Oxidans Wasserstoffperoxid (H2O2) eingesetzt 
(Abbildung 5.3) 
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Abbildung 5.3: Induktion (oxidativer) DNA-Schäden in Caco-2 Zellen durch H2O2 (5 min auf Eis; 
n=2-3; unabhängige Versuche; Suspension) 

Der spezifisch oxidative Schaden ist nicht sehr ausgeprägt. Dies deckt sich mit den 
Ergebnissen, die für Menadion erhalten wurden sowie mit Erfahrungen aus der Ar-
beitsgruppe [Glaab et al., 2001].  

5.1.1.3 tert-Butylhydroperoxid (TBH) 

Als weiteres Oxidans wurde TBH vergleichend eingesetzt, um DNA-Schäden zu in-
duzieren (Abbildung 5.4). Im Hinblick auf die geplanten Untersuchungen mit den Ap-
felsaftinhaltsstoffen als potenzielle Antioxidanzien (Zweistufenprotkoll) wurde anstelle 
des Antioxidans 24 h mit 0,1% DMSO in Inkubationsmedium mit reduziertem FKS-
gehalt (I-Med) inkubiert. Die TBH-Behandlung erfolgte für 1 h in serumfreiem Medium 
(S-Med).  



Ergebnisse und erste Diskussion 

100 

  Caco-2      HT29 

0

5

10

15

20

25

30

 

ta
il 

in
te

ns
ity

 (%
)

 Kontrolle
 t-Butylhydroperoxid 
 FPG

[µM]0 20 40 50 75 100 150 200 0 50 100 150 200 250 500
0

5

10

15

20

25

30

 

ta
il 

in
te

ns
ity

 (%
)

 Kontrolle 
 t-Butylhydroperoxid
 + FPG

[µM]
0

5

10

15

20

25

30

 

ta
il 

in
te

ns
ity

 (%
)

 Kontrolle
 t-Butylhydroperoxid 
 FPG

[µM]0 20 40 50 75 100 150 200 0 50 100 150 200 250 500
0

5

10

15

20

25

30

 

ta
il 

in
te

ns
ity

 (%
)

 Kontrolle 
 t-Butylhydroperoxid
 + FPG

[µM]  

Abbildung 5.4: Induktion (oxidativer) DNA-Schäden in Caco-2 Zellen (links) und HT29 Zellen 
(rechts) durch TBH (1h S-Medium; n=1-3; unabhängige Versuche; Monolayer) 

Auch bei diesem Oxidans waren die Caco-2 Zellen wesentlich empfindlicher: Die In-
duktion erfolgte hier konzentrationsabhängig, während in den HT29 Zellen erst bei 
Konzentrationen >250 µM geringe Effekte zu beobachten waren. Da Effektunter-
schiede der Antioxidanzien zwischen den beiden Zelllinien verglichen werden sollten, 
erwies sich dieses Oxidans als weniger geeignet für die Induktion von DNA-Schäden. 

5.1.2 Induktion des zellulären ROS-Levels 

Der Dichhlorfluorescein-(DCF-)Assay zur Bestimmung des zellulären ROS-Levels 
wurde im Rahmen einer Diplomarbeit in HT29 Zellen etabliert [Bloch, 2005]. Während 
sich HT29 Zellen (3,5·104 Zellen/Loch) in schwarzen 96-Lochplatten mit klarem Bo-
den gut kultivieren ließen, mussten Caco-2-Zellen aufgrund ihrer Größe in klaren 48-
Lochplatten (2,6·104 Zellen/Loch) ausgestreut werden. Die erhaltenen Ergebnisse 
sind in Abbildung 5.5 für die Zelllinie Caco-2 dargestellt.  

0 20 40 60 80 100
0

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

R2
exp=0,999

R2=0,545

R2
lin=0,961

FI
%

 Menadion
 Eisen(II)sulfat

[µM]0 100 200 300 400 500
0

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

R2=0,983

R2=0,995

R2=0,998

FI
%

 TBH
 H2O2

 Fenton-Reagens

[µM] 0 20 40 60 80 100
0

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

R2
exp=0,999

R2=0,545

R2
lin=0,961

FI
%

 Menadion
 Eisen(II)sulfat

[µM]0 100 200 300 400 500
0

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

R2=0,983

R2=0,995

R2=0,998

FI
%

 TBH
 H2O2

 Fenton-Reagens

[µM]  

Abbildung 5.5: ROS-Level in Caco-2 Zellen, induziert durch verschiedene Oxidanzien (FI%: 
Fluoreszenzanstieg nach 40 min vgl. zu 0 min; n=3, Md: n=2, unabhängige Ver-
suche); TBH: tert-Butylhydroperoxid, Fenton-Reagens: H2O2/ Fe2+ in äquimola-
rer Mischung. 
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Alle Oxidanzien außer Menadion (rot) erwiesen sich als geeignet, den intrazellulären 
ROS-Level konzentrationsabhängig zu erhöhen. Da das Ausmaß der ROS-Induktion 
vergleichbar ist, kann bestätigt werden, dass der Test nicht ausschließlich sensitiv 
gegenüber H2O2 ist [Hempel et al., 1999], sondern der Farbstoff durch verschiedene 
Radikale oxidiert werden kann. Ausnahme bildet das O2

--Radikal, welches während 
des Redox-Cycling des Menadions gebildet wird. Unter den gewählten Bedingungen 
konnte nur ein geringer Fluoreszenzanstieg detektiert werden, wobei der ROS-Level 
der kleinsten Md-Konzentrationen weit unter dem der Lösungsmittelkontrolle lagen. 
Möglicherweise ist die Bildung des O2

--Radikals unter den gewählten Bedingungen 
zu gering, um DCFH zu oxidieren. Eisen(II)sulfat (grün) dagegen erwies sich als 
besonders potent. Bis 30 µM wurde ein linearer Anstieg in höheren Konzentrationen 
ein Plateau beobachtet. In der Fenton-Reaktion (Gl. 3.6) entsteht das hochreaktive 
Hydroxylradikal, welches auch als gutes Oxidans des Dichloroflurescin beschrieben 
ist [Myhre et al., 2003].  

5.1.3 Glutathion-Depletion 

Es ist beschrieben, dass Menadion mit Glutathion (GSH) Addukte bildet und dadurch 
den Gesamt-GSH (tGSH)-Gehalt depletiert [Monks et al., 1992].  
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In Abbildung 5.6 sind die Ergebnisse für die beiden Zelllinien dargestellt. 
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Abbildung 5.6: tGSH-Depletion durch Menadion in Caco-2-Zellen (links) und HT29 Zellen 
(rechts); tGSH-Gehalte der Kontrolle: Caco-2 : HT29: 31,6 ± 15,0 nmol GSH/ mg 
Protein  (n=3; unabhängige Versuche; 1h in S-Med, Monolayer).  

In beiden Zelllinien wurde der Gesamtglutathiongehalt (tGSH) konzentrations-
abhängig depletiert. In beiden Zelllinien kam es bei höheren Konzentrationen zu 
einem Plateauwert (Caco-2 >5 µM, HT29 > 30 µM), jedoch lag dieses bei Caco-2 
Zellen wesentlich höher (>50%) als bei den HT29 Zellen (30%). Damit scheint in 
Caco-2 Zellen weniger Glutathion für Abfangreaktionen zur Verfügung zu stehen, so 
dass bereits in kleinen Md-Konzentrationen DNA-Schäden induziert werden können. 
Eine effiziente Glutathionneusynthese der Caco-2 Zellen, die den tGSH-Level auf ein 
bestimmtes Niveau hält, kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Höhere Md-
Konzentrationen wurden aufgrund einsetzender Zytotoxizität in Caco-2 Zellen nicht 
untersucht.  

In den untersuchten Md-Konzentrationen blieb der GSSG-Level der Zellen im 
Bereich der Lösungsmittelkontrolle, der Glutathionstatus (gibt den Redoxstatus der 
Zelle an) blieb ebenfalls unbeeinflusst. 

5.1.4 Induktion der Lipidperoxidation 

Das Ausmaß der Lipidperoxidation (LPO) wurde über deren Sekundärprodukte in 
Zellen bestimmt. Die Bestimmung von Malondialdehyd (MDA) nach [Sergent et al., 1995] 
führte mit keinem verwendeten Oxidans zu einem Anstieg des zellulären MDA im 
Medium verglichen mit der Lösungsmittelkontrolle. In einem Kontrollversuch wurde 
nur Medium mit 10 mM H2O2 für 2 h inkubiert, und dort wurde ein deutlicher Anstieg 
des MDA-Gehaltes gemessen, in Anwesenheit von Zellen blieb dieser Effekt aus. 
Eine mögliche Erklärung hierfür ist die Reaktion des Wasserstoffperoxids mit der im 
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DMEM/NutrientMix enthaltenen Linolsäure. Diese Reaktion wird durch die Aufnahme 
von H2O2 in die Zellen möglicherweise abgefangen, da unter den Bedingungen DNA-
Schäden detektierbar waren. Die Phospholipidschicht wird während dieser Passage 
nicht geschädigt. In einer anderen Studie wurde in Jurkat-Zellen ebenfalls keine 
Bildung von MDA durch H2O2 beobachtet [Erba et al., 2003].  

Die weiteren Messungen erfolgten in Zelllysaten nach Abtrennung des Mediums. 
Menadion in Caco-2 Zellen (2,5-20 µM, bis zu 24 h) und TBH in HT29 Zellen 
(250 µM-1,5 mM, 1 h) zeigten keine Erhöhung des MDA-Gehaltes. Diese Ergebnisse 
stehen nicht im Einklang mit der Literatur: Menadion [Chiou et al., 1998] und TBH [Nardini 

et al., 1998] sind als LPO-induzierende Agentien beschrieben, jeodch zeigten sich 
auch dort zellspezifische Unterschiede gegenüber LPO-Induktion durch Menadion. 
Der Einsatz des Fenton-Reagens führte dagegen zu einer konzentrationsabhängigen 
Induktion der LPO in beiden Zelllinien (Abbildung 5.7).  
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Abbildung 5.7: Induktion der Lipidperoxidation durch Fenton-Reagens (3 h in PBS), gemessen 
als MDA (gelb) bzw. TBARS (grün), in Caco-2 (links) und HT29 Zellen (rechts); 
n=2-6 (unabhängige Versuche) Monolayer; BHT: tert-Butylhydroxytoluol. 

Eine Zugabe des Antioxidans tert-Butylhydroxytoluol (BHT) (schraffierte Balken) nach 
erfolgter Inkubation mit Fenton-Reagens zeigt deutlich, dass ohne BHT-Zugabe nach 
der Zellaufarbeitung die MDA-Bildung nicht abgeschlossen ist. In Caco-2 Zellen war 
das Ausmaß dieser Folgereaktionen (Differenz MDA-Gehalt mit/ohne BHT-Zugabe) 
sehr unterschiedlich für die einzelnen Versuche, was die großen Fehler erklärt. Der 
Anteil, der vom Oxidans ausgeht, steigt bei Zugabe von BHT noch 
konzentrationsabhängig an..  

In der vorliegenden Arbeit wurden zusätzlich der MDA-Gehalt und die Menge der 
TBARS miteinander verglichen. Es zeigt sich, dass die Konzentrationen der TBARS 
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(berechnet als MDA-Derivat; grüne Balken) nur unwesentlich höher liegen als die 
mittels HPLC bestimmte MDA-Gehalte (gelbe Balken). Zudem war in den 
Chromatogrammen keine weiteren Peaks zu finden (Abbildung 5.8).  
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Abbildung 5.8: Beispielchromatogramm des MDA-TBH-Adduktes (RT=3,3 min); Inkubation von 
HT29 Zellen mit Fenton-Reagens (30 µM, 3 h in PBS;) 

Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich bei den fluorimetrisch 
erfassten TBARS überwiegend um das TBA-MDA-Derivat handelt, so dass auf die 
zeit- und kostenaufwändigere HPLC-Bestimmung verzichtet werden kann.  

5.1.5 Zusammenfassung zur Oxidanziencharakterisierung 

Für die Untersuchungen wurden Oxidanzien gewählt, die unterschiedliche ROS 
bilden können (siehe Kapitel 3.2 und 3.6.2). Zum Einsatz kamen das O2

--Radikal 
(Menadion), Alkoxyradikal (TBH) und das OH-Radikal (Fenton-Reagens).  

Es wurde kein Oxidans gefunden, das in den Zelllinien bei allen Endpunkten 
gleichermaßen gut geeignet war. Da die Induktion erhöhter oxidativer Zellschädigung 
wesentlich für das Zweistufenprotokoll ist, wurde das Oxidans gewählt, das sich im 
jeweiligen Test als das beste erwies. Für die induzierten (oxidativen) DNA-Schäden 
(10-20 TI%) und der tGSH-Depletion (ca. 10-20%) wurde Menadion (2-5 µM für 
Caco-2, 10-20 µM für HT29 Zellen) verwendet. Der ROS-Level ließ sich durch 
verschiedene Oxidanzien induzieren. Da die Chelatbildung mit Eisen zur Oxidation 
der o-Catecholstruktur führen kann und die Polyphenole selbst prooxidativ sein 
können, sollten eisenhaltige Oxidanzien nach Möglichkeit vermieden werden. Daher 
war tert-Butylhydroperoxid (250 µM) ein geeignetes Oxidans. Die Induktion der 
Lipidperoxidation ließ sich nur durch Einsatz des Fenton-Reagens (30 µM für Caco-2 
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Zellen, 50 µM für HT29 Zellen) beobachten. Caco-2 Zellen erwiesen sich 
empfindlicher gegenüber den Oxidanzien, nur bei der Induktion des ROS-Levels war 
der verwendete Konzentrationsbereich für beide Zelllinien ähnlich. Dies lässt daruaf 
schließen, dass die verschiedenen Oxidanzien gleichermaßen in beide Zelllinien 
gelangen und im Cytoplasma als ROS vorliegen, die den Farbstoff oxidieren können. 
Der ROS-Level scheint damit unabhängig vom Zellsystem zu sein.  
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5.2 Antioxidative Wirksamkeit der Aglyka 

Die Aglyka Quercetin und Phloretin kommen als solche nicht im Apfelsaft vor. Sie 
spielen jedoch in vivo eine Rolle, da sie im (Dünn)Darm durch lumenständige 
Hydrolasen/Glukosidasen (siehe Kapitel 3.4.3.1) aus den entsprechenden 
Glykosiden freigesetzt werden [Day et al., 2000, Kahle et al., 2005b] und dort ihre Wirkung 
entfalten können. Da Quercetin in der Literatur bezüglich seiner antioxidativen 
Eigenschaften gut beschrieben ist (Kapitel 3.4.5), wurde diese Substanz zusammen 
mit Phloretin als Referenzsubstanzen eingesetzt. 

5.2.1 Antioxidative Kapazität (TEAC) 

Eine gängige Maßzahl zur Charakterisierung der antioxidativen Kapazität ist der so 
genannte TEAC-Wert [mM Trolox]. Dieser gibt an, an, um wieviel stärker als Trolox 
eine Substanz/ -mischung das ABTS-Radikal im zellfreien System abgefangen wer-
den kann. Für Quercetin wurde ein TEAC-Wert von 4,8 bestimmt, der mit der Litera-
tur gut übereinstimmt [Rice-Evans et al., 1996]. Der TEAC-Wert von Phloretin ist mit 3,8 
geringer, Literaturwerte sind nicht bekannt. Damit zeigen beide Stoffe ausgeprägte 
Radikal-abfangende Wirksamkeit.  

Eine Veränderung der antioxidativen Kapazität unter Zellkulturbedingungen kann 
auch für dort erhaltene Ergebnisse Bedeutung haben. Daher wurden TEAC-Werte zu 
Beginn und nach 24 h-Inkubation von Quercetin und Phloretin in PBS bestimmt. Der 

TEAC-Wert von Quercetin sank auf 60 ± 9% des Ausgangswertes, der TEAC-Wert 

von Phloretin dagegen stieg auf 116 ± 2% an (jeweils n=4).  

5.2.2 Zytotoxizität/Wachstumshemmung 

Polyphenole und Flavonoide haben Einfluss auf die Zellproliferation und Zelltod 
(Kapitel 3.4.6). Unter den gewählten Inkubationsbedingungen sollten Einfluss auf die 
Viabilität bzw. auf die rel. Lebendzellzahl (Trypanausschlusstest) sowie auf das 
Lebendprotein (SRB-Test) nach 24 h Inkubation mit den beiden Aglyka und 
nachfolgender Menadionbehandlung geprüft werden (Abbildung 5.9), da gerade bei 
der Bestimmung des ROS-Levels keine Zellkontrolle mitgeführt wird, und eine 
Wachstumshemmung zu einer Verfälschung der Ergebnisse führen kann. 
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Abbildung 5.9: Modulation des relativen Zellwachstum (Trypanblau offene Symbole, SRB ge-
schlossene Symbole) in Caco-2 (links) und HT29 Zellen (rechts) nach 24 h-
Inkubation mit Quercetin und Phloretin (0,3-300 µM) und nachfolgender Md-
Behandlung ((Md) 3-5 µM bzw. 20 µM, 1 h; Monolayer; n=3-4 (unabhängige Ver-
suche, mean, ± SD). 

Menadion selbst zeigte keinen Einfluss auf das Zellwachstum oder auf die Zytotoxizi-
tät. Die beiden Aglyka zeigten in Caco-2 Zellen eine konzentrationsabhängige Hem-
mung insbesondere in den höchsten eingesetzten Konzentrationen (> 10 µM). In 
HT29 Zellen wurde durch Phloretin das Zellwachstum bereits ab einer Konzentration 
von 0,3 µM, durch Quercetin nur bei der höchsten eingesetzten Konzentration ge-
hemmt. Die Viabilität wurde nicht beeinflusst und lag immer über 85%. Für Caco-2 
Zellen wurden die beiden Methoden zur Bestimmung des Zellwachstums gegenüber 
gestellt. Die erhaltenen Ergebnisse für das Zellwachstum sind vergleichbar. Eine 
ähnliche Korrelation der beiden Methoden wurde bereits in einer früheren Dissertati-
on beobachtet [Kamp, 2004]. Agullo et al. beobachtete ebenfalls wachstumshemmende 
Effekte durch Quercetin, besonders ausgeprägt in proliferierenden Zellen [Agullo et al., 

1994]. 

5.2.3 Modulation Md-induzierter (oxidativer) DNA-Schäden 

Für Phloretin ist in Abbildung 5.10 die Modulation der Md-induzierten DNA-
Grundschädigung und DNA-Gesamtschädigung (+ FPG, schraffiert) dargestellt. 
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Abbildung 5.10: Modulation Md-induzierter (oxidativer) DNA-Schädigung in Caco-2 Zellen 
durch Phloretin (24 h) und nachfolgender Menadionbehandlung (5 µM, 1 h); 
n=1-3 (unabhängige Versuche) Monolayer, (mean ± SD).  

Ein konzentrationsabhängiger, U-förmiger Wirkungsverlauf (= U-Kurve) ist zu erken-
nen. In sehr kleinen Konzentrationen (bis 0,1 µM) ist noch keine protektive Wirkung 
zu beobachten. Mit steigender Konzentration nahmen die induzierten DNA-Schäden 
bis hin zu einem optimalen Konzentrationsbereich ab (1-3 µM bei den Gesamtschä-
den, 1-30 µM bei den Grundschäden) und bei weiter steigenden Konzentrationen 
wieder zu. In den beiden höchsten Konzentrationen ging der Gesamtschaden sogar 
über den des Menadions hinaus. Dieser Anstieg kann mit den prooxidativen Eigen-
schaften der phenolischen Struktur begründet werden, die durch den erhöhten Sau-
erstoffpartialdruck unter den Inkubationsbedingungen [Halliwell, 2003] sowie die Anwe-
senheit von Übergangsmetallen (z.B. aus FKS) begünstigt werden [Lapidot et al., 

2002b]. Dies kann im Medium zur Bildung H2O2 führen, was möglicherweise indirekt 
für die DNA-Schäden verantwortlich ist [Halliwell, 2003, Lapidot et al., 2002a].  

Wie unter Kapitel 5.1 beschrieben, wurden mit den untersuchten Oxidanzien nur we-
nige spezifische oxidative DNA-Schäden erzeugt. Im Folgenden soll deshalb nur die 
Modulation der Gesamt-DNA-Schäden (+ FPG) betrachtet werden. Die vergleichen-
de Darstellung erfolgt als relative TI%, d.h. das Ausmaß der Gesamt-DNA-Schäden 
im Vergleich zur Md-Kontrolle (=100%). 

In Abbildung 5.11 ist die modulierende Wirkung der beiden Aglyka in Caco-2 Zellen 
nach 24 h Inkubation dargestellt.  
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Abbildung 5.11: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in Caco-2 Zellen nach 24 h Inku-
bation mit Quercetin und Phloretin und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 3-
5 µM, 1 h; Monolayer; n=3 (unabhängige Versuche, mean ± SD); ** p<0,01. 

Quercetin war in ähnlicher Weise wie Phloretin in der Lage, Md-induzierte DNA-
Schäden um bis zu 70% (Phloretin um 40%) zu verringern. Der Konzentrationsbe-
reich mit der besten Wirksamkeit (Optimum) lag bei 10-30 µM. Ähnliche Effekte von 
Quercetin (50 µM) wurden auch von [Aherne und O'Brien, 2000b] in Caco-2 Zellen gefun-
den. Der Mechanismus beruht sowohl auf Radikal-abfangenden als auch Metall-
chelatierenden Wirkungen [Aherne und O'Brien, 2000b]. Bei den höchsten eingesetzten 
Konzentrationen kam es zu einem Wiederanstieg bis weit über die Md-Kontrolle. 
Auch hier können prooxidative Wirkungen der Flavonoide selbst beitragen. Yamashi-
ta et al. fanden heraus, dass Quercetin in Anwesenheit von Kupfer(II)-ionen DNA-
Schäden induziert [Yamashita et al., 1999]. Die Ursache liegt jedoch nicht in der Entste-
hung von OH-Radikalen, sondern in einer Reduktion zu Cu(I) und anschließender 
Bildung von DNA-Cu(I)-Quercetin-Addukten [Yamashita et al., 1999].  
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In Abbildung 5.12 sind die Ergebnisse für die beiden Aglyka in HT29 Zellen nach 
24 h-Inkubation dargestellt. 
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Abbildung 5.12: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in HT29 Zellen nach 24 h Inkuba-
tion mit Quercetin und Phloretin und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 
20 µM, 1 h; Monolayer; n=3 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); ** p < 0,01; 
*** p < 0,005. 

Beide Substanzen reduzierten die Md-induzierten DNA-Schäden effektiv. In der 
erhaltenen U-Kurve wurden die Optima 1 µM für Phloretin und 10 µM für Quercetin 
gefunden, wobei Phloretin im gesamten eingesetzten Konzentrationsbereich die 
Gesamt-DNA-Schäden deutlich verringerte. Verglichen zu den in Abbildung 5.11 
erhaltenen Ergebnissen für Caco-2 Zellen wurde das Wirkoptimun in HT29 Zellen bei 
kleineren Konzentrationen erreicht, somit ist die Zelllinie HT29 empfindlicher bzgl. 
Reduktion von DNA-Schäden.  

Bei einer Langzeitinkubation spielen nicht nur direkte antioxidative Wirkungen 
(Chelatbildung, Radikal-Abfangen) eine Rolle, sondern auch die Zellantwort. 
Antioxidative Enzyme können induziert werden, so dass ROS, die bei der 
Oxidanzienbehandlung entstehen, effizient durch die Zellen abgefangen werden. 
Außerdem können die inkubierten Substanzen metabolisiert werden, so dass die 
Ausgangssubstanz nicht die einzige wirksame Struktur darstellt. Daher wurde zur 
Unterscheidung direkter Wirkung/ Zellantwort eine Kurzzeitinkubation (2 h) 
durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.13 dargestellt. 
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Abbildung 5.13: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in Caco-2 (links) und HT29 Zel-
len (rechts) nach 2 h Inkubation mit Quercetin und Phloretin und Nachbehand-
lung mit Menadion (Md) 4 µM bzw. 20 µM, 1 h; Monolayer; n=3-5 (unabhängige 
Versuche, mean, ± SD); *p < 0,05; *** p < 0,005. 

In Caco-2 Zellen war Quercetin wirksam (Optimum 10-30 µM), während Phloretin in 
höheren Konzentrationen nur schwache Wirkung hatte. Geht man von einem U-
förmigen Wirkungsverlauf aus, deutet sich an, dass die wirksamen Konzentrationen 
von Phloretin in noch kleineren Bereichen liegen. Nach 24 h Inkubation (s.o.) zeigten 
beide Substanzen eine deutlichere Verringerung der DNA-Schäden. Quercetin war 
nach zweistündiger Inkubation bei 100 µM stärker prooxidativ als nach 24 h-
Inkubation. Dies könnte bedeuten, dass die Caco-2 Zellen in der Lage sind, diesen 
Schäden nach längerer Inkubation entgegenzuwirken und dass entweder Quercetin 
eliminiert oder zellspezifische Abwehrmechanismen, z.B. Reparatur induziert werden 
können.  

Bei noch kürzeren Inkubationszeiten (30 min) wurde keine Verringerung der DNA-
Gesamtschäden durch Quercetin in Caoc-2 Zellen beobachtet (Abbildung im 
Anhang). Entsprechend des Verlaufs nach 2 h-Inkubation konnte auch hier ein 
deutlicher Anstieg der DNA-Schäden über 30 µM Quercetin beobachtet werden. 
Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Ergebnissen von [Duthie und Dobson, 1999], 
bei denen eine protektive Wirksamkeit von Quercetin auch nach 30 min-Inkubation 
beobachtet worden war.  

In HT29 Zellen waren beide Aglyka ebenfalls wirksam mit einem Wirkoptimum bei 
10 µM. Während die Länge der Quercetininkubation keine deutlichen Unterschiede 
zeigte, war Phloretin nach 24 h Inkubation in noch kleineren Mengen wirksam. Dies 
könnte durch unterschiedliche Aufnahmeraten in die Zelle erklärbar sein. Weitere 
Möglichkeiten wären die oben angesprochene Enzyminduktion oder die Umwandlung 
der Substanzen in ebenfalls wirksame Strukturen.  
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Die primären humanen Kolonzellen (PKZ) wurden ebenfalls für 2 h mit den beiden 
Aglyka inkubiert (Abbildung 5.14).  
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Abbildung 5.14: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in PKZ nach 2 h Inkubation mit 
Quercetin und Phloretin und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 2 µM, 1 h; 
Suspension; Que: n=3, Plt: n=2 (unabhängige Versuche, mean, + SD bzw. + 
SE). 

Phloretin zeigte bei 10 µM gute Wirksamkeit, während bei Inkubation mit Quercetin 
erst bei der höchsten Konzentration eine Verringerung der DNA-Schäden auftrat. 
Aufgrund der geringen Ausgangszellzahl war es nur in Einzelfällen möglich, die 
Viabilität/Zellzahl zu bestimmen. In diesen wurde bei der höchsten 
Quercetinkonzentration eine verminderte Zellzahl und mit 70% Viabilität Einbußen 
gefunden (Viabilität der Kontrolle ca. 80%). 

5.2.4 Einfluss auf DNA-„Reparatur“ 

Inwieweit Quercetin und Phloretin den DNA-Reparaturprozess beeinflussen können, 
ist Gegenstand folgender Untersuchung. Die Inkubation erfolgte analog dem Zwei-
stufenprotokoll (24 h Prüfsubstanz/ 1 h Menadion) in HT29 Zellen, die Modulation der 
Reparatur wurde in einer anschließenden Nachkultivierung bis zu 24 h in Nährmedi-
um (ohne Substanz) untersucht (Abbildung 5.15).  
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Abbildung 5.15: Zeitlicher Verlauf der (oxidativen) DNA-Schädigung von Menadion (20 µM, 
links) und die Modulation der Gesamt-DNA-Schäden durch 24 h Vorbehand-
lung mit Quercetin (30 µM) und Phloretin (10 µM) (rechts) in HT29 Zellen; n=3-7 
(unabhängige Versuche, mean ± SD); *p<0,05. 

Die Md-induzierten Grund- und Gesamt-DNA-Schäden (+ FPG) wurden innerhalb 
24 h vollständig repariert (Lösungsmittelkontrolle lag bei ca- 20% rel. TI), wobei die 
Gesamtschäden langsamer abnahmen (Abb. A). Die Beobachtung, dass die DNA-
Grundschäden wesentlich schneller repariert werden können als die DNA-
Gesamtschäden, konnte bereits in anderen Zelllinien gemacht werden [Collins et al., 

1995]. Möglicherweise werden während des Reparaturprozesses (siehe auch Kapitel 
3.3.4.2) von oxidierten Basen langlebige Intermediate (z.B. AP-Stellen) gebildet, die 
noch über eine längere Zeit als Strangbrüche detektiert werden können, bevor sie 
durch eine Ligase verschlossen werden. 

Der Verlauf der Md-induzierten DNA-Grundschäden (schwarze Kurve links) wurde 
durch Vorbehandlung mit Quercetin (30 µM) bzw. Phloretin (10 µM) nicht moduliert 
(s. Anhang). Dies wurde bereits für Quercetin und andere Flavonole in Caco-2 Zellen 
beschrieben [Aherne und O'Brien, 2000a]. Die Gesamtschäden dagegen wurden durch 
beide Substanzen verringert (Abbildung 5.15, rechts). Sie unterschieden sich jedoch 
in dem Zeitpunkt ihrer Wirkung: Phloretin reduzierte die DNA-Schäden zu Beginn 
schneller im Vergleich zur Md-Kontrolle und auch im Vergleich zu Quercetin. Eine 
Vorbehandlung mit diesem zeigte zunächst keinen Einfluss auf die DNA-
Gesamtschäden, erst nach 6 h kam es zu einer Abnahme und später zu einer Annä-
herung mit der Md-Kontrolle. Aufgrund der Wahl der Nachinkubationszeiten lassen 
sich keine Aussagen darüber machen, ob die beiden untersuchten Substanzen auch 
einen Einfluss auf die Dauer der vollständigen Reparatur haben, da zwischen 9 und 
24 h keine Messwerte ermittelt wurden.  

Die präventive Wirksamkeit von Stoffen besteht nicht nur darin, kritische Zellkompar-
timente vor einem Angriff von ROS zu schützen, sondern die Antioxidanzien können 
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auch in Reparaturprozesse eingreifen. Je schneller z.B. die DNA repariert werden 
kann, desto kleiner ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich DNA-Schäden manifestie-
ren. In der Literatur wurden keine Hinweise gefunden, welche Zielstrukturen im Re-
paraturapparat der Zelle durch die beiden Antioxidanzien beeinflusst werden. Da Re-
paraturenzyme über das Antioxidant response element (ARE) aktiviert werden kön-
nen [Li et al., 2002], wäre es möglich, dass Quercetin und Phloretin Einfluss auf die 
Genexpression von Reparaturenzymen hat.   

5.2.5 Modulation des TBH-induzierten zellulären ROS-Levels 

Im Gegensatz zur DNA-Schädigung werden beim Dichlorfluorescein(DCF)-Assay 
hauptsächlich ROS erfasst, die sich im Zytoplasma befinden, bevor sie Zellkompar-
timente schädigen. Der Fluoreszenzanstieg, verursacht durch die Oxidation des 
Farbstoffs in seine oxidierte, fluoreszierende Form wurde im Monolayer nach 40 min 
gemessen. 

Die Effekte auf den ROS-Level durch 24 h Inkubation von Caco-2 Zellen mit den bei-
den Aglyka ist in Abbildung 5.16 dargestellt: 
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Abbildung 5.16: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit Quercetin und Phloretin (0,003-100 µM) und nachfolgende TBH-
Behandlung (250 µM, 40 min); n=3-9 (unabhängige Versuche; mean ± SD); sig-
nifikant: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005. 

Quercetin verringerte bereits bei geringsten Konzentrationen (> 0,003 µM) den ROS-
Level signifikant. Nach einem geringen Anstieg bei 1 µM sinkt der ROS-Level danach 
wieder ab. Dieser Trend wurde in allen Einzelversuchen beobachtet, so dass zufälli-
ge Messfehler auszuschließen sind. Bei den höchsten Konzentrationen kann es auf-
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grund zytotoxischer Effekte zu Zellverlusten während der Inkubation führen und da-
durch auch einen geringeren Fluoreszenzanstieg verursachen. In die Berechnung 
des Fluoreszenzanstieges geht zwar die Anfangsfluoreszenz mit ein, so dass die 
Zellzahl mit berücksichtigt wird; bei zu geringen Fluoreszenzwerten, wie es bei denen 
der höchsten eingesetzten Konzentrationen von Quercetin und Phloretin zu vermuten 
ist, waren zu wenige Zellen zum Zeitpunkt der Messung vorhanden, um die Fluores-
zenz quantifizieren zu können.  

In HT29 Zellen (Abbildung 5.17) zeigten Quercetin und Phloretin nach 24 h Inkubati-
on ebenfalls ROS-abfangende Wirkung.  
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Abbildung 5.17: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit Quercetin und Phloretin und nachfolgende TBH-Behandlung 
(250 µM, 40 min) K0: DMSO-Kontrolle; n=3 (unabhängige Versuche; mean ± 
SD); signifikant: *p < 0,05. 

Das Wirkoptimum lag dabei für beide Substanzen bei 30 µM. Im Gegensatz zu den 
Caco-2 Zellen ist der extrem geringe Fluoreszenzanstieg bei den höchsten Konzent-
rationen nicht zu beobachten. In der Literatur wurden für Quercetin in HepG2-Zellen 
ebenfalls eine Abnahme des TBH-induzierten ROS-Levels beobachtet [Musonda et al., 

1997].  

Die Ergebnisse für eine verkürzte Inkubationszeit auf 2 h nur ist in Abbildung 5.18 
dargestellt. 
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Abbildung 5.18: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 2 h-
Inkubation mit Quercetin und Phloretin und nachfolgende TBH-Behandlung 
(250 µM, 40 min); n=3-5 (unabhängige Versuche; mean ± SD). 

Nach 2 h Inkubation wurde im Gegensatz zur 24 h-Inkubation nur eine schwache 
Verringerung des TBH-induzierten ROS-Levels bei 0,3-1 µM Phloretin- bzw. bei 
0,3 µM Quercetinkonzentration erhalten. Nach der kurzen Inkubationszeit ist zu er-
warten, dass die Substanzen, wenn sie in die Zelle aufgenommen werden, auf direk-
tem Wege, d.h. über Abfangen von ROS, wirksam sind und dass die Aktivierung der 
Zellantwort erst später zum Tragen kommt. Das Ergebnis bestätigt diese Hypothese 
nicht. Daraus lässt sich schließen, dass die ROS durch andere zellspezifische Me-
chanismen beseitigt werden, die erst nach einigen Stunden aktiv werden.   

5.2.6 Einfluss auf den Glutathionspiegel 

5.2.6.1 Modulation der Md-induzierten GSH-Depletion 

Das endogene Glutathion (GSH) ist für die ROS-Abwehr in Zellen von besonders 
großer Bedeutung (siehe Kapitel 3.3.4). In Kapitel 5.1 wurde Menadion als ein GSH-
depletierendes Agens charakterisiert. Phloretin und Quercetin wurden nun auf ihren 
Einfluss auf die Depletion untersucht. Dazu wurde nach dem Zweistufenprotokoll 
vorgegangen. In Abbildung 5.19 ist der Gesamtglutathion(tGSH)-gehalt, bezogen auf 
die DMSO-Kontrolle, für Quercetin und Phloretin in Caco-2 Zellen dargestellt. Die 
Md-Konzentration wurde so gewählt, dass sie den Versuchen zur DNA-Schädigung 
weitgehend entsprachen. Der relative tGSH-Gehalt der Md-Kontrolle ist als Parallele 
zur x-Achse dargestellt. 
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Abbildung 5.19: Modulation Md-induzierter GSH-Depletion (Gerade) in Caco-2 Zellen nach 24 h 
Inkubation mit Quercetin und Phloretin (3-100 µM) und nachfolgender Md-
Behandlung (2-5 µM); n=1 (Plt) bzw. n=3. 

Die Depletion konnte durch beide Substanzen verringert werden, bei Quercetin sogar 
über den Wert der DMSO-Kontrolle hinaus mit einem Maximum bei 30 µM. Bei 
Phloretin kam es nur in der höchsten Konzentration zu einem Anstieg. In HepG2 
Zellen konnte eine ähnliche Aufhebung TBH-induzierter tGSH-Depletion durch 
Quercetin von [Alia et al., 2005b] beobachtet werden.  

Die Ergebnisse für HT29 Zellen sind in Abbildung 5.20 dargestellt. 
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Abbildung 5.20: Modulation Md-induzierter GSH-Depletion (Gerade) in HT29 Zellen nach 24 h 
Inkubation mit Quercetin und Phloretin (0,1-100 µM) und nachfolgender Md-
Behandlung (10, 20 µM); DMSO-Kontrolle = 100% ≈ 21,3 ± 3,1 nmol tGSH/mg 
Protein; n=3-4. 

In der Menadionkonzentration, bei der eine Modulation von DNA-Schäden möglich 
war (20 µM), wurde die tGSH-Depletion durch beide Aglyka nicht aufgehoben. Nur 
bei niedrigerer Menadionkonzentration (10 µM) konnte die Depletion verringert 
werden. Unabhängig von der Menadionkonzentration kam es in der höchsten 
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Flavonoidkonzentration zu einer deutlichen Erhöhung des tGSH-Spiegels. Dies 
stimmt überein mit dem in dieser Konzentration ebenfalls beobachteten Anstieg der 
(oxidativen) DNA-Schädigung. Der erhöhte tGSH-Spiegel lässt sich vermutlich auf 
eine Gegenregulierung der Zelle auf den induzierten oxidativen Stress zurückführen, 
der auf die beiden Substanzen zurückzuführen ist, da sie unter bestimmten Voraus-
setzungen auch prooxidativ wirksam sein können. Der Level reicht jedoch nicht aus, 
um die Menadion/Quercetin bzw. Phloretin vermittelte DNA-Schädigung abzuwen-
den. 

5.2.6.2 Modulation des Basis-tGSH-Spiegels 

Die Modulation tGSH-Gehaltes ohne Menadionbehandlung (Basis-tGSH-Gehalt) 
durch Quercetin und Phloretin (1-100 µM) wurde in 24-stündiger Inkubation ohne 
nachfolgende Menadionbehandlung in beiden Zelllinien untersucht (Abbildung 5.21).  
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Abbildung 5.21: Modulation des tGSH in Caco-2 (oben) und HT29 Zellen (unten) nach 24 h In-

kubation mit Quercetin und Phloretin (1-100 µM); n=3 (unabhängige Versuche, 
mean ± SD); *p<0,05; **p<0,01. 

Bei alleiniger Quercetininkubation wurde eine Erhöhung des Glutathionspiegels bei 
30 µM in Caco-2 Zellen beobachtet, die möglicherweise auf eine Induktion der GSH-
Synthese zurückzuführen ist. Beschrieben ist eine Quercetin-vermittelte Induktion der 
γ-Glutamyl-Cystein-Synthetase (GCS) in Leberzellen [Scharf et al., 2003]. 

Phloretin induzierte ebenfalls den tGSH-Spiegel in Caco-2 Zellen in bei einer Kon-
zentration von 3 µM. Auch hier wird die Induktion der GCS als protektiver Effekt ver-



Ergebnisse und erste Diskussion 

119 

mutet. Die Erhöhung des tGSH-Spiegels durch die beiden Verbindungen wurde in 
dem Konzentrationsbereich beobachtet, in denen auch die Verringerung der DNA-
Schäden optimal war. Dies deutet darauf hin, dass die Zellantwort eine Rolle bei der 
präventiven Wirksamkeit von Quercetin und Phloretin spielt. 

Auch in HT29 Zellen wurde ab 10 µM Quercetin und Phloretin eine deutliche Erhö-
hung des tGSH-Spiegels beobachtet. Der weitere Anstieg bei 100 µM könnte auf ei-
ne Zellabwehr gegen substanzbedingten oxidativen Stress hinweisen, der zusätzlich 
durch die Zellkulturbedingungen begünstigt sein kann, da der Sauerstoffpartialdruck 
dort wesentlich höher liegt als unter physiologischen Bedingungen [Halliwell, 2003].   

Das oben erwähnte Enzym GCS ist Bestandteil des Antioxidant response element 
(ARE). Erfährt die Zelle einen moderaten oxidativen Stress, kann das ARE z.B. durch 
den Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert werden, so dass vermehrt Enzyme exprimiert 
werden, die dem Phase-II-Metabolismus angehören. GCS als limitierendes Schlüs-
selenzym der Glutathionsynthese kann ebenfalls induziert werden, so dass der Zelle 
mehr GSH zur Verfügung steht und die endogene antioxidative Abwehr gestärkt wird. 
[Nguyen et al., 2003] 

Patienten mit entzündlichen Darmerkrankungen leiden an einem gestörten GSH-
Haushalt im Darm [Sido et al., 1998]. Eine Induktion der GSH-Synthese könnte also der 
antioxidativen Abwehr im Darm nützlich sein.  

5.2.7 Modulation der OH·-induzierten Lipidperoxidation 

Analog zu der Modulation der oben genannten oxidativen Zellschädigung sollte auch 
die modulierende Wirkung von Quercetin auf die Lipidperoxidation untersucht wer-
den. In Abbildung 5.22 sind die Ergebnisse in beiden Zelllinien dargestellt. 
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Abbildung 5.22: Effekte auf die OH•-induzierte Lipidperoxidation in Caco-2 Zellen (links, n=3-5) 
und HT29 (rechts, n=1-2) nach 24 h Inkubation mit Quercetin (0,1-100 µM) und 
nachfolgender Behandlung mit Fe2+/H2O2 (30 bzw. 50 µM); 100% entspricht der 
jeweiligen Oxidanskontrolle mit/ohne BHT-Zusatz (MW mit BHT/ohne BHT: 
1,9/5,3 nmol MDA/mg Protein (Caco-2); 1,6/4,0 nmol MDA/mg (HT29) Protein. 

Nach 24-stündiger Inkubation mit Quercetin wurde in beiden Zelllinien keine 
Verringerung der TBARS beobachtet. Lediglich die unspezifischen Schäden, die 
nach der Zellaufarbeitung und während der Lagerung entstehen können, konnten in 
Caco-2 Zellen mit kleinsten Quercetinkonzentrationen (0,1-0,3 µM) schwach 
reduziert werden.  

Lipide machen den größten Membrananteil aus. Da die Substanzen diese passieren 
müssen, kann die LPO während dessen verringert werden. Nach 24 h Inkubation 
konnte keine Modulation beobachtet werden. Es ist davon auszugehen, dass sich die 
Antioxidanzien nicht mehr in der Nähe der Zellmembran befinden und so die LPO 
nicht modulieren konnten. Daher wurde die Inkubationszeit auf 1 h verkürzt. Die 
entsprechenden Ergebnisse sind in Abbildung 5.23 aufgeführt. 
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Abbildung 5.23: Effekte auf die OH·-induzierte Lipidperoxidation in Caco-2 Zellen (links, n=3) 
und HT29 (rechts, n=3; 30, 100 µM: n=2) nach 1 h Inkubation mit Quercetin und 
Phloretin (0,1-100 µM) und nachfolgende Behandlung mit Fe2+/H2O2 (30 bzw. 
50 µM); **p < 0,01. 

In Caco-2 Zellen war keine Verringerung der TBARS nach 1-stündiger Vorinkubation 
mit Quercetin zu beobachten. Durch Phloretin wurde eine schwache, nicht 
signifikante Abnahme der TBARS-Menge erhalten. In HT29 Zellen dagegen konnte 
das Ausmaß der LPO durch Quercetin (1; > 3 µM) in geringerem Ausmaß durch 
Phloretin um ca. 20% reduziert werden.  

Bei den hohen Quercetinkonzentrationen kam es zu einem weiteren Abfall des 
TBARS-Gehaltes. Ein Verlust der stark geschädigten Zellen während der 
Aufarbeitung kann nicht ausgeschlossen werden, da der Proteingehalt um dieser 
Proben um ca. 20% niedriger war als bei den Kontrollen. Außerdem kam es bei 
100 µM teilweise zu Viabilitätseinbußen und einer gelblich-grünen Verfärbung des 
Zellpellets während der Aufarbeitung.  

Wie in der Literatur beschrieben [Peng und Kuo, 2003] wurde eine Co-Inkubation mit 
Quercetin und des Fenton-Reagens (30 min Quercetin allein, danach die 
Oxidansmischung für 3 h dazu), durchgeführt. Dies führte zu hohen zytotoxischen 
Effekten bei Konzentrationen größer 10 µM, sowie einer deutlichen Grünfärbung des 
Inkubationsmediums und des Zellpellets bei Aufarbeitung, was auf eine Oxidation 
des Quercetin hindeutet. Daher wurde diese Inkubationsart nicht weiter verfolgt. 

5.2.8 Zusammenfassung der Wirksamkeit der Aglyka 

Die Biomarker, die für die Charakterisierung der oxidativen Zellschädigung in huma-
nen Kolonzellen herangezogen werden sollen, müssen empfindlich genug sein, auch 
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präventive Effekte von Apfelsaftinhaltsstoffen zuverlässig zu erfassen. Die Untersu-
chung der Aglyka in Darmzellen verfolgte zwei Ziele: Zum einen ist Quercetin ein gut 
beschriebenes Antioxidans, welches bereits in vielen Testsystemen eingesetzt wur-
de. Zum anderen sind die Aglyka Quercetin und Phloretin selbst keine Bestandteile 
des Apfelsaftes, sie können jedoch in vivo im Gastrointestinaltrakt aus den entspre-
chenden Glykosiden freigesetzt werden und dort ihre Wirkung entfalten.  

Die für die Aglyka gefundenen Effekte sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.  

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse zur antioxidativen Wirksamkeit der Aglyka 
Quercetin und Phloretin; angegeben ist der wirksame Konzentrationsbereich, 
hinter dem Schrägstrich das Wirkoptimum. 

Modulation von Caco-2 
  Que  [µM]     Plt [µM] 

HT29 
  Que [µM]    Plt [µM] 

(oxidativen) DNA-Schäden (24 h) 
                                            (2 h) 

10-30/30  
10 

1-30/10  
<10 

0,1-10/10  
1-30/10 

0,03-30/1 
0,03-30/10

ROS-Level                      (24 h) 
                                        (2 h) 

0,01-30/0,1
n.b. 

0,1-10/0,3
n.b. 

10 
0,3 

10-30 
0,3-1 

tGSH-Gehalt                   (24 h) 30 3 10 10 

LPO                                 (24 h) 
                                         (1 h) 

-- 
-- 

n.b. 
1-3 

-- 
>1 

n.b. 
3 

--: keine Wirksamkeit 
n.b.: nicht bestimmt 

Die Aglyka zeigen in den meisten Testsystemen gute präventive Wirksamkeit im un-
teren µmolaren Konzentrationsbereich. Auffällig für den Wirkungsverlauf ist die meis-
tens erhaltene U-Form. Die beiden Substanzen zeigen nicht nur ausgeprägte antio-
xidative, sondern in einigen Endpunkten in hohen Konzentrationen auch prooxidative 
Effekte. Durch die Inkubation mit Quercetin und Phloretin wurden geeignete Bedin-
gungen gefunden, das antioxidative Potenzial von Apfelsaftinhaltsstoffen in humanen 
Kolonzellen zu bestimmen. 

Wie schon bei den Oxidanzien zeigten die untersuchten Zellsysteme unterschiedliche 
Empfindlichkeit bzgl. protektiver Wirksamkeit, so dass es für eine Bewertung der an-
tioxidativen Wirksamkeit notwendig ist, verschiedene Systeme einzusetzen. Unter-
schiede in Aufnahmeraten von Substanzen, Enzymausstattung für Metabolisierung 
und Ausscheidung von Stoffen können unterschiedliche Wirkungen zur Folge haben. 
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5.3 Antioxidative Wirksamkeit der Apfelsaftextrakte 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die antioxidative Wirksamkeit von Apfelsaftinhalts-
stoffen in humanen Kolonzellen geprüft. Hierzu wurden von der Forschungsanstalt 
Geisenheim vier verschiedene Apfelsaftextrakte zur Verfügung gestellt, die sich in 
ihrer Sortenauswahl bzw. ihrer technologischen Gewinnung unterscheiden. Die ge-
naue Zusammensetzung ist in Kapitel 3.5 beschrieben.  

5.3.6 Antioxidative Kapazität (TEAC) 

Zunächst wurde die antioxidative Kapazität im zellfreien System bestimmt. Die vier 
Extrakte zeigten eine miteinander vergleichbare antioxidative Kapazität mit folgender 
Abstufung (TEAC-Wert jeweils in Klammern [mM Trolox], n=3)  

APE03 (4,2) > AE04 (4,0) > AE02 (3,7) > AE01 (3,4). 

Der Tresterextrakt APE03 enthält die antioxidativ wirksamsten Substanzen, während 
AE01 der am schwächsten Wirksame ist.  

Da während der Inkubation Abbaureaktionen stattfinden können, wurde ebenfalls der 
TEAC nach 24 h-Inkubation bei 37°C (Brutschrank) in PBS gemessen. Unabhängig 
von der Zusammensetzung der Extrakte nahm der TEAC nach 24 h um ca. 25% des 
Ausgangs-TEAC ab. Während der Inkubation wird die antioxidative Kapazität mögli-
cherweise durch Abbaureaktionen oder Polymerisationen beeinflusst. Ausfallen von 
Apfelsaftinhaltsstoffen konnte bei der geringen Menge der eingesetzen Extrakte (5 
µg/mL) nicht beobachtet werden. 

In den jeweiligen Zellkulturmedien (ohne Zusatz von FKS) konnte der TEAC nicht 
bestimmt werden, da die blaue ABTS-Radikallösung bereits durch das Medium selbst 
entfärbt wurde. Möglicherweise spielen Mediumzusätze wie Vitamine und redoxsen-
sitive Aminosäuren eine Rolle. 

5.3.7 Modulation Md-induzierter DNA-Schäden 

Nach 24 h-Inkubation mit den Apfelsaftextrakten AE01 und APE03 wurde eine aus-
geprägte Abnahme Md-induzierter (oxidativer) DNA-Schäden in Caco-2 Zellen beo-
bachtet (Abbildung 5.24). 
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Abbildung 5.24: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in Caco-2 Zellen nach 24 h Inku-
bation mit Apfelsaftextrakten und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 5 µM, 
1 h; Monolayer; n=3-6 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); *p<0,05; **p<0,01. 

Die optimalen Wirkkonzentrationen lagen bei 50-100 µg/mL. Wie bei den Aglyka ist 
eine unterschiedlich ausgeprägte U-förmige Kurve erkennbar. AE02 war wesentlich 
schwächer, AE04 war nur bei der höchsten eingesetzten Konzentration schwach 
wirksam, in kleinen Konzentrationen (10-50 µg/mL) wies er eine deutliche Erhöhung 
der Gesamt-DNA-Schäden auf. Höhere Konzentrationen wurden aufgrund 
Löslichkeitsprobleme nicht mehr eingesetzt. Während der Zellinkubation wurden 
speziell bei AE02 Hinweise auf Reaktionen der Apfelinhaltsstoffe erhalten: sichtbare 
Verfärbungen bei 250 µg/mL weisen auf Polymerisationsprozesse hin 

In HT29 Zellen (Abbildung 5.25) konnte nur AE01 die Md-induzierten DNA-Schäden 
signifikant reduzieren. Das Wirkoptimum lag etwas niedriger als bei den Caco-2 
Zellen bei 50 µg/mL. 

5 10 50 100 250
0

50

100

150

200

[µg/ml]

re
l. 

TI
 (%

  M
d-

Ko
nt

ro
lle

)

 AE01   AE02   APE03   AE04

**

* *

 

Abbildung 5.25: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in HT29 Zellen nach 24 h Inkuba-
tion mit Apfelsaftextrakten und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 20 µM, 1 h; 
Monolayer; n=3-7 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); *p < 0,05; **p < 0,01. 
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Alle anderen Extrakte waren unwirksam. AE04 zeigt auch hier neben APE03 
prooxidative Effekte in kleinen Konzentrationen. Aufgrund der widersprüchlichen 
Ergebnisse, die in den beiden Zellsystemen erhalten wurden, liegt die Vermutung 
nahe, dass bei der präventiven Wirksamkeit von Apfelsaftextrakten zellspezifische 
Faktoren eine große Rolle spielen. Caco-2 Zellen sind insgesamt das sensitivere 
System zur Erfassung der Verringerung von Md-induzierten DNA-Schäden, da fast 
alle Extrakte Wirkung zeigten.  

Für die Apfelsaftextrakte wurde neben der Langzeitinkubation (24 h) auch eine kurze 
Inkubationszeit (2 h) gewählt, um direkte antioxidative und indirekte Zellantwort-
vermittelte Wirkungen der Apfelsaftextrakte zu untersuchen (Abbildung 5.26). 
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Abbildung 5.26: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in Caco-2 (links) und in HT29 
Zellen (rechts) nach 2 h Inkubation mit Apfelsaftextrakten und Nachbehand-
lung mit Menadion (Md) 5 bzw. 20 µM, 1 h; Monolayer; n=2-4 (unabhängige Ver-
suche, mean, ± SD); *p < 0,05; **p < 0,01. 

Nach 2-stündiger Inkubation waren die Unterschiede der Wirksamkeit der Apfelsaft-
extrakte noch deutlicher: APE03, AE04 und AE02 waren in Caco-2 Zellen bereits bei 
5 bzw. 10 µg/mL präventiv wirksam. 1 µg/mL zeigte keine Effekte (s. Anhang). In ho-
hen Konzentrationen (100 µg/mL) wurden bei APE03 starke prooxidative Effekte be-
obachtet. AE01 dagegen zeigte keine Wirkung im eingesetzten Konzentrationsbe-
reich. Da AE01 nach 24 h sehr wirksam war, müssen hier andere als direkte antioxi-
dative Effekte eine Rolle spielen. Im Gegensatz dazu war AE01 in HT29 Zellen 
(rechts) der einzige wirksame Extrakt nach 2 h-Inkubation, was die Vermutung zell-
spezifischer Reaktionen bestärkt. 

In PKZ wurde die präventive Wirksamkeit von Apfelsaftextrakten ebenfalls untersucht 
(Abbildung 5.27). 
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Abbildung 5.27: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in PKZ nach 2 h Inkubation mit 
Apfelsaftextrakten und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 2 µM, 1 h; Suspen-
sion; n=3 (AE02: n=1) (unabhängige Versuche, mean, ± SD). 

Die Gesamt-DNA-Schäden wurden durch die Apfelsaftextrakte nicht reduziert. Die 
fehlende Wirksamkeit kann drei Ursachen haben: Aufgrund des limitierten 
Zellmaterials wurden nur wenige Konzentrationen getestet, im Hinblick auf die 
Sensitivität gegenüber der Aglyka (Kapitel 5.2.3) erscheint es jedoch 
unwahrscheinlich, dass die Extrakte in noch kleineren Konzentrationen wirksam sind. 
Des Weiteren reagieren PKZ, wenn sie aus dem Zellverband vereinzelt sind, 
möglicherweise weniger sensitiv gegenüber Antioxidantien. Eine dritte Möglichkeit für 
die im Gegensatz zu den Zelllinien fehlenden Effekte könnte die Art der Inkubation 
sein. Während die Zelllinien in Monolayerkultur inkubiert wurden, ist die 
Substanzbehandlung bei den PKZ nur in Suspension möglich.  

Um die letzte Möglichkeit zu prüfen, wurde APE03 in Caco-2 Zellen, der sich dort als 
besonders wirksam gezeigt hatte (Abbildung 5.26), auf drei verschiedene Arten 
inkubiert: Zweistufenprotokoll im Monolayer in Petrischalen, Zweistufenprotokoll in 
Suspension, Co-Inkubation (2 h Inkubation des Extrakts, in das gleiche Medium Md 
für eine weitere Stunde). Die genaue Vorgehensweise ist in Tabelle 5.2 dargestellt. 
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Tabelle 5.2: Inkubationsbedingungen für Monolayer- und Suspensionskultur von Caco-2 Zellen 
(2,5x105 pro Gel) im Vergleich. 

 Monolayer 
2 Stufen 

Suspension 
2 Stufen 

Suspension 
Co-Inkubation 

Vorbereitung 24 h Anwachsen 
6 cm Petrischalen 

Abtrypsinieren, 
Zellzahl einstellen 
ein 1,5 mL-
Reaktionsgefäß 
pro Gel 

Abtrypsinieren, 
Zellzahl einstellen 
ein 1,5 mL-
Reaktionsgefäß 
pro Gel 

Inkubation mit APE03 0,1% DMSO 
I-Med (6 mL) 2 h 

1% DMSO 
I-Med (500 µL) 2 h 

0,5% DMSO 
I-Med (500 µL) 2 h 

Waschen Absaugen, PBS Zentrifugieren1 
PBS, 
resuspendieren 
Zentrifugieren1 

 
-- 

Menadionbehandlung 0,1% DMSO 
S-Med (6 mL) 1 h 

1% DMSO 
S-Med (500 µL) 
1 h 

nach 1 h APE03 
Zugabe von Md 
(0,5 % DMSO) 1 h 

Zellaufarbeitung Absaugen, 
Waschen, Trypsin 
Abschaben, auf 
Eis  

direkt auf Eis 
 

direkt auf Eis 
 

 Zentrifugieren (10 min, 2.000 Upm, 4°C) 
Zentrifugieren: 3.000 Upm, 20 min, danach Überstand vorsichtig mit Pipette absaugen 

 

Aufgrund des Zweistufenprotokolls waren während der Inkubation als 
Suspensionszellen viele Wasch- und Zentrifugationsschritte notwendig, die jeweils zu 
erhöhtem Stress und Zellverlust führten, so dass das Protokoll oft zur Optimierung 
modifiziert werden musste.  
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.28 dargestellt. 
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Abbildung 5.28: Modulation Md-induzierter Gesamt-DNA-Schäden in Caco-2 Zellen durch 2 h 
Inkubation mit APE03 (1-30 µg/mL); (    ): Monolayer; (   ): Suspension; (   ): 
Suspensionmit Co-Inkubation; je n=3 (unabhängige Versuche, mean, ±SD). 

In Caco-2 Zellen, als Monolayerkultur inkubiert, zeigt die Behandlung mit APE03 eine 
deutliche Verringerung der Md-induzierten DNA-Schäden bei 3 µg/mL. In Suspension 
dagegen wurde dieser Effekt nicht beobachtet. Bei der Co-Inkubation, bei der zwar 
die Waschschritte wegfallen, Antioxidans und Oxidans jedoch zusammen im Medium 
vorliegen, kommt es sogar zu einer Erhöhung der Schäden, wobei die Schwankun-
gen der Ergebnisse in dieser Inkubationsform am größten sind.  

Sofern Caco-2 Zellen mit den PKZ vergleichnar reagieren, kann daraus gefolgert 
werden, dass die beobachtete geringe Wirksamkeit der Substanzen nicht nur auf der 
geringen Empfindlichkeit der PKZ beruht, sondern auch die Art der Inkubation Be-
deutung hat.  

5.3.8 Modulation des TBH-induzierten zellulären ROS-Levels 

Die Beeinflussung des Redoxstatus von Caco-2 und HT29 Zellen durch Apfelsaftex-
trakte wurde mit dem Oxidans tert-Butylhydroperoxid (TBH, 250 µM) im DCF-Assay 
untersucht (Abbildung 5.29). 
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Abbildung 5.29: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit Apfelsaftextrakten und nachfolgende TBH-Behandlung (250 µM, 
40 min); n=3-6 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signifikant: *p<0,05; 
**p<0,01. 

Der TBH-induzierte ROS-Level wurde durch die Apfelsaftextrakte AE01, AE02 und 
APE03 vermindert. AE02 zeigte die höchste Wirksamkeit, AE04 war unwirksam. Da 
die beiden Extrakte in ihrer Zusammensetzung (soweit bekannt) sehr ähnlich sind, 
liegt nahe, dass für die unterschiedliche Wirksamkeit andere Inhaltsstoffe verantwort-
lich sind.  

Die Ergebnisse mit HT29 Zellen sind in Abbildung 5.30 dargestellt: 
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Abbildung 5.30: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit Apfelsaftextrakten und nachfolgende TBH-Behandlung (250 µM, 
40 min); n=3 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signifikant: *p < 0,05. 

TBH-induzierte intrazelluläre ROS wurden durch alle Apfelsaftextrakte deutlich ver-
ringert. AE02 war am wirksamsten, während sich APE03, AE04 und AE01 nicht we-
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sentlich unterschieden. Es waren jedoch für alle Extrakte höhere Konzentrationen 
nötig, um ähnliche Effekte wie in Caco-2 Zellen zu erzielen. Eine Verkürzung der In-
kubationszeit auf 2 h hatte keine Verringerung des ROS-Levels durch die Apfelsaft-
extrakte in HT29 Zellen zur Folge (Abbildung 5.31). 
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Abbildung 5.31: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 2 h-
Inkubation mit Apfelsaftextrakten und nachfolgende TBH-Behandlung (250 µM, 
40 min); n=3 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signifikant: *p<0,05. 

Lediglich AE01 reduzierte den ROS-Level um ca. 10%. 

Dies könnte bedeuten, dass die Zelle durch die Extrakte ihre endogene Abwehr akti-
viert, so dass das nachfolgende Oxidans effektiv abgefangen werden kann. 

5.3.9 Modulation des tGSH-Spiegels 

Der Einfluss der Apfelsaftextrakte auf den Grund-tGSH-Gehalt ohne Md-Behandlung 
wurde in beiden Zelllinien untersucht. Abbildung 5.32 zeigt die Ergebnisse für Caco-2 
Zellen.  
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Abbildung 5.32: Modulation des tGSH in Caco-2 Zellen nach 24 h Inkubation mit Apfelsaftex-
trakten; n=3 (unabhängige Versuche, mean ± SD); gemittelter tGSH-Gehalt der 
DMSO-Kontrolle: 95 ± 20 nmol/mg Protein;*p<0,05. 

AE02 und APE03 erhöhten den tGSH-Gehalt schwach, jedoch signifikant bei Kon-
zentrationen von 50 bzw. 100 µg/mL. Das Wirkoptimum entspricht dabei der Kon-
zentration, bei der auch die DNA-Schädigung optimal reduziert wurden (Abbildung 
5.24). 

In HT29 Zellen konnten diese Effekte nicht beobachtet werden (Abbildung 5.33). 
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Abbildung 5.33: Modulation des tGSH in HT29 Zellen nach 24 h Inkubation mit Apfelsaftextrak-
ten; n=3 (unabhängige Versuche, mean ± SD) gemittelter tGSH-Gehalt der 
DMSO-Kontrolle: 95 ± 20 nmol/mg Protein. 

AE01 zeigte im Gegenteil eine schwache Depletion bei 50 µg/mL.  
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Die Ergebnisse für die Modulation einer Menadion-vermittelten tGSH-Depletion durch 
die Apfelsaftextrakte ist in Abbildung 5.34 dargestellt.  
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Abbildung 5.34: Modulation Md-vermittelter tGSH-Depletion durch die Apfelsaftextrakte in Ca-
co-2 (links) und HT29 Zellen (rechts) nach 24 h-Vorinkubation und nachfolgen-
de Behandlung mit Md (4 µM in Caco-2, 20 µM in HT29); n=3-5 (unabh. Versu-
che; mean ± SD); Signifikanz: *p< 0,05, ** p< 0,01. 

Der Extrakt AE02 hob in Caco-2 Zellen die Md-induzierte tGSH-Depletion im 
gesamten eingesetzten Konzentrationsbereich auf, in HT29 nur in den höheren 
Konzentrationen. APE03 war in HT29 Zellen bei einer Konzentration von 50 µg/mL 
ebenfalls wirksam, in der höchsten Konzentration führte die Inkubation des Extraktes 
zu einer deutlichen Depletion in beiden Zelllinien. Da letzterer Effekt ohne Menadion 
nicht beobachtet wurde, liegt nahe, dass die Zellen bereits durch APE03 geschädigt 
waren, was durch die Behandlung mit Menadion verstärkt wurde. Im Vergleich zur 
Menadionkontrolle wurde eine Abnahme der Viabilität durch die Vorinkubation mit 
APE03 von ca.90% auf 75% beobachtet. Eine so deutliche Abnahme der Viabilität 
wurde ohne nachfolgende Md-Behandlung nicht erhalten. 

Aussagen über den zellulären GSH-Status konnten nicht zuverlässig getroffen 
werden, da der GSSG-Gehalt bei den meisten Messungen im Bereich der 
Nachweisgrenze lag und daher nicht zur Berechnung des Status herangezogen 
werden konnte. 

5.3.10 Zusammenfassung der Wirksamkeit von Apfelsaftextrakten 

Die Apfelsaftextrakte zeigten protektive Wirksamkeit, jedoch unterschieden sie sich 
innerhalb der Testsysteme. 

Die antioxidative Kapazität (TEAC) zeigt für die Apfelsaftextrakte keine deutlichen 
Unterschiede. Dieses Testsystem kann nur die direkte Radikal-abfangende Eigen-
schaft einer Verbindung wiedergeben. Faktoren wie Bioverfügbarkeit, Abbaureaktio-
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nen und Zellantwort bleiben dabei unberücksichtigt. Eine Korrelation zu den biologi-
schen Endpunkten ist nur mit der Moodulation der DNA-Schäden nach 2 h-
Inkubation mit den Extrakten erkennbar.  

Die untersuchten phenolischen Apfelsaftextrakte (AE) sind in humanen Kolonzellli-
nien (Caco-2, HT29) präventiv wirksam. Caco-2 Zellen erwiesen sich als das emp-
findlichere System zur Detektion präventiver Effekte. Oxidative Zellschäden wurden 
durch die Saftextrakte AE01, AE02 und AE04 und dem Trestersaftextrakt APE03 in 
unterschiedlichem Ausmaß verringert. Die Extrakte zeigen nur relativ schwache Un-
terschiede in ihrer präventiven Wirksamkeit: DNA-Schäden wurden besonders effek-
tiv durch AE01 und APE03, der zelluläre ROS-Level durch AE02 und AE01 bzw. 
AE03 (v.a. in HT29 Zellen) verringert; eine Erhöhung des tGSH-Spiegels wurde 
durch AE02 und APE03 erreicht, AE04 war insgesamt nur wenig wirksam.  

Die Auswahl der Apfelsorten bzw. Technologie der Saftherstellung haben für die an-
tioxidative Wirksamkeit nicht die überragende Bedeutung, obwohl sich die Zusam-
mensetzung der untersuchten polyphenolischen Saftextrakte (AE01, 02, 04) wesent-
lich im Gehalt an Kaffeesäure unterscheidet, der bei AE01 15-20mal höher ist als bei 
AE02 und AE04. Andere bekannte Hauptkomponenten (Quercetinglykoside, Phlorid-
zin, Epicatechin, Chlorogensäure) sind in vergleichbaren Gehalten präsent. Das Po-
lyphenolmuster des Tresterextraktes APE03 zeigt v.a. hohe Gehalte an Phloretin- 
und Quercetinglykoside, die durch die enzymatische Behandlung des Tresters her-
ausgelöst wurden [Thielen et al., 2004]. Demgegenüber werden einige Phenolcarbon-
säuren, wie z.B. Chlorogensäure bei der Enzymbehandlung abgebaut.  

Während der Zellinkubation wurden speziell bei AE02 Hinweise auf Reaktionen der 
Apfelinhaltsstoffe erhalten: sichtbare Verfärbungen bei 250 µg/mL weisen auf Poly-
merisationsprozesse hin. Es ist jedoch bei allen Extrakten zu berücksichtigen, dass 
nur rund 50% der Polyphenole bisher identifiziert und quantifiziert sind. So können 
für die unterschiedliche biologische Wirksamkeit auch bisher nicht untersuchte 
Substanzen wie z.B. höhermolekulare Proanthocyanidine oder noch nicht 
charakterisierte Verbindungen eine Rolle spielen.  
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5.4 Antioxidative Wirksamkeit der Apfelsaftinhaltsstoffe 

Die zuvor untersuchten Apfelsaftextrakte zeigen in unterschiedlichem Maße antioxi-
dative Wirksamkeit in den eingesetzten Systemen. In diesem Kapitel soll der Frage 
nachgegangen werden, ob und in welchem Ausmaß sich die beobachteten Effekte 
auf bestimmte Inhaltsstoffe zurückführen lassen. Dazu wurden Mischungen aus fünf 
Hauptkomponenten in der Zusammensetzung hergestellt (Kapitel 4.3.2), wie sie in 
den entsprechenden Apfelsaftextrakten vorkommen unter der Annahme, dass der 
Extrakt zu 100% aus diesen Substanzen bestünde. Da sich die Gehalte der gewähl-
ten Verbindungen für AE02 und AE04 nahezu gleich sind, wurde auf die vierte Mi-
schung verzichtet. Es ergab sich folgende prozentuale Zusammensetzung (Tabelle 
5.3): 

Tabelle 5.3: Prozentuale Zusammensetzung der rekonstituierten Mischungen (rAEs) 

 Substanz rAE01 
(%) 

rAE02 
(%) 

rAPE03 
(%) 

Quercetin-Glykoside (als Rutin) 1,8 2,6 47,2 

Phloretin-Glykoside (als Phloridzin)  26,1 37,3 44,9 

Chlorogensäure 43,3 53,0 7,8 

Kaffeesäure 25,9 1,4 1,6 

Epicatechin 2,9 5,6 7,2 

Anteil am Gesamtextrakt 39,7 34,2 24,6 

5.4.6 Antioxidative Kapazität 

In der folgenden Tabelle sind die Standard-TEAC-Werte und die rel. TEAC-Werte 
(nach 24 h-Inkubation in PBS) für die Einzelstoffe (a) sowie die der rekonstituierten 
Mischungen (b) zusammengefasst. 
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Tabelle 5.4: TEAC-Werte und rel. TEAC nach 24 h Inkubation von a) Einzelstoffen und b) re-
konstituierten Mischungen. 

(a)  
 

Substanz 

TEAC  
[mM] 

rel. 
TEAC  
 [% t0] 

(b)  
 

rAE01 

 
 

rAE02 

 
 

rAPE03 

Kaffeesäure 1,26 150 TEAC [mM] 5,0 5,3 7,9 
Chlorogensäure 1,24 155 Σ-TEAC1 [mM] 5,2 5,2 7,6 
Epicatechin 3,6 79 Anteil am AE-

TEAC2 [%] 
58 50 45 

Rutin 3,7 85     
Phloridzin 3,6 103 rel. TEAC  

[% t0] 
100 93 90 

1 Σ-TEAC: TEAC-Werte der Einzelsubstanzen nach ihren Gewichtsanteilen in den Mischungen auf-
summiert 
2 Anteil am AE-TEAC: Berechneter Anteil, wieviel die rekonstituierte Mischung als Teil des natürlichen 
Extrakts an dessen antioxidative Wirksamkeit ausmacht. 

 

Die beiden Glykoside Phloridzin und Rutin und Epicatechin zeigen rel. hohe TEAC-
Werte, die beiden Hydroxyzimtsäurederivate dagegen geringere antioxidative Kapa-
zität. Dies ist darauf zurückzuführen, dass Chlorogensäure und Kaffeesäure nur die 
o-Catecholgruppe als relevante Gruppe für antioxidative Wirksamkeit aufweisen, die 
Flavonoide dagegen haben mehrere Gruppen, die für ihre Radikal-abfangende Ei-
genschaften eine Rolle spielen [Rice-Evans et al., 1996]. Die TEAC-Werte stimmten mit 
der Literatur überein. Nur für Rutin, Epicatechin und Phloridzin wurden um 0,5-1 hö-
here Werte erhalten als in der Literatur beschrieben [Miller et al., 1995, Rice-Evans et al., 

1996]. Dies könnte damit begründet werden, dass der TEAC sehr pH-Wert-abhängig 
ist und kleine Schwankungen schon andere Ergebnisse liefern können [Lemanska et al., 

2001]. Absolute Aussagen über die antioxidative Kapazität sind daher nur unter iden-
tischen Testbedingungen möglich.  

Die antioxidative Kapazität der rekonstituierten Mischungen (5,0-7,9) war insgesamt 
höher als die der natürlichen Extrakte (3,4-4,2), die Rangfolge der Mischungen ent-
sprach der der Extrakte. Eine Summierung der TEAC-Werte der Einzelsubstanzen 
(Tabelle 5.4, b) nach ihrem Mengenanteil in der Mischung ergaben vergleichbare 
Werte, so dass in diesem System synergistische Effekte zwischen den Einzelsub-
stanzen weitgehend ausgeschlossen werden können.  

Die rekonstituierten Mischungen machen zwischen 25 und 40% der Menge der Ex-
trakte aus. Wird die antioxidative Kapazität der rekonstituierten Mischungen auf den 
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Massenanteil der Mischungen im Extrakt bezogen (25-40%) und vergleicht diese mit 
der antioxidativen Kapazität der Extrakte, so erhält man den prozentualen Anteil der 
Mischungen am TEAC der natürlichen Extrakte (Tabelle 5.4, b). Da dieser Anteil hö-
her ist als der Massenanteil, müssen die Mischungen überproportional an der antio-
xidativen Kapazität der Extrakte beteiligt sein.  

Analog zu den natürlichen Apfelsaftextrakten wurde auch hier die antioxidative Ka-
pazität über 24 h verfolgt. Die antioxidative Kapazität der rekonstituierten Mischun-
gen war stabiler als die der Extrakte, die maximale Abnahme betrug 10%. Die 
unbekannten Inhaltsstoffe der Extrakte könnten damit bei der verstärkten Abnahme 
der TEAC-Werte der Extrakte eine Rolle spielen. Welchen Beitrag die 
Einzelsubstanzen an der Abnahme leisten, ist nur orientierend zu beurteilen: Die 
antioxidative Kapazität der beiden Hydroxyzimtsäurederivate nahm nach 24 h 
Inkubation um 50% zu, Phloridzin blieb konstant, Rutin und Epicatechin nahmen in 
ihrer antioxidativen Kapazität um 20 bzw. 10% ab. Dies legt strukturelle Änderungen 
(Abbau) während der Inkubation nahe (Kapitel 5.5). 

5.4.7 Modulation Md-induzierter DNA-Schäden 

Analog zu den Apelsaftextrakten wurden auch die rekonstituierten Mischungen (0,5-
250 µg/mL) auf Modulation induzierter (oxidativer) DNA-Schäden in beiden Zelllinien 
untersucht. Abbildung 5.35 zeigt die Ergebnisse in Caco-2 Zellen. 
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Abbildung 5.35: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in Caco-2 Zellen nach 24 h Inku-
bation mit rekonstituierten Mischungen und Nachbehandlung mit Menadion 
(Md) 5 µM, 1 h; Monolayer; n=3-5 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); 
*p<0,05. 
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Nach 24 h Inkubation reduzierten die Mischungen rAE01 und rAPE03 bei Konzentra-
tion um 1 µg/mL die induzierten DNA-Schäden, rAE02 war bereits bei 0,5 µg/mL 
wirksam. In höheren Konzentrationen (>10 µg/mL) wurde analog zu den Untersu-
chungen der natürlichen Extrakte (Abbildung 5.24) ein Wiederanstieg der DNA-
Schäden beobachtet, während die natürlichen Extrakte erst bei höheren Konzentrati-
onen (>10 µg/mL) wirksam waren. Dies weist darauf hin, dass die untersuchten Ein-
zelstoffe zu einem wesentlichen Anteil der präventiven Wirksamkeit der Extrakte be-
teiligt sind. 

Die modulierende Wirkung der einzeln untersuchten Saftinhaltsstoffe ist in Abbildung 
5.36 dargestellt:  
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Abbildung 5.36: Modulation induzierter Gesamt- DNA-Schäden in Caco-2 Zellen nach 24 h In-
kubation mit Einzelstoffen und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 5 µM, 1 h; 
Monolayer; n=3-5 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); *p<0,05; **p<0,01. 

Rutin (Rut), Kaffeesäure (CaA) und Epicatechin (Epi) waren im gesamten untersuch-
ten Konzentrationsbereich in der Lage, DNA Schäden in Caco-2 Zellen um nahezu 
40-50% zu reduzieren. Erst in der höchsten eingesetzten Konzentration wurde ein 
leichter Wiederanstieg beobachtet. Chlorogensäure (ChA) und Phloridzin (Plz) dage-
gen zeigten keine Wirksamkeit.  

Der hohe Anteil an Kaffeesäure in rAE01 lässt darauf schließen, dass diese Mi-
schung deshalb sehr günstig für Reduktion oxidativer DNA-Schäden ist. Die Mi-
schung rAPE03 enthält viel Rutin; Chlorogensäure macht dagegen nur ein Zehntel 
gegenüber den anderen beiden Mischungen aus. Damit scheint Rutin einen großen 
Anteil an der beobachten Wirksamkeit des rAPE03 zu besitzen.  
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In HT29 Zellen wurden die rekonstituierten Mischungen ebenfalls untersucht 
(Abbildung 5.37). 
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Abbildung 5.37: Modulation induzierter Gesamt-DNA-Schäden in HT29 Zellen nach 24 h Inkuba-
tion mit rekonstituierten Mischungen und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 
20 µM, 1 h; Monolayer; n=1-5 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); *p<0,05; 
**p<0,01. 

Die DNA Schäden wurden durch die rekonstituierten Mischungen in unterschiedli-
chem Ausmaß verringert, Im Vergleich zu Caco-2 Zellen waren höhere Konzentratio-
nen erforderlich, um entsprechende Wirksamkeit zu erhalten. rAPE03 hatte keine 
Wirkung, rAE01 und rAE02 waren schwach wirksam bei 10 bzw. 50 µg/mL. AE01 
war der einzig wirksame Apfelsaftextrakt in HT29 Zellen, dessen wirksamer Konzent-
rationsbereich vergleichbar zur Mischung war. Dies legt die Vermutung nahe, dass 
die Substanzen in der Mischung zwar einen Beitrag zur Wirksamkeit des Extrakts 
leisten, dass aber auch andere Verbindungen für die beobachteten Effekte relevant 
sind. Insbesondere im AE01 müssen unbekannte Stoffe vorhanden sein, die spezi-
fisch in HT29 Zellen Wirkung zeigen. 
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Die Ergebnisse zur Modulation Md-induzierter Gesamt-DNA-Schäden durch die Ein-
zelsubstanzen sind in Abbildung 5.38 dargestellt. 
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Abbildung 5.38: Modulation induzierter Gesamt- DNA-Schäden in HT29 Zellen nach 24 h Inku-
bation mit Einzelstoffen und Nachbehandlung mit Menadion (Md) 20 µM, 1 h; 
Monolayer; n=3 (unabhängige Versuche, mean, ± SD); *p<0,05. 

Nur Epicatechin verminderte die induzierten DNA-Schäden. Da der Gehalt von Epi-
catechin in den Mischungen unter 10% liegt und der Effekt auch relativ schwach 
ausgeprägt ist, kann diese Substanz die Wirksamkeit der Mischungen nicht begrün-
den. Eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz zwischen der Wirksamkeit der 
Mischungen und der Einzelsubstanzen könnten synergistische Effekte der 
Einzelstoffe in der Mischung sein [Laranjinha, 2001]. Die beiden Glykoside spielen beim 
Synergismus keine Rolle, da rAPE03 sich als unwirksam erwiesen hat. Dagegen 
könnte Chlorogensäure mit einer der anderen Substanzen synergistische Wirkungen 
entfalten. 

5.4.8 Zytotoxizität und Wachstumshemmung 

Die Untersuchung zur Zytotoxizität wurde mittels Trypanblauausschluss durchge-
führt, wobei die Viabilität in allen Versuchen über 85% lag. Die Wachstumshemmung 
wurde bei den Einzelstoffen nur orientierend aufgrund der Lebendzellzahl (Try-
panblauausschluss), bezogen auf die jeweilige DMSO-Kontrolle bestimmt. Bei kei-
nem der Einzelstoffe oder den rekonstituierten Mischungen wurde eine Wachstums-
hemmung unter den gewählten Inkubationsbedingungen beobachtet. Eine ähnliche 
Mischung des AE02, bestehend aus den Quercetinglykosiden, Phloridzin, Epicate-
chin, Chlorogensäure und Kaffeesäure zeigte in Untersuchungen innerhalb des 
BMBF-Netzwerkes eine wachstumshemmende Wirkung, nach 24 h-Inkubation lag 
der IC50-Wert allerdings bei umgerechnet 419 µg/mL und erst nach 48 h-Inkubation 
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lag der IC50 im Bereich der hier untersuchten höchsten Konzentration [Veeriah et al., 

2005]. Kern et al. fanden heraus, dass Kaffeesäure starke und Chlorogensäure 
schwächere wachstumshemmende Eigenschaften besitzen. Der IC50-Wert nach 72-
stündiger Inkubation lag jedoch über den hier getesteten Konzentrationen [Kern et al., 

2005]. Kampa et al. fanden für Kaffeesäure über einem Zeitraum von fünf Tagen e-
benfalls eine Wachstumshemmung in T47D-Zellen (Brustkrebszelllinie), jedoch blieb 
die Zellzahl in den ersten beiden Tagen auf dem Kontrolllevel und erst danach wurde 
eine sigmoidal verlaufende Abnahme der Zellzahl beobachtet [Kampa et al., 2004]. Rutin 
ist in der Literatur als nicht proliferationshemmend beschrieben [Alia et al., 2005a, Kuo, 

1996]. 

5.4.9 Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels 

Die Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen durch die rekonsti-
tuierten Mischungen nach 24 h-Inkubation ist in Abbildung 5.39 dargestellt.  
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Abbildung 5.39: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit rekonstituierten Mischungen und nachfolgende TBH-
Behandlung (250 µM, 40 min); n=3-6 (unabhängige Versuche; mean ± SD); sig-
nifikant: *p<0,05; **p<0,01. 

Der TBH-induzierte ROS-Level wurde durch alle rekonstituierten Mischungen um bis 
zu 30% reduziert. rAE02 erwies sich als besonders wirksam, rAE01 und rAPE03 wa-
ren geringfügig schwächer antioxidativ. Die optimale Konzentration war bei 5 µg/mL 
erreicht und entspricht ungefähr dem Wirkoptimum der natürlichen Saftextrakte.  

rAPE03 ist wirksamer als der entsprechende natürliche Extrakt; in dem bisher nicht 
charakterisierten Anteil (75%) befinden sich möglicherweise Komponenten, die die 
Wirkung abschwächen oder sogar aufheben. Die Mischungen und Extrakte 01 und 
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02 entsprechen sich weitgehend in ihrer Wirksamkeit. Die fünf Inhaltsstoffe tragen 
wesentlich zur Wirksamkeit der natürlichen Extrakte bei, aufgrund des Masseman-
teils der Mischungen im Extrakt jedoch nicht ausschließlich. 

Die einzelnen Inhaltsstoffe wurden ebenfalls auf Modulation des ROS-Levels getes-
tet (Abbildung 5.40). 

1 3 10 30 100
40

60

80

100

120

140

160

****
*

**

re
l. 

FI
 (%

 d
er

 T
B

H
-K

on
tr

o
lle

)

 Rut  Plz  ChA  Epi  CaA

[µM]

*

 

Abbildung 5.40: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit Einzelstoffen und nachfolgende TBH-Behandlung (250 µM, 
40 min); n=3-6 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signifikant: *p<0,05; 
**p<0,01. 

Die beiden Hydroxyzimtsäurederivate Chlorogensäure und Kaffeesäure waren schon 
bei Konzentrationen von 1 µM protektiv, kleinere Konzentrationen (0,1-0,3 µM) waren 
unwirksam, die beiden Glykoside hatten jedoch keinen Einfluss auf den ROS-Level. 
Epicatechin zeigte schwache (nicht signifikante) antioxidative Effekte. Chlorogensäu-
re macht in den beiden rekonstituierten Mischungen rAE01 und rAE02 einen hohen 
Massenanteil (ca. 50%) aus und scheint deren antioxidative Wirkung wesentlich zu 
bestimmen. Obwohl in rAE01 zusätzlich Kaffeesäure zu 26% enthalten ist, wurde die 
Wirksamkeit der Mischung nicht gesteigert. Da in rAPE03 beide Säuren in nur sehr 
kleinen Mengen und die unwirksamen Glykoside zu nahezu 90% enthalten sind, ist 
die gute Wirksamkeit dieser Mischung nicht auf einzelne Inhaltsstoffe zurückzufüh-
ren. Möglicherweise spielen hier synergistische Effekte eine Rolle. 

Auch in HT29 Zellen wurden die rekonstituierten Mischungen im gleichen Konzentra-
tionsbereich wie die natürlichen Extrakte (10-250 µg/mL) eingesetzt (Abbildung 5.41). 



Ergebnisse und erste Diskussion 

142 

10 50 100 250
40

60

80

100

120

140
re

l. 
FI

 (%
 d

er
 T

B
H

-K
on

tr
ol

le
)  rAE01  rAE02  rAPE03

[µg/mL]

* * * ***
**

 

Abbildung 5.41: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit rekonstituierten Mischungen und nachfolgende TBH-
Behandlung (250 µM, 40 min); n=3 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signi-
fikant: *p<0,05. 

Die rekonstituierten Mischungen reduzierten mit Ausnahme von rAE01 den induzier-
ten ROS-Level in HT29 Zellen. Eine untere unwirksame Grenze wurde nicht beo-
bachtet, rAE02 und rAPE03 sind möglicherweise in noch kleineren Konzentrationen 
wirksam. rAPE03 hatte die größte Wirksamkeit: Der ROS-Level konnte um fast 25% 
reduziert werden. Ein Vergleich mit den natürlichen Extrakten ergibt, dass AE01 und 
AE02 stärker wirksam sind als die entsprechenden rekonstituierten Mischungen. Da-
her müssen für die Wirksamkeit der natürlichen Extrakte eher andere Stoffe eine Rol-
le spielen. rAPE03 und APE03 sind in ihrer Wirkung vergleichbar.  

Die Effekte auf den ROS-Level durch die Einzelsubstanzen sind in Abbildung 5.42 
dargestellt: 
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Abbildung 5.42: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 24 h-
Inkubation mit Einzelstoffen und nachfolgende TBH-Behandlung (250 µM, 
40 min); n=3-4 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signifikant: *p < 0,05. 

Chlorogensäure reduzierte den ROS-Level, Phloridzin zeigte schwache, Epicatechin, 
Kaffeesäure und Rutin dagegen keine Wirkung. Obwohl Chlorogensäure mehr als 
ein Drittel des rAE01 ausmacht, konnte bei dieser Mischung kein protektiver Effekt 
beobachtet werden. Dies weist auf mögliche antagonistische Effekte hin. Die men-
genmäßig vorherrschenden Glykoside des rAPE03 haben in diesem Test keine bzw. 
nur schwache Erniedrigung des ROS-Levels gezeigt. Die Mischung selbst ist dage-
gen sehr gut wirksam, hier sind synergistische Effekte denkbar. 

Bei einer Verkürzung der Inkubationszeit wurde keine protektive Wirksamkeit der re-
konstituierten Mischungen in HT29 Zellen beobachtet (Abbildung 5.43). 
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Abbildung 5.43: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT29 Zellen durch 2 h-
Inkubation mit rekonstituierten Mischungen (links) bzw. Einzelstoffen (rechts) 
und nachfolgende TBH-Behandlung (250 µM, 40 min); n=3-4; 100, 250 µg/mL 
rAEs: n=1 (unabhängige Versuche; mean ± SD); signifikant: *p<0,05. 
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Dagegen zeigen die Einzelstoffe Rutin und Epicatechin eine schwache, jedoch 
statistisch signifikante Verringerung des ROS-Levels, Chlorogensäure nur eine 
Tendenz bei jeweils 0,3-1 µM Konzentration. Hohe Konzentrationen der 
rekonstituierten Mischungen (> 5 µg/mL) sowie von Rutin (> 3 µM) und Kaffeesäure 
(>30 µM) führten zu einem Anstieg des ROS-Levels über die TBH-Kontrolle hinaus. 
Nach 24 h dagegen ist dieser Effekt nicht mehr zu beobachten.  

5.4.10 Einfluss auf den tGSH-Gehalt 

In Caco-2 Zellen konnte eine Korrelation zwischen der Modulation von DNA-Schäden 
und der Erhöhung des tGSH-Spiegels von Apfelsaftextrakten gefunden werden (sie-
he Kapitel 5.3). Durch die rekonstituierten Mischungen wurde der Gesamt-
Glutathionspiegel nicht erhöht, dagegen war eine Depletion im gesamten untersuch-
ten Konzentrationsbereich (Abbildung 5.44) erkennbar: 
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Abbildung 5.44: Modulation des tGSH in Caco-2 Zellen nach 24 h Inkubation mit rekonstituier-
ten Mischungen (links) bzw. Einzelstoffen (rechts); n=3 (unabhängige Versu-
che, mean ± SD); *p<0,05; signifikante Depletion: +p<0,05; ++p<0,01. 

Neben den Mischungen wurden auch die Einzelsubstanzen auf ihre modulierende 
Wirkung des tGSH-Gehaltes in Caco-2 Zellen untersucht (Abbildung 5.44, rechts). 
Nur Kaffeesäure war in der Lage, den tGSH-Gehalt signifikant zu erhöhen, Chloro-
gensäure und Epicatechin hatten keinen Einfluss auf den tGSH-Gehalt, die beiden 
Glykoside Rutin (ab 10 µM) und Phloridzin (ab 30 µM) depletierten den Gehalt sogar. 
Die erhaltenen Ergebnisse erklären somit die fehlende Wirksamkeit der rekonstituier-
ten Mischungen. Für Rutin wurde eine ähnliche Depletion auch in HepG2 Zellen be-
obachtet [Alia et al., 2005a]. 
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Die bekannten Substanzen können für die Wirksamkeit der natürlichen Extrakte kei-
ne Rolle spielen. Im natürlichen Extrakt sind andere, bisher noch nicht charakterisier-
te Wirkkomponenten enthalten, die möglicherweise für die tGSH-Erhöhung verant-
wortlich sind. 

In HT29 wurde eine ähnliche tGSH-Depletion durch die rekonstituierten Mischungen 
beobachtet (n=2, s. Anhang) wie in den Caco-2 Zellen. Die Ergebisse für die Einzel-
stoffe in HT29 Zellen (Abbildung 5.45) geben ebenfalls keine Hinweise auf eine indu-
zierte tGSH-Synthese, für Kaffeesäure und Epicatechin wurde in höheren Konzentra-
tionen eine schwach depletierende Wirkung beobachtet, die jedoch insgesamt weni-
ger ausgeprägt war als in Caco-2 Zellen. 
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Abbildung 5.45: Modulation des tGSH in HT29 Zellen nach 24 h Inkubation mit Einzelstoffen; 
n=3 (unabhängige Versuche, mean ± SD); signifikante Depletion: +p<0,05; 
++p<0,01. 

Ein Einfluss auf den Glutathionspiegel spielt daher in HT29 Zellen keine Rolle für die 
beobachtete Verringerung von DNA-Schäden oder des ROS-Levels durch die Extrak-
te und einiger Einzelverbindungen. 

5.4.11 Zusammenfassung der Wirksamkeit von Einzelsubstanzen 

Apfelsaftextrakte sind komplexe Mischungen mit vielen, strukturell unterschiedlichen 
Substanzen, von denen ca. 50% unbekannt sind. 

Das Modell, ausgewählte, charakteristische phenolische Saftinhaltsstoffe (Rutin, 
Phloridzin, Epicatechin, Chlorogensäure, Kaffeesäure) vergleichend als rekonstituier-
te Mischungen sowie als Einzelsubstanzen zu prüfen, sollte Hinweise darauf geben, 
ob diese Komponenten für die beobachteten Wirksamkeit der Extrakte eine Rolle 
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spielen. Die Ergebnisse für Caco-2 Zellen zeigen, dass die rekonstituierten Mischun-
gen (rAEs) deutlich zu der Wirksamkeit der Extrakte beitragen, insbesondere bei der 
Verringerung der DNA-Schäden (alle rAEs) und in geringerem Umfang auch bei der 
Verringerung des ROS-Levels (rAPE03). Der Glutathionspiegel dagegen wurde 
durch die rekonstituierten Mischungen nicht erhöht, d.h. für die Erhöhung dieses 
wichtigsten intrazellulären Antioxidans durch die natürlichen Extrakte sind andere, 
bisher nicht charakterisierte Inhaltsstoffe verantwortlich.   

Die vergleichende Untersuchung der einzelnen Saftinhaltsstoffe sollten Hinweise ge-
ben, welche dieser Substanzen an der Wirkung besonders beteiligt sind und ob sy-
nergistische/antagonistische Interaktionen in den Mischungen von Bedeutung sind. 
Die Ergebnisse legen nahe, dass Kaffeesäure und Rutin für die beobachtete Verrin-
gerung oxidativer DNA-Schäden maßgeblich sind. Chlorogensäure reduzierte effektiv 
den ROS-Level, während die Mischung rAE01 nur schwach wirksam war. Dies weist 
auf antagonistische Interaktionen der Inhaltsstoffe in rAE01 hin. Mit rAPE03 dagegen 
wurde eine effektive Erniedrigung des ROS-Levels in Caco-2 Zellen beobachtet, die 
sich anhand der Wirksamkeit einzelner Inhaltsstoffe nicht erklären lässt und somit 
das Vorhandensein von synergistischen Effekte nahelegt.  

Die Anwendung des Modells auf HT29 Zellen ist bedingt möglich, da die Originalex-
trakte selbst nur in einigen Endpunkten Wirkung zeigten. Es zeigte sich, dass die Mi-
schung rAE01 nicht wesentlich zur Reduktion der DNA-Schäden beiträgt, die durch 
den AE01 beobachtet wurde. Für dessen Wirkungen spielen möglicherweise andere 
Substanzen eine Rolle. Dies gilt ebenfalls für die Modulation des ROS-Levels. rAE02 
zeigte ähnliche, rAPE03 sogar höhere Wirksamkeit in der Reduktion des ROS-Levels 
als der entsprechende natürliche Extrakt. Die Wirksamkeit der Mischungen lassen 
sich daher nur vereinzelt durch die Einzelstoffe erklären.  
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5.5 Untersuchungen zur Stabilität 

In den vorherigen Kapiteln wurde die antioxidative Wirksamkeit von Apfelsaftinhalts-
stoffen in zwei Zellsystemen diskutiert. Die Inkubationszeit betrug dabei meistens 
24 h, in Einzelfällen auch 2 h. Die dabei beobachteten Unterschiede in der Wirksam-
keit zwischen den beiden Zelllinien als auch bei den einzelnen Inkubationszeiten 
wurden z.T. auf einen Einfluss der Verbindungen auf die Zellantwort zurückgeführt. 
Für die Bewertung antioxidativer Wirkungen von Flavonoiden und Polyphenolen kann 
ebenfalls von zentraler Bedeutung sein, welche Substanzen zu diesen Zeitpunkten 
im Kulturmedium vorhanden sind. Demnach wäre denkbar, dass sich die antioxidati-
ve Wirksamkeit der Ausgangsverbindungen u.U. ganz wesentlich von derjenigen mit 
von mit der Zeit gebildeten Abbauprodukten/Metaboliten unterscheiden. 

5.5.6 Stabilität unter Inkubationsbedingungen (HPLC) 

Um erste Anhaltspunkte auf die Stabilität der Apfelsaftinhaltsstoffe zu erhalten, wur-
den über max. 24 h die Absorptionsmaxima mittels HPLC-UV unter Inkubationsbe-
dingungen (I-Med, 37°C, 95% Luftfeuchte, 5% CO2) verfolgt. Die Absorptionsmaxima 

(λ max) und die Retentionszeiten (RT) sind in Tabelle 5.5 aufgeführt.  

Tabelle 5.5: Retentionszeiten (RT) und Absorptionsmaxima der Einzelstoffe. 

Substanz λ max [nm] Gradient1 RT [min] 

Quercetin 370 A 
B 

21,1 
42,2 

Phloretin 280 A 
B 

22,8 
46,3 

Rutin 370 B 23,5 
Phloridzin 280 B 31,0 
Chlorogensäure 320 B 14,6 
Kaffeesäure 320 B 18,1 
Epicatechin 320 B 18,4 
1 Fließmittelsystem: 1: Wasser/ Essigsäure; 2: Wasser/Acetonitril/ Essigsäure 
Gradient A: Laufzeit 30 min; Gradient B: Laufzeit 60 min; Angaben zum Gradienten s. Kap. 4.11. 
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Abbildung 5.46 zeigt den zeitlichen Verlauf der relativen Peakflächen, bezogen auf 
t=0 min in DMEM/Nutrient-Mix mit und ohne Caco-2 Zellen, die Detektion erfolgte in 
den jeweiligen Absorptionsmaxima: 
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Abbildung 5.46: Zeitlicher Verlauf der Stabilität der Einzelsubstanzen unter Inkubations-
bedingungen ohne (links) bzw. mit Caco-2 Zellen (rechts) (DMEM/NutrientMix, 
10% FKS, 37°C); rel. Fläche: Peakfläche zur Zeit x bez. auf Fläche t=0 h; n=1-2 
(mean ±SE) 

Die beiden Aglyka Quercetin (30 µM) und Phloretin (20 µM) wurden unter den Inku-
bationsbedingungen (zellfrei) am schnellsten abgebaut (t1/2 = 1,4 bzw. 0,6 h). Die 
beiden Hydroxyzimtsäurederivate dagegen waren wesentlich stabiler, für Chlorogen-
säure wurde t1/2 = 12 h ermittelt, für die weitgehend stabile Kaffeesäure lag die Halb-
wertszeit über 24 h. Die beiden Glykoside Rutin und Phloridzin waren ebenfalls sehr 
stabil, nach 24 h waren noch über 95% der Ausgangsmenge detektierbar.  

Die Anwesenheit von Zellen beeinflussten die Einzelstoffe auf unterschiedliche Wei-
se: Während auf die Glykoside kein Einfluss zu beobachten war, hatten die Zellen 
auf Quercetin und Kaffeesäure eine stabilisierende, auf Chlorogensäure dagegen 
eine destabilisierende Wirkung. Für Phloretin zeigt der Kurvenverlauf in Gegenwart 
von Zellen zunächst eine höhere Stabilität (Abbildung 5.46, rechts), entspricht jedoch 
nicht der Kinetik des exponentiellen Abbaus erster oder zweiter Ordnung. Dies deutet 
auf zusätzliche zellspezifische Einflüsse hin.  

In Anwesenheit von Zellen wurden keine zusätzlichen Peaks detektiert. Es ist nicht 
auszuschließen, dass mögliche Metabolite ein anderes Absorptionsmaximum besit-
zen, jedoch erscheint die metabolische Aktivität der Caco-2 Zellen gering wie für 
Quercetin bereits beschrieben wurde [Boulton et al., 1999].  
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Die Stabilität der Einzelstoffe wurde auch in DMEM mit 5% FKS in Ab- und Anwe-
senheit von HT29 Zellen über max. 24 h verfolgt (Abbildung 5.47).  
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Abbildung 5.47: Zeitlicher Verlauf der Stabilität der Einzelsubstanzen unter Inkubations-
bedingungen ohne (links) bzw. mit HT29 Zellen (rechts) (DMEM, 5% FKS, 37°C); 
rel. Fläche: Peakfläche zur Zeit x bez. auf Fläche t=0 h; n=1-2 (mean, ±SE). 

Wie die Kurvenverläufe in Abbildung 5.47 (links) zeigen, ist der Abbau der Substan-
zen ohne Zellen auch hier strukturabhängig: die Glykoside waren über 24 h weitge-
hend stabil, während die beiden Aglyka einem schnellen Abbau unterlagen. Dies 
lässt einen stabilisierenden Einfluss des Zuckerrestes vermuten. Epicatechin war mit 
einer Halbwertszeit von 14 h ebenfalls relativ stabil. Kaffeesäure zeigte eine höhere 
Stabilität als Chlorogensäure. Die Anwesenheit von Zellen während der Inkubation 
wirkt sich für die beiden Aglyka sowie für Chlorogensäure stabilisierend aus, Kaffee-
säure dagegen wurde in Anwesenheit von Zellen schneller abgebaut. Die Chroma-
togramme gaben keine Hinweise auf Spaltung der Glykoside und der Esterbindung 
der Kaffeesäure. Bei der Inkubation von Quercetin, Phloretin und Chlorogensäure 
wurden zusätzliche Peaks detektiert, die zeitabhängig zunahmen und bei Inkubation 
ohne Zellen nicht auftraten. In Tabelle 5.6 sind die Retentionszeiten der Nebenpeaks 
sowie ihr erstes Erscheinen aufgeführt. 

Tabelle 5.6: Auftretende Nebenpeaks (NP) bei Inkubation der drei Substanzen in DMEM in An-
wesenheit von HT29 Zellen; angegeben Retentionszeit (RT) und ihr erstes Er-
scheinen (beides in min) 

Substanz (RT) NP 1 
   RT          Zeit 

NP2 
   RT            Zeit 

NP3 
   RT           Zeit 

Quercetin (21,1) 13,8 30 19,3 150 22,2 150 

Phloretin (46,3) 37,7 60 33,5 180 -- -- 

Chlorogensäure (14,6) 15 60 -- -- -- -- 
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Beispielhaft ist in Abbildung 5.48 ein Chromatogramm von Phloretin in DMEM (+ 
HT29 Zellen) dargestellt. 

Phloretin

Phenolrot

Nebenpeak 1

Phloretin

Phenolrot

Nebenpeak 1

 

Abbildung 5.48: Beispielchromotagramm: Inkubation von HT29 Zellen (DMEM, 5% FKS) mit 
Phloretin (20 µM, 0,1% DMSO), Zeitpunkt 120 min (range 0,1). 

Ein Vergleich der Abbauraten in beiden verwendeten Zellkulturmedien zeigt, dass die 
Substanzen im DMEM/NutrientMix (Abbildung 5.46) stabiler waren als im DMEM 
(Abbildung 5.47). Dies ist vermutlich auf den niedrigeren pH-Wert (höhere Pufferka-
pazität durch HEPES) des DMEM/NutrientMix (pH 7,6, DMEM pH 8,1) zurückzufüh-
ren [Agullo et al., 1994, Friedman und Jurgens, 2000]. Stellt man den pH-Wert von DMEM 
auf 7,4 vor der ersten Inkubation ein, so ergibt sich ein verlangsamter Abbau von 
Quercetin (s. Anhang).  

Die Aglyka Quercetin und Phloretin, die in beiden Zellsystemen die geringste Stabili-
tät aufwiesen, waren in den biologischen Tests besonders wirksam. Dies lässt darauf 
schließen, dass während der Inkubation gebildete Produkte eine ausgeprägte prä-
ventive Wirksamkeit haben. Zellspezifische Einflüsse (unterschiedliche Aufnah-
me/Metabolismus), die sich aus den Kurvenverläufen ebenfalls ableiten lassen, könn-
ten zur unterschiedlichen biologischen Wirksamkeit von z.B. Kaffeesäure in beiden 
Systemen beitragen. 
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5.5.7 Stabilität unter Inkubationsbedingungen (UV-Spektren) 

In den vorhergehenden Untersuchungen zur Stabilität wurde die Veränderung der 

Peakflächen bei einer Wellenlänge (λmax) verfolgt. Entstehende Abbauprodukte und 
Metabolite können nur erfasst werden, wenn ihre Absorptionsmaxima im ähnlichen 
Wellenlängenbereich liegen. Nun sollte geprüft werden, ob im Laufe der Inkubation 
mit Quercetin auch Veränderungen im Absorptionsspektrum auftreten, da Reaktions-
produkte oftmals andere funktionelle Gruppen und damit andere Absorptionsmaxima 
aufweisen. 
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Abbildung 5.49: Absorptionsspektren von Quercetin während der Inkubation in den beiden 
Inkubationsmedien (DMEM/NutrientMix, links; DMEM, rechts) über 24 h im 
Brutschrank. 

Quercetin zeigt ein für Flavonoide charakteristisches UV-Spektrum mit einem 
Absorptionsmaximum von 370 nm (B-Bande), welches auf die Zimtsäure-ähnliche 
Struktur in B- und C-Ring zurückzuführen ist, und ein Maximum bei 260 nm (A-
Bande), welches durch die Kombination A- und C-Ring verursacht wird [Zsila et al., 

2003]. Dieses Spektrum ist zur Zeit 0 h in DMEM/NutrientMix deutlich, in DMEM 
dagegen nicht mehr zu erkennen (Abbildung 5.49). Bereits nach einer Stunde 
werden die Banden in DMEM/NutrientMix breiter. Dies ist auf eine Deprotonierung 
der aciden OH-Gruppen (3, 7, 4’) zurückzuführen, so dass sowohl neutrale als auch 
anionische Moleküle in der Mischung vorliegen [Zsila et al., 2003]. Im Laufe der 
Inkubation wurden A- und B-Bande kleiner. Dagegen entsteht eine neue Bande bei 
320 nm, diese ist in DMEM bereits am Anfang erkennbar und nahm nach 3 h wieder 
ab. Yamashita et al. fanden in Anwesenheit von Cu(II) ebenfalls eine starke Bande 
bei 320 nm. Sie führten diese Veränderung auf die Bildung eines Ladung-Transfer-
Komplexes und Autoxidation des Quercetinmoleküls zurück [Yamashita et al., 1999]. Da 
die Bande bereits am Anfang der Messung auftrat, laufen solche Reaktionen in 
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DMEM spontan ab. Nach Elektrolyse an einer Silberelektrode [Yang et al., 2001] konnte 
die Bildung dieser Bande ebenfalls beobachtet werden. Ein denkbarer 
Reaktionsmechanismus verläuft über ein Phenoxylradikal und nachfolgende Ein-
Elektronen-Oxidation. Ein mögliches Endprodukt ist z.B. 2-(3,4-Dihydroxybenzoyl)-
2,4,6-trihydroxy-3(2H)-benzofuranon [Yang et al., 2001]. Nach Zugabe von H2O2 wurde 
ebenfalls diese neue Bande detektiert. Peroxidase-vermittelte Reaktionsprodukte 
wurden als 2,4,6-Trihydroxyphenylglykoxylsäure bzw. 3,4-Dihydroxybenzoesäure 
identifiziert [Takahama und Hirota, 2000].  

Im Puffer PBS war keine Bildung der 320 nm-Bande über den gesamten 
Messzeitraum zu beobachten. Nach einer Stunde kam es zu einer leichten 
hypsochromen Verschiebung um ca. 10 nm.  

Auch Phloretin wurde unter diesen Bedingungen geprüft (Abbildung 5.50): 
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Abbildung 5.50: Absorptionsspektren von Phloretin (30 µM) während der Inkubation in den 
beiden Inkubationsmedien (DMEM/NutrientMix, links; DMEM, rechts) über 24 h 
im Brutschrank; zusätzlich Phloretin (30 µM) in DMSO bei t=0 h. 

Das Absorptionsspektrum von Phloretin in DMSO zeigt eine scharfe Bande bei 280 
nm. Wird Phloretin jedoch in wässriges Medium gegeben, kommt es zur Bildung 
einer weiteren Struktur mit einem Absorptionsmaximum bei 320 nm. Auch hier ist 
eine Deprotonierung denkbar. Bei DMEM/NutrientMix ist dieser Effekt nicht so 
deutlich ausgeprägt wie im DMEM. Im Laufe der Inkubationszeit wurden bei kleineren 
Wellenlängen die Bildung weiterer breiter Banden beobachtet. 

5.5.2.1 Zugabe von Ascorbinsäure 

Da eine Autoxidation des Quercetins während der Inkubation aufgrund der 
Anwesenheit von Übergangsmetallionen (Fe2+, Fe3+, Cu2+) im Medium und des 
erhöhten Sauerstoffpartialdruckes im Brutschrank [Halliwell, 2003, Lapidot et al., 2002a] 
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wahrscheinlich sind, sollte geprüft werden, ob Zugabe des Antioxidans 
Ascorbinsäure (300 µM) diese Reaktionen verhindern oder zumindest verlangsamen 
kann (Abbildung 5.51). Eine pH-Wert-Änderung wurde durch die Zugabe von 
Ascorbinsäure nicht zu beobachten. 
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Abbildung 5.51: Absorptionsspektren von Quercetin während der Inkubation in den beiden 
Inkubationsmedien (DMEM/NutrientMix, links; DMEM, rechts) nach Zugabe von 
Ascorbinsäure (300 µM) über 24 h im Brutschrank. 

Durch die Zugabe von Ascorbinsäure konnte die Autoxidation von Quercetin in 
DMEM/NutrientMix über 6 h verhindert werden. Erst nach 24 h nahm die Absorption 
bei 370 nm deutlich ab. Die Bande bei 320 nm wurde nicht beobachtet. Die A-Bande 
war bei Zugabe von Ascorbinsäure besonders hoch und nahm während der 
Inkubation weiter zu. Bei 3 h erreichte sie ihr Absorptionsmaximum, danach wurde 
sie wieder kleiner. Denkbar ist eine Anlagerung der Ascorbinsäure über z.B. H-
Brücken. Warum der Effekt nur in diesem Medium beobachtet wurde, kann zu 
diesem Zeitpunkt nicht geklärt werden. 

In DMEM verlangsamte die Zugabe von Ascorbinsäure ebenfalls die Bildung der 
320 nm-Bande, konnte sie jedoch nicht völlig verhindern. Bereits nach 3 h nahm die 
Bande zu und erreichte nach 4 h ihr Maximum. Nach 24 h waren alle Banden nur 
noch breit und niedrig. Die A-Bande wurde durch Ascorbinsäure nicht beeinflusst.  

. 
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Abbildung 5.52: Absorptionsspektren von Phloretin während der Inkubation in den beiden In-
kubationsmedien (DMEM/NutrientMix, links; DMEM, rechts) nach Zugabe von 
Ascorbinsäure (300 µM) über 24 h im Brutschrank  

Die Zugabe von Ascorbinsäure zu Phloretin ergab keine wesentlichen Änderungen 
im Spektrum (Abbildung 5.52). autoxidative Prozesse scheinen eine untergeordnete 
Rolle zu spielen 

5.5.7.1 pH-Abhängigkeit und Reversibilität 

Die Spektren von Quercetin in den beiden Kulturmedien unterscheiden sich 
wesentlich voneinander. Wie schon in Kapitel 5.5.1 beschrieben, kann der pH-Wert 
eine wichtige Rolle spielen, da der pKa-Wert von Quercetin bei 7,38 [Lemanska et al., 

2001] liegt und DMEM einen pH-Wert von ca. 8 aufweist. Es wurde nun versucht, die 
Spektren von Quercetin bei verschiedenen pH-Werten zu verfolgen, um einen 
Hinweis auf mögliche pH-Abhängigkeit zu erhalten. Quercetin wurde in PBS bei 
verschiedenen pH-Werten (5; 7; 7,5; 9 und 10) inkubiert. Abbildung 5.53 zeigt die 
Ergebnisse drei ausgewählter Zeitpunkte. 
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Abbildung 5.53: Absorptionsspektren von Quercetin in PBS nach 0 h (links), 30 min (rechts) 
und 2 h (unten) bei 5 verschiedenen pH-Werten; Inkubation im Brutschrank. 

Zu Beginn des Versuchs waren alle Lösungen gelb, je höher der pH-Wert, desto 
schneller wurde eine Entfärbung beobachtet. pH 5 und 7 waren nach 24 h noch im-
mer gelblich gefärbt, während in den Anderen teilweise eine rötliche Färbung auftrat. 
Zu Beginn (Spektrum bei 0 h) erkennt man einen ähnlichen Kurvenverlauf für die 
Proben mit den geringsten pH-Werten mit einem Absorptionsmaximum der B-Bande 
von 360 nm. Bei höherem pH-Wert waren die Banden wesentlich breiter und rotver-
schoben. Deprotoniertes Quercetin hat ein Absorptionsmaximum bei 442 nm [Dangles 

et al., 1999], das mit den hier gemessenen Banden gut übereinstimmt (pH 9). Je höher 
der pH-Wert, desto ausgeprägter war schon zu Anfang die neu entstehende Bande 
bei 320 nm, was auf Reaktionsprodukte schließen lässt. Nach bereits 30 min Inkuba-
tion ist die B-Bande bei pH 9 und 10 völlig verschwunden, dafür wurde neben der 
320 nm-Bande noch eine weitere bei ca. 300 nm beobachtet. Dies lässt vermuten, 
dass sofort (Zersetzungs-)Reaktionen stattfinden. Nach 2 h tritt die 300 nm-Bande 
noch deutlicher hervor, bei pH-Werten kleiner 8 sind diese Reaktionsprodukte nicht 
detektierbar. Im Laufe der Inkubation kommt es zu einer Verringerung der Absorpti-
on, wobei die B-Bande nach 24 h immer noch deutlich bei pH 5 und 7 zu erkennen 
ist. Ein möglicher Autoxidationsprozess von Quercetin lässt sich folgendermaßen 
postulieren (Abbildung 5.54): 
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Abbildung 5.54: Möglicher Mechanismus der Autoxidation von Quercetin [Dangles et al., 1999]. 

Eine Ein-Elektronen-Oxidation führt zu primären Radikalen, die jedoch schnell in eine 
Mischung aus Quercetin und Chinon disproportionieren und durch Charge-Transfer-
Komplex in Wechselwirkung stehen. Addition von Wasser oder Hydroxylanion an o- 
oder p-Chinonintermediate führt zur Bildung sekundärer Radikale und zu möglichen 
Ringspaltungen [Dangles et al., 1999]. 

Brachte man Proben mit den pH-Werten von 9 oder 10 nach 15 bzw. 30 min auf pH 
7, so wurde keine Veränderungen der Spektren beobachtet, die auf eine Regenerie-
rung der Quercetinstruktur schließen lässt. Die Reaktionen, die zu Anfang stattfinden, 
sind demnach keine Gleichgewichtsreaktionen, sondern bringen irreversible Struk-
turänderungen mit sich (s. Anhang). 

Untersuchungen weiterer apfelrelevanter Polyphenole ergaben ebenfalls starke pH-
abhängige Strukturveränderungen von Kaffeesäure und Chlorogensäure, die irrever-
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sibler Natur waren. Bei Rutin konnte auch über 72 h und pH 10,5 keine wesentlichen 
spektralen Veränderungen beobachtet werden [Friedman und Jurgens, 2000]. 

5.5.8 Zusammenfassung zur Stabilität von Polyphenolen 

Für die Untersuchungen zur Stabilität von Apfelsaftinhaltsstoffen unter Inkubations-
bedingungen wurden zum einen die Veränderung der Peakflächen (HPLC) im Ab-
sorptionsmaximum erfasst, zum anderen wurden beispielhaft für Quercetin und Phlo-
retin UV/Vis-Spektren aufgenommen. Bei beiden Methoden wurde eine starke pH-
Abhängigkeit beobachtet: Im DMEM/NutrientMix (Caco-2 Medium) lag der pH-Wert 
bei 7,5 und die Stabilität war besser als im DMEM (HT29 Medium) mit einem pH-
Wert über 8.  

Die Anwesenheit von Zellen verbesserte die Stabilität der Einzelstoffe in den meisten 
Fällen, was z.T. auf eine Neutralisierung des pH-Wertes durch die sauren Ausschei-
dungsprodukte der Zellen zurückzuführen ist. Auch hier gibt es struktur- und zellspe-
zifische Unterschiede, die die unterschiedliche biologische Wirksamkeit zumindest 
teilweise erklären können. Kaffeesäure wurde in Anwesenheit von Caco-2 Zellen 
nach 24 h noch zu 90% im Medium detektiert, in Anwesenheit von HT29 Zellen wur-
de nach 6 h nur noch 50% der Verbindung im Medium gefunden. Inwieweit die Stoffe 
in die Zelle aufgenommen wurden, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 
Es lassen sich daher keine Aussagen darüber treffen, ob eine hohe Aufnahme in die 
Zelle oder Abbaureaktionen z.B. durch extrazelluläre Enzymaktivität Ursachen für 
diese Unterschiede sind. Für drei Substanzen (Quercetin, Phloretin, Chlorogensäure) 
wurden in Anwesenheit von HT29 Zellen, jedoch nicht von Caco-2 Zellen zusätzliche 
Peaks in den Chromatogrammen detektiert. Dies lässt auf eine unterschiedliche me-
tabolische Aktivität der Zellen schließen, was für die Beurteilung der biologischen 
Wirksamkeit durchaus eine Rolle spielen kann.  

Die Zugabe von Ascorbinsäure verlangsamte die oxidativen Veränderungen von 
Quercetin, damit spielen autoxidative Prozesse während der Inkubation ebenfalls 
eine wichtige Rolle.  
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6 Diskussion und Ausblick 

Epidemiologische Studien geben Hinweise, dass eine obst- und gemüsereiche Kost 
präventiv gegen verschiedene ROS-assoziierte Krankheiten wirksam ist. Aufgrund 
der komplexen Zusammensetzung von Nahrungsmitteln ist schwer zu erfassen, wel-
che Inhaltsstoffe für die Wirksamkeit maßgeblich sind.  
Ziel dieser Arbeit war es, das antioxidative Potenzial von phenolischen Apfelsaftin-
haltsstoffen/ -extrakten mittels Markern (oxidativer) Zellschädigung und Zellantwort in 
humanen Kolonzelllinien (Caco-2, HT29) zu charakterisieren und Hinweise zu erhal-
ten, welche Verbindungen für die Prävention im Darm eine Rolle spielen. 
Für die Erfassung des antioxiativen Potenzials wurde ein zweistufiges Inkubati-
onsprotokoll etabliert, bei dem nach Vorinkubation mit Apfelsaftinhaltsstoffen (Stufe 
1) Oxidantien zum Einsatz kamen, um oxidativen Stress zu erzeugen (Stufe 2). Des-
sem Ausmaß sollte in der Größenordnung liegen, die auch krankheitsbedingt in vivo 
vorkommen, z.B. bei Hämodialysepatienten [Müller et al., 2004]. Durch diese nachge-
schaltete Inkubation wird vermieden, dass Antioxidans/Oxidans bereits im Medium 
interagieren können und ermöglicht so eine intrazelluläre Wirkungen. Als Oxidanzien 
wurden der Redox-Cycler Menadion (Md), Wasserstoffperoxid, Eisen(II)-Sulfat (mit 
bzw. ohne Wasserstoffperoxid) und tert-Butylhydroperoxid (TBH) untersucht. Ihre 
oxidative Wirkung beruht dabei auf der Generierung unterschiedlicher ROS.  
Menadion induzierte DNA-Schäden, eignete sich jedoch nicht zur Oxidation des Fluo-
reszenzfarbstoffvorläufers Dichlorfluorescin (DCFH). Verantwortlich ist die schlechte 
Reaktivität des Superoxidanionradikals, das während des Redox-Cyclings von Me-
nadion entsteht [Crow, 1997]. TBH oder Wasserstoffperoxid waren für die Induktion des 
ROS-Levels besser geeignet. Da Eisen-vermittelte Oxidationen unspezifisch sind und 
dabei auch Polyphenole oxidiert werden können, wurde das Fenton-Reagens 
(Fe2+/H2O2) nur bei der Lipidperoxidation (LPO) verwendet, da es für diesen End-
punkt keinen alternativen Induktor gab. Eine Induktion der LPO durch Menadion in 
Caco-2 und TBH in HT29 Zellen wurden nicht beobachtet.  
Insgesamt wurde kein Oxidans gefunden, das für alle Endpunkte vergleichbaren oxi-
dativen Stress induzierte, so dass für jeden Endpunkt das am besten geeignete Oxi-
dans zum Einsatz kam. In Untersuchungen von Chiou et al. wurden in verschiedenen 
eingesetzten Zelllinien keine einheitliche LPO-Induktion durch Menadion erhalten 
[Chiou et al., 1998]. Vergleichbare Empfindlichkeitsunterschiede der Zellen wurden auch 
bei den in dieser Arbeit verwendeten Endpunkten beobachtet. 
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Bei den Endpunkten der Zellschädigung (DNA-Schäden, LPO) waren Caco-2-Zellen 
empfindlicher gegenüber der Oxidanswirkung. Ein Beispiel für zellspezifische Unter-
schiede ist die Aktivität des Enzyms NADPH-Chinon-Oxidoreduktase (NQO1), das an 
der Inaktivierung des Menadions beteiligt ist [Karczewski et al., 1999]. Entsprechend wa-
ren bei Inkubationen mit HT29 Zellen höhere Konzentrationen des Oxidans nötig, um 
vergleichbare Effekte zu erhalten. Primäre humane Kolonzellen reagierten ähnlich 
empfindlich auf Menadion wie Caco-2 Zellen. Dies gibt einen Hinweis auf eine ver-
gleichbare geringe NQO1-Aktivität wie in der Zelllinie. In humanem Kolongewebe 
wurde die Expression dieses Enzyms immunchemisch detektiert [Siegel und Ross, 

2000]. In Untersuchungen zu NQO1-Aktivitäten in verschiedenen humanen Geweben 
wurde jedoch gezeigt, dass im Kolongewebe der „Schwellenlevel“ des Enzyms nicht 
erreicht wird, um eine Aktivität  zu beobachten [de Haan et al., 2005]. 
Lediglich bei der Induktion des ROS-Levels waren die Oxidanzien in beiden Zelllinien 
im gleichen Konzentrationsbereich wirksam. Bei diesem Endpunkt werden ROS de-
tektiert, die im Zytoplasma DCFH in seine fluoreszierende Form oxidieren. Die intra-
zelluläre Reaktion der ROS mit dem Farbstoff geht möglichweise schneller vonstat-
ten als Abfangreaktionen durch antioxidative Enzyme oder andere zellspezifische 
Mechanismen.  
 
Im zweistufigen Inkubationsprotokoll wurden zunächst die Wirkungen der Aglyka 
Phloretin und Quercetin geprüft. Quercetin wurde bereits in der Literatur als Antioxi-
dans im biologischen System (siehe auch Kapitel 3.4.6) beschrieben und beide ha-
ben eine physiologische Relevanz in vivo, da sie aus den weit verbreiteten Glykosi-
den im Dünndarm freigesetzt werden können.  
DNA-Schäden wurden durch beide Aglyka nach 24 h-Inkubation in den Zelllinien re-
duziert. Die Konzentrations-Wirkungskurve verlief dabei U-förmig. Bei niedrigen Kon-
zentrationen war der Effekt schwach, mit steigenden Konzentrationen wurden DNA-
Schäden bis hin zu einem Wirkoptimum verringert, in noch höheren Konzentrationen 
stieg das Ausmaß der DNA-Schäden wieder an. Phloretin war besser wirksam als 
Quercetin. Im Vergleich zu HT29 Zellen waren bei Caco-2 Zellen höhere Konzentra-
tionen der Aglyka zum Erreichen des Wirkoptimums notwendig.  
Nach 2 h-Inkubation, bei der vor allem direkt substanzvermittelte, antioxidative Wir-
kungen (Abfangen von Radikalen, Chelatbildung mit Übergangsmetallen) zu erwar-
ten sind, wurde durch beide Aglyka ebenfalls eine Verringerung der DNA-Schäden 
beobachtet, damit ist die Wirksamkeit auf ihre radikalabfangenden Eigenschaften 
zurückzuführen. Die noch ausgeprägteren Effekte nach 24 h Inkubationszeit lassen 
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sich durch den Einfluss auf die Zellantwort als ein weiterer möglicher Wirkmechanis-
mus erklären. 
Beobachtete Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien beruhen neben zellspezifi-
schen Eigenschaften wie Aufnahmerate in die Zelle möglicherweise auch auf Art und 
Umfang von Metabolismus sowie von Abbaureaktionen. Es wurde gezeigt, dass die 
beiden Substanzen abhängig von der Art des Mediums unterschiedlich lange in der 
Ausgangsverbindung vorliegen und der Abbau nach 2 h Inkubation schon beträcht-
lich ist (bis zu 50%). Da die Stabilität der Verbindungen bei Inkubation der HT29 Zel-
len geringer ist und zusätzlich Hinweise auf metabolische Aktivität erhalten wurden, 
sind die beobachteten Wirkungen vermutlich auch auf neu entstehende Produkte 
zurückzuführen. Dangles et al. zeigten, dass Quercetin mehrfach Radikale abfangen 
konnte und die gebildeten Produkte nach erfolgter Ringspaltung von Quercetin eben-
falls antioxidativ wirksam sind [Dangles et al., 1999].   
Der TBH-induzierte ROS-Level wurde nach 24 h Inkubation durch geringere Agly-
konkonzentrationen in Caco-2 Zellen (0,01-10 µM) verringert als in HT29 Zellen (10-
30 µM). Caco-2 Zellen waren in diesem Testsystem die empfindlichere Zelllinie. Bei 
der höchsten eingesetzten Konzentration (100 µM) lag der ROS-Level in Caco-2 Zel-
len weit unter der Lösungsmittelkontrolle. Dies lässt sich möglicherweise auf eine 
einsetzende Zellwachstumshemmung einhergehend mit einer zu geringen Zellzahl 
für eine Quantifizierung zurückführen. Aufgrund des Versuchsaufbaus konnte dies 
nicht direkt kontrolliert werden. 
Nach 2 h Inkubation mit den Aglyka wurde nur ein geringer Effekt auf den ROS-Level 
in HT29 Zellen beobachtet. Möglicherweise entfalten die Ausgangsverbindungen und 
die bis dahin gebildeten Produkte keine TBH·-abfangenden Wirkungen, sondern erst 
später gebildete Abbauprodukte und Metabolite. Eine ebenfalls denkbare Induktion 
antioxidativer Enzyme (z.B. Superoxiddismutase, Katalase) oder eine Hemmung 
TBH-aktivierender Enzyme (z.B. GPx) nach 24 h Inkubation wurde in verschiedenen 
Zellsystemen (HepG2, Caco-2) nicht beobachtet [Aherne und O'Brien, 1999, Alia et al., 

2005a], so dass die „primäre“ zelluläre Abwehr gegen ROS ebenfalls wenig Beitrag zu 
den beobachteten Effekten leistet.  
Durch die Aglyka wurde eine Erhöhung des tGSH-Spiegels bei Konzentrationen von 
1-30 µM beobachtet. Die unter diesen Bedingungen erhaltene Verringerung der 
DNA-Schäden ist vermutlich auf die erhöhte tGSH-Synthese zurückzuführen. Für 
Quercetin ist in HepG2 Zellen ebenfalls eine Erhöhung des tGSH-Gehaltes nach 12 
bzw. 24 h Inkubation beschrieben [Alia et al., 2005a, Scharf et al., 2003], die auf einer er-

höhten Aktivität des Schlüsselenzyms γ-Glutamyl-Cystein-Synthetase (GCS) beruht 
[Scharf et al., 2003]. Das Enzym wird durch Aktivierung des „Antioxidant responsive e-



 Diskussion und Ausblick 

161 

lement“ (ARE) exprimiert. Für Phloretin wurden keine Anhaltspunkte gefunden, es ist 
jedoch beschrieben, dass Chalkone NQO1 induzieren [Dinkova-Kostova et al., 2001], wel-
ches ebenfalls ARE-vermittelt exprimiert wird. Hohe Konzentrationen (>30 µM) der 
Aglyka führten zu einer Erhöhung des tGSH-Gehaltes bei gleichzeitigem starken An-
stieg der DNA-Schäden. Unter bestimmten Bedingungen agieren die Aglyka damit 
als Oxidanzien und rufen eine Gegenregulierung der Zelle auf oxidativen Stress her-
vor, wie sie für Oxidanzien, z.B. Bleomycin [Day et al., 2002] beschrieben ist.  
Hauptaufgabe dieser Arbeit war es, das antioxidative Potenzial von Apfelsaftin-
haltsstoffen zu charakterieren. Für die vergleichenden Untersuchungen wurden 
phenolische Extrakte aus Boskoop-Äpfeln (AE01) und aus verschiedenen Apfel-
saftmischungen (AE02 und AE04) eingesetzt. Zusätzlich wurde ein Extrakt aus ei-
nem mit Zellulase- und Pektinase-behandelten Pressrückstand gewonnen (APE03).  
In Tabelle 6.1 sind die Wirkungen noch einmal zusammengefasst. 

Tabelle 6.1: Zusammenfassung der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur antioxidativen 
Wirksamkeit von Apfelsaftextrakten; angegeben ist der wirksame 
Konzentrationsbereich in [µg/mL], Ausnahme TEAC [mM Trolox] sowie die 
Wirkstärke. 
 

Testmethoden AE01 AE02 APE03 AE04 

antioxidative Kapazität (TEAC) [mM Trolox] 3,4 3,6 4,2 4,0 

oC1 [µg/mL] 50-100 50 100 250 Caco-2 

WS2 [%] -40-50 -20 -40 -35 
oC1 [µg/mL] 10-100 -- -- 250 

24 h 

HT29 

WS2 [%] -75   -30 
oC1 [µg/mL] 10 (≤)10 (≤)5 (≤)5 Caco-2 

WS2 [%] -15 -50 -50 -40 
oC1 [µg/mL] 50-100 -- 10 -- 

Verringerung 
DNA-
Schäden     

2 h 

HT29 

WS2 [%] -65  -20  
oC1 [µg/mL] 10-50 10 5 250 Caco-2 

WS2 [%] -25 -30 -15 -15 
oC1 [µg/mL] 100-250 50-250 100-250 50-100 

24 h 

HT29 

WS2 [%] -15-20 -30-40 -20 -20 
oC1 [µg/mL] -- -- -- -- 

Verringerung 
ROS-Level      

2 h HT29 
WS2 [%]     
oC1 [µg/mL] -- 50 100 -- Caco-2 

WS2 [%]  +15 +10  
Erhöhung 
tGSH-
Spiegel        

24 h 

HT29 oC1 [µg/mL] -- -- -- -- 
1 oC: Konzentrationsbereich mit optimaler Wirkstärke 
2 WS: Wirkstärke: gibt an, um wie viel Prozent der „Marker“ im Vergleich zur (Oxidans)-Kontrolle mo-
duliert wurde 
--: kein Effekt 
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Die Extrakte zeigen protektive Wirksamkeit in Konzentrationen, die in polyphenolrei-
chem Apfelsäften enthalten sind [Kahle et al., 2005a, Thielen et al., 2004]. Optimale Wirk-
konzentration und Wirkstärke der Extrakte unterscheiden sich jedoch z.T. deutlich 
voneinander. 
Die antioxidative Kapazität (TEAC) der Extrakte korreliert nicht mit der antioxidativen 
Wirksamkeit im zellulären System. Eine Übereinstimmung wurde einzig bei der Mo-
dulation (oxidativer) DNA-Schäden in Caco-2 Zellen nach einer kurzen Inkubations-
zeit (2 h) beobachtet, die möglicherweise durch die direkte radikalabfangende Eigen-
schaft der Inhaltsstoffe bedingt ist. Eine Reduktion des TBH-induzierten ROS-Levels 
lässt ebenfalls eine direkte Radikal-abfangende Wirkung vermuten. Dies wurde nach 
2 h Inkubationszeit jedoch nicht bestätigt. Erst nach 24 h wurde eine deutliche Re-
duktion des TBH-induzierten ROS-Levels durch die Extrakte erzielt. Nach 24 h-
Inkubation trägt neben einer unterschiedlichen Aufnahme der Stoffe in die Zellen 
vermutlich auch die Zellantwort zur Reduktion der Md-induzierten DNA-Schäden bei, 
da wie bei den Aglyka eine gleichzeitige Erhöhung des tGSH-Spiegels in Caco-2 Zel-
len un in geringerem Maße auch in HT29 Zellen beobachtet wurde. Untersuchungen 
eines Netzwerkpartners (AG Pool-Zobel) zur Modulation der Genexpression durch 
AE02 in HT29 Zellen ergaben eine erhöhte Expression von verschiedenen ARE-
abhängigen Phase-II-Enzymen, z.B. Glutathion-S-Transferasen, [Veeriah et al., 2005]. 
Damit scheint auch bei den Apfelsaftextrakten die Aktivierung des ARE involviert. 
Inwieweit entstehende Abbauprodukte bzw. Metabolite bei der Wirkung eine Rolle 
spielen oder die Zellantwort z.B. bei der Beseitigung der TBH-Radikale maßgebliche 
Bedeutung hat, geht aus diesen Untersuchungen nicht hervor, beide Effekte sind je-
doch in Betracht zu ziehen.  
Weiterhin ist auffällig, dass auch die Antioxidans-Effekte zellspezifisch sind. Caco-2 
Zellen waren emfindlicher, da dort die meisten Extrakte Wirkung zeigten und die not-
wendigen Konzentrationen geringer waren. Dies könnte, wie bereits bei den Aglyka 
beschrieben, auf unterschiedliche Aufnahmeraten in die Zelle, auf zellspezifischen 
Metabolismus sowie auf unterschiedliche Aktivierung der Zellantwort zurückgeführt 
werden. 
In einer weiteren in vitro-Studie des Netzwerkes (AG Marko) mit dem AE02 wurde 
eine wachstumshemmende Wirkung in HT29 Zellen (IC50=134 µg/mL nach 72 h-
Inkubation) sowie eine hemmende Wirkung der Tyrosinkonase-Aktivität des epider-
malen Wachstumfaktor-Rezeptors (EGFR) beobachtet [Kern et al., 2005]. In einer Fütte-
rungsstudie in Ratten (AG Briviba/ Barth) wurden Diazomethan-induzierte genotoxi-
sche Schäden durch den entsprechenden trüben Apfelsaft reduziert [Barth et al., 2005]. 
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Somit wurden auch andere chemopräventive Effekte durch polyphenolische Apfel-
saftinhaltsstoffe erhalten. 
Die für die antioxidative Wirksamkeit verantwortlichen Flavonoide und (Poly-)phenole 
stellen eine heterogene Gruppe von Strukturen dar, die verschiedene Mechanismen 
protektiver Wirkung im Organismus induzieren können [Birt et al., 2001, Breinholt et al., 

2003]. Die untersuchten (poly-)phenolischen Apfelsaftextrakte sind zu ca. 30-50% 
hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe charakterisiert. Um zu klären, inwieweit die bekannten 
Inhaltsstoffe eine Bedeutung bei der protektiven Wirkung der Extrakte haben, wurden 
rekonstituierte Mischungen aus fünf Hauptphenolen (Chlorogensäure, Rutin, Phlo-
ridzin, Epicatechin und Kaffeesäure) in dem Verhältnis hergestellt, wie sie in den Ap-
felsaftextrakten enthalten sind.  
Die rekonstituierten Mischungen waren ebenfalls antioxidativ wirksam, jedoch unter-
schieden sie sich in ihrer Wirksamkeit untereinander sowie im Vergleich zu den na-
türlichen Extrakten. 
Die antioxidative Kapazität (TEAC) und die Verringerung von DNA-Schäden in Caco-
2 Zellen wurden im Vergleich zu den natürlichen Extrakten überproportional von den 
fünf bekannten Apfelsaftinhaltsstoffen in der Mischung bestimmt. Andere Inhaltsstoffe 
des Extrakts spielen für die antioxidative Wirkung in diesen Testsystemen nur eine 
untergeordnete Rolle. Der ROS-Level wurde in Caco-2 Zellen durch die rekonstituier-
ten Mischungen in ähnlichem Maße reduziert, wie sie im Extrakt vorkommen. Damit 
haben die bekannten und die unbekannten Strukturen gleichermaßen Anteil an der 
protektiven Wirksamkeit. Eine Erhöhung des tGSH-Gehaltes in beiden Zelllinien 
durch die rekonstituierten Mischungen wurde nicht beobachtet, sondern im Gegenteil 
eine leichte Depletion um ca. 10% im gesamten eingesetzten Konzentrationsbereich. 
Die schwache Erhöhung des tGSH-Spiegels, v.a. durch AE02, lässt sich somit auf 
bisher nicht charakterisierte Verbindungen zurückführen. 
In HT29 Zellen tragen die Einzelstoffe als Mischung innerhalb eines Endpunktes sehr 
unterschiedlich zur Wirksamkeit des Extraktes bei. In diesem Zellsystem scheint die 
genaue Zusammensetzung von Mischung/Extrakt ausschlaggebend für eine Wirk-
samkeit zu sein. Aus den vergleichenden Ergebnissen zwischen Extrakten und re-
konstituierten Mischungen lassen antagonistische Interaktionen unter den Saftin-
haltsstoffen vermuten. 
Diese Ergebnisse unterstreichen die Schwierigkeit, komplexe Mischungen auf ihr 
antioxidatives Potenzial zu charakterisieren. Verschiedene Stoffe tragen in unter-
schiedlichem Maße zu einer Wirkung bei, und nicht alle Biomarker wurden durch die 
Mischungen/Extrakte in gleichem Maße beeinflusst. Daher wurden auch die Einzel-
stoffe auf ihre protektive Wirkung hin untersucht. Dies sollte der Identifizierung ein-



 Diskussion und Ausblick 

164 

zelner wirksamer Strukturen sowie synergistischer oder antagonistischer 
Interaktionen dienen. 
Die Summe der TEAC-Werte der Einzelstoffe entspricht weitgehend dem der ent-
sprechenden Mischung. Die beiden Glykoside Rutin und Phloridzin weisen eine hohe 
antioxidative Kapzität auf. Dies spiegelt sich im hohen TEAC-Wert des rAPE03 sowie 
auch des Originalextrakts wider. Chlorogensäure und Kaffeesäure tragen mit ihrer 
vergleichsweise geringen antioxidativen Kapazität wenig hierzu bei und erklären den 
vergleichsweise geringen TEAC-Wert des rAE01 sowie des Originalextrakts.  
In Caco-2 Zellen wurden DNA-Schäden durch Kaffeesäure, zu 26% in rAE01, und 
das Quercetinglykosid Rutin, zu 47% in rAPE03 enthalten, bereits bei geringen Kon-
zentrationen reduziert. Diese beiden Substanzen könnten somit eine wichtige Rolle 
bei der Wirkung der genannten Mischungen sowie der entsprechenden Extrakte spie-
len. Bei der Mischung rAE02 machen 90% der unwirksamen Einzelstoffe (Chloro-
gensäure, Phloridzin) aus. Die Mischung zeigte dennoch Wirkung bei kleinsten Kon-
zentrationen. In diesem Falle muss von synergistischen Interaktionen ausgegangen 
werden. Solche Effekte sind für Ascorbinsäure und Kaffeesäure [Laranjinha, 2001] so-
wie für eine Mischung aus Grüntee-Extrakt/Quercetin/Folsäure [Jeong et al., 2005] be-
reits beobachtet worden. Auch in einer anderen Studie im Rahmen des BMBF-
Netzwerkprojektes wurde ein ähnlicher synergistischer Effekt bei der Wachstums-
hemmung von HT29 durch eine künstliche Mischung im Vergleich zu deren Einzel-
komponenten erhalten [Veeriah et al., 2005]. 
Der ROS-Level wurde in Caco-2 Zellen in besonderem Maße durch die beiden 
Hydroxyzimtsäurederivate Kaffeesäure und Chlorogensäure reduziert. Die beiden 
Substanzen machen in rAE01 69% bzw. in rAE02 54% der Masse aus, rAE02 war 
jedoch die wirksamere Mischung. rAPE03 war ähnlich wirksam wie rAE01, in der 
Summe machen die wirksamen Substanzen jedoch nur 10% aus. Ähnlich wie bei den 
Einzelsubstanzen könnte auch hier eine U-Kurve vorliegen, in der ein zu geringer (in 
rAPE03) und ein zu hoher Anteil (in rAE01) der Einzelstoffe zu einer geringeren Ge-
samtwirkung führen. Der Anteil der Mischung rAE02 könnte dagegen optimal für die 
Verringerung des ROS-Levels sein. 
In HT29 Zellen reduzierte nur Chlorogensäure den TBH-induzierten ROS-Level. 
rAE01, die 43% Chlorogensäure enthält, war jedoch unwirksam. Dies ist möglicher-
weise auf antagonistische Wechselwirkungen zurückzuführen, wie sie von Pinelo et 
al. für eine Mischung aus Resveratrol, Quercetin und Katechin beobachtet wurden 
[Pinelo et al., 2004]. rAPE03 war die beste untersuchte Mischung bezüglich Reduktion 
des ROS-Levels, enthält jedoch nur 8% Chlorogensäure.  
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Sowohl die Mischungen als auch die Einzelstoffe Rutin, Phloridzin (Caco-2) sowie 
Kaffeesäure und Epicatechin (HT29) depletierten den tGSH-Level. Dies steht im Ein-
klang mit der Literatur, da sowohl Katechine [Moridani et al., 2001b] als auch Hydroxy-
zimtsäurederivate [Moridani et al., 2001a] mit Glutathion Addukte bilden können und da-
durch eine Depletion verursachen. Bei Rutin wurde ebenfalls eine tGSH-
depletierende Wirkung in HepG2 Zellen beobachtet [Alia et al., 2005a].  
 
Zusammenfassend ließ sich zeigen, dass Apfelsaftextrakte ausgeprägte antioxidative 
Eigenschaften besitzen und auf verschiedenen Ebenen in der Zelle wirksam sind. 
Bereits charakterisierte Inhaltsstoffe tragen als Mischung in unterschiedlichem Maße 
zu der Wirksamkeit der Extrakte bei. Als relevante Einzelstoffe wurden Rutin, Kaffee-
säure und Chlorogensäure identifiziert. Die Wirkungen der untersuchten Substanzen 
können jedoch nicht die ganze Wirksamkeit der Extrakte erklären, so dass in zukünf-
tigen Arbeiten weitere Apfelsaftinhaltsstoffe (z.B. Proanthocyanidine, Cumaroyl-
Chinasäuren) bzw. einzelne Extraktfraktionen auf ihr antioxidatives Potenzial unter-
sucht werden sollten.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden außerdem Anhaltspunkte gefunden, die auf Abbau-
reaktionen bzw. zellspezifischer Metabolisierung durch die Zellen hinweisen. Die ent-
stehenden Produkte könnten bei der biologischen Wirksamkeit ebenfalls relevant 
sein. Ihre Identifizierung könnte einen weiteren Beitrag zur umfassenden Charakteri-
sierung leisten. 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf Untersuchungen zur antioxidativen Wirkung 
der Ausgangsverbindungen in humanen Kolonzelllinien ohne Berücksichtigung einer 
möglichen Metabolisierung im Kolon durch die dort angesiedelte Mikroflora. Untersu-
chungen mit Fermentationsüberständen oder Fäzeswasser bieten eine Möglichkeit, 
die in vivo-Situation besser abzubilden [Halliwell et al., 2005, Rechner et al., 2004].  
 
Apfelsaftinhaltsstoffe zeigten einzeln oder in Mischung auf unterschiedlicher Ebene 
in der Zelle präventive Effekte. Zellfreie Screening-Tests zur Erfassung der antioxida-
tiven Kapazität (z.B. TEAC) können diese nicht erfassen, da sie nur die Abfangreak-
tion des im Assay eingesetzten Radiakals erfassen können. Daher ist es erforderlich, 
ein umfassendes Methodenspektrum in verschiedenen biologischen Systemen he-
ranzuziehen. Synergistische oder antagonistische Wirkungen können dabei nicht au-
ßer Acht gelassen werden.  
Da durch oxidativen Stress auch andere Biomoleküle wie Lipide und Proteine modifi-
ziert werden können, erscheint die Untersuchung zu deren Modulation durch Antioxi-
danzien ebenfalls interessant. ROS schädigen nicht nur Zellkompartimente, sondern 
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haben auch modulierende Wirkung auf Zellsignalwege und nukleare Transkriptions-

faktoren, z.B. Nrf2, NFκB oder AP-1. Diese Mechanismen können für die in dieser 
Arbeit beobachteten Effekte eine Bedeutung haben, so dass zukünftige Untersu-
chungen über Wirkmechanismen Auskunft geben können. Laufende Untersuchungen 
zur Zellantwort ergaben bereits erste Anhaltspunkte auf eine Verringerung des 

NFκB-Basislevels [Hanke, 2006] sowie eine induzierte Genexpression der GCS bzw. 
des Transkriptionsfaktors Nrf2 durch AE02 und APE03 in Caco-2 Zellen [Soyalan, 

2006] und stellen damit eine weitere mögliche Ebene der biologischen Wirksamkeit 
von Apfelsaftinhaltsstoffen dar.  
 
Mit dem zweistufigen Inkubationsprotokoll wurde ein Werkzeug gefunden, die antio-
xidative Wirksamkeit von polyphenolischen Verbindungen in humanen Kolonzelllinien 
zu untersuchen. Aufgrund der beiden nachgeschalteten Inkubationen ist es jedoch 
möglich, dass sich die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber den Agenzien verändern 
kann. Eine mögliche Erklärung könnte eine Veränderung der NQO1-Aktivität bzw. –
Expression im Verlauf der Zellkultur sein, wie dies in anderen Studien beobachtet 
wurde [de Haan et al., 2005]. Dies erforderte eine stetige Anpassung der Menadionkon-
zentration. Ähnliche Veränderungen wurden auch beim TBH-induzierten ROS-Level 
beobachtet. Um dennoch aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, wurden die Poly-
phenolwirkungen auf die jeweilige Oxidanskontrolle bezogen dargestellt. In primären 
humanen Kolonzellen aus Biopsiematerial wurden keine protektiven Effekte durch 
Apfelsaftextrakte und Aglyka detektiert. Primäre humane Kolonzellen aus Biopsiema-
terial eignen sich zu ex vivo-Untersuchungen zum genotoxischen Potenzial von A-
genzien, z.B. Menadion (s. Kap. 5.1.1), Alkenale [Glaab et al., 2001] und Wasserstoffpe-
roxid [Pool-Zobel et al., 1999]. Bei einer Vorbehandlung mit Apfelsaftextrakten und den 
Aglyka dagegen wurde keine Verringerung der DNA-Schäden erhalten. Ein Nachteil 
des primären Materials ist die nur kurze Viabilität der Zellen, da nur sehr kurze Zeit 
inkubiert werden kann. Auch das zweistufige Inkubationsprotoll scheint für Suspensi-
onszellen wenig geeignet, wie vergleichende Untersuchungen von Caco-Zellen in 
Monolayer- und Suspensionskultur gezeigt haben (s. Kap. 5.3.7).    
Beim Vergleich der mit verschiedenen Endpunkten ermittelte Wirksamkeit der Apfel-
saftinhaltsstoffe wurde als einziger Zusammenhang der untersuchten Endpunkte ei-
ne inverse Korrelation zwischen einer tGSH-Induktion und einer Verringerung der 
DNA-Schäden beobachtet. Um zu überprüfen, ob die ansonsten fehlende Korrelation 
auf die in den Tests verwendeten unterschiedlichen Oxidanzien zurückzuführen ist, 
wurden beispielhaft DNA-Schäden durch das Oxidans TBH statt durch Menadion 
induziert. Als Antioxidans wurde Chlorogensäure eingesetzt, die den ROS-Level, je-
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doch nicht Md-induzierte DNA-Schäden in HT29 Zellen reduzierte. Die Ergebnisse 
zeigten jedoch keine Verringerung TBH-induzierter DNA-Schäden durch Chlorogen-
säure. Dies deutet darauf hin, dass die Oxidanzien für die nicht vorhandene 
Korrelation keine Rolle spielen.  
Eine U-förmige Konzentrations-Wirkungskurve, wie sie für Antioxidanzien erhalten 
wurden, erschwert eindeutige quantitative Aussagen über eine protektive und antio-
xidative Wirksamkeit, da sowohl die Konzentration, bei der ein optimaler Effekt auftritt 
als auch die Wirkstärke für die Beurteilung von Apfelsaftinhaltsstoffen relevant sind. 
Neben den ohnehin herrschenden künstlichen Bedingungen in der Zellkultur, z.B. 
durch statische Verhältnisse, d.h. Ausscheidungsprodukte der Zellen verbleiben im 
Medium und können schädigend wirken, ist gerade bei der Erfassung antioxidativer 
Wirksamkeit der erhöhte Sauerstoffpartialdruck ein Faktor, der autoxidative Reaktio-
nen, v.a. in Anwesenheit von Übergangsmetallen begünstigt [Halliwell, 2003, Lapidot et 

al., 2002b]. Die Relevanz der prooxidativen Reaktionen in vivo und in vitro bleiben un-
klar. Die in der Arbeit eingesetzten hohen Konzentrationen (>30 µM bzw. 250 µg/mL) 
geben daher ein Maximum einzusetzender Konzentration vor. 
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7 Zusammenfassung 

Phenolische Apfelsaftextrakte (AEs) aus Säften unterschiedlicher Apfelsorten und ein 
Tresterextrakt (APE03) wurden auf ihr Potenzial zur Verringerung oxidativer Zell-
schäden in Darmzellen untersucht.  

Ein zweistufiges Inkubationsprotokoll kam in humanen Kolonzelllinien (Caco-2, 
HT29) zur Anwendung: basierend auf einer 24 h Behandlung mit phenolischem Anti-
oxidans, gefolgt von einer Induktion von oxidativem Stress (durch Menadion, 1 h 
bzw. tert-Butylhydroperoxid, 40 min), um eine pathologische in vivo Situation nachzu-
stellen. Die Apfelsaftextrakte wurden im Vergleich zu als Antioxidanzien beschriebe-
nen Saftinhaltsstoffen (Rutin, Phloridzin, Epicatechin, Kaffeesäure, Chlorogensäure) 
und zu entsprechenden rekonstituierten Mischungen (rAEs) geprüft. Untersuchte Pa-
rameter waren (oxidative) DNA-Schädigung, zellulärer ROS-Level und Glutathi-
onspiegel. Zusätzlich wurden antioxidative Kapazität und die Stabilität der Einzelstof-
fe unter Inkubationsbedingungen erfasst. Die Apfelsaftextrakte zeigten eine ausge-
prägte antioxidative Kapazität (3.6-4.2 mM Trolox), der Tresterextrakt APE03 war 
dabei wirksamer als die drei Saftextrakte. Die höheren TEAC-Werte der entspre-
chenden rAEs (4.7-7.3 mM Trolox) deuten auf eine zentrale Rolle der Einzelstoffe in 
der Mischung hin. Der zelluläre ROS-Level wurde durch die Extrakte AE01, AE02 
und APE03 (1-100 μg/mL) und rAEs (0.5-50 μg/mL) in beiden Zelllinien signifikant 
verringert. AE04 war nur in HT29 Zellen wirksam. Oxidative DNA-Schäden in Caco-2 
Zellen wurden durch die Extrakte (50-100 μg/mL) und deutlicher durch die rekonstitu-
ierten Mischungen (1 μg/mL) von AE01 und APE03 verringert. Von den Saftinhalts-
stoffen zeigten Kaffeesäure und Rutin das höchste Potenzial zur Verringerung von 
DNA-Schäden; der zelluläre ROS-Level wurde am effektivsten durch Kaffeesäure 
und Chlorogensäure verringert. Der Glutathionspiegel von Caco-2 Zellen wurde 
durch AE02 und APE03 sowie durch Kaffeesäure, nicht jedoch durch andere Einzel-
stoffe oder Mischungen erhöht.  

Die Aglyka Quercetin und Phloretin, die aus Glykosiden im Intestinaltrakt freigesetzt 
werden können, wiesen in allen Endpunkten die höchste Wirksamkeit auf. 

Humane primäre Kolonzellen erwiesen sich in den Untersuchungen als ein weniger 
geeignetes Modellsystem, möglicherweise aufgrund der Art der gewählten Inkubati-
on. 

Insgesamt erwiesen sich die phenolischen Apfelsaftextrakte als wirksame Antioxi-
danzien mit hohem Potenzial zur Verringerung oxidativer Zellschäden in humanen 
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Kolonzelllinien. Mit den begleitenden Untersuchungen von Mischungen und Einzel-
stoffen wurden Polyphenole (Kaffeesäure, Rutin, Chlorogensäure) identifiziert, die 
wesentlich zur protektiven Wirkung der Saftextrakte beitragen. Der gewählte in vitro-
Prüfansatz erwies sich dabei als geeignet zur Charakterisierung der antioxidativen 
Wirksamkeit von Apfelsaftinhaltsstoffen in Darmzellen. 

Die antioxidative Wirksamkeit kann nicht alleine auf die untersuchten Hauptkompo-
nenten zurückgeführt werden. Es liegt nahe, dass auch bisher nicht charakterisierte 
Substanzen/ Substanzgruppen ebenfalls einen Beitrag an der antioxidativen Wirk-
samkeit leisten. Eine möglichst umfassende Charaktersisierung von Apfelsaftinhalts-
stoffen ist notwendig, gerade im Hinblick auf eine mögliche Prävention von Darmer-
krankungen durch die Aufnahme von Apfelsaft. 
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9 Anhang 

9.1. Nicht dargestellte Abbildungen 

Kap. 5.1.4: Induktion der LPO in Caco-2 durch H2O2, Menadion, je 1 h, 37°C, S-Med 
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Induktion der LPO in HT29 Zellen durch TBH (1-3 h Inkubation) 
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Kap. 5.2.3: 30 min Inkubation mit Quercetin (Caco-2 Zellen), Md 2 µM 
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Kap. 5.2.3.1: Modulation der DNA-Reparatur (Grundschäden ohne FPG) durch 
Quercetin und Phloretin 
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Kap. 5.4.4: Modulation des tGSH-Levels durch die rekonstituierten Mischungen in 
HT29 Zellen (n=2) 
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Kap. 5.5.1: graphische Darstellung der Regression (exponentielle Kinetik 1. Ord-
nung) 
DMEM/NutrientMix (± Caco-2 Zellen) 
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DMEM (± HT29 Zellen) 
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Abbau von Quercetin in DMEM (5% FKS) im Vergleich zu pH-Wert eingestelltem 
Medium (bei t=0h 7,4) 
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Kap. 5.5.2.2: Reversibilitätsuntersuchungen 
a) Quercetin wurde in PBS (pH 9), nach 20 min pH Wert auf 7,0 gebracht und weiter 
inkubiert 
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b) Quercetin wurde in PBS (pH 10), nach 20 min pH Wert auf 7,0 gebracht und weiter 
inkubiert 

250 300 350 400 450 500

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Ex
tin

kt
io

n

λ [nm]

 0h
 15 min pH 7,0
 30min
 1h
 2h
 4h
 6h
 24h

pH=10

250 300 350 400 450 500

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Ex
tin

kt
io

n

λ [nm]

 0h
 15min
 30min
 1h
 2h
 4h
 6h
 24h

pH=10

250 300 350 400 450 500

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Ex
tin

kt
io

n

λ [nm]

 0h
 15 min pH 7,0
 30min
 1h
 2h
 4h
 6h
 24h

pH=10

250 300 350 400 450 500

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Ex
tin

kt
io

n

λ [nm]

 0h
 15min
 30min
 1h
 2h
 4h
 6h
 24h

pH=10

 
 
Kap. 6 (5.4.2): Modulation TBH/Md-induzierter Gesamt-DNA-Schäden durch Chloro-
gensäure in HT29 Zellen 
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