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Einleitung

1. Einleitung

Darmkrebs gehért neben kardiovaskularen Erkrankungen und Diabetes zu den haufigsten
Zivilisationserkrankungen und stellt hinter Lungen- bzw. Brustkrebs die zweithaufigste
Krebsart Uberhaupt dar [Boyer und Liu, 2004; Donaldson, 2004]. Obwohl eine genetische
Pradisposition bei einem Teil der beobachteten Krebsfille eine Rolle spielt, hat die
Erndhrung eine wichtige Rolle auf die Genese von Darmkrebs. Risikofaktoren sind eine
UbermaRige Aufnahme von rotem Fleisch, Alkohol, UbermaRige Kalorienzufuhr,
mangelnde Bewegung und daraus resultierende Fettleibigkeit, Diabetes und Rauchen
[Donaldson, 2004; Herraiz und Munoz-Navas, 2009; Huxley et al., 2009; WCRF und AICR, 2007].
Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) spielen eine wichtige Rolle
fur die Entstehung von Krebs und anderen Erkrankungen (kardiovaskulare Erkrankungen,
Entziindungen, Diabetes, Rheuma, u.a.) [Boyer und Liu, 2004]. Zu den ROS gehdren freie
Radikale (z.B. das Hydroxy- und das Superoxidanionradikal) als auch Nichtradikale (z.B.
Singulettsauerstoff und Wasserstoffperoxid). Diese reaktiven Molekile sind in der Lage,
fur die Zelle lebenswichtige Strukturen wie Lipide, Proteine und DNA zu schadigen [Aherne
und O'Brien, 2000; Kelly et al., 1998] und haben daher zumeist adverse Effekte fir den
Organismus. Neben physiologischen Quellen haben auch Xenobiotika (wie
Nahrungsmittelbestandteile, Medikamente) und redox-aktive Metallionen (z.B. Eisen aus
rotem Fleisch) einen entscheidenden Einfluss auf die ibermaRige Generierung von ROS,
dem damit verbundenen oxidativen Stress und der Entstehung von Krebs [Halliwell und
Gutteridge, 1999]. Auch chronische Darmentziindungen (z.B. Colitis Ulcerosa oder Morbus
Crohn) werden mit einer vermehrten Produktion von Oxidanzien im Darm in Verbindung
gebracht, die durch infilitrierende Makrophagen und Neutrophile ausgeschittet werden
[Hoffmann et al., 2004].

Antioxidanzien sind Substanzen, die ROS direkt durch Abfangen von Radikalen oder
indirekt durch Inaktivierung redoxaktiver Ubergangsmetalle oder Modulation der
Zellantwort beseitigen. Zu den exogenen Antioxidanzien zahlen neben den Vitaminen C
und E auch sekundare Pflanzenstoffe, die eine Vielzahl meist polyphenolischer
Verbindungen, z.B. Flavonoide und Hydroxyzimtsaurederivate umfassen [Belitz et al., 2001;
Gerhauser et al., 2003; Halliwell und Gutteridge, 1999]. Apfel und Apfelsaft gehdren mit 18,4
kg bzw. 12,8 L pro Person zu den in Deutschland am haufigsten verzehrten Friichten bzw.
Fruchtsaften und stellen in Europa und Nordamerika eine der Hauptquellen fir
antioxidativ wirksame Polyphenole dar [Gerhauser, 2008; Manach et al., 2004]. Die protektive
Wirkung von Apfeln auf die Genese von Darmkrebs ist durch mehrere epidemiologische
Studien belegt [Zessner et al., 2008].
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Da als Grundlage kommerziell produzierter Apfelsafte, deren Gesamtgehalt an
Antioxidanzien bei ca. 100 — 200 mg/L liegt, zumeist Tafelapfel verwendet werden,
kénnen durch den Einsatz hochwertigerer Mostpapfelsorten, die einen wesentlich héheren
Anteil an Polyphenolen enthalten, deren Konzentrationen im Apfelsaft um den Faktor 6 —
9 gesteigert werden [Kahle et al., 2005a]. Hier bietet sich ein Ansatz fiir die Optimierung
durch geeignete Sortenauswahl; auch durch Modulation der verwendeten Technologie
(z.B. Tresterverflissigung, Extraktion von Apfelschalen) lassen sich die Gehalte an
Antioxidanzien (und damit wahrscheinlich auch deren glnstige Wirkung) um ein
Vielfaches steigern. Aufier den im Saft gelésten Polyphenolen kdnnten, vor allem im
naturtriben Apfelsaft, die in der Trubfraktion enthaltenen hochpolymeren Procyanidine
ebenfalls zur protektiven Wirkung beitragen. Dies deuten neuere Studien an, die sich
speziell mit der Wirksamkeit des Trubs beschaftigt haben [Barth et al., 2007; Barth et al.,
2005; Oszmianski et al., 2007].

Wie alle Nahrungsbestandteile werden auch die polyphenolischen Antioxidantien des
Apfelsaftes durch verschiedene Prozesse des Gastrointestinaltraktes verandert. Nach der
sauren Umgebung des Magens erreicht der Apfelsaft den Dinndarm, in welchem ein Teil
der Polyphenole absorbiert und verstoffwechselt wird [Thews, 1999]. Die verbleibenden
Substanzen werden zum grof3en Teil von der intestinalen Mikroflora des Darms abgebaut.
Dabei kénnen eine Vielzahl neuer Substanzen entstehen, die wie ihre
Ausgangsverbindungen, ebenfalls eine antioxidative Wirksamkeit aufweisen kdnnten
[Rechner et al., 2004]. Bei in vitro-Versuchen ist es daher notwendig, auch die Beteiligung
des intestinalen Metabolismus auf das antioxidative Potential von Polyphenolen in die
Untersuchungen einzubeziehen.

Polyphenolen wird oft — und zu Recht — eine starke antioxidative Wirksamkeit attestiert.
Neben dieser zeigen einige Polyphenole auch prooxidative Effekte; d.h. sie sind in der
Lage aktiv ROS zu generieren, was bisher vor allen Dingen unter den Bedingungen der
Zellkultur beschrieben wurde [Halliwell, 2008]. Um die Relevanz dieser prooxidativen
Wirksamkeit fir die in vivo-Situation besser abschatzen zu konnen, missen zunachst die
fur die ROS-Generierung relavanten Parameter identifiziert werden. Danach ist zu prifen,
ob diese Polyphenol-generierten ROS eine Wirkung auf Darmzellen in vitro ausiiben um
dann eine gute Ubertragung der Ergebnisse auf die in vivo-Situation zu erreichen.

Die Konjunktion all dieser Untersuchungen soll Hinweise geben, ob Apfelsaftinhaltsstoffe
den Darm vor ROS und ROS-bedingten Krankheiten schitzen; die zu Grunde liegenden
Mechanismen und die Bedeutung von pro- und antioxidativer Wirksamkeit der

Polyphenole missen dazu naher erforscht werden.
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2. Problemstellung

Diese Arbeit entstand im Rahmen des BMBF-geférderten Netzwerkprojektes ,Rolle von
Nahrungsbestandteilen in der Genese von Darmkrankheiten und Moglichkeiten ihrer
Pravention durch Ernahrung“. Ziel dieses Projektes war die Entwicklung eines Apfel-
Produktes mit hohem gesundheitlichem Wert.

Polyphenole sind sekundare Pflanzenstoffe, die in Obst und Gemuse in groRen Mengen
enthalten sind. Im Apfel sind dies vor allem Quercetin- und Phloretinglykoside,
Hydroxyzimtsdurederivate sowie monomere und oligomere Flavanole (Katechine,
Procyanidine). Sie zeigen zum Teil ausgepragte antioxidative Eigenschaften, kdnnen die
antioxidative Abwehr von Zellen induzieren (indirekte antioxidative Wirksamkeit) und
besitzen daher ein Potenzial, oxidativem Stress und damit assoziierten Krankheiten
entgegen zu wirken. Die Erfassung der biologischen Wirksamkeit von
Flavonoiden/Polyphenolen ist gegenwartig das Forschungsziel vieler in vitro- und in vivo-
Studien. Dabei lassen sich mechanistische Aspekte der antioxidativen Wirksamkeit in vitro
besser untersuchen; allerdings ist es erforderlich, die Beteiligung des intestinalen
Metabolismus zu berlcksichtigen. Auch das Wissen uber die Wirksamkeit dabei
entstehender Abbauprodukte muss vertieft werden.

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, das antioxidative Potential von
Apfelsaftinhaltsstoffen - unter Einbeziehung des intestinalen Metabolismus - zu
charakterisieren. Im Einzelnen sollten folgende Aspekte Beachtung finden:

Zur Charakterisierung der zellfreien antioxidativen Wirksamkeit der Polyphenole wurde
der ORAC-Assay (oxygen radical scavenging antioxidant capacity) etabliert, welcher
zusammen mit dem TEAC-Assay (Trolox equivalent antioxidant capacity) die wichtigsten
Mechanismen antioxidativer Wirksamkeit erfasst. Dies erlaubt eine umfassendere
Beurteilung der antioxidativen Eigenschaften und ermoglicht einen Vergleich der
Polyphenole hinsichtlich Wirkstarke und Mechanismus.

Um die Modulation der antioxidativen Abwehr von Zellen durch Polyphenole zu
untersuchen, wurden biologische Marker ausgewahlt, die in direktem Zusammenhang mit
oxidativer Zellschadigung stehen und Médglichkeiten einer Pravention durch die
Apfelsaftinhaltsstoffe offenbaren. Dies umfasste die Modulation (oxidativer) DNA-
Schadigung mittels Comet Assay sowie des zelluldren ROS-Levels mittels DCF-
(Dichlorofluorescein) Assay. Da eine Modulation des ohnehin geringen Basisschadens
der Zelle nur schlecht quantifizierbar ist, folgte der Inkubation mit Testsubstanzen noch
eine moderate Oxidansbehandlung zur Erhéhung des Schadigungsausmales; dieser
oxidative Stress war von einer Starke, wie sie auch in pathologischen Situationen in vivo

gefunden werden kann. Zur Untersuchung der zelluldren antioxidativen Abwehr wurden
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weiterhin zwei Marker herangezogen, die eine wesentliche Rolle im Redox-System der
Zelle spielen: die Quantifizierung des Glutathion (GSH)-Spiegels als wichtigstem
intrazellularen Antioxidans sowie die Modulation des antioxidativ wirksamen Enzyms
Superoxid-Dismutase (SOD). Um dem Zielorgan Darm mdglichst nahe zu kommen
wurden die zellularen Assays an der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie Caco-2
durchgefiihrt, die ein etabliertes Modell des Kolon-Epithels darstellt.

Zur Charakterisierung des protektiven Potenzials von Apfelsaften in vitro wurden in der
Forschungsanstalt Geisenheim verschiedene Apfelsaftextrakte hergestellt. Die Auswahl
der verwendeten Apfel richtete sich nach einem méglichst hohen Gehalt von
phenolischen Verbindungen im Saft, was durch Verwendung von ,alten“ Mostapfelsorten
mit hohem Polyphenolgehalt gewahrleistet wurde. Neben der Sortenauswahl wurden
auch technologische Aspekte der Extraktherstellung variiert, um die Ausbeute an
Polyphenolen noch zu steigern. Deshalb wurden ebenfalls Extrakte aus
Tresterextraktionssaft und Apfelschalen untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
die verschiedenen Extrakte vergleichend auf ihr protektives Potenzial zu prifen.

Bei der Untersuchung der antioxidativen Wirksamkeit der Polyphenole in vivo durfen die
Auswirkungen des intestinalen Metabolismus nicht vernachlassigt werden. In einer dieser
Arbeit vorausgehenden Diplomarbeit [Bellion, 2006] wurde die antioxidative Wirksamkeit
zweier mit anaeroben Darmbakterien fermentierten Apfelsaftextrakten in vitro geprift. Die
Ergebnisse zeigten deutliche protektive Effekte, die sich mit dem starken Abbau der
Extrakt-Polyphenole wahrend der Inkubation nicht erklaren lieRen. Daher sollen die
Fermentationstberstande mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS auf das Vorhandensein
bekannter Polyphenol-Abbauprodukte untersucht werden. |dentifizierten Abbauprodukte
sollen anschlieflend auf ihre antioxidative Wirksamkeit im zellfreien (TEAC) und zellularen
System (zellularer ROS-Level) untersucht werden, was Riickschlisse auf die
Wirkungsweise der Polyphenole in vivo erlauben soll.

Studien deuten eine antioxidative Wirksamkeit von Apfelsaft-Trub an, welcher einen
groflien Anteil polymerer Procyanidine enthalt, deren antioxidatives Potential bislang kaum
erforscht ist. Da Procyanidine auf Grund ihrer GroRe kein Substrat fir Darmzellen
darstellen, wurde der Trub an der Universitat Jena, in Anlehnung an die in vivo-Situation,
mit einem Modell des intestinalen Metabolismus fermentiert. Der wassrige
Fermentationsuberstand soll dann mit den etablierten Markern oxidativer Zellschadigung
und Zellantwort getestet werden.

Es ist bekannt, dass Polyphenole unter Zellkultur-Bedingungen in der Lage sind, ROS zu
generieren, was bei in vivo-Studien bislang nicht beobachtet wurde. Fir die korrekte
Beurteilung der protektiven Wirksamkeit von Apfel-Produkten ist es daher notwendig,

dieses prooxidative Potential zu charakterisieren und die Auswirkungen auf zellulare
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Systeme zu untersuchten. Mit den erhaltenen Daten kénnen dann Rickschlisse auf die
Ubertragbarkeit der Zellkulturexperimente auf die in vivo-Situation gezogen werden. Um
die polyphenol-bedingte ROS-Generierung zu verfolgen, musste zunachst ein Assay zur
Quantifizierung von H,0O, in wassrigen Losungen etabliert werden (FOX1-Assay).

Es sollen verschiedenen Extrakte auf ihre prooxidative Wirksamkeit in Zellkulturmedium
Uberprift werden. Danach werden mittels linearer Regression Inhaltsstoffe identifiziert, die
einen besonderen Einfluss auf die H,O,-Bildung haben kénnten. Um die Beteiligung
dieser Inhaltsstoffe an der H,O,-Generierung der Extrakte zu verifizieren, werden auch
Leitstrukturen der einzelnen Gruppen (Flavonoide, Hydroxyzimtsduren, Dihydrochalcone)
auf ihr prooxidatives Potential untersucht. An Hand einer Struktur-Wirkungs-Beziehung
sollen funktionelle Gruppen mit besonderem prooxidativen Charakter identifiziert werden.
Die H,O.-Bildung potenter ROS-Bildner soll in verschiedenen Zellkulturmedien verfolgt
werden, um Loésungsmittel-Effekte zu identifizieren. Dazu werden verschiedene
Parameter in die Untersuchungen mit einbezogen, welche die H,O,-Bildung im Medium
beeinflussen koénnten (Zusammensetzung, Inkubationsdauer, pH-Wert, Stabilitdt von
H.0,).

Neben diesen zellfreien Tests ist es notwendig, die Auswirkungen polyphenol-generierter
ROS auf Darmzellen zu untersuchen. Dazu sollen Zellen mit ROS-generierenden
Polyphenolen inkubiert und die Modulation des Glutathionspiegels und des zellularen
ROS-Levels gemessen werden. Zur Differenzierung von polyphenol- und ROS-bedingten
Effekten soll eine Methode etabliert werden, um die artifiziell gebildeten ROS effizient zu
eliminieren. Dies soll durch Supplementierung des Inkubationsmediums mit antioxidativen

Enzymen erreicht werden.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1. Der Darm

3.1.1. Das Verdauungssystem

Der Begriff Verdauungssystem bezeichnet das Gesamtsystem der mit Aufnahme und
Verdauung der Nahrung beschaftigten Organe des Menschen. Das Verdauungssystem
lasst sich funktionell in einen Kopf- und einen Rumpfteil gliedern. Der Kopfteil des
Verdauungssystems umfasst die Mundhohle mit ihren Speicheldriisen sowie den mittleren
und unteren Teil des Rachens. lhnen obliegt die Aufnahme der Nahrung, ihre
mechanische Zerkleinerung und Umwandlung in einen halbflissigen Speisebrei. Durch
das Sekret der Speicheldriisen wird die Nahrung gleitfahig gemacht, aullerdem wird durch
Speichelenzyme (z.B. Amylase) im Mund bereits die Verdauung eingeleitet [Faller, 1999].

Zum Rumpfteil des Verdauungssystems, das auch als Gastrointestinaltrakt (von griech.
gaster Magen und lat. intestinum Darm) oder Magen-Darm-Trakt bezeichnet wird,
gehdéren Magen, Dinn- und Dickdarm sowie die angeschlossenen Drisen
Leber/Gallenblase und Bauchspeicheldruse. Bevor der Speisebrei in den Darm gelangt

wird er zunachst im Magen vorverdaut und desinfiziert.

3.1.2. Anatomie und Physiologie des Darms

Der Darm des Menschen gliedert sich in zwei groRe Abschnitte mit unterschiedlichen
Aufgaben. Der Dinndarm liegt im Unterbauch, erstreckt sich vom Pylorus des Magens bis
zur Einmindung in den Dickdarm in Hohe der rechten Darmbeinschaufel und weist eine
Lange von 3,5 — 4 m (im tonisierten Zustand) auf. Er gliedert sich in die drei Bereiche
Zwolffingerdarm (Duodenum), Leerdarm (Jejunum) und Krummdarm (lleum). Die
physiologische Funktion des Dinndarms besteht in der Aufspaltung von
Nahrungsbestandteilen und der Resorption von Nahrstoffen, weshalb seine Oberflache
durch Keckring-Falten, Zotten und Mikrovilli auf etwa 200 m? vergroRert ist [Thews, 1999].
Zur besseren Durchmischung des Nahrungsbreis (Chymus) mit Verdauungssekreten,
dem Weitertransport des Darminhalts und der Forderung der Resorption fihren sowohl
der DUnndarm im Ganzen als auch die Darmzotten verschiedene Bewegungen aus
(Dinndarmmotilitat). In den Dinndarm werden taglich rund 2,5 — 3 L Darmsaft sezerniert.
Dieser besteht neben isotoner NaCl- und alkalischer HCO3-Lésung aus Muzinen, die das
Epithel als ,unstirred layer® Uberziehen und es damit vor Proteasen und dem sauren
Mageninhalt schitzen; auRerdem ermdglicht es ein weitgehend reibungsfreies Gleiten

des Darminhalts. Der Darmsaft selbst enthalt praktisch keine Verdauungsenzyme.
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Lediglich durch Abschilferung von Mukosazellen kénnen sekundar Enzyme, die im
Birstensaum dieser Zellen lokalisiert sind, ins Darmlumen gelangen [Schmidt und Thews,
1995].

Auf den Dunndarm folgt dann der Dickdarm. Er besteht aus Blinddarm (Caecum),
Grimmdarm (Kolon) und Mast- oder Enddarm (Rektum). In den einzelnen Abschnitten
wird durch Ruickresorption von Wasser und Nahrstoffen der Darminhalt eingedickt und der
Kot (Fazes) gebildet. Das Kolon hat eine Lange von ca. 1 m und eine lichte Weite von 6 —
8 cm. Er gliedert sich in vier Abschnitte: einen aufsteigenden, einen querverlaufenden,
einen absteigenden und einen S-férmingen Teil (Colon ascendens, transversum,
descendens, sigmoideum). Der Hauptteil der Kolonbewegung ist nichtpropulsiv, so dass
sich durchschnittliche Passagezeiten des Chymus von 20 — 30 h ergeben. Dadurch wird
eine ausreichende Resorption von Wasser, Elektrolyten und kurzkettigen Fettsduren
sowie ein bakterieller Aufschluss nicht resorbierbarer oder nicht resorbierter

Nahrungsbestandteile gewahrleistet [Thews, 1999].

3.1.3. Das Darmepithel

Der histologische Aufbau des Darms gliedert sich in vier Schichten:
- Mukosa (Schleimhaut): innere Wandschicht des Gl-Traktes mit Epithelzellen und
Drisen
- Submukosa: schmale Bindegewebsschicht zwischen Mukosa und Muskularis
- Muskularis: glatte Muskulatur, sowohl langs als auch ringférmig angeordnet;
verantwortlich fir die Peristaltik des Darms
- Serosa: auere Gewebsschicht des Gl-Traktes. Sie sondert Flussigkeiten ab und
ermoglicht das Ubereinandergleiten mit anderen Organen.
Die Epithelzellen in der Mukosa besitzen eine typische polare Struktur und sind
miteinander in spezialisierter Weise durch Abschlussleisten (tight junctions) verbunden.
Die apikale Zellmembran ist definitionsgemal® der Aufenseite (hier: Darmlumen)
zugewandt und bildet fingerartige Ausstllpungen (Mikrovilli, Blirstensaummembran). Die
basolaterale Membran ist den Blutkapillaren zugewandt, dient als Wachstumsschiene und
vermittelt den basalen Zusammenhalt, stellt jedoch fir den transepithelialen Transport
keine wesentliche Barriere dar. Hauptaufgaben des epithelialen Gewebes sind die
Resorption von Nahrstoffen einerseits und die Barrierefunktion vor schadlichen
Substanzen aus dem Darmlumen andererseits [Schmidt und Thews, 1995].
Die DUnndarmschleimhaut ist zur besseren Resorption stark vergréfert und besteht
vorwiegend aus sog. Saumzellen (Enterozyten), daneben schleimproduzierenden
Becherzellen und verschiedenen endokrinen Zellen (Lymphfollikel, M-Zellen). Mit einer

Erneuerungszeit von 3 — 5 Tagen gehort das Darmepithel zu den Geweben mit den
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hdchsten Teilungs- und Umsatzraten im menschlichen Kérper. Die noch undifferenzierten
Zylinderzellen wandern von den Stammzellen am Boden jeder Krypte in 24 — 36 h zur
Zottenspitze Sie reifen auf diesem Wege, entwickeln dabei die flr Verdauung und
Resorption spezifischen Enzyme und Transportsysteme und werden so zu den terminal
differenzierten, resorbierenden Enterozyten des Darms. Daher findet auch die Resorption
von Nahrungsbestandteilen vorwiegend an der Zottenspitze statt, wahrend die
sekretorischen Aktivitaten in den Krypten lokalisiert sind [Schmidt und Thews, 1995].

Die Darmschleimhaut des Dickdarms weist eine wesentlich  geringere
OberflachenvergroRerung als die des Dinndarms auf. Es fehlen Zotten, und die
Oberflache wird ausschlieBlich durch dicht nebeneinander stehende, tiefe Krypten
vergroflert. Das Epithel von Krypten und Oberfliche besteht vorwiegend aus
Becherzellen. Ein Teil der oberflachlichen Zellen ist mit einem Blrstensaum versehen und
dient der Resorption [Faller, 1999; Thews, 1999].

Aufnahme von Nahrstoffen

Die Resorption von Wasser und Nahrungsinhaltsstoffen kann im Darm auf zwei Wegen
erfolgen: entweder durch die Enterozyten oder zwischen ihnen hindurch (parazellular,
durch Kanale zwischen den tight junctions). Dieser zweite Weg kann bis zu 90 % des
Stofftransports ausmachen und wird als passive Permeabilitat bezeichnet. Vor allem im
Dinndarm, der durch einen grof3en Abstand benachbarter tight junctions (ca. 0,8 nm) eine
hohe Durchlassigkeit aufweist, werden Elektrolyte (Na*, CI, K%) vor allem durch
parazellulare Diffusion aufgenommen. Im Kolon, mit seinen dichteren Schlussleisten (ca.
0,2 - 0,25 nm), geschient die Aufnahme eher durch transzellulare
Transportmechanismen. Diese kdnnen entweder aktiv (Uber luminale Transporter, z.B.
Na*/HPO,*-Cotransporter) oder passiv (Diffusionsgleichgewicht bedingt durch
basolaterale Transporter z.B. Na'/K*-ATPase) erfolgen. Die Resorption von Wasser
erfolgt ausschlielRlich mit dem Transport I6slicher Substanzen. Wie fir Elektrolyte ist dabei
die Durchlassigkeit im oberen Dinndarm relativ hoch, so dass hier schon ca. 85 % der
Chymus-Flissigkeit resorbiert werden. Nahrstoffe wie Proteine und Kohlenhydrate
werden nach  hydrolytischer  Spaltung durch  spezialisierte  Enzyme  der
Burstensaummembran (Oligosaccharidasen, Oligopeptidasen) als Monosaccharide bzw.
Mono-, Di- und Tripeptide zumeist mittels Na'-Cotransport in die Enterozyten
aufgenommen und durch erleichterte Diffusion Uber die basolaterale Membran ins
Interstitium abgegeben. Die Aufnahme von Fetten erfolgt nach deren Abbau durch
Pankreaslipase und Darmbakterien zu Monoacylglyceriden und kurz- und mittelkettigen

Fettsduren durch einfache Diffusion [Schmidt und Thews, 1995].
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3.1.4. Die intestinale Mikroflora

Wahrend der Magen und der obere Dunndarm eher keimarm sind, nimmt die
Bakterienzahl nach distal stark zu. Sie steigt von 10° koloniebildenden Einheiten (cfu)/mL
Chymus in Magen und Duodenum iiber 10* — 10® cfu/mL in Jejunum und lleum auf 10° —
10"? cfu/mL im Kolon stark an. Die Anzahl verschiedener Bakterienstamme ist in Kindern
noch relativ gering, nimmt mit steigendem Lebensalter jedoch zu und erreicht bei
Erwachsenen einen sehr hohen Grad der Komplexitat. Auch das Auftreten einzelner
Stamme unterscheidet sich stark zwischen verschiedenen Menschen, was vor allen
Dingen durch die Ernahrung determiniert ist, da die aufgenommene Nahrung nicht nur
dem Menschen sondern auch den besiedelnden Bakterien als Energiequelle dient [Blaut
und Clavel, 2007]. Die genaue Anzahl verschiedener Bakterien-Arten ist bislang noch nicht
bekannt, jedoch konnten in den letzten Jahren im Rahmen eines EU-geférderten
Projektes durch die Analyse der prokaryotischen 16S rRNA viele neue Arten identifiziert
werden [Blaut et al., 2002]. Die Mehrzahl der Kolonbakterien sind obligate Anaerobier, in
erster Linie Bacteroides. Aerobe Stadmme wie Escherichia coli, Enterokokken und
Laktobakterien machen nur 1 % der Darmbakterien aus [Thews, 1999]. Aufgabe der
intestinalen Mikroflora ist der Abbau noch nicht verdauter Nahrungsbestandteile. Dazu
zahlen hauptsachlich im Dinndarm nicht verdaute Kohlenhydrate (vor allem Ballaststoffe
wie Zellulose, Pektin, Inulin) aber auch Proteine, Mukus und abgeschilferte Epithelien.
Wahrend des Abbaus findet zunachst eine Depolymerisierung zu mono- und oligomeren
Zuckern, Peptiden und Aminosauren statt die dann, wie oben beschrieben vom Korper
resorbiert werden kdnnen. Ein Teil dieser Substanzen wird weiter abgebaut, es entstehen
als finale Produkte des Kohlenhydrat-Abbaus sowohl kurzkettige Fettsauren (SCFA; v.a.
Acetat, Propionat, Butyrat) als auch CO, und H, [Blaut und Clavel, 2007].

Kurzkettige Fettsduren

Die Bildung der SCFA ist fur den Korper von entscheidender Bedeutung, da bis zu 70 %
des Energiebedarfs des Kolon-Epithels durch die Oxidation von Butyrat gedeckt werden
[Blaut und Clavel, 2007]. Auch bei der Pravention von Krankheiten scheinen SCFA eine
wichtige Rolle zu spielen. Mehrere Studien zeigen einen positiven Effekt von
Ballaststoffen bei der Pravention von Darmkrebs, vor allem bedingt durch zwei Faktoren:
neben einer Reduktion der Exposition von Darmzellen mit Risikofaktoren (durch Induktion
protektiver Enzyme wie z.B. Glutathion-S-Transferasen) verringern SCFAs die
Uberlebensrate der Tumorzellen und -vorstufen (durch Wachstumshemmung und
Apoptose-Induktion) [Pool-Zobel, 2005]. Neben ihrer krebspraventiven Wirkung zeigen

SCFAs auch anti-inflammatorische Eigenschaften. Bei Patienten mit Morbus Crohn
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reduzierte Butyrat die Expression pro-inflammatorischer Zytokine durch Inhibierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB [Segain et al., 2000].

Durch den Abbau von Proteinen und Aminosauren entstehen eine ganze Reihe
verschiedener, teilweise toxischer Verbindungen wie Amine, die mit Nitrit zu N-
Nitrosoverbindungen reagieren kénnen, Ammoniak oder H,S [Blaut und Clavel, 2007]. Auch
Xenobiotika wie Medikamente und bioaktive Lebensmittel-Inhaltsstoffe kdnnen von
Darmbakterien metabolisiert werden. Bislang sind Uber 30 verschiedene Wirkstoffe
bekannt, die als Substrat fliir einen bakteriellen Abbau dienen konnen. Dabei ist die
Wirksamkeit der entstehenden Abbauprodukte teilweise nicht bekannt [Sousa et al., 2008].

Auch bioaktive Lebensmittelinhaltsstoffe werden, wenn sie den Darm erreichen, durch die
intestinale Mikroflora metabolisiert. Als prominenteste Substanzen sind hier
polyphenolische Verbindungen zu nennen, auf deren Abbau in Abschnitt 3.4.2.5

eingegangen wird.

3.1.5. Pathophysiologie des Darms

Die Erkrankungen des Darms gehen einher mit Stérungen seiner physiologischen
Funktion, v.a. der Wasser- und Elektrolytresorption und der Motilitat. Diarrhd (Durchfall),
Obstipation (Verstopfung), Meteorismus (vermehrter Gasgehalt) und Flatulenz sind die

hauptsachlichen Symptome [Siegenthaler und Blum, 20086].

3.1.5.1. Chronisch-entziundliche Darmerkrankungen

Zu den chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen zahlen zwei schubweise verlaufende,
das intestinale, Mukosa-assoziierte Immunsystem betreffende und mit einer gestorten
Zytokinregulation einhergehende Erkrankungen der Darmwand:

- Colitis ulcerosa und

- Morbus Crohn (Enteritis regionalis).
Bei der Colitis ulcerosa handelt es sich um eine kontinuierliche Entzindung der
kolorektalen Schleimhaut, die zumeist das Rektum einbezieht und eine variable
Ausdehnung nach proximal aufweist. Im Gegensatz dazu manifestiert sich Morbus Crohn
als chronisch-ulzerierende, diskontinuierliche Entziindung, die prinzipiell in allen
Abschnitten des Gastrointestinaltrakts (von der Mundhéhle bis zum Anus) auftreten kann
und alle Schichten des Darms mit einschlie3t. Die Inzidenzen der beiden Krankheiten
betragen 4 — 7/10° fiir Morbus Crohn bzw. 9 — 12/10° fiir Colitis ulcerosa. Im Laufe beider
Krankheiten konnen verschiedene krankheitsbedingte Komplikationen auftreten:
Fisteln/Abszesse, Strikturen/Stenosen, Fissuren, Perforation, toxisches Megakolon und,
haufiger bei der Colitis ulcerosa beobachtet, Neoplasien und kolorektale Karzinome

[Hoffmann et al., 2004; Thews, 1999]. Beide Erkrankungen sind zum Teil vererbbar und somit
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genetisch bedingt. In den letzten Jahren konnten verschiedene Mutationen identifiziert
werden, die mit der Entstehung chronisch-entzindlicher Darmerkrankungen in
Verbindung stehen. So bestatigten im Jahr 2001 drei parallel erschienene Publikationen
die Wichtigkeit von NOD 2/CARD 15 fur die Entstehung von Colitis ulcerosa. Das Protein
NOD 2/CARD 15 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Transkriptionsfaktors
NF-xB, welcher einen starken Einfluss auf die Entstehung von Entziindungen hat [Russell
et al., 2004].

3.1.5.2. Darmkrebs

Darmkrebs ist eine der haufigsten Krebserkrankungen weltweit. Trotz des &ahnlichen
Aufbaus von Dick- und Diinndarm kommt Dinndarmkrebs nur auferst selten vor, so dass
die haufigsten Falle von Darmkrebs Tumoren von Kolon und Rektum betreffen [Marquardt
und Schafer, 2004]. Bei der Inzidenz lag Kolorektalkrebs im Jahr 2002 weltweit auf Rang 3.
Die Pravalenz rangiert sogar an zweiter Stelle bei den Krebserkrankungen [Parkin et al.,
2005]. Den hdchsten Zuwachs an Neuerkrankungen weisen Nordamerika, Japan,
Australien/ Neuseeland und Westeuropa auf, wahrend die Inzidenz in Afrika und Asien

eher gering ist [Parkin et al., 2005].

Genetische Pradisposition

Zwischen 15 — 30 % der auftretenden kolorektalen Tumoren stehen im Zusammenhang
mit einer erblich bedingten Pradisposition, davon lassen sich 5 — 10 % einem definierten
genetisch bedingten Syndrom zuordnen. Zu diesen definierten Syndromen zahlen
familiare adenomattse Polyposis (FAP), attenuierte familiare adenomatdse Polyposis
(aFAP), MUTYH- oder MYH-assoziierte Polyposis (MAP) sowie das Lynch-Syndrom, auch
bekannt als hereditares nicht-polyposis-assoziiertes kolorektales Karzinom (HNPCC)
[Herraiz und Munoz-Navas, 2009; Moslein, 2008]. Die betroffenen Gene sind dabei das
Tumorsuppressorgen APC (adenomatous polyposis coli), welches bei FAP und aFAP
mutiert ist sowie das Reparaturgen MUTYH. Das HNPCC wird durch eine
Keimbahnmutation in einem der DNA-Reparaturgene (MMR, ,mismatch repair®, siehe
auch Abschnitt 3.3.2.1) verursacht. Bislang wurden krankheitsverursachende genetische
Alterationen in 4 verschiedenen MMR-Genen identifiziert (nMSH2, hMLH1, hPMS2 und
hPMS6) [Moslein, 2008]. Auch entzindliche Darmerkrankungen, vor allem Colitis ulcerosa,
konnen in ihrem fortgeschrittenen Krankheitsverlauf ebenfalls zu kolorektalen Tumoren
fuhren [Hoffmann et al., 2004].

Molekularbiologische Mechanismen der Kolonkanzerogenese
Die Kanzerogenese ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem sich Uber lange Zeitrdume

hinweg normale Korperzellen zu Krebszellen verandern. Diese Zeitspanne der
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Tumorentstehung wird in Initiation, Promotion und Progression unterteilt und beinhaltet
verschiedene Schritte auf molekularer und Gewebeebene, die sich an die erste
initiierende Mutation anschlieBen (Abbildung 3.1). Bei der Initiation erfahrt die Zelle eine
irreversible Veranderung des genetischen Materials, die an die Tochterzellen
weitergegeben wird. In der Promotionsphase kommt es zur Stimulierung des
Zellwachstums mit einer bevorzugten Proliferation der initiierten Zellen. Die Progression
fuhrt im Weitern zu einer Zunahme der Wachstumsautonomie und Malignitat des
Mikrotumors. Zunehmende Progression des Tumorgewebes auflert sich dann in der
Ausbildung von Metastasen [Eisenbrand et al., 2005].

Die Pathognese von Darmkrebs folgt diesem Schema meist sehr gut. Als erstes
sichtbares Ereignis erfolgt die Ausbildung gutartiger Lasionen oder Praneoplasien, wie
z.B. aberrante crypt foci (ACF). Dabei handelt es sich um einzelne oder multiple Krypten,
die veranderte luminale Offnungen besitzen, ein verdicktes Epithel zeigen und groRer als
benachbarte Krypten sind. Aus diesen pramalignen Lasionen entstehen in der
Progressionsphase Adenome, die sehr langsam wachsen und aus denen meist
Karzinome entstehen [Marquardt und Schafer, 2004].

Die erste Verbindung von histologischen und morphologischen Veranderungen mit den
gefundenen genetischen Veranderungen wurde durch Fearon und Vogelstein hergestellt
[Fearon und Vogelstein, 1990]. Die genetischen Veranderungen ereignen sich dabei in
solchen Genen, die fir Zellwachstum, Zelldifferenzierung, DNA-Reparatur und
Interaktionen zwischen zellularer und extrazelluldrer Matrix zustandig sind, wobei laut
Fearon und Vogelstein Mutationen in vier bis finf Genen zur Ausbildung eines malignen
Tumors gentigen. Diese sind das APC-Gen, das KRAS-Gen (kirsten rat sarcoma), das
TP53-Gen (tumor protein 53) und das DCC-Gen (deleted in colorectal cancer). Hinzu
kommen Veranderungen im SMAD2/SMAD4- bzw. MCC-Gen (mutated in colon cancer)
[Berlau et al., 2004; Fearon und Vogelstein, 1990; Takayama et al., 2006].

Die zeitliche Reihenfolge, in der diese Mutationen aufeinander folgen, variiert, wobei
zumeist eine somatische frameshift- oder nonsense-Mutation im APC-Gen das initilerende
Ereignis darstellt [Fearnhead et al., 2001]. So werden APC-Mutationen bereits in aberranten
Krypten und kleinen Polypen gefunden [Takayama et al., 2006]. Ohne funktionierendes
APC-Protein wird B-Catenin nicht mehr abgebaut; es transloziert in den Nukleus und dient
als Transkriptionsfaktor flr verschiedene, fir die Proliferation und Apoptosehemmung
zustandige Onkogene wie c-myc oder Cyclin-D1 [Wong und Pignatelli, 2002].

Die nachfolgende Schadigung trifft mit KRAS ein Onkogen, das fur die Regulierung des
Zellwachstums und der Zelldifferenzierung wichtig ist. Mutiertes KRAS fuhrt zu einem
konstitutiven Zellwachstum und ist wahrscheinlich mit dem Ubergang von kleinen

Adenomen zu gréReren mit einer hdheren Malignitat verbunden, da diese Mutation nur mit
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Abbildung 3.1: Mehrstufenprozess der Entstehung von . .
Kolonkrebs, modifiziert nach [Marquardt und Schifer, 2004]; flhrt wahrscheinlich zu

Abkiirzungen siehe Text. Veranderungen der Zell-
Zell- und Zell-Extrazellular-Matrix-Interaktionen in der Kolonmukosa [Fearon und Vogelstein,
1990]. Ein weiteres Tumorsuppressorgen das, wie DCC, ebenfalls auf Allel 18q liegt, ist
SMAD4, dessen Inaktivierung vermutlich mit der Progression von Tumoren einhergeht
[Takayama et al., 20086].
Veranderungen im TP53-Gen stellen ein spates Ereignis der Kanzerogenese dar und
markieren gemeinhin den malignen Ubergang vom Adenom zum Karzinom. TP53-
Mutationen kénnen in 40 — 50 % der kolorektalen Tumore gefunden werden und gehen
einher mit einer deutlich schlechteren Prognose bzw. Uberlebenszeit fiir die Patienten
[Takayama et al., 2006]. Als Tumorsuppressor reguliert p53 nach DNA-Schadigung die
Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der Apoptose
(des programmierten Zelltods) oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Durch die
Inaktivierung von p53 ist weder ein Anhalten des Zellzyklus zur DNA-Reparatur, noch die
Einleitung der Apoptose mdglich. Die Zellen beginnen sich auch mit Schaden in der DNA

unkontrolliert zu teilen, es kommt zur Tumorbildung.
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Neben diesem Modell der chromosomalen Instabilitdt (Adenom-Karzinom-Sequenz) gibt
es nach Potter et al. [Potter, 1999] noch drei weitere Wege, die bei der Entstehung von
Darmkrebs eine Rolle spielen. Diese sind jedoch nicht diskret, d.h. in Tumoren kénnen
auch mehrere dieser Sequenzen zu finden sein:

Der HNPCC-Weg beruht auf einer Stérung der DNA-Reparatur (mismatch repair) und
fuhrt zur Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Dieses Phanomen ist gekennzeichnet durch
Langenveranderungen innerhalb kurzer, repetitiver DNA-Sequenzen (Mikrosatelliten, z.B.
...CACACA...), die durch DNA-Reparaturenzyme nicht behoben werden. Die dadurch
entstehenden frameshift-Mutationen flhren zur Inaktivierung der entsprechenden
Genprodukte und werden bei MSI*-Tumoren haufig bei Proteinen der Signaltransduktion,
Apoptose und DNA-Reparatur beobachtet. Dieser Verlauf kann vor allem bei HNPCC,
aber auch in ca. 20 % der Patienten mit sporadischem Darmkrebs beobachtet werden
[Jacob und Praz, 2002].

Die Dysplasie-Karzinom-Sequenz ist vor allem in Patienten mit Colitis ulcerosa verbreitet.
Im Gegensatz zur Adenom-Karzinom-Sequenz lassen sich hier kaum Mutationen von
APC, DCC, und KRAS beobachten. Eine Mutation von TP53 zeigt sich hier auch in 70 —
80 % aller Falle, findet aber viel friher - ndmlich schon im Stadium der Dysplasie — statt.
Die Entstehung von Darmkrebs ist hier eher auf eine verminderte Expression der
Tumorsuppressorgene p21%™  p27“"' und eine Hypermethylierung des p16™“a-
Genpromotors zurtckzufihren. Die drei Genprodukte sind alle Hemmer des
Cyclin D1/CDK4-Komplexes, der fir den korrekten Ablauf der Zellteilung verantwortlich ist
[Wong und Harrison, 2001].

Der vierte Beitrag zur Kolon-Kanzerogenese ist das epigenetische Silencing
verschiedener Gene, welches in vielen Darmkrebs-Fallen beobachtet wird. Inzwischen ist
bekannt, dass die Hypermethylierung nicht auf Krebszellen beschrankt ist, da mit
zunehmendem Alter auch in normalen Epithelien immer mehr CpG-Inseln methyliert
werden, obwohl die Hypermethylierung in neoplastischen Zellen ausgepragter ist. Zu den
in Darmkrebs haufig methylierten Genpromotoren gehdren u.a. auch Reparaturenzyme
wie z.B. hMLH1 oder MGMT oder Proliferationshemmer wie MyoD1, RARb1 und RASSF1
[Kondo und Issa, 2004].

Der Locus, an dem die ersten praneoplastischen Veranderungen auftreten, ist jedoch
noch nicht geklart. Zur Zeit existieren zwei unterschiedliche Theorien, die sich vereinfacht
als top-down- und bottom-up-Modell bezeichnen lassen [Preston et al., 2003; Wright und
Poulsom, 2002]: Die Arbeitsgruppe von Wright geht davon aus, dass das erste
Mutationsereignis in einer Stammzelle der Kolonkrypten oder einer sehr frihen
teilungsaktiven Tochterzelle stattfinden muss. Durch Teilung der mutierten Stammzelle

wandern dann, der normalen Proliferationsrichtung folgend, die initilerten Zellen zur Spitze
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der Krypte (bottom-up). Diese These wird untermauert durch die Beobachtung, dass die
erste beobachtbare Lasion, ein monokryptisches Adenom, einen erweiterten
Proliferationsbereich innerhalb der gesamten Krypte und eine scharfen Abgrenzung zu
benachbarten Krypten aufweist (Abbildung 3.2B).

Aberrante Krypte

Darmlumen |
2 2 |

Hyperplastische Krypte
Normale Krypte

Sterbende 3
Zellen

Erweiterter
Proliferationsbereich

Beginnende

Differen- Polypenbildung

zierte
Zellen

o
Proli-
ferie-
rende
Zellen

Migrationsrichtung

Langsam proliferierende
Stammzellen

A B C

Abbildung 3.2: Pathophysiologie der Entstehung abberanter Krypten nach dem bottom-up-
Modell. Normale (A), prénepolastische (B) und aberrante Krypten (C). [Marquardt und
Schafer, 2004]

Bei diesem Modell miussten die teilungsaktiven Zellen aber erst als aberrante Krypten,
Mikroadenome oder adenomatése Polypen in das Kolonlumen hineinwachsen, bevor die
Fazesinhaltsstoffe eine Rolle bei der Kolonkarzinogenese spielen kénnen. Die Gruppe
von Vogelstein hingegen geht von einem top-down-Modell aus, bei dem eine luminal
gelegene Kolonzelle geschadigt wird und sich unter Verdrangung der normalen Zellen zur
Kryptbasis hin ausbreitet, da sich in frihen Tumorformen dysplastische Zellen in vielen
Fallen im luminalen Teil der Krypte finden lassen, wahrend die Zellen am Boden der
Krypte morphologisch normal aussehen [Shih et al., 2001; Wright und Poulsom, 2002]. Bei
diesem Modell kdonnte auch das erste, initierende Mutationsereignis Uber mutagene

Inhaltsstoffe des Darmlumens vermittelt sein.

Einfluss der Ernahrung auf die Entstehung von Darmkrebs

Gerade bei Kolonkrebs spielt die Ernahrung eine wichtige Rolle, sowohl bei der Genese
als auch bei der Pravention dieser Erkrankung. So koénnten durch eine gesunde
Erndhrung in den westlichen Industrielandern 30 — 40 % aller Krebserkrankungen
verhindert werden [Donaldson, 2004; WCRF und AICR, 2007].
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In den letzten Jahren wurden durch zahireiche epidemiologische Studien verschiedene
Lebensstile identifiziert, die einen Einfluss auf die Entstehung von Darmkrebs haben. Es
ist ziemlich sicher, dass regelmalige Bewegung sowie regelmalliger Verzehr von Obst
und Gemise, ballaststoffreichen Lebensmitteln, Milch, Fisch und Lebensmitteln die Folat,
Selen, Calcium oder Vitamin D enthalten, das Darmkrebsrisiko senkt. Risikofaktoren
dagegen sind die Ubermalfige Aufnahme von rotem und verarbeitetem Fleisch, Alkohol,
eine UbermaRige Kalorienzufuhr, mangelnde Bewegung und daraus resultierende
Fettleibigkeit, Diabetes sowie Rauchen [Donaldson, 2004; Huxley et al., 2009; WCRF und
AICR, 2007].

Nach einer fettreichen Mahlzeit kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung von
primaren Gallensauren in den Dinndarm. Diese werden zum grofen Teil im terminalen
lleum durch Natrium-Cotransport rickresorbiert und gelangen wieder in die Leber
(enterohepatischer Kreislauf). Ein gewisser Anteil jedoch gelangt in das Kolon [Thews,
1999]. Dort wirken sie direkt oder nach Metabolisierung zu sekundaren Gallensauren als
Tumorpromotor, vermutlich indem sie durch die Produktion von ROS die DNA schadigen
[Bernstein et al., 2005; Valko et al., 2001].

Bei hohem Proteinverzehr kommt es zu einem vermehrten Auftreten von Proteinen,
Peptiden und Harnstoff im Kolon. Durch den bakteriellen Metabolismus entsteht u.a. das
Ammoniumkation (NH,") welches im Tierversuch zytotoxisch wirkt und mdglicherweise

eine Rolle in der Kanzerogenese spielen kann [Biesalski und Fiirst, 1999].

3.2 Reaktive Sauerstoffspezies und Oxidativer Stress

3.2.1. Reaktive Sauerstoffspezies

Der Ausdruck Reaktive Sauerstoffspezies, kurz ROS (reactive oxygen species) ist ein
Sammelbegriff fir mehrere Sauerstoff-enthaltende Molekille, die sowohl in der
Physiologie als auch der Pathophysiologie von lebenden Organismen von Bedeutung

sind. Die wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.
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Tabelle 3.1: Radikalische und nichtradikalische ROS nach [Halliwell und Gutteridge, 1999]

Radikale nichtradikalische ROS
Superoxidradikal-Anion, O, Wasserstoffperoxid, H,O,
Hydroxylradikal, HO® Ozon, O3
Peroxylradikal, ROO" Singulettsauerstoff, 'O,
Alkoxylradikal, RO* Organische Peroxide (ROOH)
Hydroperoxylradikal, HOO®

Die zellulare Atmungskette
Alle aerob lebenden Organismen bendtigen Sauerstoff (O,). Dieser wird im Verlauf der
Zellatmung Uber vier Ein-Elektronen-Schritte zu Wasser reduziert. Diese Reduktion von
lduft als Teil der Atmungskette in den Mitochondrien der Zellen, katalysiert durch den
Komplex IV (Cytochrom C Oxidase) der mitochondrialen Elektronentransportkette, ab.
Durch Reduktion von O, mit einem Elektron entsteht das Superoxidradikalanion (O,");
Reduktion mit zwei Elektronen fiihrt zu Wasserstoffperoxid (H.O,). Dieses bildet durch
Reduktion ein Hydroxylradikal (HO®) und Wasser. Das Hydroxylradikal wird dann durch
den vierten Reduktionsschritt (und Protonierung) zu Wasser:
O, + e - 0,
0, + e + 2H' - H,0,
H,O, + e + H* - HO®* + H,O
HO® + e + H* - H.0
Wahrend dieser Schritte kann es zur Freisetzung von 1 — 5 % der einzelnen Spezies
kommen [Halliwell und Gutteridge, 1999; Kelly et al., 1998].
Das Hydroxylradikal HO® wirkt als reaktivste Sauerstoffspezies mit einem
Standardreduktionspotenzial von 2,31 V stark oxidierend. Es kann in vielen biologisch
relevanten Systemen entstehen, z.B. durch die Schwermetallionen-katalysierte Haber-
Weiss-Reaktion aus O," und H,0,:
0, + Hy0; - HO® + OH™ + O,
Die Eisenionen-katalysierte Teilreaktion wird auch als Fenton-Reaktion bezeichnet
[Eisenbrand et al., 2005]:
0,” + Fe* — 0, + Fe*
Fe* + H,0, >  HO" + OH + Fe*
Durch UV-Licht induzierte homolytische Spaltung von H;O, (z.B. in der Haut bei
Sonneneinstrahlung) oder durch die Zersetzung von Wasser durch ionisierende Strahlung
kann ebenfalls HO® entstehen. Einmal gebildet reagiert es sehr schnell mit fast allen

Molekllen in seiner unmittelbaren Nachbarschaft, was sich in seiner auf3erordentlich
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kurzen Halbwertszeit widerspiegelt (siehe Tabelle 3.2). HO® bevorzugen dabei drei
Reaktionstypen, die u.a. bei der Autoxidation von Fetten eine Rolle spielen:

Wasserstoffabstraktion, Addition und Elektronentransfer [Halliwell und Gutteridge, 1999].

Tabelle 3.2: Geschatzte Lebensdauer einiger ROS, nach [Rompp, 2009; Sies, 1991; Termini,

2000]
Reaktive (Sauerstoff)-Spezies | Halbwertszeit
Hydroxylradikal, HO® 107 s
Superoxidradikal-Anion, O,"~ variabel, spontane und enzymatische Dismutation
Alkylradikal, R 10%s
Alkoxylradikal, RO* 10°s
Peroxylradikal, ROO* 05-7s
Singulett-Sauerstoff, 'Ag O 10°s
Wasserstoffperoxid, H,O, stabil

Das Superoxidradikalanion O, ist im Vergleich zu HO® weniger aggressiv. Seine
Reaktivitat ist abhangig vom Losungsmittel, da sich in protischen Lésungsmitteln ein
Gleichgewicht zur protonierten Form einstellt:
H* + Oy = HO,*

Der pK,-Wert dieser Reaktion betragt ca. 4,8 so dass in menschliche Geweben das
Verhaltnis O,"/HO," zwischen 100/1 und 1000/1 betragt. Dennoch ist das durch
Protonierung entstehende Hydroperoxyl-Radikal (E” = -0,46 V) ein wesentlich starkeres
Reduktionsmittel als O,*" (E°’ = -0,33 V) und kann, bedingt durch den Verlust seiner
Ladung, Membranen durchdringen [Halliwell und Gutteridge, 1999]. O," wird im Organismus
durch einige Enzyme gebildet, die O, zu O," reduzieren. Die Xanthin-Oxidase katalysiert
die Reaktion von Hypoxanthin zu Xanthin. Dabei werden Elektronen zu geringen Anteilen
auf O, anstatt auf NAD® Ubertragen. Hamproteine, die nach O»-Bindung und
Elektronentransport  von Fe* auf den Sauerstoff O, freisetzen, und
Elektronentransportketten, wie in Cytochrom-P450-Enzymen oder in den Mitochondrien,
gelten als wichtigste O, -Quellen. Hier kommt es durch ,Leckage“ zur direkten
Elektroneniibertragung auf den Sauerstoff und zur standigen Bildung von ca. 2 — 3 nmol
O," pro min und mg Protein [Kelly et al., 1998; Valko et al., 2006]. Des Weiteren wird O,
durch Autoxidationsreaktionen einiger Molekile wie Flavin-haltige Reduktionsaquivalente,
Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin gebildet. Xenobiotika kénnen durch so genanntes
,Redox-Cycling“ ebenfalls O,"” generieren. Hierbei nimmt ein Chinon von einer Reduktase

ein Elektron auf, das dann auf O, Ubertragen wird (z.B. Menadion, Abschnitt 3.7.3.1;
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Abbildung 3.27). Dieser Prozess ist fUr die Toxizitat vieler Stoffe mitverantwortlich
[Eisenbrand et al., 2005].
Peroxylradikale (RO,’) und Alkoxylradikale (RO®) sind sehr gute Oxidantien. Als
einfachstes Peroxylradikal kann HO,®, die protonierte Form des Superoxidradikal-Anions,
betrachtet werden. Peroxylradikale entstehen vor allem durch Angriff von HO® auf
organische Verbindungen und direkter Weiterreaktion mit O:
HO® + R-H - H,O + R*
R* + O, - RO,
Auch durch den Abbau organischer Peroxide (ROOH) kénnen RO," und RO* gebildet
werden. Diese Reaktion wird durch UV-Licht oder durch Ubergangsmetall-lonen
katalysiert:
ROOH + Fe(lll) — ROO® + Fe(ll) + H*
ROOH + Fe(ll) — RO* + OH™ + Fe(lll)
RO,* und RO® kdonnen Wasserstoff-Atome von anderen Molekilen abstrahieren, und
tragen damit sehr stark zur Initiation der Lipidperoxidation bei [Halliwell und Gutteridge,
1999].
Zu den wichtigsten nicht-radikalischen ROS zahlt Wasserstoffperoxid (H.O,). Es
entsteht durch alle Mechanismen die O," generieren, da es als Produkt der Superoxid-
Dismutation gebildet wird. AuRerdem gibt es viele Enzyme, die in vivo H,O, produzieren,
wie Xanthin, Urat- und D-Aminosaure-Oxidasen. H,O, wirkt nur schwach oxidierend und
reduzierend und reagiert kaum mit DNA, Lipiden oder Proteinen. Trotzdem wirkt H,O, in
Konzentrationen von ca. 10 — 100 pmol/L zytotoxisch. Dies beruht zum Teil auf der
direkten Inaktivierung von Proteinen durch H,O,. So kann es eine labile Thiolgruppe
(Cys149) im aktiven Zentrum von GAPDH zur Sulfensaure oxidieren und dadurch das
Enzym inaktivieren [Ishii et al., 1999]. Durch Inkubation von Zellen mit Wasserstoffperoxid
wurden auch Modifikationen an DNA, Lipiden und Proteinen gefunden, die nicht auf der
direkten Wirkung des H,O, beruhen kénnen. Vielmehr wird es nach seinem Eindringen in
die Zelle, wahrscheinlich metallkatalysiert, zum hochreaktiven HO® reduziert (Fenton- bzw.
Haber-Weiss-Reaktion) und bewirkt so einen groRen Teil der nach H,O.-Inkubation
beobachteten oxidativen Zellschaden [Halliwell und Gutteridge, 1999].
Singulettsauerstoff 'O, zeichnet sich dadurch aus, dass die beiden entarteten r*-
Molekulorbitale Elektronen mit entgegengesetztem Spin aufweisen. Dabei existieren zwei
Formen, die sich in ihrer Elektronenkonfiguration und Reaktivitdt unterscheiden
(Abbildung 3.3). Bei dem Zustand 'Ag handelt es sich zwar nicht um ein Radikal, da keine
ungepaarten Elektronen vorliegen, er ist aber dennoch deutlich reaktiver als der
Grundzustand. '=g* ist wie der Grundzustand ein Diradikal (mit entgegen gesetztem

Elektronenspin) und noch reaktiver als 'Ag. Singulettsauerstoff entsteht durch
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Lichtanregung und ist hinsichtlich Reaktionen mit Molekilen im Singulettzustand (z.B.
Fettsauren) wesentlich reaktiver als Triplett-Sauerstoff (30,). 'O, interagiert mit anderen
Substanzen auf zwei Arten: er kann direkt mit ihnen reagieren oder er kann seine
Anregungsenergie auf andere Molekule Ubertragen, und selbst in den Grundzustand
zurtckzufallen. Dieses ,quenching” stellt eine Inaktivierung dar und wird u.a. bei Reaktion
mit Tocopherolen und Carotenoiden beobachtet. 'O, reagiert mit ungesattigten Molekiilen
(z.B. ungesattigten  Fettsauren) entweder zu Endoperoxiden  (konjugierte
Doppelbindungen) oder Hydroperoxiden (einfache Doppelbindung; En-Reaktion) [Belitz et
al., 2001; Halliwell und Gutteridge, 1999; Rémpp, 2009].

%0, Ag O, O, - 0% £g* 0,
+4+ H— A AE e
Triplett- Singulett- Superoxid- Peroxid-lon Singulett-
Grundzustand Sauerstoff radikal-Anion Sauerstoff
- v
U +94 kJ )
+157 kJ

Abbildung 3.3: Besetzung der n*-Molekiilorbitale in Sauerstoff und seinen Derivaten; nach
[Halliwell und Gutteridge, 1999], modifiziert

ROS sind nicht immer nur schadigende Nebenprodukte einer Enzymreaktion, sondern
werden z.B. aktiv von Leukozyten gebildet, um Mikroorganismen zu bekampfen (Bildung
von HOCI durch Myeloperoxidase). Des Weiteren werden ROS bei der Synthese der
Entzindungsmediatoren  Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane aus

Arachidonsaure bendtigt [Halliwell und Gutteridge, 1999].

3.2.2. Oxidativer Stress

Die Entstehung von ROS steht im Gleichgewicht zu ihrer Beseitigung durch antioxidative
Abwehrmechanismen (siehe Abschnitt 3.3). Ist dieses Gleichgewicht gestort, entweder
durch eine gesteigerte Produktion von ROS oder durch deren verminderte Zerstérung
steigt der Anteil an ROS in der Zelle an. Dieses vermehrte Auftreten von ROS wird
Loxidativer Stress” genannt und ist fur viele Schaden verantwortlich, die an den

verschiedenen Zellstrukturen entstehen.

3.2.2.1. DNA-Schadigung

Es wird geschétzt dass jede menschliche Zelle pro Tag ca. 1,5 - 10° Angriffen durch ROS
ausgesetzt ist. Das Hydroxylradikal ist dabei die reaktivste ROS und reagiert schnell mit
allen Komponenten der DNA, wahrend andere ROS wie Peroxylradikale, Superoxid und

H.O, dagegen nicht in der Lage sind, die DNA anzugreifen. Da HO®* auf Grund seiner
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hohen Reaktivitat sofort nach Bildung weiterreagiert, ist zu vermuten dass es direkt an der
DNA aus H,O, entsteht. Katalysiert wird diese Reaktion wahrscheinlich durch Metall-
Kationen (z.B. Fe), die auf Grund der hohen negativen Ladung des Zucker-Phosphat-
Ruckgrates an der DNA lokalisiert sind [Halliwell und Gutteridge, 1999]. Der Angriff von HO®
an die Basen fiihrt zu drei verschiedenen Schaden: Hydroxylierungen, Ringéffnungen und
Fragmentierungen. Daraus entsteht eine Vielzahl von Sekundarprodukten. Aullerdem
wird auch direkt das Zucker-Phosphat-Ruckgrat geschadigt, was zu DNA-Strangbriichen
fUhren kann [Kelly et al., 1998].

Das Hydroxylradikal kann Purin- und Pyrimidinbasen gleichermalien angreifen; bislang
wurden Uber 100 verschiedene Reaktionsprodukte identifiziert. So kann HO® an Guanin
an den Positionen C5, C6 oder C8 addieren oder an C4, C5, C8 von Adenin. An
Pyrimidinbasen wie Thymin und Cytosin kommt es zur H*-Abstraktion aus dem Ring oder
der Methylgruppe. Die entstehenden Radikale reagieren weiter zu Peroxiden, die dann zu
Thymidin- oder Cytosin-Glykolen und anderen Folgeprodukten gespalten werden [Halliwell
und Gutteridge, 1999]. Neben den in Abbildung 3.4 dargestellten Reaktionsprodukten einer
Base gibt es auch Reaktionen zwischen Basen, die zur Ausbildung von Inter- und
Intrastrang-cross-links flihren kénnen, die jedoch um den Faktor 100 — 1000 weniger
auftreten. So entstehen z.B. kovalente Bindungen zwischen C8 von Guanin und C5 von
Cytosin oder der Methylgruppe von Thymin [Wang, 2008].

Eine der am besten untersuchten oxidativen DNA-Schadigungen ist die Reaktion von HO*
am C8 des Desoxyguanosins. Dies ruhrt daher, dass es mit einem Redox-Potential von
1,29 V am leichtesten oxidiert werden kann (zum Vergleich: Desoxyadenosin 1,42 V;
Desoxycytosin 1,60 V; Thymidin 1,70 V) [Singh et al., 2009]. Der Angriff von HO® an C8
fuhrt zur Bildung der prominenten Reaktionsprodukte 8-Hydroxy-Deoxyguanosin (8-OH-
dG) und Formamidopyrimidin (FaPy, 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin) durch
Reduktion bzw. Oxidation des Guanosyl-Radikals (Abbildung 3.5) [Halliwell und Gutteridge,
1999].

Neben dem Hydroxylradikal gibt es auch noch andere Quellen der DNA-Schadigung, z.B.
UV-Licht oder Singulett-Sauerstoff. Dieser attackiert DNA-Basen wesentlich spezifischer
als HO® und bildet fast ausschlieRlich 8-OH-dG und FaPy. Eine DNA-Schadigung die vor

allem durch UV-Strahlung induziert wird, ist die Bildung von Pyrimidin-Basen-Dimeren.
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Abbildung 3.4: Beispiele fiir oxidierte DNA-Basen. Alle diese Schadigungen kdnnen durch
den Angriff von HO® herriihren; nach [Halliwell und Gutteridge, 1999]

Absorption von UV-B-Strahlung (A = 200 — 300 nm) durch Thymidin oder Cytosin flhrt zur
Bildung angeregter Molekule, die mit benachbarten Pyrimidinbasen dimerisieren kdnnen
(Bildung von T-T-, T-C- oder C-C-Dimeren). Die gebildeten Dimere sind chemisch stabil
und kdénnen nur zum Teil im Zuge der DNA-Reparatur wieder entfernt werden (siehe
Abschnitt 3.3.2.1). Eine weitere UV-induzierte DNA-Schadigung ist die Bildung von
Cytosin-Hydrat durch Addition von Wasser. Dieses Hydrat ist nicht stabil und kann zu

Uracil deaminiert werden.
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Abbildung 3.5: Oxidation von Guanin durch Hydroxylradikale; nach [Halliwell und
Gutteridge, 1999]
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Diese Schaden stehen vermutlich in Zusammenhang mit der Entstehung von Hautkrebs
und anderen Krankheiten wie Xeroderma pigmentosum (Mondscheinkrankheit;
Unvermoégen, UV-induzierte DNA-Schaden zu reparieren) [Halliwell und Gutteridge, 1999].
DNA-Schaden fiihren, falls sie nicht rechtzeitig erkannt und repariert werden, zu
Mutationen. So kann 8-OH-dG neben Desoxycytosin auch (mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit) mit Desoxyadenosin paaren. Dies flhrt zum Auftreten von
Substitutions-Mutationen, d.h. ein Basenpaar wird durch ein anderes ersetzt (substituiert),
wie in Abbildung 3.6 dargestellt:

8-OH-G --C — G--A

8-OH-G -- A — T--A

G-C >  8OHG-C -

Abbildung 3.6: Einfluss der C8-Hydoxylierung an Guanin auf das Auftreten von
Substitutions-Mutationen; nach [Halliwell und Gutteridge, 1999], modifiziert

Von den ROS-bedingten Mutationen sind ca. 85 % Substitutions-Mutationen, davon ca.
37 % G:C — T:A —Austausch und ca. 40 % G:C — C:G —Austausch [Termini, 2000]. Neben
der Mutation durch Basenpaar-Substitution kann ein weiterer Mutationstyp erzeugt
werden, die sog. frameshift- oder Leseraster-Mutation. Sie entsteht, wenn eines oder
mehrere Nukleotidpaare in der normalen Sequenz eines Gens hinzugefligt werden oder
wegfallen. Da fir das korrekte Ablesen der genetischen Information das richtige
Leseraster essentiell ist, wird schon durch Verlust eines einzigen Basenpaares das Gen
fehlerhaft gelesen. Diese Mutation wurde flir ROS-assoziierte Lasionen bislang nur durch
Adduktbildung mit Malondialdehyd (MDA) beobachtet (Abbildung 3.7) [Eisenbrand et al.,
2005; VanderVeen et al., 2003].

HOANF° J) J)
$
o~ N T | </ )\
Malondialdehyd (MDA) /g /

M1dC M,dA M,dG
Abbildung 3.7: Beispiele fiir MDA-DNA-Basen-Addukte; nach [Valko et al., 2006]. dR:
Desoxyribose
Vom Lipidperoxidationsprodukt MDA ist bekannt, das es in der Lage ist, DNA-Addukte zu
bilden: es reagiert mit den DNA-Basen dC, dA und dG u.a. unter Adduktbildung zu M,dC,
M;dA und M,dG (Abbildung 3.7) [Valko et al., 2004]. M1dG wird zwar durch NER repariert,

ist aber unbedingt als mutagene Lasion anzusehen [Marnett, 2002]. Dies ist auf seine
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Struktur als a,B-ungesattigte Carbonylverbindung zurickzufihren. Auch andere
Substanzen mit diesem Strukturelement wirken als Elektrophile und kénnen DNA-
Schaden verursachen, was in friheren Arbeiten gezeigt werden konnte [Golzer et al., 1996;
Janzowski et al., 2003; Janzowski et al., 2000].

Neben Schaden an den DNA-Basen kénnen ROS (und vor allem HO®) auch das Zucker-
Phosphat-Rickgrat der DNA schadigen. Das Hydroxylradikal kann Wasserstoff-Atome
von allen fiunf C-Atomen der (Desoxy-)Ribose abstrahieren, was zur Ausbildung von C-
Radikalen fuhrt. Diese werden in Anwesenheit von O, zu Peroxylradikalen oxidiert, die
sich unter Ausbildung verschiedenster Strukturen umlagern. Diese Umlagerung kann zur
Ausbildung modifizierter Zucker, abasischer Stellen, Strangbrichen und DNA-Protein-
cross-links fuhren [Valko et al., 2004]. Manche dieser Lasionen (sog. alkali-labile Stellen)
entwickeln sich auch erst nach Behandlung mit basischen Agenzien zu DNA-
Strangbriichen [Halliwell und Gutteridge, 1999].

NH, NH, NH,
N A X
49 </ )
\ A \
o N O—CH’
o
+*OH
—_—
-H,0 -H
~ o<

Abbildung 3.8: Bildung der Purin-Cyclonukleoside am Beispiel des Desoxyadenosins
[Wang, 2008]

Eine weitere Mdglichkeit ist die Cyclisierung von Desoxyribose mit einer Base, die uber H-
Atom-Abstraktion an C5’ des Zuckers und nachfolgendem Angriff an C8 von Adenin oder
Guanin verlauft (Abbildung 3.8) [Wang, 2008].

3.2.2.2. oxidative Proteinmodifikationen

Obwonhl theoretisch alle Aminosauren durch Hydroxylradikale oxidiert werden kdénnen,
weisen ROS eine besondere Reaktivitat gegenlber Molekilen auf, die einen nukleophilen
Charakter besitzen. Dies umfasst ungesattigte und schwefelhaltige Aminosauren wie
Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin, Histidin, Methionin und Cystein, an die freie Radikale
kovalent binden kénnen. Dieser Angriff kann Proteine so modifizieren, dass sie nicht mehr
in der Lage sind, ihre physiologische Funktion wahrzunehmen [Marquardt und Schéfer,
2004].

ROS koénnen Aminosauren aber auch oxidieren und so zerstdren. Oxidation des
Proteinriickgrates durch Wasserstoffatom-Abstraktion am a-C-Atom, Anlagerung von O,

und weitere Radikal-Reaktionen kdénnen eine Spaltung der Peptidbindung, vor allem an
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Glutamat und Prolin, die Einflihrung von Carbonylgruppen sowie intra- und
intermolekulare Quervernetzungen zur Folge haben [Halliwell und Gutteridge, 1999]. Die
Oxidation von Aminosaure-Seitenketten flihrt zu einer Vielzahl mdglicher Produkte. Die
gegenlber Oxidation empfindlichsten Seitenketten sind die beiden Schwefel enthaltenen
Aminosauren Cystein und Methionin. Deren Oxidation fiihrt im Fall von Cystein zumeist
zur Ausbildung einer Disulfid-Briicke mit anderen Cystein-Resten und im Fall von
Methionin zur Bildung des Sulfoxids. Beide Produkte konnen jedoch durch die
entsprechenden redox-aktiven Thiole (Glutathion, Thioredoxin) wieder regeneriert werden
[Stadtman, 2001]. Aufgrund dieser Reversibilitat als auch der Suszeptibilitadt von Methionin,
das durch fast alle ROS oxidiert werden kann, wird vermutet dass es sich bei dieser
Reaktion um eine antioxidative Abwehr handelt, um andere Aminosauren vor einer —

moglicherweise irreversiblen — Oxidation zu bewahren [Stadtman, 2001; Valko et al., 20086].

3.2.2.3. Lipidperoxidation

Lipide kénnen ebenfalls mit freien Radikalen reagieren, wobei zum einen reaktive lipophile
Radikale gebunden werden, andererseits aber eine oxidative Kettenreaktion in Gang
gesetzt wird, die Lipidperoxidation (LPO) genannt wird und zur oxidativen Zerstérung
dieser Lipide fihrt. Im Falle der Membranphospholipide flir die peroxidative Schadigung
zur Beeintrachtigung der Funktion von Organell- und/oder Zellmembranen, was den
Zelltod zur Folge haben kann [Marquardt und Schafer, 2004].

Die Reaktion beginnt durch Abstraktion eines Wasserstoff-Atoms durch eine radikale
Spezies (Initiation). Dies kann HO® sein, aber auch HO,®, RO® oder RO,* kdnnen H-Atome
abstrahieren  [Halliwell und  Gutteridge, 1999]. Auf Grund ihrer niedrigen
Bindungsdissoziationsenergie sind die bis-allylischen C-Atome der mehrfach
ungesattigten Fettsduren besonders gute Substrate der LPO [Kelly et al., 1998]. Durch
Anlagerung von O, kommt es zur Bildung von Peroxyl-Radikalen, die dann ihrerseits H-
Atome von Lipiden abstrahieren (Propagation). Die Reaktion der Alkoxyl- und Peroxyl-
Radikale untereinander fiihrt zur Bildung nicht-radikalischer Endprodukte und damit zur
Beendigung der Reaktion (Termination).

Durch die Lipidperoxidation, der damit verbundenen Cyclisierung der Fettsauren (zu
Endoperoxiden) und anschielRender Fragmentierung konnen verschiedenste Molekiile
entstehen [Belitz et al., 2001]. Neben Eigenschaften als Aromakomponenten kdnnen diese
auch zytotoxische, genotoxische und mutagene Wirkungen besitzen. Vor allem die
toxischen Wirkungen von MDA und 4-Hydroxy-2-nonenal sind gut untersucht. Beide
besitzen zwei Carbonylgruppen bzw. als Enol eine a,B-ungesattigte Carbonylfunktion,
sind deshalb hochreaktiv und kdnnen an viele Zellbestandteile wie DNA (siehe Abschnitt
3.2.2.1) oder Proteine binden [Janzowski et al., 2003; Janzowski et al., 2000; Marnett, 1999].
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3.3. Antioxidative Abwehrmechanismen

Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, ist der menschliche Koérper jeden Tag einer
Vielzahl oxidativer  Angriffe  ausgesetzt, so dass wir ohne antioxidative
Abwehrmechanismen kaum Uberlebensfahig waren. Dabei lasst sich die antioxidative
Abwehr in zwei ,Verteidigungslinien einteilen: wahrend die primare endogene Abwehr
verhindert, dass Schaden durch ROS entstehen, ist die sekundare Abwehr fir die

Reparatur schon entstandener Schaden zustandig.

3.3.1. Primare endogene Abwehr

Die primare endogene Abwehr umfasst alle MaRnahmen, um oxidative Schaden durch
ROS zu verhindern. Neben antioxidativ wirksamen Enzymen sind auch niedermolekulare
Substanzen, entweder kérpereigene oder durch die Nahrung aufgenommene, fiir die

Erhaltung des Redox-Status notwendig.

3.3.1.1. Endogene Antioxidanzien

Eines der wichtigsten zellularen Antioxidanzien ist das Glutathion (GSH, L-y-Glutamyl-L-
cysteinylglycin), welches in Konzentrationen bis zu 10 mmol/L in jeder Zelle vorkommt.
Die Synthese erfolgt Uber zwei konsekutive Schritte bei der zunachst die v-
Carboxylgruppe der Glutaminsaure mit Cystein ligiert wird (katalysiert durch y-Glutamyl-
cysteinligase, yGCL). Danach erfolgt die Bindung von Glycin durch das Enzym GSH
Synthetase.
Die Aufgaben von Glutathion in der Zelle betreffen vor allem die Bereiche antioxidative
Abwehr und Entgiftung [Halliwell und Gutteridge, 1999; Meister und Anderson, 1983]:
Durch Oxidation von 2 GSH zu Glutathion-Disulfid (GSSG) werden 2 Redox-Aquivalente
frei, die ROS reduzieren konnen. Durch das niedrige Redox-Potential im Bereich -0,17 — -
0,27 V [Millis et al., 1993] qgilt dies fur fast alle ROS (vgl. Tabelle 3.3). Die Oxidation
geschieht zum gréten Teil nicht-enzymatisch,

H,O, + 2 GSH - GSSG + 2H,0
kann aber auch durch Enzyme wie Glutathion-Peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9; Abschnitt
3.3.1.3) katalysiert werden, wobei die GPx uUberwiegend organische Peroxide (z.B.

Fettsaure-, Cumol- und tert-Butylhydroperoxid) und nicht H,O, reduziert.
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Abbildung 3.9: Strukturformel von Glutathion (links) und die Oxidation von Glutathion zum
Disulfid GSSG (rechts); nach [Halliwell und Gutteridge, 1999]

Der Anteil von GSH zu GSSG liegt in den meisten Geweben bei > 90 % (GSH-Status),
wobei eine Senkung dieses GSH-Status oder eine GSH-Depletion durch starken
oxidativen Stress verursacht wird oder diesen zur Folge haben kann, da durch die GSH-
Depletion die antioxidative Kapazitat der Zelle gesenkt wird [Kelly et al., 1998]. Die
Oxidation von GSH zu GSSG ist reversibel und stellt so ein Puffersystem fir den
Redoxzustand der Zelle dar. Sie wird durch das Enzym Glutathion-Reduktase (GSR)
reguliert, welches das oxidierte GSSG mit NADPH als Cofaktor wieder zu GSH reduziert
(Abbildung 3.10).

R-OOH 2 GSH NADP*

R-OH GSSG NADPH/H*

Abbildung 3.10: Reduktion organischer Peroxide durch GSH und dessen Regeneration;
GPx: Glutathion-Peroxidase, GSR: Glutathion-Reduktase

GSH entgiftet aber nicht nur ROS, es kann auch Protein-Thiole vor der Oxidation zu
Disulfid-Brucken schitzen bzw. oxidierte Thiole wieder reduzieren (vgl. Abschnitt 3.2.2.2)
[Stadtman, 2001].

GSH dient auch als Cosubstrat fir die detoxifizierenden Enzyme der Glutathion-S-
Transferase Familie (GST, EC 2.5.1.18), die im Phase lI-Metabolismus die Konjugation
von GSH mit Xenobiotika katalysieren. Dies ist z.B. fir «,B-ungesattigte
Carbonylverbindungen beschrieben, die in der Lage sind uber 80% des zellularen GSH zu
binden [Janzowski et al., 2000]. Diese GSH-Addukte werden dann in Mercaptursduren
umgewandelt und so ausgeschieden [Eisenbrand et al., 2005].

Thioredoxin ist ein Polypeptid mit einer Masse um 12 kDa und in eukaryotischen Zellen
weit verbreitet. Es kann, von seiner Funktion her, als Analoges des GSH bezeichnet
werden, da es, ahnlich wie im System GSH/GSSG, zwei nahe beieinander liegende Thiol-

Gruppen mit einem Redox-Potential um -0,27 V aufweist. Die Hauptaufgabe von
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Thioredoxin ist wahrscheinlich der Schutz von Proteinen vor Oxidation bzw. die Reduktion
oxidierter Protein-Thiole. Dazu bindet Thioredoxin an die Zielproteine und reduziert, tber
die Ausbildung eines gemischten Disulfides, deren Disulfid-Briicken zu freien Thiolen.
Auch Methionin-Sulfoxid, die oxidierte Form der Aminosaure Methionin, wird durch
Thioredoxin wieder reduziert. Die Regeneration von oxidiertem Thioredoxin wird durch
das Enzym Thioredoxin-Reduktase katalysiert, ahnlich der Reaktion von GSR [Halliwell
und Gutteridge, 1999].

Ubichinon (Coenzym Q10) spielt als Elektronentransporter eine entscheidende Rolle bei
der zellularen Atmungskette, wirkt aber auch als potentes Antioxidans. Es wird daher vor
allem in den Mitochondrien aber auch in Zellmembranen und anderen Lipiden gefunden.
Seine Hauptaufgabe ist die Regeneration von oxidiertem Tocopherol (Vitamin E); es kann
aber auch direkt Peroxylradikale abfangen [Borek, 2004].

Bilirubin ist das Endprodukt des Ham-Abbaus und ist intensiv gelb gefarbt. Es liegt im
Plasma hauptsachlich Albumin-gebunden in Konzentrationen von 3 — 21 pmol/L vor.
Invitro wurde gezeigt, dass Bilirubin Peroxyl-Radikale und 'O, abfangen kann. Die
Bedeutung in vivo ist allerdings noch unklar [Halliwell und Gutteridge, 1999].

Aus Hypoxanthin werden durch die Xanthin-Oxidase Xanthin und daraus Harnsaure
(Purinabbau) gebildet. In vielen Spezies wird Harnsdure Uber Allantoin zu Harnstoff und
Glyoxylat abgebaut, nicht aber in Hominiden, die die gebildete Harnsaure Uber den Urin
ausscheiden mussen. Im  Menschen liegt Harnsdure normalerweise in
Plasmakonzentrationen von 120 — 360 umol/L vor und tragt damit den grof3ten Anteil der
antioxidativen Kapazitat in Blutplasma. Harnsaure bildet nach Abfangen von Radikalen
oder Oxidation durch ROS ein Resonanz-stabilisiertes Urat-Radikalanion, das nicht mehr

zu einer Wasserstoffabstraktion fahig ist [Halliwell und Gutteridge, 1999].

3.3.1.2. Exogene Antioxidanzien

Die popularsten mit der Nahrung aufgenommenen Antioxidanzien sind wohl die Vitamine
C und E (Ascorbat und Tocopherole). Die wasserlésliche Ascorbinsaure (Vitamin C) wird
mit der Nahrung hauptsachlich Gber Obst und Gemise aufgenommen und findet sich in
jeder tierischen und pflanzlichen Zelle, teilweise in millimolarer Konzentration [Belitz et al.,
2001]. Sie ist als Cofaktor fir verschiedene Enzyme u.a. an der Synthese von Kollagen
und Noradrenalin beteiligt und dient als Antioxidans gegen eine ganze Reihe oxidativer
Spezies. Nachgewiesen ist die Schutzfunktion von Ascorbat gegen oxidative DNA-
Schaden in vivo und in vitro. AufRerdem eliminiert Ascorbinsaure O,"~, HO®, ROO", '0,, O,
sowie andere reaktive Molekille und hilft bei der Regenerierung der Antioxidanzien
Harnsaure und a-Tocopherol [Halliwell und Gutteridge, 1999]. Unter dem Begriff Vitamin E

sind Tocopherol- und Tocotrienol-lsomere zusammengefasst, von denen das RRR-a-
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Tocopherol die gréten Wirkungen zeigt. Hauptquellen des fettléslichen Vitamin E sind
vor allem pflanzliche Ole, insbesondere Getreidekeimole [Belitz et al., 2001]. Tocopherole
(TocH) inhibieren die Lipidperoxidation, da sie die entstehenden Lipidperoxide (LOQO®)
abfangen, bevor sie mit Membran-Proteinen oder angrenzenden Fettsduren reagieren
kénnen. AulRerdem reagieren sie mit '0, sowie mit O," und HO®. Die entstehenden
Tocopheryl-Radikale (Toc®) kénnen durch Ascorbat wieder regeneriert werden [Halliwell
und Gutteridge, 1999]. Weitere wichtige dietatische Antioxidanzien sind Carotinoide (z.B.
Lycopin oder B-Carotin), die neben ihrer antioxidativen Wirksamkeit auch deutlich
krebspraventive Eigenschaften zeigen und Selen, dessen antioxidative Wirksamkeit
wahrscheinlich auf einer Steigerung der Enzymaktivitdt von GPx und Thioredoxin-
Reduktase beruht, die beide Selen im aktiven Zentrum aufweisen [Borek, 2004; Pan und Ho,
2008; Valko et al., 2006]. Auf die groRe Gruppe der antioxidativ wirksamen sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe, unter denen sich vor allen Dingen die Polyphenole hervorheben,
soll in Abschnitt 3.4 naher eingegangen werden. In den letzten Jahren ist noch eine
weitere Substanzklasse, die Isothiocyanate, in den Fokus der molekularen
Ernahrungsforschung gertickt die, obwohl sie (bis auf wenige Ausnahmen) keine direkte
antioxidative Wirksamkeit aufweisen, Uiber die Modulation protektiver Enzyme (wie GSTs,
yGCL, GPx, GSR, ...) eine starke krebspraventive Wirkung aufweisen [Pan und Ho, 2008;
Valgimigli und lori, 2009].

3.3.1.3. Antioxidativ wirksame Proteine

Eine wichtige Rolle bei der zellularen antioxidativen Abwehr spielen, neben den
Antioxidanzien, die antioxidativ wirksamen Enzyme, deren Hauptaufgabe die Eliminierung
schadlicher ROS ist; die drei wichtigsten sollen nun vorgestellt werden:
Superoxid-Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) ist ein Sammelbegriff fir Oxidoreduktasen,
die in allen Aerobiern vorkommen und die Umwandlung des Superoxid-Radikal-Anions zu
Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff katalysieren:

20, + 2H" - H,O, + Oy
Da SOD das Superoxidradikal-Anion als Substrat nutzt, ist sie vor allem in den
Zellkompartimenten zu finden, in denen vermehrt O,*~ generiert wird, wie Chloroplasten,
Mitochondrien und Peroxisomen. Eine weitere Erklarung fir die spezifische Lokalisierung
der SODs ist die Undurchlassigkeit der Phospolipidmembranen fir O,". So ist die
Anwesenheit der SOD in diesen Organellen zur Entgiftung toxischer Sauerstoffspezies
unentbehrlich. Basierend auf dem Metall-Cofaktor konnen die SODs der Metazoa in zwei
Klassen eingeteilt werden: Kupfer/Zink- (CuZn-) und Mangan- (Mn-) SOD; die ebenfalls

existierende Eisen-SOD findet sich nur in Prokaryoten und Pflanzen. Von den drei in
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Saugetieren entdeckten SOD-Isoformen gehéren zwei zu den Cu/Zn-SOD (intrazellulare
SOD1, extrazellulare SOD2) sowie eine Mn-SOD (SOD3) [Alscher et al., 2002].
Die Katalase (CAT; EC 1.11.1.6) ist eine Oxidoreduktase, die Wasserstoffperoxid zu
Sauerstoff und Wasser umsetzt und in fast allen aeroben Organismen vorkommt:

2 H,0O, — 2H,0 + O,
Katalase ist in allen tierischen Hauptorganen lokalisiert, besonders konzentriert liegt sie in
der Leber vor. Subzelluldr ist die Katalase grofitenteils in den Peroxisomen der Zelle
lokalisiert. Diese, von nur einer Membran umgebenen Organellen, enthalten viele zellulare
Enzyme, die H,O, generieren, z.B. die Glykolat-Oxidase oder Flavoprotein-
Dehydrogenasen [Halliwell und Gutteridge, 1999]. Die Katalase hat verschiedene
physiologische Funktionen im Organismus. Einerseits dient das Enzym in Organellen als
Peroxidase, andererseits schitzt sie Hamoglobin und andere Protein-Thiole in
Erythrozyten vor oxidativen Schaden [Rémpp, 2009].
Glutathion-Peroxidasen (GPx; EC 1.11.1.9) reduzieren organische Peroxide (ROOH)
und H,0O, zu den entsprechenden Alkoholen (ROH) bzw. H,O (siehe Abbildung 3.10). Die
bendtigten Reduktionsdquivalente werden durch die Oxidation von GSH zu GSSG
bereitgestellt. Die Regenerierung des GSSG wird durch GSR mit NADPH als Cofaktor
gewabhrleistet [Kelly et al., 1998]. Bisher sind vier Selen-abhangige Isoenzyme bekannt, die
zytosolische GPx (cGPx, GPx1), die gastrointestinale GPx (GI-GPx, GPx2), die Plasma
GPx (pGPx, GPx3) und die Phospholipid-Hydroperoxid GPx (PHGPx, GPx4). Des
Weiteren existieren auch noch zwei Selen-unabhangige Isoenzyme: GPx5 wird in den
Nebenhoden von Nagern und Affen exprimiert und enthalt Cystein anstatt Selenocystein
im katalytischen Zentrum. GPx6 wurde bisher ausschlieBlich im Geruchsephithel des

Menschen nachgewiesen [Brigelius-Flohe, 2006].

Die vorgestellten Enzyme wirken nicht fir sich alleine, sondern verstarken und
unterstitzen sich gegenseitig in ihrer Wirkung. So kann CAT das durch SOD gebildete
H,O; eliminieren wahrend durch SOD O," abgebaut wird, welches als Inhibitor von CAT
und GPx auftreten kann [Halliwell und Gutteridge, 1999].

Im weiteren Sinne kénnen auch Eisentransport- und -speicherproteine zu den antioxidativ
wirksamen Proteinen gezahlt werden. Wahrend die oben vorgestellten Enzyme schon
gebildete ROS abfangen, binden Transferrin und Ferritin Eisen-lonen, um sie dem
Organismus fir Redox-Reaktionen zu entziehen. Das Glykoprotein Transferrin bindet
freie Eisenionen im Blutplasma wahrend Ferritin flr die intrazellulare Speicherung des
Eisens zustandig ist; dieses in Ferritin gebundene Eisen macht etwa 26 % des gesamten

Eisenpools aus. Durch die hohe Affinitdt von Transferrin zu Eisen und seiner
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Ublicherweise nur unvollstandigen Sattigung (ca. 20 — 30 %) wird der Anteil an freiem

Eisen im Blut im Normalfall auf Null reduziert [Halliwell und Gutteridge, 1999; R6mpp, 2009].

3.3.1.4. Das antioxidant responsive element (ARE)

Neben der Beseitigung von ROS und Reparatur bereits geschadigter Makromolekile
spielt auch die Regulation protektiver Enzyme durch das sogenannte antioxidant
responsive element (ARE), manchmal auch electrophile responsive element (EpRE)
genannt, in der Chemopravention eine gro3e Rolle. Zu den ARE-regulierten Proteinen
gehdren Enzyme des Glutathionsyntheseweges (z.B. yGCL und Glutathion-Synthase),
Redoxproteine mit aktiven Sulfthydrylgruppen (z.B. Thioredoxin) und Fremdstoff-
metabolisierende Enzyme (GSTs, UDP-Glucuronosyl-Transferasen (UGTs), NQO1 und
Hamoxygenase-1). Sie haben die Funktion der Detoxifizierung und/oder besitzen
antioxidative Funktionen, wodurch sie die Zelle vor genotoxischer Schadigung schiitzen
[Lee und Surh, 2005; Lee-Hilz et al., 2006; Nguyen et al., 2003]. Das ARE kann durch eine
Reihe strukturell unterschiedlicher Substanzen aktiviert werden. Dazu gehéren Phenole,
Chinone, Mercaptane, thiolhaltige Strukturen wie Isothiocyanate, Schwermetalle oder
Hamkomplexe. Die meisten aktivierenden Substanzen zeigen elektrophile und
sulfhydrylbindende Eigenschaften [Lee und Surh, 2005].

Der ,nuclear factor erythroid 2-related factor 2“ (Nrf2) ist ein bedeutender
Transkriptionsfaktor, der in der ARE-vermittelten Zellantwort auf oxidativen Stress und
Fremdstoffe eine Rolle spielt. In der inaktiven Form liegt Nrf2 an Keap1 (Kelch-like
erythroid-cell-derived protein with CNC homology-associating protein 1) gebunden im
Zytoplasma vor. Nach Dissoziation des Komplexes durch Wechselwirkung der Aktivatoren
mit den Cysteinresten von Keap1 oder nach Phosphorylierung des Komplexes kann Nrf2

in den Kern gelangen und an das ARE binden [Lee-Hilz et al., 2006].

3.3.2. Sekundare endogene Abwehr / Reparatur oxidativer
Zellschaden

Neben der Inaktivierung von ROS (primare Abwehr, siehe Abschnitt 3.3.1) hat der Kérper
auch Strategien um bereits geschadigte Makromolekile (DNA, Proteine, Lipide) entweder

zu reparieren oder, falls das nicht mdglich ist, diese Strukturen gezielt abzubauen.

3.3.2.1. DNA

Die korrekte Funktion der DNA-Reparaturenzyme ist fiir aerobe Lebewesen essentiell
zum Uberleben, da Zellen mit geschadigter DNA entweder die Zellteilung aussetzen (bis

die DNA repariert ist) oder, falls das nicht méglich ist, in Apoptose gehen.
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Fast alle oxidativen DNA-Schaden werden durch Basen-Exzisions-Reparatur (BER)
repariert; dabei wird selektiv die geschadigte Base erkannt, ausgeschnitten und die
entstehende Liicke wieder mit der richtigen Base geflillt [Robertson et al., 2009].

Bei groBeren Lasionen, die durch BER nicht korrigiert werden kénnen (z.B. Crosslinks wie
Pyrimidin-Dimere oder DNA- Addukte mit Kanzerogenen wie cis-Platin, Benzo[a]pyren-
Diolepoxid, aromatischen Aminen, Aflatoxinen oder Nitrosaminen), kommt das Verfahren
der Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) zum Einsatz. Dabei wird ein groReres Nukleotid
von 27 — 29 Basenpaaren Lange ausgeschnitten, in deren Zentrum die Modifikation liegt.
Die entstandene Licke wird dann, mit dem komplementaren DNA-Strang als Vorlage,
wieder gefillt und durch eine DNA-Ligase geschlossen [Nouspikel, 2009]. Nach einem
ahnlichen Verfahren funktioniert auch die Korrektur falsch eingefligter Basen (mismatch
repair); diese kdnnen bei der Neusynthese der DNA eingefligt werden, aber auch durch
Mutationen entstehen (z.B. frameshift-Mutation, Punktmutation). Dabei wird ein
Oligonukleotid von 300 — 500 Basenpaaren ersetzt. Eine fehlerhafte DNA-Mismatch-
Reparatur ist wahrscheinlich der Grund fur das Auftreten von HNPCC (siehe Abschnitt
3.1.5.2) [Halliwell und Gutteridge, 1999; Méslein, 2008].

Eine der am schwersten zu reparierenden Lasionen stellt der DNA-Doppelstrangbruch
dar, fir den es zwei verschiedene Reparatur-Mechanismen gibt. Zum einen das nicht-
homologe Endjoining, bei dem die beiden Enden der geschadigten DNA wieder ligiert
werden, ohne eine homologe Vorlage (Schwester-Chromatid) zu haben. Der andere
Mechanismus ist die homologe Rekombination, die den Bruch beseitigt indem die
Informationen auf dem unbeschadigten Chromatid als Vorlage fir die Neusynthese der
fehlenden DNA genutzt werden. Dazu werden DNA-Abschnitte zwischen den beiden
Chromatiden ausgetauscht (Schwesterchromatid-Austausch) [Wyman und Kanaar, 2006].
Das DNA-Reparatursystem  wird unterstlitzt durch einen p53-vermittelten
(vorubergehenden) Zellzyklusarrest. Dadurch werden die Zellteilung und die Weitergabe
der DNA-Schaden an Tochterzellen verzégert und der Schaden kann repariert werden. Ist
der Schaden zu schwer, geht die Zelle in den programmierten Zelltod (Apoptose)
[Hoeijmakers, 20071].

3.3.2.2. Proteine

Oxidierte Proteine kénnen ebenfalls repariert werden, wobei dies hauptsachlich die
Regeneration oxidierter Thiole von Cystein und Methionin beinhaltet (siehe auch
Abschnitte 3.2.2.2 und 3.3.1.1), die durch Disulfidreduktasen (z.B. Thioredoxin-System),
Methionin-Sulfoxid durch MetSOx-Reduktasen regeneriert werden [Halliwell und Gutteridge,
1999; Stadtman, 2001].

Der grofite Anteil irreversibel oxidierter Proteine wird jedoch abgebaut. Dies erfolgt tGber

proteinspezifische Proteasen, lysosomale Proteasen sowie durch den zytoplasmatischen
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26S-Proteasomkomplex, zu dem das 20S-Core Proteasom sowie zwei 19S-
Cap Komplexe gehoéren. Abzubauende Proteine werden vom Korper durch
Ubiquitinylierung (Bindung mehrerer Ubiquitin-Molekule) markiert; diese werden durch die
19S-Cap Komplexe erkannt und entfernt. Gleichzeitig wird die Tertiarstruktur der Proteine
ATP-abhangig zerstort und das lineare Protein wird sequentiell vom 20S-Core Proteasom
abgebaut [Lecker et al., 2006].

3.3.2.3. Lipide

Hauptziel oxidativer Angriffe sind vor allem Membran-Lipide, Fettsduren und Lipoproteine.
Fettsdure-Peroxide in Membranen kdénnen mit Hilfe der Phospholipase A, von den
Phospholipiden abgespalten und durch Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathionperoxidase
zum Fettsaure-Alkohol reduziert werden. Die fehlende Fettsaure wird durch Reacylierung

mit Fettsdure-CoA wieder ersetzt [Halliwell und Gutteridge, 1999].

3.4. Flavonoide und Polyphenole

Epidemiologische Studien beweisen, dass eine obst- und gemisereiche Ernahrung das
Risiko an Krebs zu erkranken deutlich mindern kann [Steinmetz und Potter, 1996]. Viele der
protektiven  Wirkungen von Obst und Gemise werden den sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen (auch Phytochemikalien genannt) zugeschrieben. Wahrend die
primaren Pflanzenstoffe als Nahrstoffe vorwiegend am Energiestoffwechsel und am
Aufbau der Pflanze beteiligt sind, dienen die im sekundaren Stoffwechsel gebildeten
Substanzen (sekundare bzw. nicht nutritive Pflanzeninhaltsstoffe) der Pflanze u.a. als
Abwehrmittel gegen Schadlinge und Krankheiten, als Wachstumsregulatoren und als
Farb- und Aromastoffe. Insbesondere wegen ihrer protektiven Effekte auf die Entstehung
von Krebs und anderen Krankheiten sind diese Substanzen verstarkt ins Interesse der

Forschung gertickt [Craig, 1999].

3.4.1. Struktur und Vorkommen

Unter der Bezeichnung Polyphenole wird eine Klasse von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen zusammengefasst, die als gemeinsames Merkmal einen oder
mehrere phenolische Ringe aufweisen [Manach et al., 2004]. Die Gruppe der Polyphenole
besteht aus mehreren tausend (derzeit) bekannten Substanzen und ist im Pflanzenreich
ubiquitér verbreitet. Die Biosynthese der Polyphenole geht von der Aminosaure

Phenylalanin aus [Li et al., 2007] und ist schematisch in Abbildung 3.11 dargestellt:
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Phenylalanin Chinasdaure «<—— Shikimisaure

Zimtsaure
l . Chlorogensaure
p-Cumarsaure —1' Kaffeessure — ~ Cumaroylchinaséure
l T Hydroxyzimtséauren

p-Cumaroyl-CoA ——» Kaffeeoyl -CoA

V 3 Malonyl-CoA %

Naringenin Eriodyctiolchalcon =——» Phloretin

L/ DihydrochalCOne

Dihydroquercetin — Leukocyanidin N

N Catechin
) . > Procyanidine
n

» Epicatechi
Quercetin Cyanidin —

\

Flavonole Anthocyane Flavanole

Abbildung 3.11: Biosynthese der Polyphenole in Apfeln; nach [Li et al., 2007] modifiziert

Die wichtigsten Vertreter innerhalb der Polyphenole lassen sich in Gruppen mit
unterschiedlich komplexen phenolischen Grundgeristen aufteilen:

- Phenolcarbonsauren und deren Derivate

- Flavonoide und (Dihydro-)Chalcone

- Cumarine

- Stilbene

Zur besseren Strukturierung kénnen auch diese Gruppen wiederum in Untergruppen
eingeteilt werden. Da Stilbene und Cumarine bislang nicht als Inhaltsstoffe von Apfeln
nachgewiesen worden sind, soll im Folgenden nur auf die beiden ersten Gruppen

eingegangen werden.

3.4.1.1. Phenolsauren

Unter dem Begriff Phenolsduren werden Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren
(Abbildung 3.12) zusammengefasst, die meist mit organischen Sauren (z.B. Chinasaure)
oder mit Zuckern verestert sind [Watzl und Rechkemmer, 2001b].

Hydroxyzimtsduren, die sich von der Zimtsaure (3-Phenyl-trans-propensaure) ableiten,
spielen auf Grund ihres teilweise hohen Gehaltes in verschiedenen Pflanzen eine wichtige
Rolle. Vor allem die Chlorogensaure (5-Kaffeeoylchinasdure), die in Kaffee und Apfeln,
aber auch in Beeren- und Steinobst vorkommt, erreicht Konzentrationen, die im Bereich
von 500 (Apfel) bis 2080 (Heidelbeere) mg/kg FW (Frischgewicht) liegen kénnen [Belitz et
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al., 2001; Rice-Evans und Pecker, 2003]. In frisch aufgebriihtem Kaffee finden sich Gehalte
von 500 — 800 mg/L [Olthof et al., 2003]. Die beiden anderen Isomere, 3- und 4-
Kaffeoylchinasaure sind in Apfeln zumeist nur in Spuren vorhanden; in Kirschen oder
Pflaumen konnen sie jedoch hohe Konzentrationen erreichen (in Pflaumen: 4-
Kaffeeoylchinasaure bis zu 100 mg/kg FW, 3-Kaffeeoylchinasaure bis zu 771 mg/kg FW)
[Rice-Evans und Pecker, 2003].

R, R,
o
X OH OH
/ "
o R, R,
Hydroxyzimtsauren Hydroxybenzoesauren HO COOH
X=0H Gallussdure R;=OH R,=OH
p-Cumarsaure R;=H R,=H Protocatechusdure R,;=OH R,=H
Kaffeesdure R,=OH R,=H HOY N
X = 5-(-)-Chinasaure-Ester OH
Chlorogensaure R,=OH R,=H (-)-Chinasaure

Abbildung 3.12: Haufig in Lebensmitteln vorkommende Hydroxyzimt- und
Hydroxybenzoesauren, nach [Watzl und Rechkemmer, 2001b] modifiziert

Die zweite Gruppe der phenolischen Sauren stellen die Hydroxybenzoesauren dar, die
aus einem C¢C1-Gerlst bestehen. Sie finden sich in Apfeln kaum, sind jedoch, zumeist als
Konjugate (z.B. an Zucker oder auch an Catechine) in vielen Pflanzen zu finden.
Aulerdem koénnen sie als intestinale Abbauprodukte von anderen Polyphenolen im
humanen Kolon entstehen (siehe Abschnitt 3.4.2.5). Ester der Gallussdure und der
Hexahydroxydiphensdure bilden, neben den Proanthocyanidinen, eine der beiden
Hauptklassen der pflanzlichen Gerbstoffe, die hydrolysierbaren Gerbstoffe oder Tannine
[Belitz et al., 2001].

3.4.1.2. Flavonoide

Die Gruppe der Flavonoide, mit Uber 6500 bekannten Verbindungen wohl die gréfite
Gruppe der in der Nahrung vorkommenden sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe, besteht aus
einem Diphenylpropan- oder Flavan-Gerlst (C¢C3Cs) mit zwei aromatischen (A und B)
und einem O-heterozyklischen Ring (C) (Abbildung 3.13). Die grof3e strukturelle Vielfalt
kommt durch Modifizierungen an den Grundgeristen, zumeist durch Hydroxylierung aber
auch durch Veresterung (z.B. Acetylierung) oder Veretherung (O-Methylierung) zu Stande
[Watzl und Rechkemmer, 2001a]. An Hand struktureller Unterschiede am C-Ring kdnnen die

Flavonoide in sechs Klassen eingeteilt werden:
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e Flavonole e Flavanone
e Flavanole (Catechine) e Flavone
¢ Anthocyane und Proanthocyanidine ¢ Isoflavonoide

Abbildung 3.13 zeigt die wichtigsten, im Apfel vorkommenden Flavonoide:

5' OH
6 Ny’
HO. 8 o \B ll

NN N, > NOH

ja]cl
e \0
Il [
R

?
OH o

Flavonole

Quercetin R=H
Rutin R=rutinosid

Proanthocyanidine
Procyanidin B, Epi(4p-8)-Cat
Procyanidin B, Epi(4B-8)-Epi

OH

L,

HO o"\
OH Flavanole O
(+)-Catechin 2R,3S Z Non
OH

(-)-Epicatechin 2R,3R
Anthocyane (nur in der Schale;
gehen bei der Pressung nicht in
den Saft iiber)

Abbildung 3.13: Strukturen wichtiger Flavonoide in Apfeln. Flavonol-Struktur mit
Kennzeichnung von A-, B-, und C-Ring sowie Nummerierung der C-Atome

Flavonole liegen meist als 3-Glycoside, weniger haufig als 7-Glycoside vor. Zuckerreste
sind haufig Glucose, Galactose, Rutinose und weniger haufig Rhamnose, Arabinose,
Xylose und Glucuronsaure. AulRer den Rutinosiden gibt es zahlreiche weitere Di-, aber
auch Tri- und Tetraglycoside [Thielen, 2006]. Flavonole sind die am haufigsten
vorkommenden Flavonoide in der Nahrung und hauptsachlich in Zwiebeln (bis zu 1,2 g/kg
FW), Lauch, Kohl, Brokkoli und Heidelbeeren zu finden; Tee und Rotwein enthalten bis zu
45 bzw. 30 mg/L Flavonole. Je nach Apfelsorte enthalten diese bis zu 1059 mg/kg FW
Flavonole; in den sortenreinen Saften finden sich Gehalte bis zu 27 mg/L [Kahle et al.,
2005a; Thielen, 2006]. Da die Biosynthese der Flavonole durch Sonnenlicht unterstitzt wird,
reichern sie sich vor allem im duReren Gewebe der Pflanzen an [D'Archivio et al., 2007;
Thielen, 2006]. Fur die Aufnahme von Flavonolen finden sich Werte von 5,4 bis 35 mg pro
Tag [Manach et al., 2005; Ovaskainen et al., 2008].

43



Theoretische Grundlagen

Flavanole oder Catechine kommen (anders als fast alle anderen Flavonoide) nicht als
Glykoside sondern in monomerer und polymerer Form vor. Die Leitstrukturen in Pflanzen
sind Catechin und Epicatechin; dabei finden sich Gallocatechin, Epigallocatechin und
Epigallocatechingallat (EGCG) vor allem in Tee. Weiterhin finden sich Catechine in
Frichten wie Aprikosen und Kirschen, wobei Tee (Griintee bis zu 800 mg/L), Schokolade
(bis zu 460 mg/kg FW) und Rotwein (300 mg/L) mit Abstand die besten Quellen darstellen
[D'Archivio et al., 2007; Watzl und Rechkemmer, 2001a].

Pro(antho)cyanidine stellen Dimere, Oligomere und Polymere der einfachen Catechine
dar. Durch Hydrolyse mit verdiinnter Saure in organischen Losungsmitteln zerfallen sie in
Anthocyanidine, woher sie ihren Namen haben. Auf Grund ihrer starken
Grolienunterschiede stellen sie eine recht heterogene Gruppe dar, mit
Polymerisationsgraden von 2 bis > 10. Auch strukturell kénnen sie sehr variieren:
Grundstrukturen sind die Flavanole, die meist an der 4- und 8-Position miteinander
verknipft sind, in seltenen Fallen auch an der 6-Position. Daneben sind aber auch
Verzweigungen sowie Bindungen mit Nichtflavonoiden mdglich [Manach et al., 2004].
Procyanidine sind flr den bitteren und adstringenten Geschmack vieler Lebensmittel
(Apfel, Tee, Wein,...) verantwortlich, wobei das Maximum des Bittergeschmackes bei
Procyanidin-Tetrameren liegt, wahrend ein adstringenter Geschmack fur héherpolymere
Procyanidine mit etwa 6 bis 10 Grundeinheiten charakteristisch ist [Lea und Arnold, 1978].
Bislang gibt es kaum verlassliche Daten Uber den Procyanidingehalt v.a. hoherer
Polymere in Lebensmitteln, es wird jedoch angenommen das Auftreten und Menge in
etwa den monomeren Flavanolen entsprechen [D'Archivio et al., 2007; Manach et al., 2004].
Anthocyanidine sind verantwortlich fiir einen gro3en Teil der roten, blauen, violetten und
schwarzen Farben bei Pflanzen. Sie sind verantwortlich fir die Farbe roter Apfel, gehen
aber beim Pressen nicht in den Saft Uber [Gerhduser, 2008]. Anthocyanidine treten
hauptsachlich als Glycosiden auf (und heif’en dann Anthocyane), mit dem Zuckerrest in 3-
, 5-, oder 7-Position. Sie finden sich in stark gefarbten Lebensmitteln wie Rotwein (bis zu
350 mg/L), Beeren und anderen Friichten vor allem in der Schale. Der Gehalt ist im
Allgemeinen proportional zur Farbintensitat und erreicht Werte von 2 — 4 g/kg FW in
Brombeeren und schwarzen Johannisbeeren [D'Archivio et al., 2007]. Auch fiir Apfel wurden
Anthocyangehalte von bis zu 4 g/kg FW beschriebenen [Wojdylo et al., 2008], die
tatsachlichen Werte liegen wahrscheinlich weit darunter.

Da Flavone, Flavanone und Isoflavone in Apfeln nicht vorkommen, soll in dieser Arbeit

nicht weiter auf sie eingegangen werden.
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3.4.1.3. Dihydrochalcone
Phloretin, dessen Struktur in Abbildung 3.14 dargestellt ist, zahlt zu den

Dihydrochalconen. Sie finden sich in Nahrungsmitteln in Apfeln, Erdbeeren und in
Rooibos-Tee [Gerhauser, 2008].

OH
HO OH O Dihydrochalcone
Phloretin R=H
Phloretin-2'-O-Glucosid (Phloridzin) R=Glu

Phloretin-2'-O-Xyloglucosid R=Xyl-Glu

Abbildung 3.14: Struktur der Dihydrochalcone am Beispiel Phloretin

Von Phloretin und seinen Glycosiden wurde lange Zeit angenommen, dass sie
ausschlieBlich in Apfeln und ihren Verarbeitungsprodukten (Apfelsaft, Apfelwein) zu finden
sind. 2003 konnte Phloridzin jedoch auch in Erdbeeren identifiziert werden [Hilt et al.,
2003].

Die in Apfeln vorhandenen Polyphenole gehen bei der Pressung nicht vollstéandig und
nicht zu gleichen Teilen in den Saft Gber. Hier spielen technologische Aspekte, die
Lokalisation der Polyphenole im Apfel, deren Stabilitat und Wasserloslichkeit eine

wesentliche Rolle. Auf diese Aspekte wird spater eingegangen (Abschnitt 3.5).

3.4.2. Pharmakokinetik der Polyphenole

Da den Polyphenolen bioaktive Wirkungen zugeschrieben werden und sie auch vom
Korper aufgenommen werden, kann ihr Schicksal, wie das anderer Xenobiotika auch,
pharmakokinetisch durch das ADME-Konzept (absorption, distribution, metabolism,

excretion) beschrieben werden [Marquardt und Schéfer, 2004]:

3.4.2.1. Absorption

Die Absorption der Polyphenole findet hauptsachlich im Darm (Dinn- und Dickdarm)
statt. Es ist wahrscheinlich, dass das saure Milieu des Magens keinen Einfluss auf die
Flavonoid-Glykoside hat und dass diese unverandert ins Duodenum gelangen. Einige
Aglyca kdnnen bereits im Magen resorbiert werden; genau wie Anthocyanidine, was in
Versuchen mit Nagern gezeigt werden konnte [D'Archivio et al., 2007].

Die meisten Aglyca werden im Dinndarm ohne weitere Probleme aufgenommen. Dies
geschieht vermutlich mit Hilfe der Glucose-Transporter SGLT1 und GLUT2, die sowohl
Flavonoid-Glykoside als auch deren Aglyka durch die apikale Membran in die Zelle

schleusen kénnen [Chen et al., 2007]. In der Zelle finden sich B-Glucosidasen, die die
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aufgenommenen Glycosiden spalten [Day et al., 2000]. Andere Polyphenole, die als Ester
oder Polymere vorliegen und in dieser Form nicht oder nur begrenzt aufgenommen
werden kdnnen, missen zunachst gespalten werden. Dies geschieht entweder durch
Enzyme der Birstensaum-Membran (wie LPH, Abschnitt 3.4.2.3) oder durch die
intestinale Mikroflora des Darms (Abschnitt 3.4.2.5).

Fur die Aufnahme von freien Hydroxyzimtsduren werden zwei verschiedene
Mechanismen diskutiert. Zum einen die Aufnahme durch passive Diffusion der
protonierten Saure im Magen und zweitens die Beteiligung aktiver Transporter im
Dinndarm [Ader et al.,, 1996; Olthof et al., 2001]. Veresterte Hydroxyzimtsauren wie
Chlorogensaure werden wahrscheinlich zu einem Teil in Magen oder Dinndarm als
intaktes Molekil absorbiert, wie Studien an llleostomiepatienten belegen, bei denen eine
Aufnahme von 33 % geschatzt wurde [Olthof et al., 2001]. Ein GroRteil der Ester gelangt
vermutlich unmetabolisiert in den Dickdarm, wo sie durch die intestinale Mikroflora
gespalten und dann absorbiert werden [D'Archivio et al., 2007].

Samtliche im Dunndarm nicht absorbierten Polyphenole gelangen in den Dickdarm wo
sie, nach Metabolisierungs- und Abbaureaktionen durch die Mikroflora (Abschnitt 3.4.2.5),
ebenfalls aufgenommen werden kdnnen. Welcher Anteil das Kolon erreicht ist nicht genau
bestimmt. Bei llleostomiepatienten, welche Polyphenole entweder als Reinstoffe oder als
Bestandteil von Lebensmitteln aufgenommen haben, finden sich Werte zwischen 0 und
66 % [Kahle et al., 2005b; Olthof et al., 2001].

Da die Enterozyten des Darmes eine starke metabolische Aktivitat aufweisen, finden hier
auch schon die ersten Metabolisierungsreaktionen statt, noch bevor die Polyphenole in
die Leber gelangen. Im Wesentlichen sind das Hydrolyse und Phase |lI-Reaktionen, auf

welche aber in Abschnitt 3.4.2.3 naher eingegangen werden soll.

3.4.2.2. Verteilung

Im Gegensatz zu Pharmaka werden Polyphenole nur in geringen Mengen aufgenommen.
Pharmaka kdnnen die Stoffwechselwege absattigen und kommen in unkonjugierter Form
in Leber und Blut vor. Dies ist mit den phenolischen Verbindungen aus der Nahrung
normalerweise nicht mdglich, die zum gréten Teil im Dinndarm metabolisiert werden
und vorwiegend als Glucuronide Uber die Pfortader in die Leber gelangen. Dort kénnen
sie dann weiteren Metabolisierungsschritten unterliegen, bevor sie biliar durch den
enterohepatischen Kreislauf als Aglyca oder glucuronidierte/methylierte/sulfatierte
Konjugate wieder in das Kolon gelangen kdnnen [Scalbert und Williamson, 2000; Williamson
et al., 2000]. Die biliare Exkretion der Polyphenole und ihrer Konjugate ist dabei abhangig

von ihrem Molekulargewicht, Polaritat und Struktur [Siegers und Klaassen, 1983].
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Polyphenole
l Gewebe
Diinndarm > Leber _|
\_/ 1 I
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Abbildung 3.15: Mogliche Verteilungswege von Polyphenolen im Menschen, nach [Scalbert
und Williamson, 2000]

Eine weitere Moglichkeit ist die Verteilung im Blutkreislauf. So konnten nach Gabe von
Quercetin und Quercetin-Glykosiden (als Reinstoff oder als Bestandteil in Lebensmitteln)
deren Glucuronide und Sulfate als Metabolite im Blut nachgewiesen werden; freies

Quercetin wurde nicht gefunden [Day et al., 2001; Graefe et al., 2001; Manach et al., 2004].

3.4.2.3. Metabolismus

Bevor die phenolischen Substanzen aus dem Diinndarm ins Blut resorbiert werden,
koénnen sie schon in den Enterozyten einer Reihe von metabolischen Phase I- (Hydrolyse)

und Phase lI-Reaktionen (Konjugationen) unterliegen (First Pass-Effekt) (Abbildung 3.16).

‘ Polyphenol }<Zucker>

CBG/LPH l

Polyphenol
SLV \C?MT
UGTI

[ Polyphenol }— Methyl

UGTl
[ Polyphenol ]7 Methyl

Glucuronsaure

Polyphenol
Glucuronsaure Glucuronséaure

Abbildung 3.16: Vereinfachtes Schema zum moglichen Metabolismus im Diinndarm nach
[Scalbert und Williamson, 2000]; CBG: cytosolische p-Glucosidase; LPH: Laktase-
Phloridzin-Hydrolase; COMT: Catechol-O-Methyltransferase; UGT: UDP-
Glucuronyltransferase; SULT: Phenol-Sulfotransferase
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Hydrolyse

Glycosiden werden je nach Art des Zuckers und dessen Bindungsort durch intestinale -
Glucosidasen hydrolysiert. Zwei B-Glucosidasen wurden im Menschen identifiziert, die bei
der Hydrolyse von Glycosiden eine Rolle spielen:

Laktase-Phloridzin-Hydrolase (LPH, EC 3.2.1.108) ist ein Enzym, welches im

Blrstensaum des Dunndarms lokalisiert ist und hauptsachlich Laktose und

Laktosylceramide aus der Milch hydrolysiert. Mit einer zweiten hydrophoben Domane
kann es zusatzlich Phloridzin in Phloretin und Glucose spalten. Auch Quercetin-Glycoside
(v.a. Quercetin-3-glucosid) sind Substrate fiir die LPH, wobei die Umsetzung allerdings an
der Laktase- und nicht an der Phloridzin-Hydrolase-Domane ablauft [Day et al., 2000;
Nemeth et al., 2003].

Die zytosolische B-Glucosidase (CBG) weist eine breite Substratspezifitat auf und wurde

vor allem in Leber, Niere und Dinndarm von Saugern gefunden. Sie wird mit der
Detoxifizierung von Xenobiotika in Verbindung gebracht, um eine Bindungsstelle flr
Konjugationsreaktionen zu schaffen und damit eine schnelle Ausscheidung zu
ermoglichen. Sie spaltet Glycoside, wobei Quercetin-3-glucosid und Rutin keine Substrate

fur dieses Enzym sind [Nemeth et al., 2003].

Cytochrom-P450-abhéngige Phase-lI-Reaktionen

Cytochrom-P450-Oxidoreduktasen (CYPs) sind an der Metabolisierung von Flavonoiden
beteiligt und kénnen Hydroxylierungen und Demethylierungen katalysieren. Vor allem die
beiden Isoenzyme CYP1A1 und CYP3A4 sind in den Metabolismus von Flavonoiden im
Darm involviert. Ort und Grad der Reaktionen hangen stark vom Substitutionsmuster der
Flavonoide ab: Hydroxylierung findet bei Flavonoiden mit keiner oder einer
Hydroxylgruppe am B-Ring statt, wahrend bei Anwesenheit von zwei oder mehr
Hydroxylgruppen keine weiteren Hydroxylierungen beobachtet werden konnten.
Demethylierungen finden sich nur bei Substanzen mit einer 4’-Methoxygruppe (z.B.
Tamarixetin), nicht aber bei ihren 3’-O-methylierten Derivaten (z.B. Isorhamnetin)
[Breinholt et al., 2002; Nielsen et al., 1998].

Konjugation

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

Catechol-O-Methyltransferase (COMT, EC 2.1.1.6) ist im Dopamin-Metabolismus

involviert; sie unterliegt einem funktionellen genetischen Polymorphismus und kommt in

verschiedenen Geweben vor. AuRerdem ist sie verantwortlich flir die Methylierung von

Polyphenolen, dabei bestimmt die Art des Polyphenols den Ort der Methylierung. An der
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4’-Position kann durch CYP-450-Enzyme eine Demethylierung stattfinden, jedoch nicht an
3’-Position, die die bevorzugte Angriffsstelle der COMT ist [Scalbert und Williamson, 2000;
Williamson et al., 2000].

UDP-Glucuronyltransferasen (UGT; EC 2.4.1.17) katalysieren die Konjugation von

Polyphenolen mit Glucuronsaure. Die Glucuronidierung von Polyphenolen wird vor allem
durch die UGT 1A-Familie katalysiert, die in Darm, Leber und Niere vorkommen. Durch
Alkohol, Drogen, Rauchen und durch Erndhrung wird die Aktivitat der UGT gesteigert,
was die zum Teil grofRen interindividuellen Unterschiede erklart [Scalbert und Williamson,
2000]. Die Glucuronidierung der Flavonoide verlauft regioselektiv, wobei die 3’-Position die
bevorzugte Stelle der Glucuronidierung ist. Fehlt diese, verlauft die Glucuronidierung
ausschlieBllich in 7-Position [Davis und Brodbelt, 2008]. Hydroxylierte Zimtsduren konnen
von Enterozyten ebenfalls glucuronidiert werden. Diese Reaktion findet z.B. bei
Kaffeesdure an den beiden Hydroxylgruppen des aromatischen Ringes statt [Kern et al.,
2003].

Sulfotransferasen (SULT; EC 2.8.2.1) sind eine kleine Gruppe zytosolischer Enzyme, die

weit verbreitet sind. Es sind verschiedene Isoformen bekannt, von denen SULT1A1 und
SULT1A3 die fur die Sulfatierung von Polyphenolen entscheidenden Isoenzyme sind.
Diese Enzymfamilie wird nicht durch Nahrung, Xenobiotika oder Umweltfaktoren induziert;
einige werden hingegen durch Polyphenole gehemmt (Substrat-Inhibierung). Ausmalf von
Sulfatierung und Inhibierung sind abhangig von der Struktur des C-Rings der Flavonoide
[Huang et al., 2009; Scalbert und Williamson, 2000]. Die Sulfatierung der Hydroxyzimtsauren
verlauft, wie die Glucuronidierung, ebenfalls bevorzugt an den aromatischen OH-Gruppen
[Kern et al., 2003].

Sonstige Phase-lI-Enzyme, z.B. N-Acetyltransferase, Glutathion-S-Transferasen und
Epoxidhydrolasen spielen keine wesentliche Rolle flir den Polyphenol-Metabolismus
[Scalbert und Williamson, 2000], jedoch wurde in vitro eine spontane GSH-Adduktbildung
von Polyphenolen mit o-Catechol-Struktur (nach Oxidation zum o-Chinon mittels
Tyrosinase/O, oder Meerrettich-Peroxidase (HRP)/H.O,) beschrieben [Moridani et al.,
2001a; Moridani et al., 2001b].

3.4.2.4. Ausscheidung

Die Ausscheidung der Polyphenole erfolgt sowohl renal als auch biliar. Die
Ausscheidungsrate schwankt zwischen 0,3 % und 19 % der aufgenommenen Menge.
Dabei finden sich deutliche Substanzunterschiede sowohl zwischen den Stoffklassen als
auch innerhalb einer Gruppe: Wahrend die Ausscheidung fiir Chlorogensaure im Schnitt
0,3 % betragt, wird Kaffeesaure zu 11 %, Quercetin-Glycoside zu 2,5 % und

(Epi)Catechin zu 19 % Uber den Urin ausgeschieden [Manach et al., 2005].
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Neben den Ausgangssubstanzen werden im Urin auch noch zahlreiche ihrer Metaboliten
ausgeschieden. Polyphenole liegen hauptsachlich als Glucuronide aber, wie alle anderen
Polyphenole, auch als Metabolite (oder glucuronidierte Metabolite) vor. Diese stammen
zum Teil aus dem Abbau der Polyphenole durch Darmbakterien im Dickdarm und
anschliefiender Resorption [Olthof et al., 2003; Rechner et al., 2002].

In Fazes und vor allen Dingen in Fazeswasser finden sich die
Polyphenole/Abbauprodukte, die entweder im Darm nicht resorbiert werden oder durch
den enterohepatischen Kreislauf wieder in den Darm sezerniert werden. Die Bestimmung
dieser Substanzen erlaubt eine Abschatzung der Polyphenol-Gehalte im Darmlumen und
lasst Schlisse Uber die metabolische Aktivitat von Darmbakterien und Leber zu [Jenner et
al., 2005].

Ein grofier Teil der Flavonoide wird wahrscheinlich nach Abbau Uber die Atemluft
ausgeschieden. In Versuchen mit *C-markiertem Quercetin konnten in der Ausatemluft
42 — 64 % der oral verabreichten Radioaktivitat als "CO, detektiert werden, wahrend der
Anteil im Urin bei 3,3 — 5,7 % und der in Fazes bei 0,2 — 4,6 % lag [Walle et al., 2001].
Diese Beobachtung stimmt gut mit den Erkenntnissen zum intestinalen Metabolismus von
Quercetin Uberein, da der radioaktiv markierte Kohlenstoff genau der ist, der durch die

Decarboxylierung (Abbildung 3.17) abgespalten wird.

3.4.2.5. Bakterieller Metabolismus im Kolon

Aufgabe der intestinalen Mikroflora des Kolons ist der Abbau noch nicht verdauter
Nahrungsbestandteile. Dazu zahlen hauptsachlich (im Dinndarm nicht verdaute)
Kohlenhydrate und Proteine, aber auch Xenobiotika wie Medikamente und bioaktive
Lebensmittel-Inhaltsstoffe kbnnen von Darmbakterien metabolisiert werden [Rechner et al.,
2004; Sousa et al., 2008; Thews, 1999].

Der Begriff Ballaststoffe beschreibt eine Vielzahl von Kohlenhydraten (Polysacchariden),
die der Hydrolyse durch Verdauungsenzyme vollstdndig oder teilweise entgehen. Sie
werden deshalb im Dinndarm nicht resorbiert und gelangen in den Dickdarm [Biesalski
und Grimm, 2004]. Die in Apfeln vorherrschenden Ballaststoffe sind Zellulose,
Hemizellulose und Pektin [Sembries et al., 2003]. Ballaststoffe konnen zwar auch von den
Bakterien im Darm nicht aufgenommen werden, jedoch besitzen sie spaltende Enzyme
die diese Polymere zu kleineren Einheiten abbauen. So trennt die Zellulase, die aus einer
exo- und einer endo-B-(1—4)-Glukanase besteht, die glycosidischen Bindungen und
spaltet die Zellulose zu Glucose, Zellobiose und -triose. Andere Bakterien produzieren
Pektinase, welche Pektin abbaut [Gottschalk, 1988]. Die monomeren Kohlenhydrate
kénnen dann von den Bakterien aufgenommen und abgebaut werden.
Hauptabbauprodukte sind kurzkettige Fettsauren (SCFA, short chain fatty acids) wie

Essigsaure, Propionsdure und Buttersaure, die bei den physiologischen Bedingungen im
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Kolon deprotoniert (als Acetat, Propionat und Butyrat) vorliegen. Aber auch andere
Fettsduren werden in geringem MalRe gebildet, z.B. Valerat, Hexanoat und verzweigte
SCFA wie iso-Butyrat und iso-Valerat [Beyer-Sehimeyer et al., 2003].

Polyphenole erreichen den Dickdarm auf drei Wegen: entweder passieren sie den
Dinndarm unverandert (als Glycosid, Aglycon oder Ester) oder werden von den Enzymen
der Birstensaummembran oder der intestinalen Mikroflora schon im Duidnndarm
metabolisiert [Kahle et al., 2007]. Die dritte Moglichkeit ist die Absorption im oberen
Gastrointestinaltrakt, gefolgt von Konjugationsreaktionen und der biliaren Exkretion ins
Kolon [Gao et al., 2006]. Insgesamt erreichen bis zu 80 % der aufgenommenen
Polyphenole in freier oder konjugierter Form das Kolon, wo sie durch die dortige
Mikroflora weiter verstoffwechselt werden [Kahle et al., 2005b; Rechner et al., 2004].

Der erste Schritt des intestinalen Abbaus beinhaltet eine Dekonjugation der Polyphenole
durch Glycosidasen, Glucuronidasen und Sulfatasen [Gao et al., 2006]. Anders als humane
Enzyme ist die intestinale Mikroflora nun in der Lage, das Grundgerist der
Flavonoide/Polyphenole abzubauen, was in einer Vielzahl neuer Metabolite resultiert, im
Allgemeinen mit einer einfacheren Struktur als die der Ausgangsstoffe [Spencer, 2003].

Der Abbau der Flavonole (wie Quercetin-3-glucosid) beginnt mit einer Deglycosilierung
des entsprechenden Zucker-Restes, z.B. durch Eubacterium ramulus oder Enterococcus
casseliflavus. Der weitere Abbau ist dann abhangig vom jeweiligen Bakterienstamm.
Wahrend Enterococcus casseliflavus das Quercetin-Gerust intakt I&sst und nur die
Glucose zur Energiegewinnung verstoffwechselt, greift Eubacterium ramulus auch das
Aglycon an und produziert daraus das flr Quercetin charakteristische Abbauprodukt 3,4-
Dihydroxyphenylessigsaure und Phloroglucinol, welches weiter zu Acetat und Butyrat
abgebaut wird (Abbildung 3.17) [Braune et al., 2001]. Jedoch dient der Abbau des
Quercetins nicht der Energiegewinnung, da Eubacterium ramulus ohne Zucker und mit
Quercetin als einzigem Substrat nicht lebensfahig ist [Blaut et al., 2003]. Auch andere
Flavonoide kénnen von Eubacterium ramulus abgebaut werden. Dabei scheint die 4-
Carboxyfunktion der Flavone, Flavonole und (Dihydro)Chalcone von entscheidender
Bedeutung zu sein da die Flavanole Catechin und Epicatechin, denen diese funktionelle
Gruppe fehlt, kein Substrat dieses Bakterienstammes darstellen. Auch die Anwesenheit
der 3-Hydroxy-Gruppe hat einen Einfluss auf das Endprodukt des Abbaus. Flavonole (mit
3-OH-Gruppe) werden zu den entsprechend dem B-Ring substituierten
Phenylessigsauren, die Flavone (ohne 3-OH-Gruppe) zu Phenylpropionsauren abgebaut
werden. Grund fur diesen Unterschied ist die Bildung einer Pyruvat-Zwischenstufe beim
Abbau der Flavonole, welche bei der nachfolgenden Decarboxylierung ein C-Atom verliert
(Abbildung 3.17) [Schneider et al., 2000].
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Abbildung 3.17: Abbau von Quercetin durch Eubacterium ramulus, nach [Blaut et al., 2003]

Auch andere Bakterienstamme als die beiden genannten sind in der Lage, Polyphenole
abzubauen. So hat die Gruppe von M. Blaut am Deutschen Forschungsinstitut fir
Ernahrung (DIFE) in Potsdam bislang einige Stamme entdeckt die, mehr oder weniger
spezifisch, verschiedene Flavonoide oder Phenolsauren metabolisieren. Als Beispiele sei
neben den bereits erwahnten Eubacterium ramulus oder Enterococcus casseliflavus noch
das gut untersuchte Clostridium orbiscindens genannt, welches Flavonoid-Aglyca zu den
entsprechend substituierten Phenolsduren abbaut, glycosilierte Flavonoide wie etwa Rutin
auf Grund seiner fehlenden Deglycosylase-Aktivitdt aber nicht umzusetzen vermag
[Schoefer et al., 2003].

Der Abbau des Dihydrochalcons Phloretin verlauft analog dem der Flavone, welche in
dieser Abbaureaktion Vorlaufer der Dihydrochalcone darstellen. Entsprechend dem
Substitutionsmuster des B-Rings (nur eine 4-Hydroxygruppe) entsteht als Abbauprodukt
hauptsachlich 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsaure sowie Phloroglucinol (Abbildung 3.18)
[Schoefer et al., 2003].
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Abbildung 3.18: Abbau der Dihydrochalcone durch die intestinale Mikroflora, nach
[Schoefer et al., 2003]

Phloretin (Pt)

Der Abbau der Flavanole verlauft von (Epi)Catechin Uber die entsprechend hydroxylieren
(-)-5-y-Valerolactone (3’,4’-Dihydroxy- aus (Epi)Catechin bzw. 2’,3’,4’-Trihydroxy- aus
(Epi)Gallocatechin) zur 3-Phenylpropionsaure [Mulder et al., 2005]. Beim mikrobiellen
Abbau der oligomeren Procyanidine entstehen neben dem Monomeren Epicatechin als
Hauptmetabolite 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure und das (-)-5-(3’,4’-Dihydroxyphenyl)-y-
Valerolacton (Abbildung 3.19). Als weitere Metaboliten konnten 3- und 4-hydroxylierte

Phenylessig-, Phenylpropion- und Phenylvaleriansauren identifiziert werden [Appeldoorn et

al., 2009].

OH Epl)Catechm 3‘ 4'-Dihydroxyphenyl)-3-(2,4,6-
trlhydroxyphenyl)propan -2-ol

o

HOW
OH
HO OH
R 5-(3-Hydroxyphenyl)-
o valeriansaure
HO

3,4-Dihydroxyphenyl- ) -5- (3 4+ Dlhydroxyphenyl) l
Essigsaure (DHPAA) y-valerolacton 0

HO \ 0 Ho\©/\)LOH
R

H
° 3-(3-Hydroxyphenyl)-

3-Hydroxyphenyl- propionséure (3HPPA)
essigsaure

Oligomere Procyanldlne

Abbildung 3.19: Vermutlicher Abbau der Flavanole und oligomeren Procyanidine, nach
[Appeldoorn et al., 2009]

Chlorogensaure kann ebenfalls durch die Mikroflora abgebaut werden: zunachst
entstehen China- und Kaffeesdure und daraus Dihydrokaffeesdure und 3-(3-

Hydroxyphenyl)propionsdure. Nach Resorption der Metabolite im Kolon kénnen sie
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dehydroxyliert und/oder  (B-oxidiert ~werden. Durch  Glycinierung entstehen
Hippursaurederivate, die auch als Endprodukte fur Chlorogensaure-, Teecatechin- und

Quercetinglycosid-Metabolismus beschrieben sind (Abbildung 3.20) [Rechner et al., 2004].

HOOC OH OH
g HO_A_ . OH
R
HO HooC' OH
R =0OH Chlorogenséure (ChA) (-)-Chinasaure (QiA)

R=H 5- Coumaroylchinaséure

HODA*HH;@A*M o

R = OH Kaffeesaure (CaA) R = OH Dihydrokaffeesdaure (DHCaA) 3-Phenylpropionsaure (3PPA)
R =H p-Coumarsdure (CuA) R =H 3-(4-Hydroxyphenyl)-
propionsaure (4HPPA)

Abbildung 3.20: Abbau der Hydroxyzimtsauren, nach [Rechner et al., 2004]

Viele dieser Metabolite sind mehr oder weniger hydroxylierte Phenolcarbonsauren, die im
Darm einfach resorbiert werden. In der Leber unterliegen sie weiteren Reaktionen wie O-
Methylierung, p-Oxidation und/oder Glycinierung, so dass sie schlieRlich als methylierte
Hydroxyphenolcarbonsduren oder Hippursaurederivate in den Urin ausgeschieden
werden (Abbildung 3.21) [Olthof et al., 2003; Rechner et al., 2002; Rice-Evans und Pecker,
2003].

o]
HO B-Oxidation Glycmlerung NH/\H/OH
o
3- (3 Hydroxyphenyl)- 3- Hydroxybenzoesaure 3-Hydroxyhippursaure

Propionsaure (3HPPA)

3C_<
N
OH
> OH >
©/\)L B-Oxidation ©)L Glycinierung ©)kNH/\!l/

3-Phenylpropionsaure (3PPA) Benzoesaure Hippursaure

Abbildung 3.21: Metabolisierung der Phenolsauren zu Hippursauren in der Leber, nach
[Rechner et al., 2002; Rice-Evans und Pecker, 2003]

3.4.3. Antioxidative Wirksamkeit der Polyphenole

Antioxidanzien sind Verbindungen, welche, in physiologischer Konzentration, Biomolekile

(Proteine, Nukleinsauren, Lipide, Kohlenhydrate) vor oxidativen Veranderungen, vor allem
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durch reaktive Sauerstoff-Spezies, schiitzen [Dangles et al., 1999]. Nach Halliwell
Gutteridge [Halliwell und Gutteridge, 1999] wirken antioxidative Substanzen durch
e Unterdrickung der Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies, entweder durch
Inhibierung von Enzymen oder durch Abfangen von Metallionen, die an der ROS-
Bildung beteiligt sind
o Direktes Abfangen reaktiver Sauerstoff-Spezies
¢ Induktion der antioxidativen Abwehr
Die antioxidative Wirksamkeit der Polyphenole beruht dabei auf verschiedenen
Mechanismen. Die wichtigsten sind die Ubertragung von Wasserstoffatomen und
Elektronen sowie die Komplexierung redoxaktiver Metallionen [Rice-Evans et al., 1996]. Auf
diese beiden Mechanismen soll im Folgenden naher eingegangen werden. Polyphenole
sind auch in der Lage, die antioxidative Abwehr von Zellen und Lebewesen zu verandern.
Dies wird in Abschnitt 3.4.4 behandelt.

3.4.3.1. Reduktion

Auf Grund ihres niedrigen Redox-Potentials sind Flavonoide in der Lage ROS mit einem
hdéheren Redox-Potential (Tabelle 3.3), wie Superoxid-, Peroxyl-, Alkoxyl- und
Hydroxylradikale, zu reduzieren [Jovanovic et al., 1994; Pietta, 2000]. Bei der Oxidation
geben die Polyphenole ein Elektron ab und werden selbst oxidiert. Diese Oxidation kann

auf drei unterschiedlichen Reaktionsmechanismen beruhen:

1. Protonen-gekoppelter Elektronen-Transfer (PCET)

PhO-H + *OR - [PhO---H---"OR]

[PhO---H---"OR] - PhO™ + H-OR

PhO™ + H-"OR - PhO® + H-OR
Dieser Mechanismus findet sich haufig, wenn beide Reaktionspartner Sauerstoff als
reaktive Gruppe besitzen, wie es z.B. bei Polyphenolen und ROS der Fall ist oder bei
Reaktionen zwischen Phenolen und Phenoxyl-Radikalen. Hier kommt es zunachst zur
Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbricken-Bindung zwischen der Hydroxy-
Gruppe des Phenols und einem nichtbindenden Elektronenpaar des Sauerstoff-Radikals
bevor das Proton an dieses transferiert wird. Das zu Ubertragende Elektron bewegt sich
dabei vom nichtbindenden 2p-Orbital des Phenols in das einfach besetzte Molekil-Orbital
des Radikals [Litwinienko und Ingold, 2007].

2. Direkter Wasserstoff-Atom-Transfer (HAT)
PhO-H + R* — PhO® + R-H
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Bei diesem Mechanismus inaktiviert das Antioxidans ein Radikal durch Abgabe eines
Wasserstoff-Atoms (H®) an dieses. Die Fahigkeit einer Substanz als Antioxidans zu wirken
wird hier vor allem durch die Bindungsdissoziationsenergie (BDE) der H-abgebenden
Gruppe bestimmt, d.h. die Reaktion lauft ab, wenn die BDE auf der Eduktseite kleiner ist
als auf der Produktseite. Typische Werte (ABDE) liegen im Bereich von ~ -10 kcal/mol
[Estevez und Mosquera, 2008; Prior et al., 2005]. Dieser Reaktionsweg wird zwar oft in der
Literatur beschrieben, aber nach neueren Studien besteht die Moglichkeit, dass die HAT-
Reaktion kein eigener Mechanismus ist, sondern gleichzusetzen ist mit dem PCET [Foti,
2007].

3. Sequentieller Protonen-Verlust Elektronen-Transfer (SPLET)
PhO-H = PhO™ + H*
R* + PhO~ - R™ + PhO’
R™+ H — R-H
Hier geht dem eigentlichen Elektronen-Transfer (in Schritt 2) die Dissoziation der
Hydroxy-Gruppe mit Bildung eines Phenolat-Anions (PhQO~) voraus. Dieser Mechanismus
findet daher vor allen Dingen in stark polaren Medien statt, in denen die anderen beiden
Mechanismen durch kinetische Lésungsmitteleffekte abgeschwacht sind. AuRerdem ist
der SPLET stark von pH-Wert der Losung abhangig, der direkt die lonisierung (Schritt 1)
beeinflusst [Foti, 2007].

In polaren Losungsmitteln (S) wie z.B. Wasser wird die Oxidation eines freien Radikals
durch PCET/HAT erschwert, da durch H-Brickenbindung ein 1:1-Komplex der Form PhO-
H---S gebildet wird. Dieser ist aus sterischen Grinden nicht in der Lage, sein Wasserstoff
abzugeben was nur ein ,freies“ Phenol vermag. Dennoch finden sich auch in polaren
Medien immer noch genug freie Phenole, die Radikale abfangen kénnen, wenn auch mit
verminderter Geschwindigkeit [Foti, 2007; Litwinienko und Ingold, 2007].

Grundsatzlich konnen aber alle drei Reaktionen ablaufen, wobei entweder eine dominiert
oder eine Kombination dieser drei. Faktoren, die einen Einfluss auf den Mechanismus
haben sind wie schon erwahnt das Lésungsmittel, aber auch die Struktur des Antioxidans
und dessen Ldslichkeit. Aufierdem sind BDE und lonisierungspotential zwei weitere
Faktoren, die den Mechanismus und die Starke eines Antioxidans bestimmen [Prior et al.,
2005]

Bei der Oxidation von Radikalen entstehen, egal durch welchen Mechanismus, Phenoxyl-
Radikale (PhQO®), die durch Mesomeriestabilisierung im aromatischen System relativ stabil

sind. Das Phenoxyl-Radikal ist nun in der Lage, verschiedene Folgereaktionen
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einzugehen: es kann entweder ein weiteres Radikal oder sich selbst durch Dimerisierung
inaktivieren:
PhO* + R’ - R-Ph=0
PhO* + PhO* - PhO-Ph=0 oder O=Ph-Ph=0

Diese Reaktionen finden vor allem an den Ring-C-Atomen in ortho- oder para-Position
zum Sauerstoff-Radikal statt. Im Fall der Dimerisierung entstehen nicht, wie vielleicht
erwartet, symmetrische Peroxide der Form PhO-OPh; vielmehr kommt es zur Ausbildung
von C-C oder C-O-Bindungen [Foti, 2007].

Tabelle 3.3: Standard-Reduktionspotentiale (pH 7) von reaktiven Sauerstoffspezies und
Polyphenolen [Foley et al., 1999; Halliwell und Gutteridge, 1999; Jovanovic und Simic, 2000].
Die ROS sind angegeben mit der oxidierten Spezies auf der linken und der reduzierten
Spezies auf der rechten Seite

Substanz Standard-Redoxpotential [V]
O,,H" / HO -0,46

0, /| 0, -0,33

Quercetin 0,33
Epigallocatechingallat 0,43

Kaffeesaure 0,53

Chlorogensaure 0,55

Catechin 0,57

Rutin 0,60

0, ,2H" | H0; 0,94

ROO*,H" / ROOH 0,77 — 1,44 (je nach R)
HOO*,H" / H,O; 1,06

RO*,H" / ROH 1,60

OH',H" / HO 2,31

Neben der beschriebenen Ein-Elektronen-Oxidation sind die Polyphenole auch zur Zwei-
Elektronen-Oxidation in der Lage. Dabei folgt der eben beschriebenen Reaktion zum
Phenoxyl-Radikal ein weiterer Oxidationsschritt (z.B. durch Reduktion eines weiteren
Radikals), durch die das Phenoxyl-Radikal zur Oxo-Gruppe oxidiert wird (Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22: Ein- und Zwei-Elektronen-Oxidation am Beispiel von Quercetin nach
[Dangles et al., 1999]

Die Fahigkeit zur Abgabe von Wasserstoffatomen aus Hydroxylgruppen hangt von deren
Anzahl, vor allem aber von deren Position ab. Durch Struktur-Wirkungs-Untersuchungen
wurden folgende Strukturmerkmale als wesentlich fur die antioxidative Wirksamkeit der
Flavonoide erkannt:

e eine ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring, meistens an 3’,4’-Position

e die Carbonylgruppe an Position 4 in Konjugation zur 2,3-Doppelbindung

e Hydroxylgruppen in Position 3 und 5
(Zur Nummerierung der C-Atome in Flavonoiden siehe Abbildung 3.13).
Quercetin weist alle diese Strukturmerkmale auf, so dass es mit einer antioxidativen
Wirksamkeit von 4,7 mM Trolox (im TEAC-Assay, siehe Abschnitt 3.7.10.1) das effektivste
Antioxidans ist [Rice-Evans et al., 1996]. Eine Entfernung (Maskierung) einer oder mehrerer
Elemente flhrt zur Verringerung der antioxidativen Kapazitat, wie Abbildung 3.23
verdeutlicht.
Vor allem die Anwesenheit der 3'4’-Dihydroxygruppe (ortho-Catechol) hat einen starken
Einfluss auf die antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide. Die vicinale OH-Gruppe
kann das entstandene Phenoxyl-Radikal durch Wasserstoff-Brickenbindung derart
stabilisieren, dass es zu einer Verminderung der BDE um 8,3 kcal/mol kommt [Brigati et al.,
2002; Lucarini et al., 2004]. Dies spiegelt sich in der stark verminderten antioxidativen
Wirksamkeit von Kaempferol im Vergleich zu Quercetin wider (1,3 bzw. 4,7 mM TEAC,
vgl. Abbildung 3.23). Auch die C2-C3-Doppelbindung hat einen stabilisierenden Effekt auf
die oxidierten Spezies, da sie es den entstandenen Radikalen bzw. Chinonen ermdglicht,
Uber das ganze Molekil zu delokalisieren (Abbildung 3.22). Ohne die Doppelbindung
steht dazu nur das n-System des B-Ringes zu Verfiigung. Auch die C3-OH-Gruppe dient
der Mesomeriestabilisierung der oxidierten Flavonoide. Sie ermdglicht, zusammen mit der

C4-Keto-Funktion, die Ausbildung von Grenzformeln mit ortho-Catechol-Struktur an C3’-
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C4’ und C3-C4 (Abbildung 3.22). Fehlt die C3-OH-Gruppe (wie bei Luteolin) oder ist sie
durch glycosidische Bindung inaktiviert (wie bei Rutin) kommt es zu einer Verminderung

der antioxidativen Kapazitat.

Luteolin (2,1) Taxifolin (1,9)

Abbildung 3.23: Einfluss verschiedener Strukturmerkmale auf die antioxidative Kapazitat
von Flavonoiden; in Klammern: TEAC [mM Trolox]; nach [Rice-Evans et al., 1996]

Die Wirkung von Flavonoiden ist aulerdem abhangig vom pH-Wert: da die pK,;-Werte von
Quercetin in wassrigem Milieu im physiologischen Bereich liegen, liegt es als Dianion vor.
Ein Vergleich der pK,-Werte zeigt, dass die Deprotonierung bevorzugt an den OH-
Gruppen an C4’ und C7 stattfindet, da die negative Ladung von dort Uber das ganze
Molekul delokalisiert werden kann. Dagegen ist die Deprotonierung an C3 und C5 durch
Wasserstoffbriicken-Bindung an die C4-Keto-Gruppe erschwert [Lemanska et al., 2001].
Auch Hydroxyzimtsauren zeigen eine pH-abhangige Anderung ihrer Reduktionspotentiale
und damit eine Steigerung ihrer antioxidativen Eigenschaften mit steigendem pH [Amorati
et al., 2006; Giacomelli et al., 2002].

3.4.3.2. Komplexierung von Metallionen

Metallionen wie Cu(l) oder Fe(ll) sind essentiell fur viele der physiologischen Vorgange
des Korpers, z.B. im Hamoglobin oder als Cofaktoren verschiedener Enzyme. Diese
lonen sind jedoch schon in atto-molaren Konzentrationen (10™*® mol/L) beteiligt an der
Bildung von ROS. Vor allem die Bildung des hochreaktiven Hydroxylradikals durch

Fenton- oder Haber-Weiss-Reaktion wird durch sie katalysiert; aulerdem sind sie
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mitverantwortlich flr die Metall-induzierte Lipidperoxidation [Guo et al., 2007; Halliwell und
Gutteridge, 1999; Valko et al., 2006].

Polyphenole haben die Fahigkeit, Metallionen durch Chelatbildung zu binden und dadurch
die Eisen- oder Kupfer-katalysierte Bildung schadlicher Radikale zu verhindern.
Flavonoide besitzen dazu drei mogliche Bindungsstellen zur Ausbildung von Metall-
Flavonoid-Komplexen. Dies sind die Catechol-Gruppe (3’,4’-Dihydroxyphenyl-Gruppe,
Position |) des B-Rings, die 3-Hydroxy-4-Carbonyl-Gruppe (C-Ring, Position Il) und die 5-
Hydroxy-4-Carbonyl-Position (A- und C-Ring, Position Ill) (Abbildung 3.24) [Pietta, 2000].

Abbildung 3.24: Mégliche Bindungsstellen fiir Ubergangsmetall-Chelat-Komplexe, nach
[Pietta, 2000]

Versuche mit spezifisch hydroxylierten Flavonolen zeigen, dass die bevorzugte
Bindungsstelle fiir Fe®* Position Il ist, gefolgt von den Positionen Ill und I. Fiir Fe*
hingegen konnte die Reihenfolge | > Il > Il ermittelt werden. Fur die Stochiometrie der
Komplexbildung konnten 1:1- und 1:2-Komplexe von Fe mit Quercetin belegt werden; die
Bildung eines 2:3-Komplexes (Fe:Quercetin) wird vermutet. Der 1:2-Komplex hat ein Fe?*
im Kern, welches tetraedrisch von zwei Quercetin-Moleklilen koordiniert wird. Der 1:1-
Komplex ist quadratisch planar, wobei Quercetin zwei Bindungsstellen ausfiillt. Die dritte
Bindungsstelle ist durch ein Molekll Wasser besetzt. Fur den 2:3-Komplex wird vermutet,
dass ein Quercetin-Molekul verbrickend zwischen den beiden Fe-Kernen sitzt, die jeweils
von einem weiteren Quercetin koordiniert sind. Auch fiir Fe*":Quercetin sind Komplexe
der Stéchiometrie 1:1- und 1:2 bekannt, wobei der 1:2-Komplex dieselbe Form hat wie fir
Fe?. Beim 1:1-Komplex ist das Fe tetraedrisch koordiniert, die beiden freien
Koordinationsstellen sind durch Wasser besetzt [Guo et al., 2007].

Ein weiterer Aspekt der antioxidativen Wirkung durch Komplexierung von Metallionen ist
das sog. ,site specific scavenging“: Sollte das Metallion auch nach seiner Komplexierung
noch katalytisch aktiv sein, dann kdénnen die gebildeten Radikale direkt durch das

benachbarte Flavonoid abgefangen werden [van Acker et al., 1998].
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3.4.4. Biologische Wirkungen von Polyphenolen

Neben ihrer ,direkten® (zellfreien) antioxidativen Wirksamkeit, also dem Abfangen freier
Radikale oder der Chelatisierung redoxaktiver Metall-lonen, haben Polyphenole auch
Einfluss auf eine ganze Reihe ,indirekter” (zellularer) Effekte, indem sie die Abwehr der
beteiligten Zellen modulieren. So wurde in den letzten Jahren vermehrt die praventive
Wirkung von Polyphenolen auf die Entstehung verschiedener Erkrankungen (v.a. Krebs)
auf verschiedenen Ebenen (von in vitro-Assays bis hin zu epidemiologischen Studien)
untersucht. Die chemopraventive Wirkung der Polyphenole lasst sich dabei in zwei
Mechanismen einteilen: Blockierung der Initiationsphase oder Unterdrickung der weiteren
Wirkung (Promotion, Progression, Angiogenese, Invasion, Metastasierung) [de Kok et al.,
2008]. Mogliche Wege um die Initiationsphase der Kanzerogenese zu blockieren
beinhalten das friihe Abfangen reaktiver Sauerstoff-Spezies und anderer kanzerogener
Strukturen sowie die Modulation des zellularen Metabolismus, um die Giftung von
Prokanzerogenen zu verhindern und reaktive Metabolite schneller auszuscheiden. Ist es
bereits zum Angriff der DNA gekommen, konnen Polyphenole deren Reparatur forcieren,
bevor sich die entstandene Lasion als Mutation manifestiert [de Kok et al., 2008].
»ouppressive“ Verbindungen wirken nach der Initiation durch Kanzerogene. Sie greifen
hemmend in die pramaligne und maligne Transformation von initiierten Zellen auf der
Stufe der Promotion und Progression ein. Zugrunde liegende Mechanismen sind z.B.
Wachstumshemmung, Modulation zellularer Differenzierung und Apoptose, Erhdhung der
Immunantwort sowie Aktivierung von Tumorsuppressorgenen bzw. Inaktivierung von
Onkogenen [Lee und Surh, 2005]. Aufgrund der Heterogenitat der Substanzen haben sie
meist nicht nur eine einzige Wirkung, sondern greifen in viele Mechanismen des
Organismus ein. Da in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft phenolische Verbindungen in
einer komplexen Mischung vorliegen, sind potenzielle chemoprotektive Effekte meist nicht
auf bestimmte Inhaltsstoffe zurtickzufiihren (additive und synergistische Wirkung) [de Kok
et al., 2008].

3.4.41. Modulation des Fremdstoff-Metabolismus

Die Enzyme des Phase I- (Cytochrom P450) und Phase II-Metabolismus spielen nicht nur
eine Rolle bei der Metabolisierung von Flavonoiden und Polyphenolen (Abschnitt 3.4.2.3),
sie kénnen auch durch diese Verbindungen in ihrer Aktivitat beeinflusst werden, so dass
potentielle Kanzerogene verstarkt abgefangen werden. Einige Flavonoide beeinflussen
die Expression von CYP450, vor allem die Modulation der Isoenzyme CYP 1A1, 1A2, 2E1
und 3A4 schon auf Genexpressionsebene durch Bindung an den Ah (aryl hydrocarbon)-
Rezeptor und Wirkung als Agonisten/Antagonisten. Dadurch kdnnte die giftende Wirkung

des Phase I-Metabolismus auf viele Kanzerogene (wie z.B. Nitrosamine oder
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polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe) verringert werden [Gerhauser, 2008; Moon
et al., 2006; Pohl et al., 2006]. Auch detoxifizierende Phase II-Enzyme werden durch
Polyphenole moduliert. Aber wahrend die Aktivitdt der CYPs durch Polyphenole meist
gehemmt wird (was zu einer verminderten Giftung von Prakanzerogenen fihrt), wird
durch Induktion des Phase II-Metabolismus die Detoxifizierung/Ausscheidung geférdert.
Dies umfasst die Induktion von Glutathion-S-Transferasen, Sulfotransferasen und UDP-

Glucuronosyltransferasen [Gerhauser, 2008].

3.4.4.2. Einfluss auf die DNA-Reparatur
Durch die gro3e Anzahl oxidativer DNA-Schaden durch ROS sind effiziente Reparatur-

Mechanismen notwendig, die die Manifestation von Mutationen als Folge (oxidativer)
DNA-Modifikationen verhindern. Eine verstarkte Aufnahme von Polyphenolen kann zu
einer verstarkten DNA-Reparatur fuhren, was durch verschiedene in vitro- und in vivo-
Studien angedeutet wird [Collins et al., 2003; Guarrera et al., 2007; Maurya et al., 2005].
Allerdings beruht dieser Anstieg nicht auf einer vermehrten Expression der Reparatur-
zugehdrigen Gene, da diese allenfalls leicht induziert wurden [Collins et al., 2003; Guarrera
et al., 2007].

3.4.4.3. Proliferationshemmende Effekte

Die wichtigsten Mechanismen der Suppression bzw. der Eliminierung von Tumorzellen
sind Zellzyklus-Arrest bzw. Proliferationshemmung und Apoptose-Induktion. Flavonoide
und Polyphenole zeigten in vielen in vitro-Studien wachstumshemmende Effekte in
Kolonkrebszellen [Kern et al., 2005; Middleton et al., 2000; Veeriah et al., 2006]. So fihrte die
72h Inkubation von HT-29 Zellen mit polyphenolreichem Apfelsaftextrakt AE02 (zur
Erklarung der Extrakte siehe Abschnitt 3.6) zu einer Wachstumshemmung der Zellen (ICs
= 134 pg/mL), was durch die Untersuchung einzelner Extraktbestandteile bestatigt wurde
(ICso-Werte zwischen 89 und >300 umol/L) [Kern et al., 2005].

Angriffspunkte der Zellzykluskontrolle sind die Cycline und Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDKs), die durch Polyphenole zumeist durch Induktion von CDK-Inhibitoren wie p21 oder
p27 deaktiviert werden und damit zu einem Zellzyklus-Arrest in der G1- oder G2/M-Phase
fuhren [Ramos, 2008]. Weitere Angriffspunkte liegen in der MAP-Kinase-Kaskade, wo
Polyphenole bereits auf der Ebene des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR)
eine Hemmung zeigen und damit das Anschalten des weiteren Signalweges verhindern
[Kern et al., 2005]. Durch Interaktionen mit dem Aryl-Hydrocarbonrezeptor (AhR) kénnen
ebenfalls Signalwege aktiviert werden, die mit dem Zellwachstum assoziiert sind; auch die
Hemmung von Cyclinen verlauft, zumindest partiell, durch Interaktion mit dem AhR [Murray
et al., 2006].
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Ein weiterer Mechanismus zur Kontrolle des Zellwachstums ist der programmierte Zelltod
(Apoptose). Dieser kann durch zwei Signalwege initiilert werden: einmal extrinsisch, Uber
Plasmamembran-Rezeptoren vermittelt oder intrinsisch Uber Aktivierung der
Mitrochondrien. An der mitochondrialen Regulation der Apoptose sind Proteine der Bcl-2-
Familie beteiligt, die sich in Agonisten und Antagonisten unterteilen lassen. Sie regulieren
die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, welches zusammen mit Apaf-1
das sogenannte Apoptosom bildet und die Aktivierung von Caspasen (cysteinyl-aspartate
specific protease) initiiert. Auch die extrinsische Stimulation von Membran-Rezeptoren
(z.B. durch den Tumor-Nekrose-Faktor TNFa oder FasL) fluhrt zur Caspase-Aktivierung.
Die durch diese Wege aktivierten sogenannten Initiator-Caspasen (Caspase 8, 9)
aktivieren ihrerseits wieder Effektor-Caspasen (v.a. Caspase 3), die fur den
proteolytischen Abbau verantwortlich sind. Bei der Apoptose erfahrt die Zelle eine Reihe
morphologischer Veranderungen: ein Schrumpfen und Abrunden (Abbau des Zytoskeletts
durch Caspasen), Chromatinkondensation und Fragmentierung der DNA (Bildung einer
-DNA-Leiter* durch Endonukleasen) und Bildung apoptotischer Kdrperchen (die dann
durch Phagozytose verdaut werden) [Gerhauser, 2008; Halliwell und Gutteridge, 1999;
Marquardt und Schafer, 2004]. Durch vermehrte Expression proapoptotischer bzw.
Hemmung antiapoptotischer Proteine sowie durch Induktion der Caspase 3-Aktivitat
wurden Flavonoide und Polyphenole als Apoptose-induzierende Verbindungen identifiziert
[Gerhauser, 2008; Kampa et al., 2004; Kuntz et al., 1999].

3.4.4.4. Einfluss auf Entzindungsreaktionen

Polyphenole sind starke Antioxidantien, aber ihre anti-inflammatorische Wirkung in vivo
beruht vermutlich auf einer Modulation der Signaltransduktion und Genexpression [Shapiro
et al., 2007]. Ein wichtiges Ziel der Polyphenole ist NF-xB, welches als entscheidender
Transkriptionsfaktor flr die Genese von Entziindungen betrachtet wird. Im Normalfall ist
NF-kB im Cytosol an einen Inhibitor (IxB) gebunden und wird durch IkB-Kinasen (IkK) von
ihm getrennt. IkK kann durch bei Entzindungsreaktionen freigesetzte Cytokine (z.B.
TNFa), Endotoxine oder ROS aktiviert werden. Das freigesetzte NF-kB kann dann in den
Kern translozieren und die Expression pro-inflammatorischer Genprodukte induzieren.
Dazu gehoren u.a. TNFa, Cyclooxygenase 2 (COX-2) und die induzierbare NO-Synthase
(iNOS), die Entziindungsreaktion aber auch das Tumor-Wachstum férdern [Ramos, 2008].
Das induzierbare Enzym COX-2 katalysiert die Synthese von Prostaglandinen aus
Arachidonsaure und ist in vielen Tumorgeweben Uberexprimiert. Der daraus resultierende
Uberschuss an Prostaglandinen kann die Kanzerogenese durch proliferierende,

antiapoptotische und angiogene Eigenschaften fordern [Gerhduser, 2008; Ramos, 2008]. Die
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induzierbare NO-Synthase (iINOS) ist ebenfalls ein Enzym, welches eng mit
Entziindungsreaktionen im Koérper assoziiert ist [Gonzalez-Gallego et al., 2007].

Die anti-inflammatorische Wirkung der Polyphenole beruht wahrscheinlich auf einer
Hemmung der NF-kB-Freisetzung durch Hemmung der IkK-Aktivitat, was den Abbau des
NF-«xB-Inhibitors IxB verhindert [Shapiro et al., 2007].

Bei Versuchen an Nagern konnte durch Verabreichung von Polyphenolen (Resveratrol,
EGCG, Grunteeextrakt, Quercetin-Glykoside) eine deutliche Verbesserung der

(induzierten) Kolitis erzielt werden [Shapiro et al., 2007].

3.4.5. Adverse Effekte

Flavonoide und Polyphenole haben reaktive, funktionelle Gruppen, so dass nicht nur
antioxidative und protektive, sondern auch adverse Effekte 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 Catecholgruppe im B-Ring. Auf Grund
ihrer Fahigkeit zum Redox-Cycling zeigen sie auch unerwilnschte Eigenschaften, die in
erster Linie auf ihre elektrophilen Metabolisierungsprodukte (Chinone, Methide)

zurluckzufiihren sind.

3.4.5.1. Mutagenitat und Genotoxizitat

Ende der 70er Jahre untersuchten Brown et al. im Ames-Test Uber 70 verschiedene
Flavonoide auf ihre mutagenen Eigenschaften. Wie von Czeczot bestatigt, zeigte vor
allem Quercetin mutagene Eigenschaften, ebenso Rhamnetin und Kaempferol, wahrend
die Quercetin-Glycoside keine mutagenen Eigenschaften aufwiesen [Brown und Dietrich,
1979; Czeczot et al., 1990]. Durch Zusatz metabolisierender Systeme (S9-Mix) lie® sich das
mutagene Potential der Flavonoide fast durchgangig steigern. Neben den oben
genannten strukturellen Eigenschaften spielt fir die Mutagenitdt von Flavonolen das
Vorhandensein der Hydroxylgruppe an C7 eine grofe Rolle [Czeczot et al., 1990]. Es wurde
gezeigt, dass nicht die Ausgangsstrukturen an sich fir die Mutagenitat verantwortlich sind,
sondern die Chinon-/ Chinon-Methid-Strukturen [Rietjens et al., 2005].

3.4.5.2. Prooxidative Eigenschaften

Neben den antioxidativen Eigenschaften zeigen viele Polyphenole auch prooxidative
Effekte, das heildt eine Bildung von ROS, was dem antioxidativen Charakter dieser
Verbindungen eigentlich widerspricht, aber vermutlich auf denselben Mechanismen —
Oxidation der 3',4’-Dihydroxystruktur zum o-Catechol — beruht. Durch diese Oxidation
kann molekularer Sauerstoff zum Superoxidradikal-Anion oder dieses zu H,O, reduziert

werden. Eine Strukturvoraussetzung fir eine Chinonbildung ist die Catecholgruppe, wie
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sie z.B. bei Quercetin, Kaffeesaurederivaten und (Epi)Catechin vorliegt. Quercetin ist
hinsichtlich seiner prooxidativen Eigenschaften gut untersucht, einen Uberblick tber

mdgliche Oxidationswege zeigt Abbildung 3.25:

Prooxidative Effekte
Zellschaden

1

NADP*

CYP450
9

NADPH

(L

OH O
0-Chinon

Entgiftung _
———, Prooxidative Effekte
Zellschaden

Abbildung 3.25: Mégliche Oxidationswege von Quercetin in Zellen; nach [Metodiewa et al.,
1999] (ohne Beachtung der Stochiometrie); Erklarung der Reaktionen im Text

Die Reaktion von Quercetin (Q) mit Peroxidasen (1) folgt nach dem allgemeinen
Mechanismus:
2Q + HO, - 2Q" + 2H,0
Die mesomere Struktur des gebildeten o-Semichinonradikals (Q*) geht von der
Catecholgruppe aus und verlduft Uber alle drei Ringe, was Voraussetzung fir die
Radikalstabilisierung ist. Es kann jedoch auch zur o-Chinonstruktur (QQ)
disproportionieren (2):
2Q" - Qq + Q
Ist Sauerstoff zugegen, kann die Reaktion vom Semichinon zum Chinon auch uber die
Bildung des Superoxidradikal-Anions verlaufen (3):
Q™ + 0O, - Qg + 0,

Superoxidradikal-Anionen kdénnen von Quercetin-Molekilen unter Bildung des
Semichinonradikals abgefangen werden (4):

Q+ O, + 2H - Q" + H0,

Auch das Semichinon kann Superoxidradikal-Anionen abfangen (5):
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Q™ +0, + 2H° - Qg + H0;
Das endogene Antioxidans Glutathion kann ebenfalls an Redox-Reaktionen des
Quercetins beteiligt sein. Glutathionyl-Radikale (GS®) kdénnen durch Semichinone
reduziert werden (6):

Q" +GS’ - Qg + GSH
Das Glutathionyl-Radikal kann z.B. bei der Ein-Elektronenlbertragung mit dem
Semichinonradikal gebildet werden (7):
Q" + GSH - Q +GS’

oder bei der Abfangreaktion des Superoxidradikal-Anions durch Glutathion (8):

GSH + 0O, + H' - GS® + H,0,
CYP450 kann durch Ein-Elektronenubertragung das Chinon zum entsprechenden
Semichinon reduzieren (9). Die NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase (NQO1) reduziert die
chinoide Form durch Zwei-Elektroneniibertragung zurlick zur Ausgangsverbindung (10),
so dass Quercetin wieder dem oben genannten Redox-Cycling zur Verfigung steht
[Metodiewa et al., 1999]. Auch Epicatechin kann durch Tyrosinase und Peroxidasen zum o-
Chinon oxidiert werden. Diese Oxidation wurde mit Apfel-Phenoloxidasen beobachtet,
dabei ist das Zwischenprodukt bei physiologischem pH-Wert nicht stabil und weitere
Reaktionen wie Dimerisierungen oder Polymerisierungen sind mdglich [Moridani et al.,
2001b].
Einflussfaktoren fir diese (unerwiinschte) prooxidative Wirkung der Polyphenole sind u.a.
das verwendete Losungsmittel, die Anwesenheit redoxaktiver Metall-lonen und vermutlich
der pH-Wert [Amorati et al., 2006; Lapidot et al., 2002]. Dabei ist festzustellen, dass die
beobachteten Effekte ausschlielich auf in vitro-Experimenten beruhen; eine prooxidative

Wirksamkeit der Polyphenole in vivo konnte bislang nicht gezeigt werden [Halliwell, 2008].

GSH-Adduktbildung

Neben der Bildung von ROS durch Redox-Cycling kann das als Zwischenprodukt
entstandene Chinon weiter reagieren und Uber Methide Glutathion-Addukte bilden. Dabei
bestimmen Deprotonierungsgrad und Substitutionsmuster die Adduktbildung, d.h. der Ort
der Bindung ist pH-abhangig. Neutrale Chinone bilden v.a. am C-Ring Addukte mit
Glutathion. Im neutralen pH-Bereich liegt das Chinon als Monoanion vor und bildet
bevorzugt Addukte am A-Ring. B-Ring-Adduktbildung findet vor allem bei hoherer
Deprotonierung des Chinons statt. Diese Glutathion-Addukte wurden im in vitro-
Zellsystem sowie in vivo als entsprechende Mercaptursauren im Urin gefunden [Awad et
al., 2002]. Fur Catechine wurden nach Oxidation zum o-Chinon Mono-, Di- oder Tri-
Glutathionkonjugate nachgewiesen. Die bevorzugte Position der Adduktbildung ist dabei

C5, gefolgt von C6 wund C2. Auch Catechindimere kénnen bis zu zwei
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Glutathionmolekile binden [Moridani et al., 2001b]. Die Hydroxyzimtsauren Kaffeesaure,
Chlorogensaure und Dihydrokaffeesdure bilden ebenfalls, enzymatisch katalysiert durch
NADPH/Rattenleber-Mikrosomen, Uber entsprechende Chinonstrukturen GSH-Addukte,
mit einer Regioselektivitat von C5 > C6 > C2. [Moridani et al., 2001al.

Durch diese Adduktbildung wird der zellulare Glutathion-Spiegel verringert; die Zellen sind
dadurch anfalliger fir oxidative Schaden, da ein wichtiger antioxidativer
Abwehrmechanismus wegfallt. Die beobachtete GSH-Depletion kann letztendlich bis zum
Tod der Zelle flihren [Moridani et al., 2001a].

3.5. Apfelsaft und seine Inhaltsstoffe

Die Hauptaufnahmequellen fiir Polyphenole in der menschlichen Nahrung sind Kaffee,
Tee, Rotwein sowie Obst und Gemuse bzw. die daraus gewonnene Séfte, wobei
Apfelsaft, als in Deutschland am haufigsten konsumiertem Fruchtsaft eine besondere
Rolle zukommt [D'Archivio et al., 2007; Scalbert und Williamson, 2000; VdF, 2009]. Tabelle 3.4
zeigt einige Daten zu Verwendung und Verbrauch von Apfeln und Apfelsaft in

Deutschland.

Tabelle 3.4: Produktion und Verbrauch von Apfeln bzw. Apfelsaft in Deutschland [BMELYV,
2008; VdF, 2009]

Erntemenge Produktion Pro-Kopf-
. Verwendung [%]
Jahr Apfel Apfelsaft Verbrauch
[t] Tafelobst Industrie [t [L]

2005 985.456 12,4
2006 947.611 67 32 978.374 12,0
2007 1.070.036 63 36 897.895 11,4
2008 1.046.995 73 26 776.940 9,2
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Herstellung von Apfelsaft

Die Herstellung von Apfelsaft zeigt Abbildung 3.26. Zur Vorbereitung der Frichte wird das
Obst gewaschen und anschlieRend sortiert, um faule und unreife Friichte zu entfernen.
Nach der Entstielung wird das Obst mechanisch durch Obstmiihlen zerkleinert. Im darauf
folgenden Verfahren der Entsaftung werden diskontinuierliche und kontinuierliche Pressen
eingesetzt. Die Saftausbeute liegt bei
Vom Apfel zum Saft Apfeln bei 70 %. Der Riickstand der

Saftgewinnung, der Trester, dient zur

Pektingewinnung. Die anschliefliende
, ik Wericn " Saftbehandlung umfasst eine
'- " Vorklarung, die die Abtrennung des

o Trubs erleichtert und Nachtribungen
verhindert. Danach erfolgt ein
o enzymatischer Abbau von Pektinen,

die Entfernung von Polyphenolen

durch Zusatz von Gelatine oder

Zentrifugieren

Polyvinylpyrrolidon und eine

Entfernung von Proteinen durch

| Filtrieren

Adsorption an Bentonit. Anschlielend

wird der Saft mittels Filtration durch

Pasteurisieren

pordse Schichten wie Zellulose bzw.

A Al Kieselgur ~ oder  durch eine

| Abflien Zentrifugation geklart.

- Sl St = ]

Abbildung 3.26: Vom Apfel zum Saft [VdF, 2009] C° naturtriben - Apfelsaften erfolgt

eine Trubstabilisierung, bei der die
Trubstoffe durch kurzzeitige Behandlung mit Polygalacturonsaure-Praparaten partiell
abgebaut und damit stabilisiert werden kdénnen.
Um eine enzymatische Braunung durch die Oxidierung noch vorhandener Polyphenole zu
verhindern, wird Vitamin C zugesetzt. Zur Abtétung von Mikroorganismen und
Inaktivierung von Enzymen wird der Saft z.B. durch eine Pasteurisation haltbar gemacht.
Eine zweite Pasteurisation wird nach der Auslagerung bzw. Abflillung des Fruchtsaftes,

z.B. durch Erhitzen der verschlossenen Flaschen, durchgefiihrt [Belitz et al., 2001].

3.5.1. Polyphenolprofil von Apfelsaft

Im Allgemeinen enthalten Lebensmittel eine komplexe Mischung von Polyphenolen. Apfel

und Apfelsaft gehéren zu den wenigen Lebensmitteln, deren Polyphenol-Profil
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weitestgehend bekannt ist [D'Archivio et al., 2007]. Das Polyphenol-Profil von Apfeln ist
durch eine grof3e strukturelle Diversitat gekennzeichnet. Es finden sich Flavanole (v.a. (-)-
Epicatechin und Procyanidine), Hydroxyzimtsauren (Kaffeoyl- und p-
Coumaroylchinasauren), die fir Apfel spezifischen Dihydrochalcone (Phloretin-2-glucosid
und —xyloglucosid) sowie Flavonole und Anthocyanidine in der Schale (siehe Tabelle 3.5).
Einflussfaktoren, die den Gehalt und die Zusammensetzung an Polyphenolen bestimmen
sind die Apfelsorte, Reifegrad, Jahreszeit, Exposition mit Sonnenlicht sowie Lagerungs-

und Prozessbedingungen [Guyot et al., 2003; Kahle et al., 2005a].

Tabelle 3.5: Polyphenolgehalt [mg/L] verschiedener Apfelsafte, nach [Kahle et al., 2005a].
n.q.: nicht quantifizierbar (< Bestimmungsgrenze)

Séfte aus Kommerzielle Safte

Tafelapfeln Mostapfeln klar trib
Substanzgruppe (n=4) (n=7) (n=3) (n=21)
Flavan-3-ole 50 - 95 70 - 393 14 - 32 46 - 120
Dihydrochalcone 10-35 34 -171 9-54 28 - 87
Hydroxyzimtsauren 61 - 68 134 - 593 69 - 122 94 - 259
Flavonole ng.-4 n.q. - 27 ng.-7 3-14
Gesamt 154 - 178 261 -970 110-173 182 - 459
Sortenauswahl

Die Wahl der Apfelsorte ist von entscheidender Bedeutung, stellt sie doch den grélten
Variationsfaktor fiir den Polyphenol-Gehalt des spateren Saftes dar. So wurde in Saft aus
Tafelapfeln mit 154-178 mg/L wesentlich niedrigere Gehalte an Polyphenole gemessen
als in Saften aus ,alten“ Mostapfelsorten (261-970 mg/L) [Kahle et al., 2005a].

Da es sich bei den zu untersuchenden phenolischen Substanzen um Sekundarprodukte
des Pflanzenmetabolismus handelt, wird die Bildung von Polyphenolen durch
verschiedene Faktoren wie Sonnenlicht [Manach et al., 2004], saisonale Schwankungen
wahrend verschiedener Jahrgange [van der Sluis et al., 2001] und Reifegrad der Friichte
[Guyot et al., 2003] beeinflusst. Zwischen den Jahrgangen, auch schon bei verschiedenen
Standorten der Apfelbdume und innerhalb eines Apfelbaumes sind daher bedeutende

Unterschiede beziiglich des Polyphenolgehaltes und -profils der Friichte zu erwarten.

Phenolverteilung im Apfel

Ein weiterer Faktor flr Verluste wahrend der Verarbeitung ist die ungleiche Verteilung der
Polyphenole im Apfel: So findet sich der Hauptteil der Polyphenole im Parenchym (30-67
%), gefolgt von Schale (17-48 %) und Kerngehduse (11-28 %). Wahrend die

69



Theoretische Grundlagen

Flavonolglykoside und Anthocyane fast ausschliel3lich in der Schale enthalten sind,
kommen die Catechine und deren Oligomere zwar hauptsachlich in der Schale vor, zu
geringeren Anteilen aber auch in Fruchtfleisch und Kerngehause, einschliel3lich der
Samen. Hydroxyzimtsduren und Phloretinglykoside befinden sich bevorzugt im

Kerngehause, jedoch auch im Fruchtfleisch [Thielen, 2006].

Technologische Aspekte

Diese Verteilung hat auch Auswirkungen auf den Polyphenolgehalt des Apfelsafts, da
durch die Pressung der (berwiegende phenolische Anteil der festen Apfelbestandteile
(Schale und Gehause), vor allem Proanthocyanidine und Flavonolglykoside, im Trester
verbleiben und nicht mit in den Saft Uberfiihrt werden [Schieber et al., 2001]. Dies flhrt zu
EinbufRen von ca. 50 % der Polyphenole [Rechner et al., 1999]. Eine weitere Ursache fur die
ungleiche Uberfiihrung der einzelnen Polyphenole ist ihre Wasserloslichkeit:
Chlorogensaure ist am besten wasserldslich und hat daher den grof3ten Anteil im Saft
[Van Der Sluis et al, 2002]. Mittels so genannter Tresterverflissigung durch
Enzymbehandlung des Pressrickstandes (Trester) mit Pektinasen und Zellulasen oder
durch alkoholische Extraktion des Tresters lassen sich gebundene Polyphenole
herausldsen und in den Tresterextraktionssaft tGberflihren [Van Der Sluis et al., 2002; Will et
al., 2000]. Dieser technologische Aspekt wurde in der vorliegenden Arbeit durch die
Untersuchung von Tresterextraktionssaften bericksichtigt.

Auch wahrend der Obstverarbeitung kommt es zu Verlusten von phenolischen
Verbindungen, die zum Teil Uber 50 % betragen kdénnen [Rechner, 2002]. Ursachen fir
diese Abnahme liegen zum einen in der Oxidation der phenolischen Verbindungen, zum
anderen in dem unzureichenden Zellaufschluss des Obstes. Die starkste Oxidation
geschieht in der Maische vor und wahrend des Pressens und umfasst sowohl
enzymatische als auch nicht-enzymatische Reaktionen. Die enzymatischen Reaktionen
werden durch Polyphenol-Oxidasen katalysiert. Startreaktion ist immer die enzymatische
Oxidation des o-Hydrochinons zum o-Chinon. Die Folge-Reaktionen, die zur Bildung der
braunen Melanoidine fiihren, sind nicht enzymatisch [Lu et al., 2006]. Trotz verschiedener
Schutzmalinahmen, z.B. Ascorbinsaurezugabe, ist deren Ausmall meist nicht
unerheblich. Die aktiven Enzyme weisen eine besondere Affinitat zu Hydroxyzimtsauren
(vor allem Kaffeesdureverbindungen) auf, wahrend Catechine und Procyanidine
schlechter umgesetzt werden [Cheynier et al., 1988; Guyot et al.,, 2003]. Catechine
verschwinden durch Oxidation und Umsetzung mit oxidierten Hydroxyzimtsauren fast
vollig. Der Gehalt an Procyanidinen wird nimmt ebenfalls stark ab (Faktor 4-9), ebenso die
Konzentration an Hydroxyzimtsauren (Faktor 1,5-4,5) und Dihydrochalconen (Faktor 1,4-
2,3) [Guyot et al., 2003].
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3.5.2. Apfelsaft-Trub

Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal von Apfelséaften ist die Einteilung in klare und
tribe Safte. Wahrend der Trub die den klaren Saften durch Filtration, Zentrifugation oder
Klarung entfernt wird, erfolgt den triben Saften meistens eine Trubstabilisierung, die die
enzymatische Braunung verhindert und das Absetzen am Flaschenboden verhindert
[Belitz et al., 2001].

Barth et al. haben die Zusammensetzung von Apfelsaft-Trub analysiert und fanden
heraus, dass der verwendete Trub zu 48,6 % aus Lipiden besteht [Barth et al., 2007]. Als
weitere Bestandteile wurden Proteine (ca. 24 %), Zellwand-Oligosaccharide (7,4 %) und
18% unidentifizierte Polyphenole genannt. Andere Quellen sprechen den oligomeren
Procyanidinen einen Anteil von >60 % des Trubs zu [Gerhauser, 2008]. Dabei sind die in
Trub enthaltenen Procyanidine wahrscheinlich héhere Oligomere, wie ein Vergleich des

Polymerisierungsgrades von klarem und triibem Apfelsaft zeigt [Himmer et al., 2008].

3.6. Polyphenolische Extrakte aus Apfeln, fermentierte
Extrakte und fermentierter Trub

Zur Untersuchung der protektiven Wirkung von Apfelsaft in vitro wurden Polyphenol-
angereicherte Extrakte verwendet, die hier naher beschrieben werden sollen. Die
Herstellung und Analytik der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Apfelsaftextrakte
erfolgte in der Forschungsanstalt Geisenheim, Abteilung Weinanalytik &
Getrankeforschung (Arbeitsgruppe Prof. Dietrich). Die Quantifizierung der Polyphenole
wurde mittels HPLC-DAD durchgefiihrt, [Olk et al., 2006-2009, pers. Mitteilung pers.
Mitteilung], die Bestimmung der oligomeren Zuckerbausteine mittels HPAEC (high
performance anion exchange chromatography) nach Saurehydrolyse [Saeman et al., 1945]
und der Procyanidingehalt photometrisch nach Depolymerisierung mittels Saure/Butanol-

Assay [Himmer et al., 2008]..

3.6.1. Herstellung der Apfelsaftextrakte

Die Gewinnung der Apfelsaftextrakte erfolgt mittels Festphasenextraktion der
phenolischen Bestandteile des Apfelsaftes an Adsorberharz (z.B. XAD16 oder SP70).
Anschlieend wird die Saule zur Entfernung primarer Apfelsaftinhaltsstoffe (org. Sauren,

Zucker, Mineralien) mit destilliertem Wasser gespult. Die Elution der phenolischen
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Substanzen erfolgt mittels Ethanol. Der alkoholische Extrakt wird eingeengt, in Wasser
aufgenommen und lyophilisiert. Die Ausbeute liegt ungefahr bei 1 g Extrakt pro Liter Saft
[Olk et al., 2006-2009, pers. Mitteilung].

3.6.2. Zusammensetzung der Apfelsaftextrakte

Die Hauptkomponenten der Apfelsaftextrakte (AEs) sind Polyphenole (23 — 49 %), Oligo-
und Polysaccharide (8 — 38 %) und oligomere Procyanidine (24 — 57 %) [Olk et al., 2006-
2009, pers. Mitteilung]. Die genaue Zusammensetzung der verwendeten Extrakte ist in
Tabelle 3.6 angegeben. Um das Polyphenolprofil in seiner Zusammensetzung zu variieren
wurden fur die Extrakte, die in dieser Arbeit untersucht werden sollten, verschiedene
Apfelsorten und Technologien verwendet:

AEO01: Ausgangsmaterial sind Apfel der Sorte Boskoop der Ernte 2001.

AE02: Apfelsaftextrakt AEO2 entstammt Apfeln verschiedener Sorten der Ernte 2002,
darunter ein hoher Anteil Mostapfelsorten (25 % Topaz, 17,5 % Bohnapfel, 22,5 %
Winterrambur und 15 % Bittenfelder, 20 % gemischtes Tafelobst).

Trestersaft-Extrakt 03 (AEO03B): Dieser Extrakt AEO3B unterscheidet sich von den
anderen Apfelsaftextrakten durch seine Herstellungsweise. Der Apfelsaft wurde aus
verschiedenen Tafelapfelsorten (Melrose, Granny Smith, Golden Delicious und Jonagold)
der Ernte 2003 hergestellt. Der normale Apfelsaft (A-Saft) wurde fur die Herstellung
jedoch nicht bertcksichtigt. Stattdessen wurde der gepresste Rickstand (Trester) flr zwei
Stunden mit Zellulase und Pektinasen behandelt, um die im Trester verbliebenen
Polyphenole herauszuldsen. Der daraus resultierende ,Tresterextraktionssaft’ (B-Saft)
wurde flur die Extraktgewinnung eingesetzt.

AE04: Auf Grund der schlechten Ernte im Jahr 2004 entstammt der AE0O4 einer Mischung
von Apfelsaften der Ernte 2002 und 2003. Dabei wurden 250 L des Apfelsaftes von 2002
(identisch mit dem eingesetzten Apfelsaft fir AE02), 50 L Tresterextraktionssaft (s.
AEOQO3B) und je 200 L der naturtriben Mostapfelsafte aus Schafsnase, Bohnapfel und
Winterrambur vermischt.

AEQ05: Dieser Extrakt besteht aus einer Mischung sortenreiner Apfelsafte der
Mostapfelsorten Bittenfelder (10 %), Bohnapfel (23 %), Bortlinger (18 %), Seeestermuhler
(25 %) sowie 24 % Topaz (Tafelapfel) der Ernte 2005.

AE06: AEO6 entstammt den Mostapfelsorten Bohnapfel (10 %), Maunzen (45 %),
Winterrambur (10 %) der Ernte 2006. Zusatzlich wurde noch 35 % gemischtes Tafelobst
verwendet.

AEO06B: In Anlehnung an den Trestersaft-Extrakt AEO3B wurde auch aus der Ernte 2006
ein solcher Extrakt hergestellt. Dazu wurden ausschliel3lich Mostapfel der Sorte

Bittenfelder eingesetzt, um einen mdglichst hohen Anteil an Polyphenolen zu erhalten.
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Nach der Entsaftung wurde der Trester mit Wasser aufgeschlammt und fir 2 h bei 54°C
mit Pektinase und Cellulase geruhrt. Der dekantierte Extraktionssaft wurde zusatzlich mit
Pektinase behandelt und zur Extraktgewinnung verwendet.

AEQ7: Zur Gewinnung des AEOQO7 wurden folgende Apfelsorten ausgewahlt: 48 %
Bittenfelder, 26 % Brettacher, 11 % Braeburn, 8 % Jonagold sowie 7 % gemischtes
Mostobst.

Die Quantifizierung der Polyphenole erfolgte mittels HPLC-DAD [Olk et al., 2006-2009, pers.
Mitteilung pers. Mitteilung], die oligomeren Zucker wurden mittels HPAEC (high performance
anion exchange chromatography) nach Saurehydrolyse [Saeman et al., 1945] quantifiziert
und der Procyanidingehalt photometrisch nach Depolymerisierung mittels Saure/Butanol-
Assay [Himmer et al., 2008]. Herstellung und Analytik der Apfelsaftextrakte wurden in der
Forschungsanstalt Geisenheim, Abteilung Weinanalytik &  Getrankeforschung
durchgefihrt.
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Tabelle 3.6: Zusammensetzung der verwendeten phenolischen Apfelsaftextrakte [Olk et al.,
2006-2009, pers. Mitteilung]; n.d.: < Nachweisgrenze

AEO1 AE02 AEO03B AE04 AE05 AE06 AE06B AE07

Procyanidin B1 mg/g 2,9 7,0 6,2 n.d. 2,4 2,1 2,4 2,5
(+)-Catechin mg/g n.d. n.d. 2,7 n.d. 59 4,2 4,2 4.8
Procyanidin B2 mg/g 16,0 15,1 18,4 12,1 n.d. 28,6 17,1 20,6
(-)-Epicatechin mg/g 11,8 19,2 17,7 12,5 5,9 30,4 14,3 12,8
Procyanidin C1 mg/g 4,7 n.d. 3,4 2,0 2,5 16,0 13,5 3,9
X Flavan-3-ole mg/g 35,4 41,3 48,4 26,6 16,7 81,3 51,5 44,5
Phloretin-2-xyloglucosid  mglg | 42,7 662 317 689 282 291 96 542
Phloridzin mg/g | 34,7 27,9 78,9 48,0 28,7 9,2 24,4 23,6
% Dihydrochalcone mg/g | 77,4 94,1 110,6 116,9 56,9 38,4 34,0 77,7
Chlorogensaure ~ mglg | 1718 1815 192 1832 1839 1403 766 1249
4-Caffeoylchinasaure mg/g 10,2 n.d. 1,2 9,2 20,9 4,1 50 16,3
Coumaroylglucose mg/g 0,8 n.d. n.d. 11,9 29 0,1 0,2 1,2
Kaffeesaure mg/g 55 4,8 4.0 7,5 3,9 0,1 0,7 0,0

3-Coumaroylchinasaure  mg/g 16,0 9,5 3,0 9,4 2,0 3.1 0,7 55
4-Coumaroylchinasaure  mg/g 72,4 77,3 50 66,0 84,9 37,3 521 98,2
5-Coumaroylchinasaure  mg/g 7,0 10,4 3,8 39,8 n.d. 2,0 0,2 0,0
p-Cumarsaure mg/g 1,8 n.d. 4,2 2,6 1,3 0,2 0,6 1,0

> phenolische Sauren mg/g | 2855 2835 404 329,6 299,8 187,3 136,0 247,
Quercetin-3-rutinosid ~~ mg/lg | 1,8 26 491 45 nd.  nd.  nd  nd
Quercetin-3-galactosid mg/g 0,9 0,8 8,1 1,8 1,5 1,0 2,8 1,1
Quercetin-3-glucosid mg/g 1,4 1,4 12,3 1,5 0,7 0,5 0,6 0,4
Quercetin-3-xylosid mg/g 0,5 n.d. 18,1 n.d. n.d. 0,3 1,4 0,6
Quercetin-3-arabinosid mg/g n.n. n.d. 3,5 n.d. n.d. 0,2 0,0 0,9

Quercetin-3-rhamnosid mg/g 3,2 4,1 25,1 4,3 1,3 1,4 0,9 1,5

% Flavonole mg/g 7,8 8,9 116,2 12,1 3,5 3,4 5,7 4,4
SPolyphenole ~ mgig | 4061 427,8 3156 4852 3769 3103 227,3 3737
Fucose % 0,3 0,2 0,1 0,0 0,1 0,1 0,6 0,0
Rhamnose % 0,3 0,3 1,8 0,5 0,6 0,3 2,2 0,5
Arabinose % 0,8 1,0 5,0 0,3 1,8 0,7 17,9 0,6
Galactose % 0,8 0,7 25 0,3 0,9 0,8 29 0,4
Glucose % 12,7 11,2 11,2 5,6 7,5 6,1 9,9 7,0
Xylose % 2,0 2,7 1,3 0,6 1,0 0,4 29 1,1
Galacturonsaure % 0,1 0,0 0,6 0,2 0,2 0,4 1,6 0,1
Glucuronsaure % 0,8 0,2 0,2 0,1 1,0 0,1 0,2 0,6
% Oligosaccharide % 17,7 16,3 22,8 7,5 13,0 8,7 38,2 10,3
% Procyanidine % 25 36 46 52 24 57 35 48,3
Gesamt % 83,3 95,1 100,3 108,1 74,7 96,7 96,0 96,0
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Ausgangsmaterial dienten Apfelschalen der Sorte Granny Smith.

3.6.3. Herstellung / Zusammensetzung der Apfelschalenextrakte

Neben den Extrakten aus Apfelsaft wurden auch zwei Schalenextrakte auf ihre
antioxidative Wirksamkeit untersucht. Dazu wurden Apfelschalen mit heilem Wasser
extrahiert und dann mittels Festphasenextraktion die Polyphenole gewonnen. Die Elution
erfolgte mit Ethanol und anschlieRender Lyophilisierung. PE: Dieser Apfelschalenextrakt

wurde aus einer Mischung von Schalen verschiedener Tafelapfel gewonnen. GS: Als

Tabelle 3.7: Zusammensetzung der Apfelschalenextrakte [Olk et al., 2006-2009, pers.

Mitteilung]

PE GS
Procyanidin B1 mg/g 1,3 2,6
(+)-Catechin mg/g 2,1 2,6
Procyanidin B2 mg/g 19,2 17,3
(-)-Epicatechin mg/g 12,3 9,7
Procyanidin C1 mg/g 6,8 15,3
% Flavan-3-ole mg/g 41,6 47,5
Phloretin-2-xyloglucosid ~ mglg | 182 158
Phloridzin mg/g 24,8 19,6
¥ Dihydrochalcone mg/g 43,0 35,5
5-Caffeoylchinaséure ~ mglg | 200 102
4-Caffeoylchinasaure mg/g 0,7 0,4
Coumaroylglucose mg/g n.d. n.d.
Kaffeesaure mg/g 0,3 04
3-Coumaroylchinasaure mg/g 1,2 1,9
4-Coumaroylchinasaure mg/g 5,3 3,3
5-Coumaroylchinasaure mg/g n.d. n.d.
p-Cumarsaure mg/g 0,2 0,4
T phenolische Sauren mg/g 27,8 16,6
Quercetin-3-rutinosid  mg/g | nd.  nd.
Quercetin-3-galactosid mg/g 36,8 71,7
Quercetin-3-glucosid mg/g 7.1 23,0
Quercetin-3-xylosid mg/g 7,4 14,7
Quercetin-3-arabinosid mg/g 18,0 26,5
Quercetin-3-rhamnosid mg/g 26,5 27,4
% Flavonole mg/g 95,7 163,3
TPolyphenole  mglg | 2081 2628
¥ Oligosaccharide % 245 24,0
% Procyanidine % 43,0 44,0
Gesamt % 88,3 94,3
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3.6.4. Herstellung der untersuchten in vitro-Fermentate aus
Apfelsaftextrakt

In vitro-Systeme werden haufig benutzt, um den Metabolismus der Mikroflora des
Dickdarms zu simulieren, da in vivo-Experimente an Menschen und Tieren oft teuer und
schwer durchzuflihren sind [Minekus et al., 1999]. AulRerdem ist es bei in vivo-Studien
schwierig Metabolite, die wahrend der Fermentation entstehen, zu isolieren, da sie oft
direkt resorbiert werden.

Die Fermentation wurde unter anaeroben Bedingungen (80% N, 10% CO,, 10% H,) bei
37°C [Barry et al., 1995] an der Friedrich Schiller-Universitat Jena von der AG Pool-Zobel
durchgefihrt. Als Bakterienquelle dienten die Fazes von drei verschiedenen Spendern,
die in einem Phosphatpuffer homogenisiert werden. Diese Impflésung wurde mit einer
Suspension der Apfelsaftextrakte vermischt (10 mg AE/mL), und fur 6 h bzw. 24 h unter
obenstehenden Bedingungen im Schittelwasserbad inkubiert. Zusatzlich wurde bei allen
Zeiten eine Fermentationskontrolle (Fermentation ohne AE-Zugabe) mitgefiihrt. Nach 6
bzw. 24h wurde die Fermentation abgestoppt und die Suspension zentrifugiert. Der
Uberstand wurde steril filtriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
Aliquots dieses Fermentationsiiberstandes wurden auch an die AG Schreier (Universitat

Wirzburg) zur Analytik der verbliebenen Extrakt-Polyphenole geschickt.

3.6.5. Herstellung der untersuchten in vitro-Fermentate aus
Apfelsaft-Trub

An der Forschungsanstalt Geisenheim wurde mittels Ultrafiltration (300 kDa) die
Trubphase aus dem Apfelsaft ASO7 isoliert und mit dem Fermentationsmodell der
Friedrich Schiller-Universitdt Jena anaerob fermentiert. Die Konzentration des Trubs
betrug 10 mg/mL, die Fermentationsdauer 24h bei 37°C anaerob im Schuittelwasserbad.
Eine Fermentationskontrolle (Fermentation ohne Trub) wurde mitgeflhrt. Nach 24h wurde
die Fermentation abgestoppt und die Suspension zentrifugiert. Der Uberstand wurde steril
filtriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Aliquots dieser
Fermentationstberstandes gingen auch an die AG Richling (TU Kaiserslautern) zur

Polyphenol-Analytik.
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3.7. Testmethoden

3.7.1. Verwendete Zelllinien

Die Zelllinie Caco-2

Die Zelllinie Caco-2 wurde 1974 aus dem primaren Kolontumor (Adenokarzinom) eines
72-jahrigen kaukasoiden Mannes isoliert. Caco-2 Zellen wachsen adharent, und bilden im
Laufe ihrer Kultivierung ein flachendeckendes Monolayer aus [DSMZ, 20086].
Charakteristisch fur Caco-2 Zellen ist ihre spontane Differenzierung, die nach 2-3 Wochen
zur Bildung polarisierter Zellen mit intakten tight junctions sowie der Ausbildung von
Mikrovilli an der apikalen Membran fihrt. Differenzierte Zellen exprimieren an ihrem
Birstensaum verschiedene Hydrolasen, ahnlich normalen intestinalen Enterozyten (u.a.
Sucrase-lsomaltase, Laktase, Aminopeptidase N, Dipeptylpeptidase V). Diese
Expression ist auch vergleichbar mit der in fétalen Kolonzellen, ausgereifte Kolonzellen
exprimieren diese Enzyme nicht. Des Weiteren haben Caco-2 Zellen verschiedene
weitere, in intestinalen Zellen lokalisierte Proteine, wie die Hexose-Transporter SGLT und
GLUT. Die Expression verschiedener Fremdstoff-metabolisierender Enzyme (Cytochrom
P450, UDP-Glucuronosyltransferasen, Sulfotransferasen, Glutathion-S-transferasen)
erlaubt weiterhin die Verwendung zur pharmakokinetischen Erforschung von Wirkstoffen
[Sambruy et al., 2001]. Eine Besonderheit der Zelllinie Caco-2 ist die fehlende Aktivitat des
Enzyms NQO1 (NAD(P)H-abhangige Chinon-Oxidoreduktase 1), die sie (im Vergleich zu
anderen Zellen, z.B. HT-29) deutlich empfindlicher gegen Menadion-induzierten
oxidativen Stress machen [Karczewski et al., 1999]. Die meisten anderen Parameter
differenzierter Caco-2 Zellen wie elektrochemische Eigenschaften, lonenleitung und
Permeabilitat ahneln denen von Kolonzellen. Auch die Expression von Transportproteinen
fur Fremdstoffe (ATP-binding cassette transporter, ABC und solute carriers, SLC) gleicht
eher der von normalen Kolonzellen [Calcagno et al., 2006]. Diese Eigenschaften machen
Caco-2 Zellen zu einem der am haufigsten verwendeten Modelle fir Studien der

intestinalen Absorption und Toxikokinetik [Sambruy et al., 2001].

Die Zelllinie HT-29

Die Zelllinie HT-29 wurde im Jahr 1964 aus dem primaren Kolontumor (Adenokarzinom)
einer 44 Jahre alten kaukasoiden Frau isoliert und etabliert [DSMZ, 2006]. Sie ist ebenfalls
adharent wachsend mit einer Verdopplungszeit von 40-60 h und zeichnet sich im
undifferenzierten Zustand durch einen hohen Glucosekonsum aus. Nach ihrer Konfluenz
wachsen sie als Multilayer nicht polarisierter, undifferenzierter Zellen. Durch Austausch

der Glucose durch Galactose, Inosin oder Uridin kann eine Differenzierung der Zellen
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innerhalb von 3-4 Wochen mit Ausbildung von tight junctions und einem apikalen
Blrstensaum vorgenommen werden. Differenzierte HT-29 Zellen exprimieren ahnliche
Enzyme wie intestinale Enterozyten (Hydrolasen, Villin) aber mit deutlich verminderter
Aktivitat [Zweibaum, 1993].

Haupteinsatzgebiete dieser Zelllinie sind Untersuchungen zu Glucosemetabolismus und
zu Hormonrezeptoren, z.B. EGF, Neurotensin oder Prostaglandine. Durch die Moglichkeit
zur Differenzierung eignen sich HT-29 Zellen ebenfalls zur Aufklarung molekularer

Mechanismen zu deren Modulation [Rousset, 1986].

Die Ausstattung der beiden Zelllinien mit antioxidativen Enzymen unterscheidet sich nur
leicht voneinander. Die Aktivitdt der antioxidativen Enzyme SOD, CAT und GPx in den
beiden Zelllinien HT-29 und Caco-2 gegeben. Dabei weisen HT-29 im Vergleich zu Caco-
2 eine hohere GPx-Aktivitat auf, wahrend die SOD und CAT-Aktivitdt in Caco-2 Zellen
hdher ist [Cullmann, 2009; Digles, 2008]. Ein Vergleich der absoluten Werte mit
Literaturdaten kann nicht vorgenommen werden, da diese stark von der verwendeten
Methode abhangig sind; so finden sich fir die CAT-Aktivitdt in Caco-2 Zellen Werte
zwischen 0,5 und 15 U/mg Protein [Kameoka et al., 1999; Wijeratne et al., 2005].

3.7.2. Bestimmung der Viabilitat (Trypanblau-Ausschlusstest)

Zur Bestimmung der Viabilitat wird der Trypanblau-Ausschlusstest verwendet, welcher die
Unterscheidung zwischen lebenden von toten Zellen ermoglicht. Dazu wurden in einem
Mikroreaktionsgefald ein Aliquot Zellsuspension mit einem Aliquot Trypanblau gemischt
und in die Neubauer-Zahlkammer gebracht. Aufgrund der permeablen Membran von
geschadigten Zellen lagert sich der Farbstoff in diese ein und sie erscheinen blau gefarbt.
Lebende Zellen erscheinen im Mikroskop hell leuchtend, da sie den Farbstoff nicht
aufnehmen. Die Viabilitat ergibt sich aus dem Verhaltnis der intakten, viablen Zellen zur

Gesamtzellzahl und wird in % angegeben [Lindl, 2002]:

3.7.3. Induktion von (moderatem) oxidativem Stress

Obwoh! die Zellen bei in vitro-Versuchen einem wesentlich hoheren Os-Partialdruck
ausgesetzt sind als im Koérper (ca. 150 mm Hg gegeniber 1-10 mm Hg [Halliwell, 2003]), ist
das Ausmal} oxidativer Basisschaden dennoch so gering, dass verringernde Effekte durch
Antioxidanzien nur sehr schwer zu erfassen sind. Daher werden die Zellen zur
Untersuchung praventiver und antioxidativer Effekte mit zusatzlichen ROS exponiert, um
kunstlich oxidativen Stress zu erzeugen. Dies geschieht durch Inkubation mit Reagenzien,

die entweder selbst ROS darstellen oder in einer Reaktion ROS freisetzen. Dabei soll das
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Ausmaly an oxidativem Stress so gewahlt werden, dass es in einem physiologisch
relevanten Bereich liegt. So wurden in Leukozyten von Hamodialysepatienten oxidative
DNA-Schaden von 6 — 10 % TI (tail internsity) beobachtet [Miiller et al., 2004; Spormann,
2008].

Um eine direkte Interaktion zwischen Testsubstanz und Oxidans ausschlieen zu konnen,
erfolgt die Inkubation in einem Zweistufenprotokoll, bei dem zuerst die Testsubstanz und
danach, getrennt durch einen Waschschritt, das Oxidans inkubiert wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Oxidantien verwendet, die im Folgenden

vorgestellt werden:

3.7.3.1. Menadion

Bei Menadion (Md, 2-Methyl-1,4-naphthochinon, Vitamin K3) handelt es sich um ein
Analogon der Vitamine K; und K, dem die isoprenoide Seitenkette an Position 3 fehit.
Obwohl es so in der Natur nicht vorkommt, kann es jedoch nach Aufnahme von Vitamin K
als Metabolit entstehen [Thijssen et al., 2006]. Die Aufnahme von Vitamin K erfolgt zu >90
% als Vitamin K4, dessen wichtigste Quellen griine Gemiuise und Kohl darstellen. Vitamin
K, entsteht in fermentierten Lebensmitteln und kann auch durch humane Darmbakterien
synthetisiert werden [Belitz et al., 2001; Thijssen et al., 2008].

Wie alle o- und p-Chinone ist Md in der Lage, durch Redox-Cycling ROS zu bilden
(Abbildung 3.27). Dies geschieht durch Reduktion von O, zum Superoxid-Radikal-Anion
O,". Dabei wird das Md in einer Ein-Elektronen-Oxidation vom Hydrochinon zum
Semichinon bzw. vom Semichinon zum Chinon oxidiert. Diese Reaktion wird durch
Peroxidasen katalysiert, wahrend die Ruickreaktion durch Reduktasen (u.a. P450-
Reduktase, NO-Synthase) vermittelt wird [Garner et al., 1999; Thor et al., 1982]. Als
Entgiftungsreaktion fungiert in Zellen eine Zwei-Elektronen-Reduktion vom Chinon zum
Md, welche durch NQO1 katalysiert wird [Eisenbrand und Metzler, 2005].

o, o, o, o,
OH o o)
CH, CH, CH,
Oy S O {
OH OH o
e, H* e, H*

Abbildung 3.27: Redox-Cycling von Menadion, nach [Eisenbrand und Metzler, 2005; Klotz et
al., 2002]
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Aus dem, wahrend des Redox-Cycling mit O, entstehenden, O," kann durch Dismutation
(enzymatisch durch SOD oder nichtenzymatisch) H,O, entstehen, welches durch Spuren
von Metall-lonen in das hochreaktive Hydroxylradikal HO®* umgewandelt werden kann
[Bolton et al., 2000].

Chinone wie Md sind ebenfalls Michael-Akzeptoren, daher konnen sie kovalent an
zellulare Nukleophile binden. Sie reagieren z.B. relativ gut mit Thiolen wie GSH, was zu
einer Depletion des GSH-Spiegels fiihren kann. Dadurch wird der Zelle freies GSH
entzogen und sie wird anfalliger fur oxidative Schaden [Bolton et al., 2000].

Neben seiner Funktion als Redox-Cycler und Alkylierungsreagenz ist Menadion auch in
der Lage, zelluldre Signalwege zu modulieren, welche bei der Zell-Kommunikation im
Hinblick auf Differenzierung, Proliferation und der Induktion von Apoptose von essentieller
Bedeutung sind. Herausragende Bedeutung hat hier der mitogen activated protein (MAP)-
Kinase-Signalweg, welcher fur die Regulation von Differenzierung, Proliferation und
Apoptose verantwortlich ist [Singh und Czaja, 2007]. Diese Signalwege umfassen
Phosphorylierungskaskaden, die zu einer Aktivierung einer MAP-Kinase (MAPK; z.B.
extracellular signal-related kinases, ERK oder c-Jun N-terminal kinases, JNK) flihren, die
ihrerseits im Zellkern Transkriptionsfaktoren aktivieren, welche oben genannte Funktionen
auslosen.

Dabei konnte gezeigt werden, dass geringe Mengen ROS zur Aktivierung der MAP-
Kinasen ERK1/2 und JNK flhrt. Durch Aktivierung von ERK1/2 wird JNK inaktiviert, was
zu einer gesteigerten Resistenz gegen oxidative Zellschaden fiihrt. Bei groflen Mengen
ROS (z.B. durch Menadion in hoher Dosierung) oder bei einer Inhibition von ERK1/2
kommt es zu einer konzentrationsabhangigen Hyperaktivierung von JNK, was letztendlich

zur Apoptose der Zelle fiihrt [Singh und Czaja, 2007].

3.7.3.2. tert-Butylhydroperoxid

tert-Butylhydroperoxid (tBuOOH, TBH) ist ein organisches Hydroperoxid. Seine Struktur

ist in Abbildung 3.28 dargestellt.
CH,
CH,4 OH

Abbildung 3.28: Struktur von tert-Butylhydroperoxid (TBH)
TBH wird haufig als Modellsubstanz zur Generierung oxidativer Zellschaden verwendet,

da es als organisches Hydroperoxid kein Substrat fir den Abbau durch die ubiquitar

vorhandene Katalase darstellt [Altman et al., 1994].
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Seine Toxizitat beruht wahrscheinlich auf zwei Mechanismen:
1. Bildung von ROS
Durch Fe(ll)-vermittelte, O,"-abhangige Reduktion von tBuOOH entsteht das tButoxyl-
Radikal (tBuO®), welches als ultimates Oxidans in der Lage ist, zellulare Molekiile zu
schadigen:
0,” + Fe* — 0, + Fe*

tBUOOH + Fe*' - tBuO* + Fe* + OH
Diese Reaktion verlduft analog der klassischen Fenton-Reaktion von H,O, und Fe* zu
*OH und Fe** [Altman et al., 1994; Geiger et al., 1991]. Des Weiteren kann tBuO® auch mittels
Ein-Elektronen-Reduktion durch Cytochrom P450 (in Mikrosomen) gebildet werden. Das
durch diese Mechanismen entstandene tBuO® kann als Initiator der Lipidperoxidation
wirken. Aulerdem ist es, in der Nahe der DNA gebildet, in der Lage, H-Atome der
Desoxyribose zu abstrahieren. Die dadurch entstandenen Zucker-Radikale kénnen in
Anwesenheit von O, Zucker-Peroxyl-Radikale bilden. Diese Lasionen kénnen dann zum
Auftreten von DNA-Strangbrtchen fiihren [Halliwell und Gutteridge, 1999].

2. Stérung der Glutathion-Homoostase
Da TBH ein Substrat der Glutathion-Peroxidase (GPx) darstellt, erfolgt in der Zelle die
Reduktion des Hydroperoxids zum Alkohol:
tBu-OOH + 2 GSH - tBu-OH + H,O + GSSG

Neben der GPx an sich zeigen auch Glutathion-S-Transferasen eine Peroxidase-Aktivitat
gegen verschiedene organische Hydroperoxide [Geiger et al., 1991; Prohaska, 1980]:

R-OOH + GSH - R-OH + GS-OH

GS-OH + GSH — GSSG + H,0
Durch diese beiden Reaktionen, die eigentlich der Entgiftung dienen, kommt es zu einer
Depletion des GSH-Spiegels mit gleichzeitigem Anstieg der GSSG-Konzentration in der
Zelle. Dies resultiert in einer gesteigerten Empfindlichkeit gegen weitere oxidative
Schaden, da das wichtigste intrazellulare Antioxidans nicht mehr in ausreichendem Malde
vorhanden ist. Diese gestdrte GSH-Homdostase fiihrt zum Ca®"-Influx in die Zelle und,
durch Aktivierung Ca-abhangiger Proteasen, Phospholipasen und Endonukleasen, zum

Zelltod durch Apoptose oder Nekrose [Kass und Orrenius, 1999].

3.7.3.3. AAPH

2,2'-Azobis-(2-amidinopropan)-hydrochlorid  (AAPH) ist eine wasserlésliche Azo-
Verbindung, die spontan zu Stickstoff und zwei identischen sekundaren Radikalen zerfallt.
Diese kénnen entweder miteinander (Inaktivierung) oder mit molekularem Sauerstoff unter
Bildung von Peroxyl-Radikalen (Abbildung 3.29) reagieren. Obwohl AAPH auch bei

in vivo-Experimenten verwendet wurde, um in Ratten oder Mausen oxidativen Stress zu
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erzeugen [Dooley et al., 1990], wird es heute vorwiegend zur Generierung von Peroxyl-
Radikalen invitro eingesetzt [Huang et al., 2005]. Es wird wegen seiner guten
Wasserloslichkeit und des relativ langsamen und gleichmaRigen Zerfalls haufig fur
Studien verwendet, bei denen eine konstante Konzentration bzw. Generierung von ROS

bendtigt wird [Dooley et al., 1990].

NH
~NH, _NH, _NH,
NX NH, 2 )I\ ..CH; N | P°
HoN N | H,N clz H,N cH
H;C CH; H.C 3

Abbildung 3.29: AAPH zerfillt thermisch induziert zu zwei sekundaren C-Radikalen, die mit
Sauerstoff zu Peroxylradikalen weiter reagieren; nach [Dooley et al., 1990]

3.7.4. Proteinquantifizierung

Fur manche Untersuchungen ist es notwendig, den Proteingehalt der zu untersuchenden
Probe (Zelllysat) zu kennen. Dieser fungiert z.B. bei der Glutathionbestimmung (Angabe
in nmol GSH pro mg Protein) als BezugsgrofRe. Oder fir einen Assay muss eine
bestimmte Menge an Protein eingesetzt werden (Proteinexpression). Dazu werden haufig
colorimetrische Verfahren verwendet, die zwar eine gewisse Unsicherheit aufweisen,
jedoch wesentlich einfacher und schneller durchzufihren sind als objektive
Proteinquantifizierungen [Lottspeich und Zorbas, 1998].

Der quantitative Nachweis erfolgt an Hand der Farbreaktion funktioneller Gruppen der
Proteine mit Farbstoff-bildenden Reagenzien. Die Intensitat des Farbstoffes korreliert
direkt mit der Konzentration der reagierenden Gruppe und kann in einem Photometer
exakt gemessen werden. Zur Quantifizierung wird die gemessene Absorption mit einer
Standardgeraden eines definierten Proteins (hier: Rinderserumalbumin, BSA) vergleichen.
Die Unsicherheit dieser photometrischen Assays besteht haufig in der unterschiedlichen
Reaktivitdt des Chromophors gegen unterschiedliche funktionelle Gruppen (Aminosauren)
im Protein. Kommen diese in einer Losung zufallig haufiger vor, wird irrtiimlich ein héherer

Proteingehalt gemessen und umgekehrt [Lottspeich und Zorbas, 1998].

3.7.41. BCA-Assay

Die Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure (BCA, Abbildung 3.30) wurde erstmals 1985
von Smith et al. beschrieben [Smith et al., 1985]. Die zunachst farblose BCA komplexiert
von Proteinen reduzierte Kupfer-lonen, was zu einer Violettfarbung der Probenlésung
fuhrt. Diese kann photometrisch erfasst und durch Vergleich mit einer Protein-

Standardgeraden quantifiziert werden.
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HOOC COOH

Dl
N N
Abbildung 3.30: Struktur der Bicinchoninsaure

Bestimmte Aminosauren, vor allem Cystein und Cystin, aber auch Tryptophan, Tyrosin
und die Peptidbindungen selbst, sind in wassriger Lésung der Lage Cu®* zu Cu* zu
reduzieren [Wiechelman et al., 1988]. An dieser Reduktion sind wahrscheinlich zwei
verschiedene Reaktionen beteiligt. Einmal eine temperaturunabhangige Oxidation der
Protein-Seitenketten der Aminosauren Cystein, Tryptophan und Tyrosin durch Cu?** sowie
die temperaturabhangige Reaktion der Peptidbindungen mit dem Kupfer [Smith et al.,
1985]. Der Assay kann daher fir eine gewiinschte Sensitivitdt Uber die Temperatur

reguliert werden.

Abbildung 3.31: Der violette (BCA),-Cu’-Komplex [Smith et al., 1985]

Das entstandene Cu’ bildet einen starken Komplex mit 2 Molekilen BCA (Abbildung
3.31), was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu einer Wellenlange von
562 nm (violett) fuhrt [Smith et al., 1985]. Vorteile dieses Assays sind die einfache

Durchfuhrung, gute Sensitivitat und recht gute Farbstabilitat.

3.7.4.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinquantifizierung nach Bradford beruht auf Anderung des Absorptionsmaximums
eines Farbstoffes nach seiner Bindung an Proteine [Bradford, 1976]. Die Farbveranderung
des Protein-Farbstoff-Komplexes kann photometrisch detektiert und mit Hilfe einer
Standardgerade quantifiziert werden. Seine Vorteile liegen in seiner Sensitivitat, der
einfachen und schnellen Durchfiihrung sowie seiner Farbstabilitdt Uber einen langeren

Zeitraum [Bradford, 1976]. Nachteile dieser Methode sind die Interferenz mit anderen
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Agenzien, vor allem Detergenzien oder hohen Salz-Konzentrationen, sowie die hohe
Inter-Protein-Variation [Schoel et al., 1995].

Et\N+/\©/S°3'
HO,S ‘

daclsn

|
Et H

Abbildung 3.32: Struktur von Coomassie Brilliant Blue G250

Das bei der Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzte, kommerziell erhaltliche
Reagenz besteht aus einer Mischung von Phosphorsaure, Methanol und dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G250 (Abbildung 3.32) [Bradford, 1976].

3.7.5. Bestimmung des Glutathiongehaltes

Zur Messung von reduziertem Glutathion in Blut bzw. Zellen stehen eine Vielzahl von
Assays zur Verfigung: Die ersten Nachweismethoden waren unselektiv und bestimmten
statt des GSH-Gehaltes unspezifisch alle Thiole nach Abtrennen von Proteinen z.B. mit o-
Phtalaldehyd oder der Methode von Ellman. Diese beruht auf der Oxidation von 5,5'-
Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure) (DTNB, Ellman’s Reagenz, Abbildung 3.33) zum
Chromophor 2-Nitro-5-thiobenzoesaure (TNB) durch Thiole in wassriger Loésung [Ellman,
1959].
HOOC

COOH
O,N S

s NO, HS NO,

COOH

Abbildung 3.33: 5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure) (DTNB, Elilman’s Reagenz, links)
und 2-Nitro 5-thiobenzoesaure (TNB, rechts)

Gangige Methoden zur chromatographischen Trennung und Bestimmung von Glutathion
umfassen HPLC an einer C18-Saule als stationarer Phase oder Kapillarelektrophorese in
fused silica-Kapillaren mit fluorimetrischer, photometrischer oder elektrochemischer
Detektion bzw. gekoppelt mit einem Massenspektrometer. Da weder GSH noch GSSG
gute chromophore bzw. fluorophore Gruppen enthalten werden sie zur Steigerung der

Sensitivitdt  haufig noch einer Vor- oder Nachsaulenderivatisierung unterzogen.
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Verwendete Reagenzien sind z.B. Monoiodessigsdure oder die oben beschriebenen
Reagenzien DTNB und o-Phtalaldehyd. Nachteil dieser Derivatisierungsreaktionen ist die
teilweise recht unspezifische Bindung der meisten Reagenzien an andere Thiole oder
Amino-Gruppen [Camera und Picardo, 2002].

Nicht chromatographische Methoden umfassen photometrische, fluorimetrische und
amperometrische Bestimmungen, die jedoch teilweise entscheidende Nachteile wie
unzureichende Selektivitat und Spezifitdt haben [Camera und Picardo, 2002]. Dabei ist eine
der wichtigsten Pramissen fir die Messung von GSH und GSSG die Spezifitat zur
Unterscheidung zwischen GSH und GSSG bzw. zwischen GSH und anderen Thiolen in
komplexen biologischen Matrices sowie die Sensitivitat fir GSSG, welches in Zellen und
Blut nur etwa 1 % der Gesamtkonzentration ausmacht [Camera und Picardo, 2002].

Der in dieser Arbeit verwendete Assay zur Messung des Gesamt-Glutathion-Gehaltes
(tGSH = GSH + GSSG) in Zellen beruht auf der GSH-abhangigen Oxidation von DTNB,
zum Chromophor TNB. Diese Methode hat seither, teilweise in modifizierter Form,
Anwendung zur Messung von GSH und GSSG in verschiedenen Matrices (Blut, Zellen,

Geweben) gefunden [Camera und Picardo, 2002].

NADP+* 2 GSH DTNB

NADPH / H* GSSG 2 TNB

Abbildung 3.34: Prinzip der Glutathion-Bestimmung nach [Gallagher et al., 1994];
Abkiirzungen siehe Text.

Die Messung von tGSH erfolgt Uber einen kinetischen Assay, in dem GSH, GSSG und
Glutathionreduktase (GSR) kontinuierlich DTNB zum Chromophor TNB reduzieren
(Abbildung 3.34). Die Bildung von TNB kann Uber die Extinktionszunahme bei 412 nm
zeitlich  verfolgt werden. Die Geschwindigkeit der TNB-Bildung, also die
Extinktionszunahme pro Zeit, ist proportional zur Gesamtglutathion (tGSH)-Konzentration,
da alle Ubrigen Reaktionspartner (NADPH, GSR, DTNB) im Uberschuss vorhanden sind.
Die Berechnung der tGSH-Konzentration erfolgt durch Vergleich mit einer GSH-
Standardgeraden [Gallagher et al., 1994].

3.7.6. Detektion (oxidativer) DNA-Schaden (Comet Assay)

Zur Detektion von DNA-Strangbrichen wurde in dieser Arbeit die alkalische
Einzelzellgelelektrophorese, auch Comet Assay genannt, herangezogen. Der Comet

Assay ist zurlickzufiihren auf eine Beobachtung von Rydberg und Johanson, dass
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Zellkerne nach Behandlung von Zellen mit ionisierender Strahlung mit zunehmender
Dosis immer diffuser im Mikroskop erschienen. Ostling und Johanson entwickelten daraus
eine Technik, bei der die DNA durch Elektrophorese in Abhangigkeit von der
Strahlendosis unterschiedlich weit aus dem Zellkern heraustrat [Ostling und Johanson,
1984].

Zur Durchfihrung des Comet Assay werden die zu untersuchenden Zellen in ein
Agarosegel eingebettet und lysiert. AnschlieRend wird in einer Elektrophoresekammer
unter alkalischen Bedingungen die DNA denaturiert (entwunden), eine Elektrophorese
durchgefiihrt, die Objekttrager neutralisiert und die DNA mit Ethidiumbromid gefarbt
(Abbildung 3.35).

Zellen
odPo0%0 00
e °&°° () °° e e
Einbetten Lyse + FPG* DNA-Entwindung
in Agarose 4°C, pH10 37°C, 30 min 0°C, 20 min,
pH>13

%
= l

Mikroskopische :’JH& — a®e® mee  —
Auswertung -

Anfarben der

U

= . Elektrophorese
Ethigmmg:r:mid 0°C, 20min,
300mA

Abbildung 3.35: Durchfiihrung des Comet Assays (schematische Darstellung).

An einem Fluoreszenzmikroskop wird die DNA mit Hilfe einer Digitalkamera Computer-
gestutzt ausgewertet. Die DNA ungeschadigter Zellkerne erscheint als runder Punkt,
geschadigte DNA bildet charakteristische Formen, die Kometen &hneln (s. Abbildung
3.36) und dem Test seinen Namen gaben. Als Mal} fir die DNA-Strangbriiche wurde die

Fluoreszenzintensitat im Schweif (Maf3 flir den prozentualen Anteil an DNA im Kometen-

Schweif, ,tail intensity“, Tl) verwendet.

Abbildung 3.36: Beispiele fiir Kometen unter dem Fluoreszenzmikroskop mit unter-
schiedlichem SchadigungsausmaR: A: keine, B: leichte und C: starke Schadigung

86



Theoretische Grundlagen

Neben der oben beschriebenen Methode kénnen durch Variation des pH-Wertes weitere
Informationen Uber die Art der Strangbriiche erhalten werden [Horvathova et al., 1998]: Bei
einer DNA-Denaturierung unter neutralen Bedingungen werden nur DNA-
Doppelstrangbriche (DSB) erfasst. Im alkalischen Milieu dagegen (DNA liegt in
Einzelstrangen vor) werden neben DSB ab einem pH-Wert von 12,1 auch
Einzelstrangbriiche (SSB) und ab einem pH = 13 alkali-labile Stellen detektiert [Fairbairn et
al., 1995]. Der Comet Assay wird mittlerweile Uberwiegend im alkalischen Milieu (pH > 13)
durchgeflihrt [Fairbairn et al., 1995; Kassie et al., 2000; Singh et al., 1988].

Um zusatzlich eine Aussage Uber das Ausmal oxidativer DNA-Schaden zu erhalten, ist
es moglich, die Zellkerne nach Einbetten in Agarose mit Reparaturenzymen wie
Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase (FPG) oder Endonuklease 11l zu behandeln. Durch
die DNA-Glycosylaseaktivitat werden oxidierte Basen (v.a. 8-Oxo-dG durch FPG) sowie
deren ringgedffnete Imidazole herausgeschnitten, wobei eine abasische Stelle verbleibt.
Durch die AP-Lyaseaktivitdt des FPG kann nun die Entfernung des
Deoxyribosephosphats erfolgen, woraus ein Strangbruch resultiert (Abbildung 3.37) [Laval,
1996].

o o o Glycosylase o
eo g N
@
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Abbildung 3.37: Wirkung des Reparaturenzyms FPG (schematische Darstellung)

Diese zusatzlichen Schaden fiihren zu einer Verstarkung der Schweifintensitat. Die
Differenz aus Strangbriichen nach Enzymbehandlung und direkten Strangbriichen (ohne

Enzymbehandlung) entspricht den spezifisch oxidativen DNA-Schaden. [Collins et al., 2000]

3.7.7. Zellularer Redox-Status (DCF-Assay)
Der DCF-Assay ermdglicht die Detektion von ROS in der Zelle. Er beruht auf der

Oxidation von Dichlorofluorescin (DCFH) zum Fluorophor Dichlorofluorescein (DCF;
Strukturformeln siehe Abbildung 3.38). Entwickelt wurde diese Methode von Keston und
Brandt zur Detektion von Wasserstoffperoxid in Gegenwart von Peroxidase in einem
zellfreien System; spater wurde sie zur intrazellularen Bestimmung von ROS optimiert
[Bass et al., 1983; Keston und Brandt, 1965]. Seitdem wurde diese Methode haufig
eingesetzt, um intrazellulare ROS mittels Fluoreszenz-Mikroskopie, Durchflusszytometrie
oder fluorimetrisch zu detektieren [Wang und Joseph, 1999]. Auch wenn die Spezifitat des
Tests nicht geklart ist [Frank et al., 2000], ist dieser Assay eine Screening-Methode, die in
Verbindung mit anderen Markern eine Aussage Uber das Ausmald oxidativer

Zellschadigung und deren Modulation durch Antioxidanzien zuldsst.
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Die unpolare, nicht fluoreszierende Vorstufe Dichlorofluorescin-diacetat (DCFH-DA)
diffundiert durch die Zellmembran ins Innere der Zelle und wird dort durch zellulare
Esterasen oder Hydroxylionen zu DCFH deacetyliert. Durch seine héhere Polaritat kann
DCFH die Zellen nicht verlassen und akkumuliert dort. In Anwesenheit von zellularen

ROS wird DCFH zum fluoreszierenden Farbstoff DCF oxidiert [Wang und Joseph, 1999].
(0] (0]

CH, 2'7'-Dichlorofluorescin-
Cl Diacetat (DCFH-DA)

nicht fluoreszent

Zellmembran

Deacetylierung durch
intrazellulare Esterasen

2'7'-Dichlorofluorescin
(DCFH) e, -H'

nicht fluoreszent

2'7'-Dichlorofluorescein
(DCF)

fluoreszent

Abbildung 3.38: Aufnahme von DCFH-DA in die Zelle und Oxidation zum fluoreszierenden
Farbstoff DCF; nach [LeBel et al., 1992]

Die geringe Spezifitat dieser Methode wurde in den letzten Jahren kritisiert. So konnten
mehrere ROS identifiziert werden, die allein oder in Kombination mit anderen Substanzen
in der Lage sind, DCFH zu oxidieren. Einen Uberblick tiber die verschiedenen Oxidanzien
gibt Tabelle 3.8.

Der Assay kann daher herangezogen werden um eine generelle Aussage Uber dass
Ausmald an oxidativem Stress in der Zelle zu geben ohne jedoch spezifizieren zu kénnen,

um welche ROS es sich handelt.
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Tabelle 3.8: Reaktive Sauerstoffspezies als mogliche Oxidanzien von DCFH

ROS mogl. Oxidans Literatur
0, nein [Crow, 1997], [LeBel et al., 1992]
H20; nein [Crow, 1997]
H,0, / HRP @ ja [Crow, 1997], [LeBel et al., 1992]
HRP ? ja [Crow, 1997], [LeBel et al., 1992]
H,0, / Fe** ja [Crow, 1997], [LeBel et al., 1992]
H,0, / Fe** nein [LeBel et al., 1992]
OH* unklar [LeBel et al., 1992]
ONOO ja [Crow, 1997]
NO* ja [Wang und Joseph, 1999]
TBH ja [Bloch, 2005; Schéfer, 2006]

3 HRP: Meerrettich-Peroxidase; TBH: tert-Butylhydroperoxid

3.7.8. Untersuchung der Proteinexpression (Western Blot)

Die Modulation der Proteinexpression in Zellen nach Inkubation mit Testsubstanzen
wurde mittels Western Blot untersucht. Dieses Verfahren besteht aus vier Schritten, von
denen nur der Transfer eigentlich als Western Blotting bezeichnet wird:

1. Denaturierung der Proteine

2. Elektrophoretische Auftrennung in einem Acrylamid-Gel

3. Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran (Western Blotting)

4

Immunochemische Detektion

Denaturierung und SDS-PAGE

Unter Denaturierung versteht man die reversible oder irreversible Anderung der nativen
Struktur und biologischen Aktivitat von Proteinen durch Zerstérung der Struktur héherer
Ordnung, d.h. der Zerstdérung von Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur eines Proteins
[Rompp, 2009]. Dies geschieht durch Hitze (95°C) sowie durch Zusatz reduzierender
Agenzien wie z.B. B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol, welche Disulfid-Bricken der
Proteine aufspalten. AuBerdem wird bei der Denaturierung ein Uberschuss an
Natriumdodecylsulfat (SDS) zugesetzt. Dieses anionische Detergenz bindet an die
denaturierten Proteine und Uberdeckt deren Eigenladungen so effektiv, dass Mizellen mit
einem konstanten negativen Masse-Ladungsverhaltnis entstehen (ca. 1,4 g SDS pro g
Protein) [Lottspeich und Zorbas, 1998]. Dadurch ist die elektrophoretische Mobilitdt u der

Proteine, die sich durch den empirischen Zusammenhang
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u = Mobilitat
g = Ladung
M = Molekulargewicht

beschreiben lasst, nur noch von einem Parameter, dem Molekulargewicht M, abhangig.
Nach der Denaturierung werden die Proteine mittels diskontinuierlicher SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer GroRe aufgetrennt. Dazu wurde
die Methode nach Laemmli verwendet, bei der das Gel aus zwei unterschiedlich dichten
Phasen besteht [Laemmli, 1970]. Die denaturierten Proteine werden auf das
Polyacrylamidgel pipettiert (Abbildung 3.39 A) und passieren nach Anlegen einer
elektrischen Spannung (150 V) zunachst ein weitporiges Sammelgel (4 % Acrylamid), in
dem sie eine gewisse Sortierung nach ihrer Mobilitat erfahren (Stacking-Effekt) und an der
Grenzschicht zum Trenngel (12 % Acrylamid) nochmals aufkonzentriert werden
(Abbildung 3.39 B) [Lottspeich und Zorbas, 1998].

A Probenaufgabe B Proteinkonzentrierung C Trennung der Proteine
und Start im Sammelgel im Trenngel

] ]

Puffer \\ Puffer J L Puffer J

Probe ]

|
Sammelgel 1 % Protein-
stapel

Trenngel + +

Pl i |l I | L

] ]

Abbildung 3.39: Prinzip der diskontinuierlichen SDS-PAGE; schematische Darstellung nach
[Lottspeich und Zorbas, 1998].

Im Trenngel erfolgt dann die eigentliche Trennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht. Kleine Proteine wandern im elektrischen Feld leichter und schneller

durch das Gel als groRe Proteine, die eher zurlickgehalten werden (Abbildung 3.39 C).
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Western Blotting

Das Western Blotting, also der elektrophoretische Transfer von Proteinen aus dem
Polyacrylamid-Gel auf eine (Nitrocellulose-) Membran wird inzwischen fast ausschlie3lich
im Semi-Dry-Verfahren durchgefuhrt. Dazu wird das Blot-,Sandwich®, bestehend aus mit
Puffer getrankten Filterpapieren, Gel und Membran zwischen zwei Elektroden gelegt
(Abbildung 3.) und ein gleich bleibender Strom (ca. 1 mA/cm?) senkrecht zum Gel
angelegt. Dadurch werden die Proteine aus dem Gel eluiert und auf die Membran

transferiert [Lottspeich und Zorbas, 1998].

-
o

T

7

Kathode (-) 5

-}

Filterpapiere, in Puffer getrankt %
Polyacrylamid-Gel v

Nitrocellulose-Membran
Filterpapiere, in Puffer getrankt

Anode (+)

Abbildung 3.40: Semi-Dry-Blotting (schematisch)

Die Blotting-Membran besteht aus Nitrocellulose (auch mdglich sind Polyvinylidenfluorid
PVDF, positiv geladenes Nylon oder beschichtete Glasfasern) an der die Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkung gebunden werden [Lottspeich und Zorbas, 1998; Rehm, 2006].
Nach dem Blotten werden durch Proteine noch nicht besetzte Bindungsstellen der
Membran durch Inkubation mit einem Block-Reagenz (BSA, Milchpulver, Tween20)
abgesattigt (,geblockt). Dadurch wird ein unspezifisches Binden der Antikérper an die
Membran verhindert; dies flhrt zu einem geringeren Grundrauschen und damit einer
gesteigerten Empfindlichkeit. Die nach dem Blotten auf der Membran immobilisierten

Proteine kdonnen dann weiter untersucht werden.

Immunochemische Detektion

Die geblotteten Proteine (= Antigene) lassen sich mit Antikdrpern anfarben. Dazu wird der
geblockte Blot zunachst mit einem anti-Antigen-Antikérper (1.-Antikorper) bei 4°C Uber
Nacht inkubiert. Der Antikorper erkennt und bindet recht spezifisch an eine bestimmte
Aminosauresequenz (Epitop) des Proteins. Die Bindung kann dabei Uber verschiedene
Mechanismen erfolgen (H-Bricken- und lonenbindungen, van der Waals-Kréfte,
hydrophobe Wechselwirkung). Danach erfolgt die Inkubation mit einem markierten 2.-

Antikérper, einem anti-1.-Antikérper-Antikdrper. Dieser richtet sich zumeist unspezifisch
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gegen die Rasse, aus der der Primar-Antikdrper gewonnen wurde [Lottspeich und Zorbas,
1998].

<——— Antigen (Protein)

1.-Antikérper

HRP-konjugierter 2.-Antikérper

— L= =

Abbildung 3.41: Prinzip der immunochemischen Detektion. Das immobilisierte Zielprotein
(A) wird von einem spezifischen Antikorper erkannt (B). An diesen bindet ein weiterer, HRP-
konjugierter Antikorper (C), welcher eine Visualisierungs-Reaktion katalysiert (D).

Die Visualisierung erfolgt durch eine Reaktion des Enzyms Meerrettich-Peroxidase (HRP),
welches an den 2.-Antikorper konjugiert ist. HRP katalysiert die Reaktion von Luminol mit
H,O, zu angeregtem 3-Aminophthalat, welches unter Aussendung von Licht
(Chemolumineszenz) in den energetischen Grundzustand zurlck fallt [Lottspeich und
Zorbas, 1998]. Diese Chemolumineszenz wird dann mittels Luminometer als BLU
(Boehringer Light Units) quantifiziert und ist proportional der Proteinmenge auf der

Membran.

3.7.9. Quantifizierung von Wasserstoffperoxid (FOX1-Assay)
Die Verwendung von Fe? und Xylenol-Orange (X0, 3,3-Bis[N,N-

bis(carboxymethyl)aminomethyl]-o-cresolsulfonphthalein) zur Bestimmung von
Wasserstoffperoxid (H.O,) wurde erstmals 1973 von Gupta beschrieben. Wolff et al.
optimierten diese Methode zur Messung von Hydroperoxiden in wassrigen Medien
(ferrous oxidation in xylenol orange, FOX1) durch Zusatz von Sorbitol bzw. zur

Verwendung in unpolaren Medien (FOX2) [Wolff, 1994].
NaOOC

NaOOCvN

Abbildung 3.42: Xylenol-Orange Tetranatrium-Salz
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In der Lésung vorhandenes H,0, (R=H) oxidiert Fe?* zu Fe**, welches in saurer Lésung
einen 1:1-Komplex mit XO bildet:

Fe** + ROOH - Fe* + RO" + OH

Fe** + XO - Fe**-XO Komplex

Durch diese Komplexierung verschiebt sich das Absorptionsmaximum von XO zu einer
Wellenlange von 595 nm [Wolff, 1994].
Zusatzlich wird der Reaktionslésung noch Sorbitol zugesetzt, welches die Ausbeute von
Fe* pro H,0, steigert. Dadurch steigt der molare dekadische Extinktionskoeffizient von
4,5-10*auf 2,2 - 10° M'cm™ und damit die Empfindlichkeit des Assays. Der verstirkende
Effekt beruht, je nach Substrat (organisches Hydroperoxid oder H,0,) auf
unterschiedlichen Mechanismen und soll hier fir H,O, beschrieben werden [Gay und
Gebicki, 2000]:

Fe* + H,0, - Fe* + HO" + OH [1]
HO® + R,CHOH - H,O + R,C°OH [2]
R,C'OH + O, - R,C(00")OH [3]
R,C(O0")OH - R,C=0 + HO,’ [4]
HO,* - H.O, + Oy (5]

Dabei reprasentiert R,CHOH einen der vier sekundaren Alkohole des Sorbitols, das durch
ein Hydroxylradikal und O, zum Keton oxidiert wird [Formeln 2-4]. Das dabei entstehende
HO," dismutiert zu H,O,, welches dann eine Kettenreaktion [Formel 1] fortpflanzen kann
[Gay und Gebicki, 2000].

3.7.10. zellfreie Prufung auf antioxidative Wirksamkeit

Bei der Arbeit mit antioxidativ wirksamen Substanzen wie Polyphenolen ist es von
Interesse, deren antioxidative Wirksamkeit einschatzen zu konnen. Dazu stehen eine
ganze Reihe unterschiedlicher Tests zur Verflgung. Zu diesen Tests gehdéren u.a. [Prior et
al., 2005]:

e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
e TRAP (Radical-trapping Antioxidant Parameter)
e TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity)

e FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power)

¢ CUPRAC (Copper Reduction Assay)

e TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
e DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl-Assay)

e F-C (Folin-Ciocalteau-Assay)
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Die Chemie dieser Assays beruht auf zwei unterschiedlichen Reaktionsmechanismen:
Wasserstoff-Atom-Transfer (HAT) oder Elektronentransfer (ET; genauer PCET), auf deren
Mechanismen in Abschnitt 3.4.3.1 genauer eingegangen wird. Auf Grund der
Unterschiedlichkeit dieser Mechanismen wurde festgestellt, dass kein einzelner Assay
eine Aussage Uber die gesamte antioxidative Wirksamkeit einer Substanz machen kann.
Daher wurden, um eine moglichst umfassende Bewertung der untersuchten Substanzen
zu ermoglichen, in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Testsysteme verwendet, TEAC und
ORAC. Wahrend der ORAC auf dem Prinzip des radical-quencings, also des Abfangens
durch HAT beruht, liegt der Hauptmechanismus des TEAC-Assays bei der Reduktion
durch PCET [Prior et al., 2005].

3.7.10.1. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

Der TEAC-Assay wurde erstmals 1993 von Miller und Rice-Evans zur Messung der
antioxidativen Kapazitat von Korperflissigkeiten und Medikamentenldésungen vorgestellt
und spater von Re et al. optimiert [Miller et al., 1993; Re et al., 1999]. Er beruht auf der
Entfarbung des stabilen Radikals von ABTS (2,2°-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonsaure); Abbildung 3.43) durch Antioxidanzien.

Antioxidantien

-038 S Et /\-035 S Et

L= D= _»
it A

Et S SO5- Et S

ABTS-Radikal \—/ ABTS

K,S,04oder
Metmyoglobin / H,O,

SO;-

Abbildung 3.43: Prinzip des TEAC-Assays

Die Generierung des Radikals kann auf zwei Arten erfolgen. Miller et al. erzeugten
Ferrylmyoglobin-Radikale aus Metmyoglobin und H,O, in Gegenwart von ABTS, welches
dadurch in situ zum farbigen Radikal oxidiert wurde [Miller und Rice-Evans, 1996]. Da die
Generierung von ABTS® und die Abfangreaktion durch Antioxidanzien jedoch gleichzeitig
in einem Ansatz erfolgen, kénnen nicht nur ABTS® sondern auch die Ferrylmyoglobin-
Radikale durch Antioxidanzien abgefangen werden, was zu einer Uberschatzung der
antioxidativen Kapazitat fiihren kann [Prior et al., 2005].

Daher verwenden Re et al. ein Zweistufen-Protokoll: Zunachst erfolgt die Oxidation von
ABTS durch Kaliumperoxodisulfat (K;S,0g), um das bei Raumtemperatur Uber langere

Zeit stabile Radikal ABTS® zu generieren. Dieses ist ein blau-grines Chromophor, mit
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Absorptionsbanden bei 645, 734 und 815 nm. Das Absorptionsmaximum liegt bei ca. 415
nm [Re et al., 1999]. Erst nach dieser Aktivierung erfolgt die Reaktion von ABTS® mit
Antioxidanzien, welche eine Reduktion zu dem farblosen ABTS bewirken. Diese erfolgt
wahrscheinlich nach einem ET-Mechanismus, also durch Abgabe eines Elektrons vom
Antioxidans (z.B. Phenol) auf ABTS® (siehe auch 3.7.10) [Campos und Lissi, 1997]:
ABTS"™ + Ph-OH - ABTS + Ph-O® + H*

Da wahrend des Messzeitraums sowohl schnelle als auch langsame
Radikalabfangreaktionen stattfinden, wurde ein einheitlicher Messzeitraum von 6 min
gewahlt, um die einzelnen Antioxidanzien miteinander vergleichen zu kénnen [Re et al.,
1999].

3.7.10.2. Oxygen Radical Absorption Capacity (ORAC)

Der ORAC-Assay ist ein weiterer Test zur Bestimmung der antioxidativen Eigenschaften
von Substanzen und Lésungen, der auf den Arbeiten von Glazer beruht [Glazer, 1988]. Er
wurde erstmals 1993 von Cao et al. vorgestellt und von Ou et al. optimiert [Cao et al., 1993;
Ou et al., 2001]. Das Verfahren beruht auf der Oxidation eines Indikatormolekiils durch
freie Radikale, die durch Antioxidanzien verhindert wird. Als Indikatormoleklle dienen
Fluorophore, deren Oxidation mit dem Verlust ihrer Fluoreszenz einhergeht.

Als Indikator hat sich Fluorescein bewahrt, das gegeniber dem von Glazer und Cao
verwendeten Protein B-Phycoerythrin einige Vorteile aufweist: Im Gegensatz zu -
Phycoerythrin ist Fluorescein photostabil und zerfallt nicht nach Belichtung
(,photobleaching®). Auflerdem kommt es nicht zur Verfélschung der Ergebnisse durch
unspezifische Proteinbindung der Polyphenole ans B-Phycoerythrin [Ou et al., 2001].

Die Generierung der Radikale erfolgt durch AAPH, welches in wassriger Losung konstant
Peroxylradikale generiert (siehe 3.7.3.3). Diese werden durch Fluorescein Uber einen
HAT-Mechanismus inaktiviert (siehe 3.7.10 und Abbildung 3.44). Das entstehende
Fluorescein-Radikal reagiert weiter und bildet letztendlich ein nicht fluoreszierendes

Endprodukt, was zu einem Abfallen der Fluoreszenzintensitat der Probe fiihrt.
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Abbildung 3.44: Inaktivierung der Peroxylradikale durch Fluorescein; nach [Ou et al., 2001],
modifiziert

Die Zugabe von Antioxidanzien fuhrt zu einer kompetitiven Reaktion mit Fluorescein um
die Inaktivierung der Radikale. Die Abnahme der Fluoreszenz wird zeitlich herausgezogert
(lag time), da zunachst das Antioxidans ,aufgebraucht® wird (siehe Abbildung 3.45) [Prior
et al., 2005].
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Abbildung 3.45: Abnahme der Fluoreszenz nach Oxidans-Zugabe (+AAPH) und
konzentrationsabhangiger Erhalt durch das Antioxidans Trolox [eigene Messungen]

Zur Berechnung der antioxidativen Wirksamkeit werden die Integrale der Messkurven
(area under curve, AUC) verwendet. Der Vorteil dieser Methode ist die Anwendbarkeit auf
schnell und langsam reagierende Antioxidanzien als auch auf komplexe Mischungen, wie
z.B. Nahrungsmittel, die eine Reihe verschiedener Antioxidanzien (mit verschiedenen

Reaktionskinetiken) enthalten [Huang et al., 2005].
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3.7.11. Analytik der fermentierten Apfelsaftextrakte

Wie bereits erwahnt (Abschnitt 3.4.2.5), unterliegen Polyphenole wahrend der anaeroben
Fermentation Abbau-, Umlagerungs- und Kondensationsreaktionen. Insbesondere bei
langeren  Fermentationszeiten muss damit gerechnet werden, dass die
Ausgangsstrukturen nicht stabil sind, und neue Produkte entstehen, die auch eine
biologische = Wirksamkeit besitzen. Um diese 2zu identifizieren wurden die
Fermentationsiberstande mittels HPLC (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
aufgetrennt und die entstehenden Peaks mittels DAD (Dioden-Array Detektor) und ESI-
MS (Massenspektrometer mit Elektrospray-lonisationsquelle) identifiziert.

Die HPLC ist eine Methode, welche hochauflésende Trennungen innerhalb kurzer Zeit
(Minuten bis 1 h) zulasst [Matissek und Steiner, 2006]. Wie alle chromatographischen
Trennverfahren basiert sie darauf, dass die zu trennenden Substanzen Uber zwei Phasen
verteilt werden. Eine dieser Phasen ist immobil (stationare Phase, Material der HPLC-
Saule), die andere ist beweglich (mobile Phase, Losungs- oder Fliessmittel). Bei dem in
dieser Arbeit verwendeten Verfahren der Reversed Phase- (RP)-HPLC wurde als
stationare Phase die unpolare Substanz Octadecylsilan (C18) verwendet, welches an die
polaren OH-Gruppen der Kieselgel-Oberflache substituiert ist. Als mobile Phase kommen
bei der RP-HPLC relativ polare Solventien (Wasser, Methanol, Acetonitril) zum Einsatz;
durch die Verwendung eines Losungsmittelgradienten (polar — unpolar) erfolgt die Elution
der an die stationare Phase adsorbierten Polyphenole nach ihrer Polaritat.

Flavonoide und (Poly)Phenole zeigen aufgrund ihrer aromatischen phenolischen Struktur
charakteristische Absorptionsbanden im UV-Bereich, die photometrisch bzw. mittels
UV/Vis-Detektion ermittelt werden konnen [Schieber et al., 2001]. Die Lage der
Absorptionsbanden hangt dabei von der Natur des Elektronentibergangs ab [Hesse et al.,
2002]; fur sterische, induktive und mesomere Effekte (wie den Einbau der chromophoren
Gruppe in ein groReres konjugiertes System) wird die Absorptionslage allerdings stark
beeinflusst. So kénnen funktionelle Gruppen schon bei der Detektion an Hand ihrer
maximalen Absorptionswellenldnge (Amax) identifiziert werden. Eine Ubersicht Gber die
Detektionswellenlange der untersuchten Substanzen (als welche idealerweise Amax
gewahlt wird) gibt Tabelle 3.9.

Tabelle 3.9: Detektionswellenlédngen der untersuchten Polyphenole; nach [Schéfer, 2006;
Schieber et al., 2001]

Detektionswellenlange untersuchte Polyphenole
210 nm Phloroglucinol
280 nm Dihydrochalcone, phenolische Sauren, Flavanole
320 nm Hydroxyzimtsauren
370 nm Flavonole
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Die Detektion wurde mittels DAD-Detektor durchgefiihrt, welcher eine rasche, simultane
Aufnahme des gesamten Spektrums in wenigen Millisekunden erlaubt [Rémpp, 2009], im
Gegensatz zum UV/Vis-Detektor, bei dem immer nur eine Wellenlange auf einmal
detektiert werden kann.

Zur ldentifizierung weiterer Substanzen kam das Verfahren der HPLC-ESI-MS zum
Einsatz [Hesse et al., 2002]. Nach chromatographischer Trennung (HPLC) werden die
Polyphenole in das Massenspektrometer geleitet. Dieses ist, nach der lonisation der
Analyten in der Lage, deren Masse zu detektieren. Die lonisation erfolgte mittels ESI,
welches eine Messung von Substanzen weitestgehend ohne Fragmentierung erlaubt. Die
Substanzlésung wird zu geladenen Tropfchen vernebelt, die unter Verdampfung des
Solvens im Trockengas-Gegenstrom (N,, 450 °C) kleiner werden, bis sie nur noch ein
Substanzmolekiil enthalten. Diese werden durch das angelegte elektrische Feld in den
Analysator gelenkt, ein Quadrupol-Massenspektrometer. In diesem erfolgt eine Selektion
nach dem Masse/Ladungs-Verhaltnis der lonen; in Kombination mit der HPLC-Trennung
kann jedem Zeitpunkt (Peak) des Chromatogramms ein Massenspektrum zugeordnet
werden.

Die Identifizierung der Peaks erfolgte durch Vergleich von UV/Vis-Spektren,

Retentionszeiten und Massen/Ladungs-Zahlen mit externen Referenzsubstanzen.
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4. Ergebnisse und erste Diskussion

4.1. Antioxidative Wirksamkeit phenolischer Extrakte aus
Apfeln

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die antioxidative Wirksamkeit von
Apfelsaftinhaltsstoffen in vitro geprift; es wurde die humane Kolonkarzinom-Zelllinie
Caco-2 verwendet, die ein gutes Modell fir intestinale Epithelzellen darstellt und auf
Grund ihrer fehlenden NQO1-Aktivitat empfindlich auf Modifikationen durch Polyphenole
reagiert. AuRerdem konnen bei der Inkubation auftretende prooxidative Effekte der
Polyphenole auf Grund des verwendeten Mediums der Caco-2 Zellen weitgehend
ausgeschlossen werden (siehe Abschnitte 3.4.5.2 und 4.4).

Untersucht wurden verschiedene, von der Forschungsanstalt Geisenheim hergestellte
Apfelsaftextrakte (AEs) und Apfelschalenextrakte (PE), die sich in ihrer Sortenauswahl
bzw. ihrer technologischen Gewinnung unterscheiden. Die genaue Zusammensetzung ist
in Abschnitt 3.6 beschrieben.

4.1.1. Zellfreie antioxidative Wirksamkeit (TEAC / ORAC)

Zur Erfassung der zellfreien antioxidativen Wirksamkeit wurde der ORAC-Assay
zusatzlich zum TEAC-Assay etabliert. Da deren Reaktionen auf unterschiedlichen
Mechanismen beruhen (ORAC: Wasserstoff-Atom-Transfer; TEAC: uberwiegend
Elektronentransfer), erlaubt die Verwendung beider Assays eine umfassendere
Beurteilung der radikalabfangenden Eigenschaften der Extrakte.

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 4.1 aufgeflihrt; die TEAC-Werte von AEQ1
— AEO04 (gemessen durch [Schafer et al., 2006a]) wurden zusatzlich angegeben um einen
Vergleich der Extrakte zu erméglichen. Alle untersuchten Extrakte zeigten eine deutliche
antioxidative Wirksamkeit mit Werten im Bereich von 4,5 — 6,9 mmol/L Trolox (ORAC)
bzw. 3,4 — 6,5 mmol/L Trolox (TEAC), wobei die ORAC-Werte immer Uber den TEAC-
Werten lagen. Einzige Ausnahme bildete AEO06, der mit 6,5 mmol/L Trolox eine
Uberragenden TEAC-Wert hatte; der in der Wirksamkeit folgende Extrakt war AEO7 mit
5,3 mmol/L Trolox. Bei allen anderen Extrakten bewegten sich die TEAC-Werte im
Bereich 3,4 — 4,7 mmol/L Trolox.

Beim ORAC verteilen sich, &hnlich wie beim TEAC, die meisten Werte auf einen
schmalen Bereich (5,4 — 6,9 mmol/L Trolox), jedoch zeigten nicht AE0O6 und AEOQ7,
sondern AEO4 und AEO1 die hochste Wirksamkeit. Einzig AE0O6B war mit einem ORAC

von 4,5 mmol/L Trolox etwas weniger aktiv.
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Tabelle 4.1: Zellfreie antioxidative Wirksamkeit (ORAC/TEAC) polyphenolreicher Extrakte
aus Apfelsaft bzw. -schalen. MW + SD aus n=3-5 unabhangigen Experimenten.

ORAC TEAC
Extrakt [mmol/L Trolox] ¥ [mmol/L Trolox] @
AEO1 6,6 +0,8 34 +01?
AE02 6,7 0,2 37 0,07
AE03B 59 +0,3 42 +0,0"
AE04 6,9 +04 40 +0,1?
AE05 6,1 +0,4 41 +04
AE06 6,1 +0,8 6,5 =+0,1
AE06B 45 +0,3 34 £0,1
AEO07 6,3 +0,6 53 +0,5
PE 54 +0,3 41 +0,1
GS 58 +0,8 47 +0,2

a)

Konzentration einer Trolox-Lésung mit derselben antioxidativen
Wirksamkeit wie eine 1mg/mL Losung des Extraktes.
® nach [Schafer et al., 2006a]

Die deutlichen Werte beider Assays belegen die Beteiligung der verschiedenen
Reaktionsmechanismen fir die antioxidative Wirksamkeit der Extrakte. Es ist zu
erkennen, das ein hoher TEAC-Wert nicht zwangslaufig einen guten ORAC-Wert bedingt
und vice versa; die den Assays zugrunde liegenden Mechanismen scheinen also
unabhéangig von einander zu sein. Tatsachlich zeigte die lineare Regression von ORAC-
und TEAC-Werten der Extrakte keinen direkten Zusammenhang zwischen diesen beiden
Markern; der Korrelationskoeffizient war R =0,088. Auch eine Untersuchung
verschiedener polyphenolhaltiger Getranke deutete an, dass, je nach verwendeter
Methode, die Reihung der antioxidativen Kapazitat zwischen verschiedenen Assays
variiert [Seeram et al., 2008]. Prior et al. bestatigten ebenfalls, dass zwischen ORAC- und
TEAC-Assay kein direkter Zusammenhang besteht [Prior et al., 2005].

Die unterschiedliche Reihung der antioxidativen Kapazitat beider Methoden legte nahe,
dass die Extrakt-Zusammensetzung einen deutlichen Einfluss auf den
Reaktionsmechanismus der antioxidativen Wirksamkeit hat, bzw. dass die antioxidative

Kapazitat der Polyphenole auch auf verschiedenen Mechanismen beruht.

Korrelation zwischen AE-Zusammensetzung und antioxidativer Wirksamkeit
Um die Beteiligung der einzelnen Inhaltsstoffe auf die antioxidative Wirksamkeit der

Extrakte abschatzen zu kdnnen, wurde eine lineare Regression zwischen den ORAC-/
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TEAC-Werten und der Konzentration der Extrakt-Inhaltsstoffe durchgefiihrt. Ausgewanhlte
Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 4.2 aufgefihrt, die gesamten Ergebnisse der

linearen Regression sind im Anhang zu finden.

Tabelle 4.2: Ausgewahlte Korrelationskoeffizienten R der linearen Regression zwischen
Extrakt-Zusammensetzung (Tabelle 3.6 und Tabelle 3.7) und antioxidativer Kapazitat der
Extrakte (Tabelle 4.1).

Korrelationskoeffizient R

Substanz(gruppe) ORAC TEAC
(niedermolekulare) Polyphenole 0,886 -0,134
Flavanole -0,303 0,680
Dihydrochalcone 0,680 -0,280
Hydroxyzimtsauren 0,645 -0,125
Flavonole -0,253 0,006
oligomere Procyanidine 0,074 0,707
Polyphenole + Procyanidine 0,647 0,479
Oligosaccharide -0,846 -0,495

Fir den ORAC-Assay wurde der hdchste Korrelationskoeffizient fur die Summe der
niedermolekularen Polyphenole bestimmt, was fiir einen starken Einfluss dieser Gruppe
auf die antioxidative Wirksamkeit (ORAC) spricht. Auch bei den Arbeiten anderer Gruppen
konnte die Bedeutung der phenolischen Inhaltsstoffe von Frichten/Fruchtextrakten fur
deren antioxidative Kapazitat (ORAC) gezeigt werden [Kedage et al., 2007; Luximon-Ramma
et al., 2005; Mahattanatawee et al., 2006; Soobrattee et al., 2008]. Innerhalb der Gruppe
niedermolekularer Polyphenole lieferten die Dihydrochalcone und Hydroxyzimtsauren, die
mit bis zu 35 bzw. 80 % der monomeren Polyphenole die mengenmalig bedeutendsten
Untergruppen darstellen, den héchsten Beitrag zur antioxidativen Wirksamkeit (ORAC),
wahrend zu den Flavonoiden (Flavanole und Flavonole) eine leicht inverse Korrelation
bestand. Die Summe der oligomeren Procyanidine schien keinen Einfluss auf den
Parameter ORAC zu haben, wahrend bei den Oligosacchariden eine stark inverse
Korrelation zu beobachten war.

Der Vergleich von Extrakt-Inhaltsstoffen und TEAC-Werten zeigte keine so deutlichen
Korrelationen wie beim ORAC-Assay. Wahrend die Bedeutung der niedermolekularen
Polyphenole auf die antioxidativen Kapazitat (TEAC) nicht sicher abgeschatzt werden
konnte, zeigte sich eine starke Korrelation mit der Summe der oligomeren Procyanidine.
Soobrattee et al. hatten fir die Dimere Procyanidin B; und Procyanidin B, TEAC-Werte
von 6,5 bzw. 7,6 mmol/L Trolox berichtet [Soobrattee et al., 2005], was ungefahr der
Summe der TEAC-Werte ihrer Monomere Catechin und Epicatechin (mit 3,2 bzw. 3,6

mmol/L Trolox [Soobrattee et al., 2005]) entspricht (dies gilt allerdings nur, wenn die
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antioxidative Kapazitat der Substanzen in mmol/L angegeben wird, was unabhangig von
der molekularen Masse ist). Daher kann davon ausgegangen werden, dass die
antioxidative Kapazitat (TEAC) der in Apfelsaft vorkommenden Oligomere, die einen
mittleren Polymerisierungsgrad von 6 haben [Himmer et al., 2008], noch wesentlich hdher
ist. Nach bisherigem Kenntnisstand wurden keine TEAC-Werte oligomerer Procyanidine
veroffentlicht, evtl. auf Grund ihrer schlechten Wasserldslichkeit oder ihrer Empfindlichkeit
gegeniber Luftsauerstoff und Licht [Himmer und Schreier, 2008]. Die Wichtigkeit der
oligomeren Procyanidine flr die antioxidative Kapazitat (TEAC) der Extrakte wurde durch
die deutliche Korrelation ihrer Mono- und Dimere, den Flavanolen, zu den TEAC-Werten
belegt. Die Korrelation der TEAC-Werte mit der Summe der Quercetin-Glykoside, die
allesamt als starke Antioxidanzien beschrieben sind [Schafer et al.,, 2006a], betrug nur
R=0,006. Dies beruht wahrscheinlich auf der Tatsache, dass die jeweiligen Flavonole
zwar eine hohe antioxidative Kapazitat aufweisen, in den meisten Extrakten aber nur in
geringer Menge (<1,2 %) vorkommen. Lediglich die beiden Schalenextrakte (PE, GS)
sowie AEQO3 enthielten grofiere Mengen (9,6 — 16 %).

Wie bei den ORAC-Ergebnissen zeigte auch der TEAC eine inverse Korrelation zur
Menge der Oligosaccharide. Dies kdonnte auf der Tatsache beruhen, dass die Menge
antioxidativ wirksamer Polyphenole mit steigender Kohlenhydrat-Menge in den Extrakten
abnimmt, was durch die positive Korrelation von ORAC/TEAC mit der Summe
phenolischer Komponenten (monomere Polyphenole + oligomere Procyanidine) bestarkt
wurde. Auch die Bindung von Polyphenolen an Saccharide, wie fir Procyanidine und
Hydroxyzimtsauren beschrieben [Ferguson et al., 2005; Le Bourvellec et al., 2007], kdnnte
eine Verringerung der antioxidativen Eigenschaften zur Folge haben. Sun-Waterhouse et
al. fanden jedoch nur eine sehr kleine Verringerung der antioxidativen Wirksamkeit von
Quercetin bei Anwesenheit von Pektin um nur 1,5 % [Sun-Waterhouse et al., 2008], was
nicht fiir eine Inaktivierung der Polyphenole durch Kohlenhydrat-Bindung spricht.

Eine direkte antioxidative Wirksamkeit der Saccharide, wie bei [Stratil et al., 2007]
beschrieben, kann wahrscheinlich vernachlassigt werden. Die in den Extrakten
vorliegenden Kohlenhydrate sind zum Uberwiegenden Teil Oligo- und Polysaccharide
[Mehrlander et al., 2002], so dass der Einfluss reduzierender Zucker als gering einzustufen

ist.

4.1.2. Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels

Die Beeinflussung der zellularen antioxidativen Abwehr von Caco-2 Zellen durch 24h-
Inkubation mit Apfelsaft-/Schalenextrakten wurde im DCF-Assay untersucht. Die

Ergebnisse der AEs sind in Abbildung 4.1 gezeigt:
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Abbildung 4.1: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen nach 24h
Inkubation mit Apfelsaftextrakten (AEs). MW + SD aus n=3-6 unabhangigen Experimenten.
Signifikante Anderung zur TBH-Kontrolle: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Alle untersuchten AEs waren in der Lage, den zellularen, TBH-induzierten ROS-Level
signifikant zu verringern, allerdings in unterschiedlichem Ausmaf. Die beste Wirkung
zeigte AEQ7, der Uber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich von 0,1 — 100
pMg/mL den ROS-Level auf das Niveau der Losungsmittelkontrolle senkte. Damit war er als
einziger untersuchter AE in der Lage, die durch TBH-Inkubation gebildeten intrazellularen

ROS nahezu vollstandig zu inaktivieren.
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Abbildung 4.2: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen nach 24h
Inkubation mit Apfelschalenextrakten aus verschiedenen Apfeln (PE) bzw. aus Granny
Smith (GS). MW + SD aus n=3-5 unabhingigen Experimenten. Signifikante Anderung zur
TBH-Kontrolle: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Ob diese nach 24h Inkubation beobachtete Wirkung auf einer direkten antioxidativen
Wirkung des AEQ7 oder auf zellvermittelten Effekten beruht ist fraglich; S. Schéafer konnte
zeigen, dass die nach 24h Inkubation auftretende Reduktion des ROS-Levels bei einer
Inkubationszeit von 2h weniger ausgepragt war, was auf eine starke Modulation der
antioxidativen Zellabwehr bei langeren Inkubationszeiten schliel3en lasst [Schafer, 2006].
Wie flr andere AEs beschrieben [Schéafer et al., 2006a] zeigten die Extrakte AE06 und
AEO06B eine U-formige Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Wirksamer Konzentrationsbereich
und maximale Wirkstarke dieser Kurven unterschieden sich jedoch deutlich von einander.
Wahrend AE06 eine Wirksamkeit im Bereich 0,3 — 10 pg/mL mit einer maximalen
Reduktion bei 1 yg/mL aufwies, war die effektive Breite von AE06B weiter gefasst (0,3 —
30 pg/mL), mit einer maximalen Reduktion bei 3 — 10 pg/mL. AEQ5 zeigte erst bei der
héchsten untersuchten Konzentration von 100 yg/mL eine leichte Verringerung des ROS-
Levels. Hohere Konzentrationen wurden nicht untersucht, da wachstumshemmende
Effekte der AEs unter diesen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden kénnen [Veeriah
et al., 2006].

Die Untersuchung der Schalenextrakte (Abbildung 4.2) zeigte, dass der Extrakt aus
Granny Smith-Schalen (GS) eine signifikante Reduktion des ROS-Levels ab 0,1 pg/mL
bewirkte. Ebenso wie AEQ7 senkte GS den ROS-Level auf das Niveau der Ldsemittel-
Kontrolle (Cy, ohne TBH-Behandlung). Auch der aus Apfelschalen verschiedener Sorten
gewonnene Extrakt PE reduziere den zellularen ROS-Level signifikant. Die Wirksamkeit
war jedoch weniger ausgepragt als bei GS.

Es konnte keinem Extrakt-Inhaltsstoff eine direkte Beteiligung an der Reduktion des
zellularen ROS-Levels zugeschrieben werden: die beiden Extrakte AE05 und AEQ7, die
sich in ihrer Polyphenol-Zusammensetzung relativ ahnlich sind, zeigten stark
unterschiedliche Ergebnisse. Ebenso waren bei AEQ7 und GS, beide effektive Senker des
ROS-Levels, kaum Gemeinsamkeiten hinsichtlich ihrer Zusammensetzung festzustellen.
Auch [Schéfer, 2006], die die Extrakte AEO1 — AE04 untersuchte, konnte keine Substanz
als malgeblich fir die Reduktion des =zellularen, TBH-induzierten ROS-Levels
identifizieren. Die Untersuchung ausgewahlter Apfelsaft-Polyphenole zeigte jedoch eine
Reduktion des zellularen ROS-Levels in Caco-2 Zellen durch Que, ChA, CaA und Pt
[Schafer et al., 2006a].

4.1.3. Modulation des Glutathion-Spiegels

Auch die Modulation des wichtigsten zelluldren Antioxidans Glutathion (GSH) [Meister und
Anderson, 1983] durch Apfel-Extrakte wurde untersucht. Dazu wurde der Gesamt-
Glutathion-Gehalt in Caco-2 Zellen gemessen; Abbildung 4.3 zeigt die Modulation des
tGSH-Spiegels nach 24h Inkubation mit AEs. AE0O6 und AEQ7 flhrten in Konzentrationen
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von >10 pyg/mL zu einer Steigerung des tGSH-Spiegels; signifikante Effekte zeigten sich
bei AEO7 ab 30 pg/mL, mit AEO6 erst bei 100 ug/mL. Weder AEO5 noch AE06B waren im
untersuchten Konzentrationsbereich (1 — 100 pg/mL) in der Lage, den zellularen GSH-
Spiegel zu erhéhen. Die Inkubation mit AE06B @einer konzentrationsabhangigen
Depletion des tGSH-Spiegels ab >10 ug/mL.

160+ I AE05 [ AEO6

140' I AEO06B [ AE07

1204
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D
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N
o
L "
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Abbildung 4.3: tGSH-Spiegel in Caco-2 Zellen nach 24h Inkubation mit AEs. MW + SD aus
n=3-6 unabhingigen Experimenten. Signifikante Anderung zur L6sungsmittel-Kontrolle (0,1
% DMSO): *p<0,05 **p<0,01

Dieser Effekt konnte durch die Bildung von GSH-Addukten mit Extrakt-Inhaltsstoffen
zustande kommen, was fir verschiedene Polyphenole (nach Oxidation ihrer o-
Catecholgruppe) als spontaner Prozess dokumentiert ist [Moridani et al., 2001a; Moridani et
al., 2001b]. Eine Verringerung der GSH-Synthese durch Extrakt-Inhaltsstoffe kann mit
grolier Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden; die GSH-Synthese ist zum gréften
Teil Uber die ARE-abhangige Expression der Enzyme yGCS und Glutathion-Synthase
reguliert, die durch Polyphenole im Allgemeinen induziert werden [Masella et al., 2005;
Scharf et al., 2003].

Es konnte nicht genau bestimmt werden, welche Substanz(en) fir die beobachtete GSH-
Depletion verantwortlich sein kénnte(n), da AE06B, verglichen mit den anderen Extrakten
von keinem Polyphenol eine besonders hohe Menge enthalt; einziges herausragendes
Merkmal seiner Zusammensetzung ist der grof3e Anteil an Polysacchariden (38 %), fur die
jedoch in der Literatur keine Hinweise auf eine Modulation der GSH-Synthese oder der
GSH-Adduktbildung zu finden sind. Des Weiteren fanden Barth et al. in FUtterungsstudien
an Ratten keinen signifikanten Einfluss von Zellwand-Polysacchariden auf die
Genexpression von yGCL (GSH-Synthese) bzw. GST-P und GST-M2 (GSH-Addukt-
Bildung) in Kolon-Mukosa-Zellen [Barth et al., 2007; Barth et al., 2005]. Auch Glei et al.
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konnten keinen Einfluss von Polysacchariden (unfermentierte Arabinoxylane) auf die
Aktivitat der GST in HT-29 Zellen feststellen [Glei et al., 2006], so dass ein Einfluss der in
den Extrakten enthaltenen Kohlenhydrate auf den GSH-Spiegel der Caco-2 Zellen eher

unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 4.4: tGSH-Spiegel in Caco-2 Zellen nach 24h Inkubation mit
Apfelschalenextrakten. MW + SD aus n=3-5 unabhéngigen Experimenten. Signifikante
Anderung zur Losungsmittel-Kontrolle (0,1 % DMSO): *p<0,05

Die beobachtete Erhéhung durch AE06 und AEOQ7 koénnte auf deren hohen Gehalt an
oligomeren Procyanidinen zurtickzufiuhren sein: AEO6 enthalt 57 % und AEOQO7 48,3 %
dieser Verbindungen. Auch bei [Schéfer, 2006] wurde eine Induktion des tGSH-Spiegels
durch die Procyanidin-reichen Extrakte AEO02 (36 %) und AEO3B (46 %) beobachtet.
Inkubation mit Apfelschalenextrakten flhrte zu einer signifikanten Erhédhung des tGSH-
Spiegels durch die beiden Extrakte GS und PE (Abbildung 4.4). Doch wahrend PE den
GSH-Level nur bei 100 pg/mL induzierte zeigte sich diese Erhéhung durch GS auch bei
30 pg/mL. Wie bei den oben dargestellten Apfelsaftextrakten sind auch hier die
Procyanidin-Gehalte der beiden Extrakte relativ hoch (GS: 44 %; PE 43 %).

Da alle Extrakte, die einen hohen Anteil von Procyanidinen enthielten auch eine Erhéhung
des GSH-Levels bewirkten, kdnnte ein Einfluss dieser Substanzen méglich sein. Dies wird
bekraftigt durch die beobachtete starke Erhdhung des GSH-Spiegels (Faktor 4,9 — 13)
von B16 Zellen (Melanomzellen) nach Inkubation mit oligomeren Procyanidinen (5 — 50
pMg/mL; mittlerer Polymerisierungsgrad 3,3) [Kim und Yokozawa, 2009] bzw. durch
Procyanidin B, in Herzzellen [Du et al., 2007]. Der beobachtete Effekt der Schalenextrakte
konnte auch auf deren hohen Gehalt an Flavonolen zuriickzufiihnren sein. Auch AEQ3B,
der bei Schafer et al. eine Erhdhung des tGSH-Spiegels bewirkte, enthielt gréRere
Mengen dieser Verbindungen (ca. 11 %) [Schéfer et al., 2006a]. In Caco2-, HT-29- und
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HepG2-Zellen konnte eine Steigerung des GSH-Gehaltes nach Inkubation mit Quercetin
beobachtet werden [Schafer et al., 2006a; Scharf et al., 2003].

4.1.4. Modulation ROS-induzierter DNA-Schaden

Die Modulation Menadion (Md)-induzierter DNA-Schaden durch Inkubation von Caco-2
Zellen mit Apfelsaft- und Schalenextrakten wurde mittels Comet Assay untersucht. Zur
Unterscheidung zwischen Strangbriichen und oxidativen DNA-Veranderungen wurden
alle Proben zusatzlich einer Post-Inkubation mit dem Reparatur-Enzym FPG unterzogen
(siehe Abschnitt 3.7.6). Die Ergebnisse des Comet Assay sind im Vergleich zur Md-
behandelten Kontrolle (= 100 %) dargestellt, die absoluten Werte der Negativkontrolle (Co)
betrugen 1,0 % (- FPG) und 1,8 % (+ FPG), die der Md-Kontrolle lagen bei 5,2 % (- FPG)
und 10,3 % (+ FPG).

Wie bei den anderen Markern veranderte die Inkubation mit AEs Md-induzierte DNA-
Strangbriche in unterschiedlichem Ausmal (Abbildung 4.5). Dabei zeigte sich die beste
Wirksamkeit der Extrakte vor allem in niedrigeren Konzentrationen: Inkubation mit AE05
und AEQ6B in Konzentrationen von 1 — 10 yg/mL bzw. 1 — 30 pyg/mL fihrte zu einer
signifikanten Reduktion der DNA-Schaden. Die schlechtere Wirksamkeit der Extrakte in
hoheren Konzentrationen beobachteten auch [Schéfer et al., 2006a], deren Extrakte eine U-
férmige Konzentrations-Wirkungskurve aufwiesen. Auch durch AEO6 (1 — 3 pg/mL) lielRen
sich Md-induzierte DNA-Schaden signifikant senken; hohere Konzentrationen (>3 pg/mL)
zeigten einen signifikanten Anstieg (auch AEO05 zeigte in der hochsten untersuchten
Konzentration eine leichte Erhéhung der DNA-Schaden Uber die Kontrolle). AEQ7, der die
besten Effekte bei der Reduktion des TBH-induzierten ROS-Levels und bei der Induktion
des GSH-Spiegels zeigte, war hier am wenigsten wirksam. Lediglich bei 30 pg/mL war
eine signifikante Reduktion Md-induzierter DNA-Strangbriiche zu beobachten.

Die Inkubation von Caco-2 Zellen mit Apfelschalenextrakten flihrte ebenfalls zu einer
Verringerung von Md-induzierten Strangbriichen. GS reduzierte die Strangbriiche Uber
den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich von 1 — 100 pg/mL, mit einem
Wirkmaximum bei 3 pg/mL. Im Vergleich dazu war PE weniger effektiv, maximale
Reduktion der Strangbriiche konnte bei 10 pug/mL beobachtet werden; der effektive
Konzentrationsbereich umfasste 3 — 30 pg/mL. In der hochsten untersuchten
Konzentration trat bei PE-Inkubation, ebenso wie bei AE05 und AEQ6, eine Steigerung

der DNA-Schaden auf, die signifikant Giber die Md-Kontrolle hinausging.
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Abbildung 4.5: Modulation Md-induzierter DNA-Strangbriiche durch 24h Inkubation mit AEs.
MW + SD aus n=3-5 unabhéangigen Experimenten. C,: Lésungsmittelkontrolle ohne Md.
Signifikanter Unterschied zur Md-Kontrolle: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Abbildung 4.6: Modulation Md-induzierter DNA-Strangbriiche durch 24h Inkubation mit
Apfelschalenextrakten. MW + SD aus n=3-5 unabhangigen Experimenten. Cy:
Losungsmittelkontrolle ohne Md. Signifikanter Unterschied zur Md-Kontrolle: *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001

Die starke Wirkung von PE und GS koénnte an deren hohen Gehalten an Quercetin-
Glykosiden liegen, die 9,6 bzw. 16 % der Extrakte ausmachen. Auch AEO03 (12 %
Quercetin-Glykoside) zeigte in Caco-2 Zellen eine signifikante Verringerung der Gesamt-

DNA-Schaden [Schafer, 2006]. Die protektive Wirkung von Quercetin und seinen
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Glykosiden gegen oxidative DNA-Schaden wurde mehrfach belegt [Aherne und O'Brien,
2000; Schafer et al., 2006a; Schafer et al., 2006b]. Dies erklart nicht die beobachteten
Wirkungen der anderen AEs, deren Gehalt an Flavonolen deutlich geringer ist (<2 %);
jedoch konnten Schéfer et al. zeigen, dass auch andere Apfelsaft-Polyphenole (Pt, Epi,
CaA) Gesamt-DNA-Schaden konzentrationsabhangig verringern kénnen [Schafer et al.,
20064a).

Neben den Md-induzierten DNA-Strangb@hen wurde auch die Modulation der
Gesamt-DNA-Schaden (Strangbriiche + oxidative DNA-Modifikationen), die durch

zusatzliche Inkubation mit dem Reparaturenzym FPG erkannt werden kénnen, untersucht.

2004
1504
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rel. Tl [% der Md-Kontrolle]
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Abbildung 4.7: Modulation Md-induzierter Gesamt-DNA-Schaden durch 24h Inkubation mit
AEs (oben) bzw. Apfelschalenextrakten (unten). MW + SD aus n=3-5 unabhangigen
Experimenten. Cy: Losungsmittelkontrolle ohne Md. Signifikanter Unterschied zur Md-
Kontrolle: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Die Ergebnisse (siehe Abbildung 4.7) zeigten, dass die Konzentrations-Wirkungskurven
der Gesamt-Schaden nahezu deckungsgleich mit denen der DNA-Strangbriiche waren.
Die beste Wirksamkeit zeigte wieder AEO6B der, anders als bei den Versuchen ohne
FPG, auch bei 100 ug/mL eine leichte (wenn auch nicht signifikante) Reduktion der
Gesamt-Schaden bewirkte. Auch AEQO5 und AEO06 waren vor allem in niedrigen
Konzentrationen wirksam, wahrend AEQ7 die geringste Wirksamkeit zeigte. Anders als bei
den Versuchen ohne FPG war die prooxidative Wirksamkeit der AEs weniger ausgepragt,
wie sich an AEO06 zeigt, dessen Werte die der Md-Kontrolle nicht mehr Uberstiegen. Bei

den Schalenextrakten war GS besser wirksam als PE; die oben beobachtete Reduktion
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der DNA-Strangbriiche war hier nicht mehr sichtbar, vielmehr kam es Uber den gesamten
Konzentrationsbereich zu einem Anstieg der Schaden Uber das Mald der Md-Kontrolle
hinaus, was fur ein UbermafRiges Ansteigen oxidativer DNA-Modifikationen durch PE-
Inkubation spricht. Bei den anderen Extrakten lag deren Anteil an den Gesamt-DNA-

Schaden immer bei ungefahr 50 %.

4.1.5. Modulation der SOD1-Expression

Die Modulation der Proteinexpression des antioxidativen Enzyms SOD1 in Caco-2 Zellen
durch Inkubation mit Apfelsaftinhaltsstoffen wurde mittels Western Blot durchgeflihrt.
Dieses Isoenzym wurde gewahlt, da es im Vergleich zu anderen Isoformen (siehe
Abschnitt 3.3.1.3) in Caco-2 Zellen deutlich starker exprimiert wird [Kameoka et al., 1999].
Da der SOD1 eine wichtige Aufgabe bei der zellularen antioxidativen Abwehr zukommt,
kénnte eine Modulation ihrer Expression durch phenolische Apfelsaftextrakie wertvolle
Hinweise auf den Wirkmechanismus dieser Substanzen geben.

Die Modulation der Proteinexpression durch die Extrakte wurde nach 24h Inkubation an
Caco-2 Zellen beobachtet. Die untersuchten Extrakte wurden auf Grund ihres hohen
Anteils an Extrakt-Inhaltsstoffen ausgewahlt, die Extrakte enthielten entweder groliere
Mengen an Quercetin-Glykosiden (AE03B, GS, PE), Dihydrochalconen (AE02, AEO3B),
Hydroxyzimtsduren (AEO1, AEO2, AEQ7), oligomeren Procyanidinen (AE03B, AEQ7) bzw.

Kombinationen daraus.

2,5 25

I AEO1 [ AEO2 [ AEO7 - B AE03B [ GS [ PE
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1,5 1,5{
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Abbildung 4.8: Modulation der SOD1-Expression in Caco-2 Zellen nach 24h Inkubation mit
Apfelsaft- (AE) bzw. Apfelschalenextrakten (GS, PE). MW + SD aus n=3-5 unabhangigen
Experimenten. Signifikante Anderung zur Lésemittelkontrolle (0,1 % DMSO): *p<0,05
**p<0,01

110



Ergebnisse und erste Diskussion

Die Ergebnisse (Abbildung 4.8) zeigten eine nur leichte Modulation der SOD1-Expression
durch die verwendeten Extrakte; sie bewegen sich alle im Bereich der 0,5 — 1,5-fachen
Expression der DMSO-Kontrolle. Auch [Kameoka et al., 1999] fanden keine signifikante
Modulation der SOD-Protein-Expression in Caco-2 Zellen durch Inkubation mit Flavon,
Kaempferol oder Quercetin; ebenso [Ying et al., 2004], die die SOD1-Proteinexpression von
Endothel-Zellen durch Polyphenole (Catechin-/Thearubigin-reiche Extrakte aus griinem
bzw. schwarzem Tee) untersuchten. Analog zur Expression wurde auch die SOD-Aktivitat
in Caco-2 Zellen (die begleitend im Rahmen einer Diplomarbeit in unserer Arbeitsgruppe
untersucht wurde) durch AEs kaum moduliert [Cullmann, 2009].

Ein Einfluss des Hydroxyzimtsaure-Gehaltes auf die Expression war nicht erkennbar, die
Phenolsaure-reichen Extrakte AEO01, 02 und 07 zeigten divergierende Ergebnisse:
wahrend nur 1 yg/mL AEO7 eine signifikante Steigerung des zellularen SOD1-Gehaltes
bewirkte, fihrte die gleiche Menge AEO1 bzw. AEO2 zu einer signifikanten Verringerung
der Expression. Auch die Quercetin-Glykosid-reichen Extrakte (AE03B, GS, PE)
verhielten sich unterschiedlich; der konzentrationsabhangigen Erhéhung durch AE03B
und PE stand die signifikante Verringerung des SOD1-Gehaltes durch GS gegeniber,
welcher von allen drei Extrakten die héchste Flavonol-Konzentration aufweist. Auch die
SOD1-Expression nach Inkubation von Caco-2 Zellen mit den Dihydrochalcon-reichen
Extrakten AEO2 und AEO3B (9 bzw. 11 %) zeigte keine Gemeinsamkeiten. Die SOD-
Aktivitat wurde in Caco-2 Zellen [Cullmann, 2009] durch Flavonole und Hydroxyzimtsauren
induziert, durch  Dihydrochalcone  konzentrationsabhangig  depletiert.  Unter
Berlcksichtigung der vorhandenen Ergebnisse kann noch nicht abschlieRend gesagt
werden, welche Extrakt-Inhaltstoffe flr eine Induktion der SOD verantwortlich sein

kénnten; eventuell kdnnten synergistische Effekte eine Rolle spielen.

4.1.6. Antioxidative Wirksamkeit ausgesuchter Apfelsaft-
Polyphenole

In der vorliegenden Arbeit wurden ausgesuchte Leitsubstanzen der Apfelsaftextrakte mit
neu etablierten Markern antioxidativer Wirksamkeit untersucht, um deren Beteiligung an

der beobachteten Wirksamkeit von Apfel-Extrakten abzuschéatzen.

4.1.6.1. Zellfreie antioxidative Wirksamkeit (ORAC)

Die antioxidative Wirksamkeit wurde mit dem neu etablierten ORAC-Assay zusatzlich zum
TEAC-Assay gemessen, um den Einfluss der beiden wichtigsten antioxidativen
Mechanismen in die Bewertung der Polyphenole einbeziehen zu kénnen (siehe Abschnitt
3.7.10).
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Tabelle 4.3: ORAC- und TEAC-Werte von Apfelsaft-Polyphenolen/Aglyka. MW + SD aus n=3-
5 unabhangigen Experimenten.

Substanz ORAC TEAC
[mmol/L Trolox] [mmol/L Trolox] @
(-)-Epicatechin 3,86 +0,19 32 +0,2"
Phloretin 4,05 +0,17 38 +0,2Y
Phloridzin 536 +0,30 36 +0,2"
Chlorogenséure 419 10,12 1,3 +0,1?
Kaffeesaure 425 +0,15 1,3 +0,0?
p-Cumarsaure 455 +0,18 29 £0,5
Quercetin 6,91 +0,61 48 +0,1Y
Rutin 551 +0,09 37 £0,1"Y

3 Konzentration (in mmol/L) einer Trolox-Lésung derselben
antioxidativen Wirksamkeit wie eine 1millimolare Lésung der
Testsubstanz

® nach Schafer et al. [Schafer et al., 2006a]

Die Ergebnisse des ORAC-Assays zeigten eine deutliche antioxidative Kapazitat aller
untersuchten Polyphenole mit ORAC-Werten im Bereich von 3,9 — 6,9 mmol/L Trolox,
wobei die antioxidative Kapazitat in folgender Reihenfolge abnahm:

Que > Rut > Pz > CuA > CaA > ChA > Pt > Epi
Die héchsten ORAC-Werte erreichten die beiden Flavonole (Que, Rut), gefolgt von Pz
und den Hydroxyzimtsaurederivaten (CuA, CaA, ChA); die kleinsten Werte lieferten Pt
und Epi. Vergleicht man die ORAC-Werte mit denen aus anderen Studien, so zeigt sich
eine recht gute Ubereinstimmung zu den Literaturdaten [Davalos et al., 2004; Ou et al.,
2001]. Der Vergleich mit den von Schafer et al. ermittelten TEAC-Werten [Schafer et al.,
2006a] zeigte, mit Ausnahme von Pt und Epi, die selbe Reihenfolge wie bei den ORAC-
Werten:

Que > Pt > Rut > Pz > Epi > CuA > CaA ~ ChA
Im Gegensatz zu den Apfelsaftextrakten zeigte sich bei den Einzelsubstanzen ein leichter
Zusammenhang zwischen ORAC- und TEAC-Werten (R = 0,658), auch wenn beide
Assays auf unterschiedlichen Mechanismen basieren. Jedoch kdnnen die Ergebnisse der
Einzelsubstanzen nicht direkt auf die Extrakte Ubertragen werden, da bei den Extrakten
synergistische und antagonistische Effekte der Polyphenole eine Rolle spielen kdénnen,
was flr Lebensmittelinhaltsstoffe beschrieben ist [de Kok et al., 2008; Schéfer et al., 2006b].

112



Ergebnisse und erste Diskussion

4.1.6.2. Modulation der SOD1-Expression

Die Modulation der SOD1-Proteinexpression in Caco-2 Zellen durch Inkubation mit
Apfelsaftinhaltsstoffen wurde mittels Western Blot durchgefiihrt. SOD1 wurde gewahlt, da
sie im Vergleich anderen Isoformen in Caco-2 Zellen deutlich starker exprimiert wird
[Kameoka et al., 1999].

Die starkste Expression wurde durch das Dihydrochalcon Phloretin (Pt) erzielt, wobei
niedrige Konzentrationen eine starkere Expression der SOD1 bewirkten (Abbildung 4.9,
rechts). Die Inkubation mit seinem Glucosid Phloridzin (Pz) zeigte mit einer Erhéhung auf
die 1,4-fache Expression einen ebenfalls deutlichen Effekt. Auch Yang et al. beobachteten
eine Erhdhung der SOD-Aktivitat nach Inkubation von Rattenleber-Homogenat mit Pz [Wu
et al., 2004].
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Abbildung 4.9: Modulation der SOD1-Expression in Caco-2 Zellen nach 24h-Inkubation mit
Polyphenolen/Aglyka. MW + SD aus n=3-6 unabhéngigen Experimenten. Signifikante
Anderung zur DMSO-Kontrolle: *p<0,05

Die Flavonoide (Que, Rut, Epi; Abbildung 4.9 links) erhdhten die SOD1-Konzentration
leicht; 1 pmol/L fuhrte zu einer ca. 1,3-fachen Expression, wahrend bei hdheren
Konzentrationen keine Induktion der SOD1 beobachtet wurde. Dies konnten auch
Kameoka et al. sehen, die nach Inkubation von 100 pmol/L Que keine signifikanten
Effekte auf die Cu/Zn-SOD feststellen konnten [Kameoka et al., 1999]. Wahrend ChA keine
Anderung der Expression bewirkte, zeigte sich bei CaA (1 pymol/L) eine signifikante
Erhéhung der Expression um den Faktor 1,4. Die Ergebnisse deuten eine leichte
Induktion der SOD1-Expression durch Apfelsaft-Polyphenole v.a. in niedrigen

Konzentrationen (1 — 10 ymol/L) an.
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Ahnliches fanden auch Ying et al. nach Inkubation von Endothel-Zellen mit
Polyphenolgemischen aus griinem und schwarzem Tee, die vor allem Procyanidine bzw.
Thearubigine enthielten. Hier bewirkte der thearubiginreiche Extrakt aus schwarzem Tee
eine leichte Steigerung der SOD-Expression, die bei steigenden Konzentrationen wieder
abnahm; eine Induktion durch den Flavanol- und Procyanidin-reichen Extrakt aus grinem

Tee konnte nicht gezeigt werden [Ying et al., 2004].

4.1.7. Zusammenfassung zur Wirksamkeit phenolischer Apfel-
Extrakte und ausgewahlter Polyphenole

Alle untersuchten Extrakte zeigten alle eine protektive Wirksamkeit gegen oxidative
Zellschaden; dabei waren deutliche Unterschiede zwischen der Wirksamkeit zu erkennen.
Die zellfreie antioxidative Kapazitat war bei allen Extrakten stark ausgepragt, mit Werten
von 4,5 — 6,9 mmol/L Trolox (ORAC) und 3,4 — 6,5 mmol/L (TEAC). Durch
Korrelationsberechnungen wurde versucht, die fur die antioxidative Wirksamkeit der
Extrakte verantwortlichen Inhaltsstoffe bzw. Stoffgruppen zu ermitteln. Hier zeigte sich,
dass der TEAC-Wert der Extrakte vor allem vom Gehalt an oligomeren Procyanidinen und
Flavanolen abhangt, wahrend der ORAC vor allem durch die Gesamtmenge der
Polyphenole (ohne Procyanidine) beeinflusst wurde. Es konnte gezeigt werden, dass
auch die mengenmalig groten Polyphenol-Gruppen (Hydroxyzimtsauren und
Dihydrochalcone) einen gewissen Einfluss auf diesen Marker ausiiben.

Die Untersuchung der antioxidativen Kapazitat ausgewahlter Leitsubstanzen zeigte fir
alle Polyphenole eine deutliche antioxidative Wirksamkeit (ORAC) im Bereich von 3,1 —
5,9 mmol/L Trolox. Schafer et al. fanden fiir diese Substanzen TEAC-Werte im Bereich
1,3 — 4,8 mmol/L Trolox [Schafer et al., 2006a]. In beiden Assays wiesen die Flavonole die
hochsten Werte auf. Die Hydroxyzimtsaurederivate zeigten im ORAC-Assay eine bessere
Wirksamkeit als beim TEAC, wahrend Epicatechin und Phloretin im Vergleich zu den
anderen untersuchten Polyphenolen im TEAC-Assay bessere Ergebnisse lieferten. Die
bei den Apfel-Extrakten nicht vorhandene Korrelation zwischen TEAC- und ORAC-Werten
war hier deutlich zu erkennen.

Der TBH-induzierte ROS-Level in Caco-2 Zellen wurde durch die Extrakte unterschiedlich
verringert. Wahrend AEO7 und der Schalenextrakt GS Uber die gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich (0,3 — 100 pg/mL) eine signifikante Abnahme bewirkten, war AE05
kaum wirksam. Auch oxidative DNA-Schaden wurden durch GS am besten verringert,
gefolgt von PE und dem Tresterextrakt AEO06B. Die AEs zeigten die geringste
Wirksamkeit, hier zeigte sich sogar eine Zunahme der DNA-Strangbriche durch AE0G.
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Der tGSH-Spiegel wurde durch Inkubation mit den Extrakten nur mafig moduliert;
lediglich in den hdéchsten Konzentrationen der Extrakte AEO7, GS und PE zeigten sich
teilweise signifikante Effekte, die auf deren hohen Anteil an oligomeren Procyanidinen
zurtckgefihrt werden koénnten, deren induzierende Wirkung des GSH-Spiegels
dokumentiert ist [Du et al., 2007; Kim und Yokozawa, 2009]. Die gute Wirksamkeit der beiden
Apfelschalenextrakte GS und PE kdénnte auch auf deren hohen Gehalt an Quercetin-
Glykosiden zurtickzufiihren sein, der weit Uber dem der untersuchten AEs lag. Eine
ahnliche Zusammensetzung wie die Schalenextrakte zeigte auch der von Schéafer et al.
untersuchte Tresterextrakt AEO3B mit einem Flavonol-Anteil von 11,6 % [Olk et al., 2006-
2009, pers. Mitteilung], der unter den selben Bedingungen sowohl eine Reduktion des
zellularen ROS-Levels als auch der Md-induzierten Gesamt-DNA-Schaden bewirkte
[Schéfer et al., 2006a]. Das Aglykon Quercetin ist auf Grund seiner hohen antioxidativen
Kapazitat gut untersucht und fihrt in Caco-2 Zellen zu einer Zunahme des tGSH-Spiegels
sowie einer Reduktion von ROS-Level und DNA-Schaden [Aherne und O'Brien, 2000;
Schéfer et al., 2006a].

Die Expression des antioxidativen Enzyms SOD1 wurde vor allen Dingen durch
Dihydrochalcone (Pt und Pz) induziert. Auch Flavonoide (Que, Rut, Epi) steigerten die
SOD1-Expression, wenn auch nicht in dem Malie wie Pt oder Pz. Fir alle Substanzen
wurde eine induzierende Wirkung vor allem im niedrigen Konzentrationsbereich gefunden.
Die Apfelextrakte bewirkten allenfalls eine maRige Erhdhung der SOD1-Konzentration, ein

Einfluss bestimmter polyphenolischer Inhaltsstoffe war nicht zu erkennen.

4.2. Charakterisierung und antioxidative Wirksamkeit
intestinaler Polyphenol-Abbauprodukte in fermentierten AEs

Um den Einfluss des intestinalen Metabolismus auf die antioxidative Wirksamkeit der AEs
in vivo besser abschatzen zu kénnen wurden in der Arbeitsgruppe Pool-Zobel an der
Friedrich Schiller-Universitat Jena zwei AEs einer anaeroben Fermentation mit
Darmbakterien unterzogen.

Die Fermentationsdauer betrug 24h, zusatzlich wurde ein Teil der AEs nur flir 6h
fermentiert, um die Bildung von Zwischenprodukten zu prifen. Fir jede
Fermentationsdauer wurde eine Kontrolle (FS Blank, ohne AE fermentiert) mitgeflhrt, um
den Einfluss fakaler Bestandteile abschatzen zu kénnen. Die Prifung auf phenolische
Extrakt-Inhaltsstoffe (Tabelle 4.4, durchgefiihrt von Bastian Knaup, Universitat Wirzburg)
ergab, dass bereits nach 6h Uber 99,5 % der in den AEs enthaltenen Polyphenole

abgebaut waren. Bei der 24h dauernden Fermentation lag der Abbau der Apfelsaft-
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Polyphenole sogar bei tiber 99,9 %. In den Kontrollen, die ohne AE fermentiert wurden (F-
Blank) konnten weder nach 6h noch nach 24h Fermentation Polyphenole identifiziert

werden [Knaup und Schreier, 2006, pers. Mitteilung].

Tabelle 4.4: Phenolische Inhaltsstoffe der fermentierten AEs (F-AEs) nach 6h bzw. 24h
Fermentationsdauer. Vergleichend sind die Werte der unfermentierten AE03 und AE04
angegeben. Alle Werte in mg/g, bei Verwendung von 10 mg AE/mL fiir die Fermentation.
[Bellion, 2006; Knaup und Schreier, 2006, pers. Mitteilung]

AE03 F-AEO03 AE04 F-AE04

6 h 24 h i 6h 24 h
Procyanidin B1 62 | 0114 n.n. n.n. | nn n.n.
Catechin 2,7 0,01 0,04 n.n. 0,01 n.n.
Procyanidin B2 184 | 006 002 | 121 | nn n.n.
Epicatechin 17,7 0,02 n.n. 12,5 n.n. n.n.
Phioretin-2-xyloglucosid | 317 | 029 004 | 689 | 008  nn.
Phloridzin 789 | 010  nn | 480 | 001 0,001
Chlorogensaure 192 | nn. nn. | 1832 | 005 n.n.
Kaffeesaure 40 | nn. nn 75 | 003 0,001
3-Cumaroylchinasaure 3,0 n.n. n.n. 9,4 0,02 n.n.
4-Cumaroylchinasaure 50 n.n. n.n. 66,0 n.n. n.n.
5-Cumaroylchinasaure 3,8 n.n. n.n. 39,8 n.n. n.n.
p-Cumarsaure 4,2 n.n. n.n. 2,6 n.n. n.n.
Quercetin-3-rutinosid 49,1 0,51 n.n. 4.5 n.n. n.n.
Quercetin-3-galactosid 8,1 n.n. n.n. 1,8 n.n. n.n.
Quercetin-3-glucosid 123 | 011 n.n. 15 | nn n.n.
Quercetin-3-xylosid 18,1 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Quercetin-3-arabinosid 3,5 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Quercetin-3-rhamnosid 251 | 025 0,003 43 | nn n.n.
Summe Polyphenole 311,0 1,48 0,10 478,2 0,196 0,002

n.n. nicht nachweisbar

Die entstandenen wassrigen Fermentationstberstande der AEs (F-AEs) wurden im
Rahmen einer Diplomarbeit [Bellion, 2006], analog zu den unfermentierten AEs, mit
Markern antioxidativer Wirksamkeit und oxidativer Zellschadigung untersucht. Trotz des
weitgehenden Abbaus der Extraktinhaltsstoffe zeigten sowohl die 6h als auch die 24h
fermentierten F-AEs eine deutliche antioxidative Wirksamkeit (>2 mmol/L Trolox) im
TEAC-Assay. Auch der zellulare, TBH-induzierte ROS-Level von Caco-2 Zellen konnte
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durch Inkubation mit den F-AEs in Konzentrationen >0,05 % (entsprechend 5 ug AE/mL)
signifikant gesenkt werden [Bellion, 2006].

In der vorliegenden Arbeit wurden die F-AEs mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS auf
die Anwesenheit phenolischer Abbauprodukte untersucht, da bekannt ist, dass Flavonoide
und andere Polyphenole als Substrat der mikrobiellen Darmflora dienen [Rechner et al.,
2004] und durch diese abgebaut werden kénnen. Um die Beteiligung phenolischer
Abbauprodukte an der antioxidativen Wirksamkeit der F-AEs zu klaren wurden die
identifizierten Abbauprodukte in Caco-2 Zellen auf ihre Fahigkeit zur Verringerung

oxidativer Zellschaden gepruft.

4.2.1. Charakterisierung phenolischer Abbauprodukte

Die Ergebnisse zeigten fir beide F-AEs eine deutliche Abnahme der
Ausgangsverbindungen und das Auftreten von Abbauprodukten bereits nach 6h
Fermentation. Nach 24h Fermentation waren, wenn Uberhaupt, praktisch nur noch

Abbauprodukte identifizierbar.
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Abbildung 4.10: HPLC-Chromatogramm (370 nm) von AE03B (oben), F-AE03 6h (Mitte) und
F-AE03 24h (unten), mit Zuordnung der (mittels externer Standards) identifizierten Peaks.
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Abbildung 4.10 zeigt exemplarisch ein Chromatogramm von AEO3B, F-AE03 6h (nach 6h
Fermentation) und F-AE03 24h (nach 24h Fermentation) bei 370 nm, der
charakteristischen Absorptions-Wellenlange der Flavonol-Struktur (siehe Abbildung 3.13,
Seite 43). Gut zu erkennen sind die Peaks der jeweiligen Quercetin-Glykoside in AEO3B
(Abbildung 4.10 oben). Nach 6h Fermentation (F-AEO3 6h, Abbildung 4.10 Mitte) waren
diese Peaks nicht mehr zu sehen, dafir zeigte das Chromatogramm einen neuen Peak
bei einer spateren Retentionszeit, der als Quercetin identifiziert werden konnte. Die
anderen Signale zwischen 28 — 32 min konnten auf Grund fehlender Standards nicht
sicher zugeordnet werden. In F-AEQ3 24h (Abbildung 4.10 unten) waren bei einer
Wellenlange von 370 nm fast keine Peaks mehr zu sehen, d.h. dass flir diese Absorption
notwendige Strukturelement (Flavonol-Struktur) war zu dieser Zeit nahezu vollstandig
abgebaut. Auch bei den anderen Apfelsaft-Polyphenolen konnte ein ahnlicher Abbau
beobachtet werden. Neben den Aglyka Quercetin (Que) und Phloretin (Pt) konnten vor
allem phenolische Sauren wie Dihydrokaffeesaure (DHCaA), 3,4-
Dihydroxyphenylessigsdure (DHPAA) oder 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure (4HPPA)
sowie Phloroglucinol (PG) identifiziert werden. Die Entstehung der Abbauprodukte ist in
Abschnitt 3.4.2.5 ausfluhrlich dargestellt.

Die Konzentration von finf Abbauprodukten konnte mittels HPLC-DAD quantifiziert
werden (siehe Tabelle 4.5). Es dominierten DHCaA und 4HPPA, gefolgt von PG; Que und
DHPAA wurden nur in kleineren Mengen gefunden. Obwohl die Konzentration von ChA in
AEOQ3 relativ gering ist (19,2 mg/g), fanden sich in F-AEQ03 recht hohe Mengen an 4HPPA,
die im selben Bereich lagen wie die in F-AE04. Da dieser wesentlich mehr ChA enthielt
(183 mg/g), stammte die entstandene 4HPPA in F-AE03 wahrscheinlich aus dem Abbau
von Phloretinglykosiden, welche sich in AEO3 und AE04 in ahnlicher Menge fanden (110,6
bzw. 116,9 mg/g). Die nachgewiesenen Substanzen reflektierten das Polyphenol-Muster
der jeweiligen AEs recht gut. So wurden z.B. nur in F-AE03 Abbauprodukte von
Quercetinglykosiden (wie Que und DHPAA) identifiziert, die im AEO3 im Vergleich zu
AEO04 in besonders hoher Konzentration enthalten waren. Im F-AE04 dagegen fanden
sich groRere Mengen von DHCaA, die wahrscheinlich aus Chlorogensaure, dem
Hauptbestandteil des AEOQ4, gebildet wurde. PG, welches als Abbauprodukt von
Flavonoiden und Dihydrochalconen beschrieben ist [Rechner et al., 2004; Schafer, 2006],

konnte in allen F-AEs identifiziert werden.
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Tabelle 4.5: Quantifizierung der Abbauprodukte in F-AE03 und F-AE04 mittels HPLC-DAD;
Angaben in mg/g unfermentierter AE; n.n. nicht nachweisbar

F-AEO03 F-AE04
6h 24h 6h 24h
Phloroglucinol PG 52 9,9 8,7 <1,25
Dihydrokaffeesaure DHCaA 6,4 12,0 39,3 76,4
3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 4HPPA 28,9 53,6 20,9 42,5
Quercetin Que 1,8 n.n. n.n. n.n.
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure DHPAA 0,8 0,9 n.n. n.n.

Die Ergebnisse der HPLC-ESI-MS Untersuchungen bestatigten das Vorhandensein der
bereits zuvor identifizierten Ausgangssubstanzen (Tabelle 4.4 [Knaup und Schreier, 2006,
pers. Mitteilung]) sowie der mittels HPLC-DAD nachgewiesenen Abbauprodukte (Tabelle
4.5). Des Weiteren konnten in den F-AEs noch weitere phenolische Substanzen
nachgewiesen werden, die als Abbauprodukte von Apfelsaft-Polyphenolen gelten (Tabelle
4.6). In allen F-AEs fanden sich die S&auren 3,4-Dihydroxybenzoesdure (DHBA,
Protocatechusaure), 3-(3-Hydroxyphenyl)propionsaure (BHPPA) und 3-
Phenylpropionsaure (PPA).

3HPPA und PPA sind bekannte Abbauprodukte, die aus dem Abbau von
Hydroxyzimtsauren wie DHCaA [Rechner et al., 2002] oder von Flavonoiden [Labib et al.,
2004] entstehen. DHBA konnte dagegen in in vitro-Fermentationsexperimenten noch nicht
nachgewiesen werden; es wurde bisher lediglich als Metabolit im Urin [Olthof et al., 2003]
bzw. in Fazeswasser [Jenner et al., 2005] beobachtet. Fiir DHBA sind antioxidative [Tseng
et al., 1996] und wachstumshemmende Effekte [Mori et al., 1999] beschrieben. Im
Gegensatz zu den oben genannten Substanzen fand sich 4-Methylcatechol (4MC) nur
nach einer Fermentationsdauer von 24h, nicht aber nach 6h. Dies deutet darauf hin, dass
4MC erst als sekundares Abbauprodukt entsteht. Das Auftreten von 4MC beim
intestinalen Abbau von Flavonoiden wurde von Labib et al. an einem Fermentationsmodell
gezeigt, welches Mikroorganismen des Schweine-Blinddarms zur Fermentation verwendet

[Labib et al., 2004], aber bisher nicht in einem Modell mit humanen Darmbakterien.
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Tabelle 4.6: Abbauprodukte von AE-Inhaltsstoffen in F-AE03 und F-AE04, identifiziert mittels
HPLC-ESI-MS. + identifiziert; - nicht identifiziert. RT: Retentionszeit; m/z: Masse-
Ladungsverhaltnis der detektierten lonen.

Substanz RT m/z F-AE03 F-AE04
[min] [M-H] 6h 24h 6h 24h

Que @ 38,9 301 + - - -
CaA 18,8 179 - - + -
CuA 23,3 163 - - + -
Pt 39,9 273 + - + -
Cat 15,7 289 + - - -
Epi 20,3 289 + - - -
PG 06,3 125 + + + +
4MC 17,2 123 - + - +
3,4DHBA 11,3 153 + + + +
3,4DHPAA 11,7 168 + + - -
PPA 30,6 149 + + + +
4HPPA 19,7 165 + + + +
3HPPA 21,9 165 + + + +
DHCaA 15,2 181 + + + +

2 Die Erklarung der Abkiirzungen findet sich im Text bzw. auf Seite 4. Strukturformeln
sind in Abschnitt 3.4.2.5 gezeigt.

4.2.2. Antioxidative Wirksamkeit phenolischer Abbauprodukte

Um die Beteiligung phenolischer Abbauprodukte an der antioxidativen Wirksamkeit der F-
AEs zu klaren wurden die identifizierten Abbauprodukte in Caco-2 Zellen auf ihre

Fahigkeit zur Verringerung oxidativer Zellschaden gepruft.

4.2.21. Zellfreie antioxidative Wirksamkeit (TEAC)

Die zellfreie antioxidative Kapazitat wurde mittels TEAC-Assay bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 4.7 dargestellt; zum Vergleich wurden die TEAC-Werte der AE-
Inhaltsstoffe in die Tabelle mit aufgenommen.

Fast alle untersuchten Abbauprodukte hatten eine deutliche antioxidative Kapazitat im
Bereich von 1,0 — 4,8 mmol/L Trolox. Dabei wiesen die beiden Aglyka Quercetin und
Phloretin mit 4,8 bzw. 3,7 mmol/L Trolox die hochsten TEAC-Werte auf. Die wahrend des
Abbaus entstehenden Hydroxyphenylpropionsauren zeigten, ahnlich wie ihre
Vorlaufersubstanzen ChA und CaA eine eher moderate Wirkung im Bereich 1,1 — 1,3

mmol/L Trolox. Einzige Ausnahmen bildeten die 4-hydroxylierten Substanzen CuA und
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4HPPA, deren TEAC mit 2,9 bzw. 2,7 mmol/L Trolox deutlich Gber dem der anderen lag.
Die untersuchten Catechole (DHPAA, DHBA, 4MC) hatten bis auf DHPAA (3,2 mmol/L

Trolox) eine geringe antioxidative Kapazitat um 1 mmol/L Trolox.

Tabelle 4.7: TEAC-Werte von Polyphenol-Abbauprodukten. MW + SD aus n=3-5
unabhangigen Experimenten. Die TEAC-Werte der Ausgangssubstanzen / Aglyka sind zum
Vergleich mit angegeben.

Substanz TEAC

[mmol/L Trolox]

a)

Rutin Rut 37 +0,1"
Phloridzin Pz 36 +04"
Chlorogenséure ChA 1,1 +0,3%
Kaffeesaure CaA 1,2 +0,2%
p-Cumarsaure CuA 29 +0,3
Quercetin Que 48 +0,1°
Phloretin Pt 37 +04"
Dihydrokaffeesaure DHCaA 1,2 £0,2
3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 4HPPA 2,7 +0,8
3-(3-Hydroxyphenyl)propionsaure 3HPPA 1,3 +£0,2
3-Phenylpropionsaure PPA 0,0 +0,0
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure DHPAA 32 +04
3,4-Dihydroxybenzoesaure DHBA 1,1 +0,1
4-Methylcatechol 4MC 1,3 +0,2
Phloroglucinol PG 2,1 +£0,2
(-)-Chinasaure QIA 0,0 +0,0

a)

Konzentration (in mmol/L) einer Trolox-Losung derselben antioxidativen
Wirksamkeit wie eine 1millimolare Losung der Testsubstanz
® nach [Schafer et al., 2006a]

Interessant ist der relativ deutliche TEAC-Wert von PG mit 2,1 mmol/L Trolox. PG (1,3,5-
Trihydroxybenzol) ist ausschlief3lich in meta-Position hydroxyliert und kann daher nicht,
wie die o-Catechole, entstehende Phenolat-Anionen durch Wasserstoff-Briickenbindung
der benachbarten Hydroxylgruppe stabilisieren [Amorati et al., 2007]. Die TEAC-Werte der
Abbauprodukte stimmen recht gut mit Literaturangaben Uberein, die jedoch mit anderen
Methoden generiert wurden; lediglich fur 4HPPA und DHPAA wurden etwas geringere
Werte berichtet [Nenadis et al., 2004; Pietta et al., 2000; Rice-Evans et al., 1996]. Die beiden

Verbindungen PPA und QiA zeigten als einzige der untersuchten Substanzen keine
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radikalabfangende Wirkung was auf das Fehlen einer Phenol-Struktur bei beiden
Substanzen zurlickgefihrt wird, welches als entscheidendes Strukturelement der
antioxidativen Wirksamkeit der Polyphenole angesehen wird [Rice-Evans et al., 1996].

Durch den ersten Schritt des intestinalen Abbaus, der Hydrolyse der glykosidischen
Bindungen, kommt es zunachst zu einem Anstieg der antioxidativen Wirksamkeit. So lasst
die freie 3-Hydroxygruppe von Quercetin, im Vergleich zu Rutin, eine bessere
Mesomeriestabilisierung des Radikals zu, was zu einem héheren TEAC-Wert flr
Quercetin fuhrt; das gleiche gilt fir Phloretin und Phloridzin. Die Verseifung der
Chlorogensaure fihrt zu einer minimalen Erhéhung der antioxidativen Kapazitat, die
jedoch nicht signifikant ist.

Im nachsten Schritt beginnt mit der Zerstérung der Flavonoid-Grundstruktur der
eigentliche Abbau, der von einer Verringerung der antioxidativen Wirksamkeit begleitet ist,
da die beim Abfangen von ROS entstehenden radikalischen Strukturen nicht mehr ber
das gesamte Flavonoid-Gerlst delokalisiert werden kdnnen: die entstehenden
Abbauprodukte DHPAA, 3HPAA, DHBA, HVA und PG wiesen alle eine niedrigere
antioxidative Kapazitat auf als ihr Vorlaufer Quercetin. Diese Abnahme konnte auch beim
Abbau von Phloretin beobachtet werden: Abbauprodukte waren hier PG und 4HPPA.

Der Abbau der Phenolcarbonsauren verlauft vor allen Dingen Uber die Dehydroxylierung
des aromatischen Rings; bei den Hydroxyzimtsauren ist diesem Ablauf die Sattigung der
Doppelbindung (von CaA zu DHCaA) vorangestellt, was aber keinen signifikanten
Unterschied in der antioxidativen Kapazitat machte. Die Dehydroxylierung fuhrte meist zur
Verringerung der antioxidativen Kapazitat der Substanzen, wie bei [Rice-Evans et al., 1996]
beschrieben. Einzige Ausnahme bildeten die 4-hydroxylieren Phenylpropionsauren wie
CuA und 4HPPA, deren antioxidative Kapazitat die der anderen Propion- und Zimtsauren
weit Ubertraf. Dieses Phanomen ist in der Literatur beschrieben [Nenadis et al., 2004; Rice-
Evans et al., 1996]; eine Erklarung gibt es bis dato jedoch nicht.

Abgesehen von dieser Ausnahme zeigten alle Substanzen im Laufe ihres intestinalen
Abbaus eine deutliche, jedoch geringere, antioxidative Kapazitat als ihre

Ursprungssubstanzen; erst durch Verlust der Phenol-Gruppe sank der TEAC auf Null.

4.2.2.2. Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels

Die Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels durch Polyphenol-Abbauprodukte in
Caco-2 Zellen ist in Abbildung 4.11 dargestellt.

Die untersuchten Phenylpropionsauren DHCaA, 3HPPA und 4HPPA, die sich nur in
Anzahl und Position der Hydroxylgruppen unterscheiden, wiesen alle eine moderate
Wirksamkeit im Bereich 30 — 100 umol/L auf, die in der Reihenfolge DHCaA > 4HPPA >
3HPPA abnahm (die Strukturen sind in Abschnitt 3.4.2.5, Seite 50, dargestellt). Die nicht

122



Ergebnisse und erste Diskussion

hydroxylierte PPA zeigte eine ahnliche Wirksamkeit wie DHCaA. Die untersuchten
Catechole (DHPAA, DHBA, 4MC) waren alle in der Lage, den TBH-induzierten ROS-Level
signifikant abzusenken. Dabei war DHPAA nur in den héchsten Konzentrationen aktiv (30
— 100 pg/mL), wahrend bei DHBA eine U-formige Konzentrations-Wirkungskurve
beobachtet werden konnte, die ihr Minimum bei 3 pmol/L hatte. DHBA, oder
Protocatechusaure, ist als gutes Antioxidans bekannt, welches in der Lage ist, TBH-
vermittelte Zellschaden zu verringern [Tseng et al., 1996]. Die starkste Verringerung aller
untersuchten Abbauprodukte zeigte die Inkubation mit 4MC mit einer nahezu linearen
Abnahme des ROS-Levels, die in den héchsten Konzentrationen (=30 pmol/L) sogar weit
unter dem physiologischen Bereich der Zellen (= Cy) lag. QiA, die bei der Verseifung von
ChA freigesetzt wird, reduzierte den ROS-Level in Konzentrationen >30 pmol/L
signifikant, wahrend PG, das beim Abbau von Quercetin und Phloretin entsteht eine
signifikante Abnahme schon ab 10 umol/L bewirkte, in Ubereinstimmung mit
Literaturdaten [Kang et al., 2006].
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Abbildung 4.11: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen nach 24h
Inkubation mit Abbauprodukten von Apfel-Polyphenolen. MW + SD aus n=3-6 unabhéngigen
Experimenten. Cy: Lésemittelkontrolle ohne TBH. Signifikante Anderung zur TBH-Kontrolle:

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Die beobachtete Wirkung von 4MC in héheren Konzentrationen (>30 pmol/L) kdnnte
durch zytotoxische Effekte dieser Substanz bedingt sein, deren LDs,-Wert in B16 Maus-
Melanom- und anderen Tumorzelllinien auf ca. 100 — 250 pmol/L abgeschéatzt wurde
[Morita et al., 2003], durch die fehlende NQO1-Aktivitat in Caco-2 Zellen [Karczewski et al.,
1999] aber wesentlich niedriger sein kdnnte. Zwar sollte durch die Berechnung des Fl-
Wertes ein Einfluss der Zellzahl weitgehend vermieden werden, aber FI-Werte, die unter

Co liegen legen nahe, dass bei diesen Messungen zu wenige Zellen vorhanden waren.
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Bei einer zu niedrigen Zellzahl lasst sich die Fluoreszenz nicht mehr zuverlassig messen,
was zu solchen Artefakten flhren kann (ahnlich Effekte wurden auch durch hohe

Konzentrationen an Que und Pt in Caco-2 Zellen beobachtet [Schafer, 2006]).

4.2.3. Zusammenfassung der Charakterisierung und
antioxidativen Wirksamkeit phenolischer Abbauprodukte

Mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS konnte der Abbau der AE-Polyphenole durch
anaerobe Darmbakterien beobachtet werden. Die nachgewiesenen Abbauprodukte in den
F-AEs reflektierten das Polyphenol-Muster der jeweiligen AEs. Neben den Aglyka der
Flavonol- und Dihydrochalcon-Glykoside wurden vor allen Dingen phenolische Sauren
detektiert. Diese entsprachen im Allgemeinen der in Abbildung 4.12 dargestellten Form
einer Phenylcarbonsaure mit 0 — 2 Hydroxylgruppen und einer aliphatischen Kette von 0

(Benzoesaure), 1 (Phenylessigsaure) oder 2 (Phenylpropionsaure) C-Atomen Lange.

3

Abbildung 4.12: Aligemeine Strukturformel der Phenolcarbonsauren, die u.a. beim
intestinalen Abbau von Polyphenolen entstehen. m = 0-2; n=0-2

Die in den F-AEs identifizierten Abbauprodukte entsprachen weitestgehend den in der
Literatur beschriebenen Substanzen, die beim Polyphenol-Abbau im Darm entstehen. Die
Konzentration der finf in dieser Arbeit quantifizierten Abbauprodukte lag in einem
Bereich, der auch von ihren Ausgangssubstanzen in den AEs erreicht wird (ca. 1 - <100
mg/g). Eine Beteiligung der Abbauprodukte an der antioxidativen Wirksamkeit der F-AEs

musste daher naher untersucht werden.

Die untersuchten Abbauprodukte wurden alle in mit humanen Darmbakterien anaerob
fermentierten AEs identifiziert. Die Prifung auf antioxidative Wirksamkeit erfolgte sowohl
zellfrei (TEAC-Assay) als auch in Caco-2 Zellen (DCF-Assay).

Fast alle getesteten Abbauprodukte zeigten eine deutliche zellfreie antioxidative Kapazitat
im Bereich von 1 — 3 mmol/L Trolox, abgesehen von den Aglyka Que und Pt sowie den
Substanzen ohne Phenol-Gruppe, da diese als essentiell zum Abfangen von Radikalen
erachtet wird [Rice-Evans et al., 1996]. Verglichen mit ihren Ausgangsverbindungen war die
Wirksamkeit der Abbauprodukte etwas geringer als die der jeweiligen

Ausgangsverbindungen. Einzige Ausnahme waren die 4-Hydroxyphenylpropionsauren,
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deren TEAC-Werte deutlich hdher lagen als die der 3,4-dihydroxylierten Analoga. Der
TBH-induzierte ROS-Level wurde u.a. durch Substanzen mit Catechol-Struktur reduziert;
alle Phenylpropionsauren waren nur mafig wirksam.

Die zellfreie antioxidative Wirksamkeit der F-AEs war mit 2,1 — 3,0 mmol/L Trolox
schwacher als die von AEO3B und AE04 (4,2 bzw. 4,0 mmol/L Trolox), was sich durch
Umwandlung der AE-Polyphenole in Abbauprodukte mit geringerer antioxidativer
Kapazitat erklaren lasst. Die identifizierten Abbauprodukte, die zum Teil eine deutliche
Verringerung des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen bewirkten, sind

wahrscheinlich auch fiir die antioxidative Wirksamkeit der F-AEs verantwortlich.

4.3. Antioxidative Wirksamkeit von Apfelsaft-Trub

Trlber Apfelsaft ist in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung geruckt, da ihm, im
Vergleich zu seinem klaren Pendant, eine bessere protektive Wirkung zugeschrieben
wurde. So wurde die Anzahl abberanter Krypt-Foci (als Vorstufe neoplastischer Lasionen)
in 1,2-Dimethylhydrazin-initiierten Ratten durch triben, nicht aber durch klaren Apfelsaft
verringert [Barth et al., 2005]. Der beobachtete Unterschied in der Wirkung wurde auf den
Trub zurtickgefuhrt, da der Gehalt an monomeren Polyphenolen in den beiden Saften
ahnlich war. In vitro fanden Oszmianski et al. in triibem Apfelsaft eine héhere antioxidative
Kapazitat als in klarem (DPPH-Assay) [Oszmianski et al., 2007].

Um die Auswirkungen des intestinalen Metabolismus auf die antioxidative Wirksamkeit
des Trubs im in vitro-Modell Uberprifen zu kénnen, wurde an der Friedrich Schiller-
Universitat Jena, analog zur Fermentation der AEs (Abschnitt 4.2), isolierter Trub aus dem
Saft ASQ7 einer 24h dauernden anaeroben Fermentation mit Darmbakterien unterzogen.
Dies war aufierdem notwendig, da der Trub auf Grund seines hohen Molekulargewichtes
kein Substrat fur Darmzellen darstellt.

Wahrend bei F-AEO3 und F-AEO4 eine anaerobe Inkubation mit humanen Fazes
durchgefiihrt wurde kam zur Fermentation des Trubs ein verfeinertes Modell zum Einsatz,
bei dem in aufeinander folgenden Schritten die gesamte Magen-Darm-Passage simuliert
wurde: der Behandlung mit Amylase folgte eine Inkubation in Salzsdure. Nach
Neutralisierung des pH-Wertes wurden dem Ansatz Gallensauren zugesetzt und zur
Simulation der Absorption im Dinndarms einer Dialyse unterzogen. Das verbleibende
Retentat wurde dann schlieBlich fiir 24h anaerob mit Darmbakterien aus humanen Fazes
inkubiert [Miene und Glei, 2009, pers. Mitteilung].

In der vorliegenden Arbeit wurde der so erhaltene wassrige Fermentationstberstand (F-

Trub) auf seine Fahigkeit zur Verringerung oxidativer Zellschaden getestet. Um mogliche
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Einflisse fakaler Bestandteile abzuschatzen wurde zusétzlich eine Kontrolle mitgefihrt,

bei der die Fermentation ohne Zugabe von Trub durchgefuhrt wurde (F-Blank).

4.3.1. Zellfreie antioxidative Wirksamkeit (TEAC / ORAC)
Die antioxidative Wirksamkeit von F-Trub und F-Blank wurde mittels TEAC- und ORAC-

Assay ermittelt und ist in Tabelle 4.8 dargestellt.
Wahrend die antioxidative Kapazitat (TEAC) bei beiden Proben gleich Null war, zeigten
sowohl der F-Trub als auch die Kontrolle einen deutlichen ORAC-Wert, der beim F-Blank

sogar noch etwas héher war.
Tabelle 4.8: Zellfreie antioxidative Kapazitat (ORAC und TEAC) des fermentieren Trubs (F-

Trub) und der Kontrolle (F-Blank). Werte in mmol/L Trolox. MW + SD aus n=2 (TEAC) bzw.
n=3 (ORAC) unabhangigen Experimenten.

ORAC TEAC
[mmol/L Trolox]®  [mmol/L Trolox]
F-Trub 8,2+0,6 0,0+0,0
F-Blank 8,9+0,6 0,0+0,0

3 Konzentration einer Trolox-Lésung (in - mmol/L) mit derselben
antioxidativen Wirksamkeit wie der Fermentationsiberstand (hergestellt
aus 10 mg Trub pro mL Fermentationsansatz).

Die Werte von 8,2 bzw. 8,9 mmol/L Trolox kénnen jedoch nicht direkt auf die antioxidative
Wirksamkeit der AEs Ubertragen werden, da es sich hier um die absoluten Werte des
wassrigen Uberstandes handelt, wahrend die ORAC-/TEAC-Werte der AEs auf eine
Lésung der Konzentration 1 mg/mL normiert sind. Im geringen Unterschied zwischen F-
Trub und F-Blank wird jedoch deutlich, dass die fermentierten Trubbestandteile keine
antioxidative Kapazitat besitzen und dass die beobachtete antioxidative Wirksamkeit des

F-Trubs im ORAC-Assay vor allen Dingen auf fakale Bestandteile zurlickzufiihren ist.

4.3.2. Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels

Der TBH-induzierte ROS-Level in Caco-2 Zellen wurde durch 24h Inkubation mit F-Trub in
Konzentrationen von 0,001 — 1 % (entsprechend 0,1 — 100 pg/mL Trub im Medium), nicht
modauliert (Abbildung 4.13). Auch F-Blank zeigte hier keine signifikante Wirkung.
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Abbildung 4.13: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen nach 24h
Inkubation mit F-Trub und F-Blank. MW + SD aus n=3 unabhangigen Experimenten. Cy:
Losungsmittelkontrolle ohne TBH.

4.3.3. Modulation des Glutathion-Spiegels

Der tGSH-Spiegel von Caco-2 Zellen wurde durch 24h Inkubation mit F-Trub und F-Blank
konzentrationsabhangig depletiert (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: tGSH-Spiegel in Caco-2 Zellen nach 24h Inkubation mit F-Trub und F-Blank.
MW + SD aus n=3-4 unabhangigen Experimenten. Signifikante Anderung zur Lésungsmittel-
Kontrolle (0,1 % DMSO): *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Diese Reduktion, die Uber den untersuchten Konzentrationsbereich (0,01 — 1 %,

entsprechend 1 — 100 ug Trub/mL) verlief, war beim F-Trub schon ab 0,01 % signifikant;
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bei F-Blank erst ab 0,03 %. In héheren Konzentrationen war die Abnahme des zellularen
tGSH-Spiegels in Caco-2 Zellen durch F-Trub und F-Blank gleich; erst bei der hochsten
untersuchten Konzentration (1 %) zeigte sich wieder ein Unterschied. Der beobachtete
Wiederanstieg des tGSH-Spiegels durch 1 % F-Trub lag immer noch unter der
Lésemittelkontrolle und war nicht signifikant unterschiedlich zum Messwert von F-Blank.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Depletion des tGSH-
Levels in Caco-2 Zellen auf fakalen Bestandteilen des Fermentationsansatzes und nicht
auf Wirkstoffen des Trubs beruht. Eine ahnliche Depletion wurde auch bei fermentierten
Apfelsaftextrakten und deren fermentierte Kontrollen beschrieben ([Bellion, 2006] und
Abschnitt 4.2). Die Abnahme des tGSH-Spiegels konnte durch die Bildung von GSH-
Addukten mit Komponenten der Fermentationstiberstande bedingt sein; dies wurde schon
fur Polyphenole beschrieben [Moridani et al., 2001b], ist aber auch flir andere Substanzen
maoglich, da die GSH-Adduktbildung einen Ublichen zellularen
Detoxifizierungsmechanismus der Zelle darstellt und eine renale Ausscheidung als

Mercaptursaure ermdglicht [Eisenbrand und Metzler, 2005].

4.3.4. Modulation ROS-induzierter DNA-Schaden

Die Md-induzierten DNA-Schaden (dargestellt in Abbildung 4.15 als Gesamt-DNA-
Schaden nach FPG-Behandlung) in Caco-2 Zellen konnten durch 24h Inkubation mit
Fermentationstuberstanden von Trub bzw. Kontrolle nur in den niedrigsten
Konzentrationen (0,01 und 0,03 %) leicht signifikant gesenkt werden. Dabei gab es keinen

Unterschied zwischen den Inkubationen mit F-Trub und F-Blank.
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Abbildung 4.15: Modulation Md-induzierter Gesamt-DNA-Schaden durch 24h Inkubation mit
F-Trub und F-Blank. MW + SD aus n=3-5 unabhangigen Experimenten. Cy:
Losungsmittelkontrolle (H,O) ohne Md. Signifikanter Unterschied zur Md-Kontrolle: *p<0,05
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4.3.5. Zusammenfassung der Wirksamkeit des fermentierten
Trubs

Verschiedene Studien zeigten, dass triibe, verglichen mit klaren Apfelsaften, eine deutlich
bessere antioxidative/protektive Wirksamkeit aufweisen [Barth et al., 2005; Oszmianski et al.,
2007]. Dieser Effekt wird oligo- und polymeren Procyanidinen zugeschrieben, die einen
Anteil von >60 % des Trubs ausmachen kénnen [Gerhauser, 2008].

In Anlehnung an die in vivo-Situation und um die Inhaltsstoffe des Trubs auf Grund ihres
hohen Molekulargewichtes flir die verwendeten Caco-2 Zellen nutzbar zu machen wurde
isolierter Trub aus dem Apfelsaft AS07 in einem Modell des menschlichen
Gastrointestinaltraktes fermentiert (F-Trub). Zusatzlich wurde eine Kontrolle (F-Blank)
mitgefuhrt, um den Einfluss fakaler Bestandteile des Fermentationssystems abschatzen
zu kénnen.

F-Trub und F-Blank zeigten bei den meisten untersuchten Markern eine nur geringe
Wirksamkeit: die zellfreie antioxidative Kapazitat (TEAC/ORAC) war sehr klein, weder der
TBH-induzierte ROS-Level noch Md-induzierte DNA-Schaden konnten durch F-Trub
reduziert werden. Der tGSH-Spiegel wurde durch Inkubation mit F-Trub
konzentrationsabhangig verringert, was wahrscheinlich einer GSH-Adduktbildung von
fakalen Bestandteilen zuzuschreiben ist.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so zeigte sich - wenn Uberhaupt - eine minimale
antioxidative Wirksamkeit des F-Trubs in Caco-2 Zellen, die die beobachteten in vivo-
Ergebnisse nicht erklaren kdnnen. Da die Modulation der untersuchten Parameter auch
durch den F-Blank verursacht wurde kann ein Einfluss der fermentierten Trubbestandteile
ausgeschlossen werden. Zu dem gleichen Ergebnis kamen auch die Projektpartner der
Friedrich Schiller-Universitat Jena, die die Modulation der Genexpression protektiver
Phase |- und Phase lI-Enzyme durch F-Trub und F-Blank in humanen Kolonzellen
untersuchten [Miene und Glei, 2009, pers. Mitteilung]. Die Analytik der monomeren
Polyphenole in den Fermentationsiberstanden, die von H. Bergmann (AG Richling, TU
Kaiserslautern) mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS durchgefiihrt wurde zeigt nahezu
ein identisches Bild von F-Trub und F-Blank: in beiden Fermentationsiberstanden
konnten praktisch keine Polyphenole nachgewiesen werden [Bergmann und Richling, 2009,

pers. Mitteilung], was die fehlende Wirkung von F-Trub erklart.
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4.4. Prooxidative Effekte von Polyphenolen und AEs

Es ist bekannt, dass polyphenolische Substanzen neben ihrer starken antioxidativen
Wirksamkeit auch ROS generieren kénnen (siehe Abschnitt 3.4.5.2, Seite 64). Daher war
es notwendig, die prooxidativen Eigenschaften der zu untersuchenden Apfelsaft-
Polyphenole, deren intestinaler Abbauprodukte sowie der verwendeten polyphenolischen
Apfelsaftextrakte (AE) wahrend der Inkubation im Zellkulturmedium zu erfassen. Die
Auswirkung artifiziell gebildeter ROS auf zellulare Marker wurde ebenfalls getestet.

Ziel dieser Untersuchungen war die Abschatzung der Ubertragbarkeit des in vitro-Modells
auf die invivo-Situation, da diese prooxidativen Effekte im Menschen bislang nicht

nachgewiesen werden konnten [Halliwell, 2008].

4.41. Einfluss des Zellkultur-Mediums

Um die Auswirkung verschiedener Zellkulturmedien und deren Bestandteile auf die
Bildung von Wasserstoffperoxid (H.O,) durch Polyphenole zu untersuchen wurden
Kaffeesaure (CaA) und AEO7 ausgewahlt, da sich beide in Vorversuchen als starke H,O,-
Bildner erwiesen hatten (siehe auch Abschnitte 4.4.2 und 4.4.3). Die Inkubation erfolgte,
wie fur die untersuchten Endpunkte ublich, fir 24h im Brutschrank (37°C, 95 % rel.
Luftfeuchtigkeit, 5 % CO.,).

Untersucht wurden die Zellkulturmedien Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
sowie DMEM/F12, eine 1:1 Mischung aus DMEM mit Ham's Nutrition Mix F12. Diese
beiden Medien sind in der Zellkultur weit verbreitet und werden in unserer Arbeitsgruppe
zur Kultivierung der beiden Darmkrebs-Zelllinien HT-29 bzw. Caco-2 verwendet. Sie
wurden zusatzlich, entsprechend dem gangigen Protokoll zur Substanzinkubation mit 5 %
bzw. 10 % fétalem Kalberserum (FKS) sowie den Antibiotika Penicillin/Streptomycin
supplementiert (siehe auch Abschnitt 7.2.1).

Die Ergebnisse (Abbildung 4.16) zeigten eine deutliche Bildung von H,O, durch CaA (100
pmol/L) und AEO7 (100 pug/mL) in DMEM, aber nicht in DMEM/F12. Dies stimmt mit den
Ergebnissen von Long et al. Gberein, die nach zweistlindiger Inkubation von EGCG in
reinem F12 keine H,O,-Bildung feststellen konnten, wohl aber nach Inkubation in DMEM
[Long et al., 2007]. Da sich dies nur auf die unterschiedliche Zusammensetzung der Medien
zurtckfihren lasst, wurden im Folgenden Uberprift, welche Inhaltsstoffe in DMEM diese

starke H,O,-Bildung fordern.
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Abbildung 4.16: H,0,-Konzentration in DMEM- und DMEM/F12-Zellkultur-Medium nach 24h-
Inkubation von Kaffeesaure (CaA, 100 pmol/L) und AE07 (100 pg/mL); Mittelwert (MW) und
Standardabweichung (SD) aus n = 3-5 unabhangigen Versuchen

Einfluss der verschiedenen Medienbestandteile
Dazu wurden, nach Spezifikationen des Herstellers und der angegebenen Literatur
[Barnes und Sato, 1980; Dulbecco und Freeman, 1959; Invitrogen], einzelne Inhaltsstoffe
ausgewahlt. Neben physiologisch essentiellen Salzen waren dies Puffer sowie das redox-
aktive Fe(lll). Die genaue Konzentration der Substanzen ist in Tabelle 4.9 angegeben, die
H,0O,-Konzentration nach 24 h Inkubation mit 100 pymol/L CaA sind in Abbildung 4.17
dargestellt.
Alle untersuchten Medienkomponenten, mit Ausnahme der NaHCOj;-Lésungen,
generierten kaum H,O, (<2 pmol/L), wahrend in wassriger Bicarbonat-Losung eine
deutliche und von der verwendeten NaHCO3;-Konzentration abhangige H,O,-Bildung zu
beobachten war. So konnte nach 24h-Inkubation in 44 mmol/L NaHCO; (entsprechend
der Konzentration in DMEM) ca. 48 pmol/L H,O, gemessen werden, wahrend es bei
Verwendung von 14 mmol/L NaHCO; (entsprechend DMEM/F12) nur 9,5 pymol/L H,0O,
waren. Dies erklart zum Teil die stark unterschiedliche H,O,-Konzentration, die nach
Polyphenol-Inkubation in beiden Medien beobachtet wurde (Abbildung 4.16).
Das in den Medien vorhandene NaHCO; bildet mit der CO,-Atmosphéare im Brutschrank
einen Kohlensaure-Bicarbonat-Puffer:

CO; + H,O = H,CO3

H,CO3 = HCO;™ + H*

Dieses Puffersystem, welches im Blut fiir einen konstanten pH-Wert von ca. 7,4 sorgt
[Rompp, 2009], soll auch den pH-Wert des Mediums im physiologischen Bereich halten.
Anders als DMEM verwendet DMEM/F12 zusatzlich zum Hydrogencarbonat noch das
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Zwitterion HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazino]ethansulfonsaure), dessen
Pufferbereich auch bei 7,0 — 8,0 liegt [Rémpp, 2009], aber nicht vom CO,-Gehalt im
Brutschrank abhangt. Der Zusatz von HEPES zur Vermeidung der H,O.-Bildung im

Medium wurde durch Arbeiten von Wee et al. bestatigt [Wee et al., 2003].

Tabelle 4.9: Ausgewihlte Inhaltsstoffe von DMEM und DMEM/F12; nach [Barnes und Sato,
1980; Dulbecco und Freeman, 1959; Invitrogen]. Untersuchte Substanzen sind fett markiert.

Substanz Konzentration in DMEM Konzentration in DMEM/F12
[mmol/L] [mmol/L]

Fe* 2 0,000248 0,000124

CaCl, 1,8 1,05

NaH,PO,4 0,916 0,453

KCI 5,33 4,16

NaCl 110,34 120,61

NaHCO; 44,05 14,29

MgSO, 0,813 0,407

HEPES - 12,92

2 hier als FeCls; im Medium als Fe(NOs);

DMSO 1% I Kontrolle (H,0)
FeCl, [ DMEM
CaCl, I DMEM/F12
NaH,PO,
KCl
NaCl
NaHCO,
MgSO,
NaHCO,
HEPES

/L
T 7/ T T T T T 1

o 10 40 50
H,O, [umol/L]

Abbildung 4.17: H,0,-Konzentration nach 24h-Inkubation wassriger Lésungen
verschiedener Mediumbestandteile mit CaA (100 pg/mL); MW und SD aus n = 3-5
unabhangigen Versuchen

Dies deutet darauf hin, dass der pH-Wert des Mediums eine wichtige Rolle bei der
Generierung von H,O, durch Polyphenole spielen kdénnte.
Inkubation von CaA in einer Lésung von Fe(lll), welches als Redox-aktives Metall-lon die

Bildung von ROS fordern kénnte, fihrte dagegen nicht zu erhéhten H,O,-Konzentrationen
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(Abbildung 4.17). Dies entspricht den Ergebnissen von Lapidot et al., die bei Inkubation
von Gallussaure (50 pmol/L) in DMEM ebenfalls keinen Einfluss einer Fe(lll)-
Supplementierung (25 pmol/L) auf die H,O,-Bildung feststellen konnten [Lapidot et al.,
2002)].

100-
*kk
1 I CaA
80- I AE07
77 + FKS
< 604
o
£
=
~ 40
ON
I
20-
*kk
[ —
0 .
DMEM DMEM/F12

Abbildung 4.18: H,0,-Konzentration nach 24h-Inkubation von CaA (100 pmol/L) und AE07
(100 pg/mL) in DMEM und DMEM/F12 bei Zusatz von 5 bzw. 10 % FKS. MW + SD aus n=3-5
unabhangigen Versuchen. Signifikanter Unterschied + FKS: ** p<0.01 *** p<0.001

Auch der Einfluss von FKS auf die prooxidativen Eigenschaften von Polyphenolen wurde
untersucht. Dazu wurden Inkubationen von CaA und AEO7 in DMEM und DMEM/F12
ohne und mit 5 % bzw. 10 % FKS-Zusatz durchgefthrt. Wie Abbildung 4.18 belegt, wird
durch Zusatz von 5 % FKS zu DMEM die polyphenol-bedingte H,O,-Bildung signifikant
verringert. Die leichte Erhéhung der H,O,-Konzentration durch FKS-Zugabe in DMEM/F12
ist zwar statistisch signifikant, kann aber auf Grund der grofleren Messungenauigkeit im
Bereich der Nachweisgrenze (1 pmol/L) als nicht relevant erachtet werden. Falls im FKS
antioxidative Enzyme vorhanden sind kénnten diese entstehendes H,O, abbauen, was
dessen verringerte Konzentration in FKS-haltigem Medium erklaren kdnnte [Lapidot et al.,
2002]. Zusatzlich wurden Stabilitatsuntersuchungen von H,O; in verschiedenen Medien,
jeweils mit und ohne FKS, durchgefiihrt (siehe Abbildung 4.21). Es zeigte sich, dass bei
FKS-supplementiertem Medium sogar etwas weniger H,O, abgebaut wurde als in Medium
ohne FKS. Daraus kann geschlossen werden, dass evtl. vorhandene antioxidativ
wirksame Enzyme im FKS keinen Einfluss auf die H,O.-Konzentration im Medium haben.
Somit ware die geringere H,O,-Konzentration in FKS-supplementiertem DMEM eher auf
eine partielle Inaktivierung der Polyphenole durch Bindung an FKS-Proteine zu erklaren
[Dangles et al., 1999; Rawel et al., 2006].
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Abbildung 4.19: H,0,-Konzentration in PBS, pH 4-11, nach 24h-Inkubation mit CaA (100
pmol/L) bzw. AE07 (100 pg/mL). MW + SD aus n=4-5 unabhangigen Versuchen; Signifikanter
Unterschied zur Losungsmittel-Kontrolle: * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001

Einfluss des pH-Wertes

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Generierung von H,O, in den Zellkultur-Medien
zu bestimmen, wurde zunachst deren pH-Wert unter Inkubationsbedingungen gemessen.
Dabei zeigte sich, dass der pH-Wert von DMEM/F12 nach 24h im Brutschrank mit 7,2 pH-
Einheiten deutlich unter dem von DMEM (pH 7,6) lag. Eine zusatzliche Messung des pH-
Wertes Uber die Dauer von 24h zeigte ein erwartungsgemales Absinken des pH-Wertes
Uber 24h von 7,9 auf 7,6 bei DMEM und von 7,5 auf 7,2 bei DMEM/F12 (Abbildung siehe
Anhang), was auf eine Gleichgewichtsreaktion zwischen CO, und HCOj3~ zurlckzufuhren
ist: durch den Ubergang von CO, aus der Inkubator-Atmosphare ins Medium kommt es zu
vermehrten Bildung von Kohlensaure und damit zur Verschiebung des Gleichgewichtes in
Richtung HCO5;™ + H*, was mit einem Absinken des pH-Wertes verbunden ist.

Um die pH-Abhangigkeit der polyphenol-bedingten H,O.-Bildung naher zu untersuchen
wurden CaA und AEQ7 in PBS inkubiert, welches zuvor auf pH-Werte im Bereich 4 — 11
eingestellt worden war. Wie in Abbildung 4.19 dargestellt, verlief die Bildung von H,O, pH-
abhangig, wobei erst ab pH 7 Uberhaupt H,O, detektiert werden konnte. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von Wee et al. Uberein, die ebenfalls eine gesteigerte H,O,-Bildung
durch Quercetin bei pH >7,4 beobachtet haben; ebenso diskutieren sie den Einsatz von
HEPES zur Verminderung der H,O,-Bildung durch Absenken des pH-Wertes [Wee et al.,
2003].

Dieser Versuch bestatigte die Vermutung, dass die prooxidativen Eigenschaften der
Polyphenole durch einen basischen pH-Wert unterstitzt bzw. erst ermdglicht werden. Die

dadurch vorliegen Phenolat-Anionen sind im Vergleich zu den protonierten Phenolen
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besser in der Lage ein Elektron abzugeben, was sich in einer erhéhten Reaktivitat bei pH
>7 zeigt [Amorati et al., 2006; Mukai et al., 2005]. Da die prooxidativen als auch die
antioxidativen Effekte vermutlich auf ahnlichen Mechanismen beruhen (Bildung eines
Phenolat-Anions; siehe Abschnitte 3.4.3.1 und 3.4.5.2), wird auch die antioxidative

Wirksamkeit bei basischem pH-Wert gesteigert [Amorati et al., 2006].

Einfluss der Inkubationsdauer

Wahrend der vierundzwanzigstiindigen Inkubation von AEQ7 und CaA in DMEM wurden
nach 1, 3 und 6h Proben entnommen, um Informationen Uber die Zeitabhangigkeit der
H,0,-Bildung zu erhalten.
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Abbildung 4.20: H,0,-Konzentration in DMEM nach Inkubation mit CaA (100 pmol/L) bzw.
AEO07 (100 pg/mL) zu den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 24h. MW + SD aus n=4-6 unabhangigen
Versuchen

Wie erwartet stieg die H,O,-Konzentration im Medium Uber 24h nahezu linear an
(Abbildung 4.20). Eine lineare Regression der Messwerte ergab ein Bestimmtheitsmalf}
von R2 = 0,955 fiir CaA und von R2 = 0,997 fir AEO7.

Stabilitat von H.0, im Medium

Neben der Bildung von H,O, durch Polyphenole (Expositionsmenge) spielt auch dessen
Stabilitat im Medium (Expositionsdauer) eine entscheidende Rolle fir eventuell
auftretende adverse Effekte auf Zellen. Zur Untersuchung der Stabilitdt von H,O, in den
verschiedenen Medien wurden diese mit 100 ymol/L H,O, versetzt und im Brutschrank

inkubiert. Nach 24h wurde das verbliebene H,O, quantifiziert.
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Abbildung 4.21: H,0,-Konzentration nach 24h-Inkubation von 100 uymol/L H,0, in Wasser,
DMEM oder DMEM/F12. MW + SD aus n=3-6 unabhangigen Versuchen.

Wie in Abbildung 4.21 zu sehen ist, war das zugesetzte H,O, in Wasser nahezu stabil,
wahrend es in beiden Medien einem starken Abbau unterworfen war. Nach der 24h-
Inkubation konnten in DMEM noch 15 ymol/L, in DMEM/F12 sogar nur noch Spuren von
H,O, detektiert werden.

Die Supplementierung mit 5 bzw. 10 % FKS flhrte dazu, dass etwas weniger H,0,
abgebaut wurde als ohne FKS, was den Schluss zuldsst, dass der oben postulierte
Einfluss von FKS auf die H,O,-Konzentration nach Polyphenol-Inkubation eher auf eine
Hemmung der H,O,-Bildung als auf einen aktiven Abbau des H,O, zurlckzuflhren ist.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die héheren H,O,-Konzentrationen in DMEM,
im Vergleich zu DMEM/F12, auf dem hoheren pH-Wert des Mediums beruhen, wodurch
die prooxidativen Effekte der Polyphenole deutlich gesteigert werden. Ein weiterer Faktor
der nicht auRer Acht gelassen werden darf, ist der Abbau von entstandenem H,O,, der in
DMEM/F12 wesentlich besser verlauft als in DMEM.

4.4.2. Prooxidative Effekte der AEs

Die weiteren Untersuchungen zur prooxidativen Wirksamkeit von AEs und ihren
Inhaltsstoffen (siehe Abschnitt 4.4.3) wurden in DMEM + 5 % FKS durchgefihrt, da sich in
DMEM/F12 kein H,O, detektieren liels und der Zusatz von FKS den gangigen Protokollen
von Zellpflege und Inkubation entspricht. Soweit nicht anders beschrieben erfolgte die
Inkubation Uber 24h im Brutschrank bei 37°C, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit und 5 % CO..
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Dazu wurden die bis dato im Netzwerk zuganglichen Apfelsaftextrakte AEO1 — AEQ7 (zur
Herstellung und Zusammensetzung der Extrakte siehe Abschnitt 3.6) in Konzentrationen
von 1 — 300 pg/mL inkubiert.

100

-
o

H,0, [umol/L]

B AEO1 [ AEO2 M AE03B [ ]AE04
I AEOS5 [ JAEO6 [ AEOGB I AEQ7

Abbildung 4.22: H,0,-Konzentration in DMEM +5 %FKS nach 24h Inkubation mit
polyphenolreichen Apfelsaft-Extrakten AE01 — AE0Q7. K': Losemittelkontrolle (1 % DMSO);
MW + SD aus n=3-6 unabhangigen Versuchen.

In Konzentrationen >30 pg/mL verursachten alle untersuchten AEs eine ausgepragte
H,0,-Bildung, einige (AEQ5, AEQ7) zeigten auch schon bei niedrigeren Konzentrationen
deutliche Wirksamkeit (Abbildung 4.22). Die H,0,-Bildung héangt linear von der
eingesetzten AE-Konzentration ab; die berechneten Bestimmtheitsmalle der linearen
Regression lagen fur alle AEs bei R? >0,980 (Ergebnisse der linearen Regression siehe
Anhang). Neben der Konzentrationsabhangigkeit wurde auch eine klare Zeitabhangigkeit
der H,O,-Bildung Uber 24h beobachtet (AE07: R? = 0,997; siehe Abbildung 4.20).

Korrelation zwischen Zusammensetzung und H,0,-Bildung

Wie in Abbildung 4.22 zu erkennen ist, unterschieden sich die einzelnen AEs in ihrer
Fahigkeit, H,O, zu generieren. Vor allem die beiden Tresterextrakte AE0O3B und AE06B
produzierten deutlich weniger H,O, als die Extrakte aus den Saften. Da alle anderen
Parameter der Messung gleich gehalten wurden, muss dieser Unterschied auf der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Extrakte beruhen. Wie in Tabelle 3.6 dargestellt

enthalten die AEs eine ganze Reihe verschiedener Polyphenole sowie oligomere
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Procyanidine und Oligosaccharide. Um einen mdglichen Einfluss dieser Inhaltsstoffe an
der H,0,-Bildung zu bestimmen wurde die gebildete H,O,-Menge (nach Inkubation von
100 pg/mL AE) gegen die Konzentration der einzelnen Inhaltsstoffe der AEs aufgetragen
und eine lineare Regression durchgefiihrt, um die Bedeutung einzelner Extrakt-
Komponenten  abzuschatzen. In Tabelle 4.10 finden sich ausgewahlte

Korrelationskoeffizienten; sdmtliche berechneten R-Werte sind im Anhang aufgefihrt.

Tabelle 4.10: Ausgewaihlte Korrelationskoeffizienten R der linearen Regression zwischen
AE-bedingter H,0,-Bildung (100 pg/mL AE, 24h, DMEM +5 % FKS) und deren Gehalt an
Inhaltsstoffen.

Substanz(gruppe) R
Y Polyphenole 0,707
””””” > Flavanoe 0098
""""" > Dihydrochalcone 0,163
Phloretin-2-xyloglucosid 0,725
Phloridzin -0,468
""""" > Hydroxyzimtsauren 0776
Chlorogensaure 0,758
””””” > Flavonole 059
Quercetin-3-galactosid -0,754
Quercetin-3-xylosid -0,641
Y Procyanidine 0,044
¥ Oligosaccharide -0,842
%, Polyphenole + Procyanidine 0,563

Die Berechnungen zeigten, dass die niedermolekularen Polyphenole (R = 0,707)
wahrscheinlich an der Bildung von H,O, durch AE-Inkubation beteiligt sind, die
oligomeren Procyanidine (R = 0,044) dagegen wahrscheinlich keinen Einfluss ausiben.
Die in den AEs enthaltenen Zucker-Oligomere zeigten eine negative Korrelation (R = -
0,842), was bedeutet, dass die AEs umso weniger H.,O, generieren desto mehr
Oligosaccharide sie enthalten. Dies konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass Extrakte mit
mehr Oligosacchariden weniger Polyphenole enthalten. Teilt man die Gruppe der
Polyphenole weiter auf so findet sich die starkste direkte Korrelation fur die
Hydroxyzimtsauren (R = 0,776) mit ihrer Leitsubstanz Chlorogensaure (R = 0,758). Dem
entsprechend generierten die beiden Tresterextrakte AEO3B und AEQ6B, welche die
niedrigsten Gehalte an Hydroxyzimtsduren enthalten, auch am wenigsten H,O,. Die
Summe der Dihydrochalcone (R = 0,163) schien keinen Beitrag zur H,O.-Bildung zu

liefern, obwohl fiir Phloretin-2-xyloglucosid, welches in Gehalten bis zu 6,9 % in den AEs
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vorkommt (und bis zu 70 % der enthaltenen Dihydrochalcone ausmacht) eine starke
Korrelation errechnet wurde; dem gegenlber steht aber die deutliche inverse Korrelation
zur Phloretin-Konzentration, was die Beteiligung der Dihydrochalcone in der Summe
aufhebt. Dies zeigt, dass Regressionsrechnungen einen Hinweis auf prooxidativ wirksame
Substanzen geben kénnen, die aber durch direkte Untersuchungen zur H,O»-Bildung
einzelner Inhaltsstoffe zu Uberprifen sind. Flavan-3-ole (mono-, di- und trimere
Catechine) trugen ebenfalls nicht zur H,O,-Bildung der AEs bei; der Betrag der R-Werte
war bei allen <0,300. Quercetin-Glykoside zeigten, ebenso wie die Summe der
Oligosaccharide, eine inverse Korrelation zur H,O,-Menge (R = -0,590), was auf einen
leichten protektiven Effekt hindeuten konnte. Alle anderen Substanzen hatten keine
deutliche Korrelation (R <0,600).

Es zeigt sich also, dass die AEs nicht nur gute Antioxidanzien sind (siehe Abschnitt 4.1.1)
sondern, unter geeigneten Inkubationsbedingungen, auch groRe Mengen an H,0,
produzieren kdnnen. Dieser Effekt ist abhangig von der Zusammensetzung des
verwendeten Extrakts, wobei Extrakte mit hohen Hydroxyzimtsdure- und niedrigen

Flavonol- und Oligosaccharid-Gehalten besonders potente H,O,-Bildner zu sein scheinen.

4.4.3. Prooxidative Effekte ausgewahlter Apfelsaft-Polyphenole

Um den auf mathematischen Modellen beruhenden Zusammenhang zwischen H,O,-
Bildung und AE-Zusammensetzung zu verifizieren, wurden neben den oben vorgestellten
AEs auch Leitsubstanzen der verschiedenen Polyphenol-Klassen auf ihre prooxidative
Wirksamkeit untersucht. Um eine Aussage uber die Aktivitdt der Polyphenole in
Beziehung auf ihre Struktur herstellen zu kdénnen (Struktur-Wirkungs-Beziehung)
wurden neben den Apfelsaft-Polyphenolen auch ausgewahlte intestinale Abbauprodukte
untersucht.

Die Ergebnisse (H,O,-Konzentration) der untersuchten Apfelsaft-Inhaltsstoffe sind in
Tabelle 4.11 aufgeflihrt. Es ist zu sehen, dass nach Inkubation von 100 pmol/L der
jeweiligen Polyphenole fir 24h die untersuchten Dihydrochalcone Phloretin (Pt),
Phloridzin (Pz) und Phloretin-2’-O-xyloglucosid (Pxg) keine signifikanten Mengen an H,0,
(verglichen mit der Losungsmittel-Kontrolle) gebildet hatten. Das Quercetin-Glykosid Rutin
(Rut, Quercetin-3-O-glucorhamnosid) generierte eine kleine, jedoch schon signifikante
Menge an H,0,, wahrend durch Inkubation mit dem Aglykon Quercetin (Que) deutlich
mehr H,O, produziert wurde. Eine weitere Steigerung wurde bei Inkubation mit (-)-
Epicatechin (Epi) beobachtet. Das meiste H,O, bildeten die beiden Hydroxyzimtsauren
Chlorogensdure (ChA) und Kaffeesdure (CaA); p-Cumarsdure (CuA) hingegen
produzierte, wie die Dihydrochalcone, keine signifikanten Mengen. Bei Inkubation von 10

pmol/L konnte eine signifikante H,O,-Produktion lediglich durch Que, ChA und CaA
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beobachtet werden wahrend Polyphenole der Konzentration 1 pumol/L keine signifikanten
Mengen produzierten.
Tabelle 4.11: H,0,-Konzentration (in pmol/L) in DMEM +5 % FKS nach 24h-Inkubation mit

ausgewadhlten Apfelsaft-Polyphenolen/Aglyka (Konzentration: 1, 10 oder 100 pmol/L). MW
aus n=3-6 unabhangigen Versuchen.

Substanz Konzentration: 1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL
Kontrolle (1 % DMSO) <1 <1 <1
Phloretin-2’-O-glucosid (Phloridzin) Pz 1,7 1,8 1,9
Phloretin-2’-O-xyloglucosid Pxg 1,7
Phloretin Pt 1,8 2,0 2,4
Quercetin-3-O-rutinosid (Rutin) Rut 1,4 1,4 4,8
Quercetin Que 1,6 2,6 20,9
(-)-Epicatechin Epi <1 1,5 32,3
5-Kaffeeoylchinasaure (Chlorogensaure) ChA 1,7 2,8 32,5
Kaffeesaure CaA 1,4 3,6 50,7
p-Cumarsaure CuA <1

Die H,0O,-Generierung wurde durch die Ergebnisse anderer Gruppen bestétigt, die eine
signifikante Bildung durch Inkubation von Polyphenolen (u.a. Que, CaA, Epi, EGCG,
Gallussaure) in DMEM-Zellkulturmedium zeigen konnten, allerdings mit einem anderen
Assay [Lapidot et al., 2002; Lee et al., 2005; Long et al., 2000; Wee et al., 2003].

Die in der vorliegenden Arbeit gemessene H,O,-Generierung durch Polyphenole stieg,
ebenso wie bei den AEs, linear zur verwendeten Konzentration mit einem
Bestimmtheitsmall von R? >0,98; auch eine zeitabhangige Bildung von H,O, durch
Polyphenole wurde bei AEO7 (Abschnitt 4.4.1), CaA und ChA (Abbildung 4.23)
beobachtet. Bei Inkubation mit Que war keine zeitabhangige Zunahme von H,O, im
Medium feststellbar; vielmehr blieb der H,O.-Level in den ersten sechs Stunden
weitgehend konstant und fiel nach 24h Inkubation sogar leicht ab. Auch bei Lapidot et al.
zeigte eine Inkubation mit CaA eine lineare Zunahme der H,Ox-Konzentration Uber >2h,
wahrend mit Que schon nach 1h die maximale H,O»-Konzentration erreicht wurde [Lapidot
etal., 2002].

Da die Generierung von H,O, — mechanistisch gesehen — zumeist auf der Oxidation der
Polyphenole beruht (siehe Abbildung 3.25), wird dies auch in Stabilitatsuntersuchungen
widergespiegelt. So zeigte Que, verglichen mit ChA und CaA, eine deutlich niedrigere
Stabilitat in DMEM, die mit der starkeren H,O,-Konzentration zusammenhangen kénnte
[Boulton et al., 1999; Roques et al., 2002; Schafer et al., 2006a]. Des Weiteren wurde eine
verringerte Stabilitat von CaA, ChA und Gallussaure bei hohen pH-Werten berichtet, die
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fur die pH-abhangige Oxidation der Polyphenole (wahrscheinlich unter ROS-Bildung)
spricht [Friedman und Jurgens, 2000].
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Abbildung 4.23: H,0,-Konzentration in DMEM nach Inkubation mit CaA, ChA oder Que zu
den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 24h. MW + SD aus n=3-4 unabhingigen Versuchen

Die Untersuchung der intestinalen Abbauprodukte zeigte, dass von den untersuchten
Substanzen nur Dihydrokaffeesaure (DHCaA), 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DHPAA)
und 4-Methylcatechol (4MC) starke H,O.-Bildner waren (Tabelle 4.12); 3,4-

Dihydroxybenzoesaure (DHBA) produzierte nur geringe Mengen an H,O..

Tabelle 4.12: H,0,-Konzentration (in pmol/L) in DMEM +5 % FKS nach 24h-Inkubation mit
Polyphenol-Abbauprodukten (100 pmol/L). MW aus n=3-4 unabhédngigen Versuchen.

H,0, [umol/L]
3-(3-Hydroxyphenyl)propionsaure 3HPPA <1
3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 4HPPA <1
Dihydrokaffeesaure DHCaA 89,0
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure DHPAA 83,7
3,4-Dihydroxybenzoesaure DHBA 3,8
4-Methylcatechol 4MC 95,0
(-)-Chinasaure QIA <1

Zusammengefasst zeigen die Versuche mit Polyphenolen und ihren Abbauprodukten,
dass nur Substanzen die eine 3,4-Dihydroxyphenyl- oder ortho-Catechol-Struktur
besitzen, zur H,O,-Bildung befahigt sind. Von den untersuchten Substanzen waren dies
Rut, Que, Epi, ChA, CaA, DHPAA, DHCaA und 4MC. Substanzen ohne Phenylgruppe

(wie (-)-Chinasaure) oder Stoffe die nur einen monohydroxylierten Phenylring (wie CuA, 3-
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und 4HPPA) oder eine meta-Catechol-Struktur (2,4-Dihydroxyphenylgruppe, z.B. Pt, Pz,
Pxg) aufweisen waren dagegen zur H,O,-Bildung nicht in der Lage. Auch Miura et al.
erkannten die Notwendigkeit einer o-Catechol- oder Pyrogallol-Gruppe fur die Bildung von
H,0, in wassriger Losung [Miura et al., 1998]. Eine Sonderstellung unter den untersuchten
Substanzen nahm die 3,4-Dihydroxybenzoesdure (DHBA) ein, die trotz o-Catechol-
Struktur nur geringste Mengen an H,O, produzierte. Dies kénnte auf der direkt am
aromatischen Ring sitzenden Carboxylgruppe beruhen, die auf Grund ihres nukleophilen
Charakters die Bindungsdissoziationsenergie der phenolischen Hydroxylgruppe in para-
Position erhoht und damit eine Oxidation der Catechol-Struktur erschwert [Brigati et al.,
2002].

Beim Vergleich der verschiedenen Phenolsauren lielien sich, neben der Notwendigkeit
der o-Catechol-Gruppe, noch weitere Strukturmerkmale finden, die einen Einfluss auf die
prooxidative Wirksamkeit haben: wahrend die Lange der Seitenkette mit Ausnahme der
C1-Kette von DHBA keinen Einfluss auf die H,O,-Bildung zu haben schien (DHBA <<
DHPAA ~ DHCaA) wurde durch Einflihren einer konjugierten Doppelbindung in die
Seitenkette die H,O,-Bildung verringert (CaA < DHCaA). Auch die Inaktivierung der
Carboxylgruppe durch Veresterung mit QiA setzte die prooxidative Wirksamkeit der
Kaffeesaure herab (ChA < CaA).

4.4.4. Zusatz antioxidativer Enzyme

Durch Supplementierung des Zellkultur-Mediums mit antioxidativ wirksamen Enzymen
konnten eventuell auftretende Artefakte in zellbasierten Assays vermieden werden, da
diese Enzyme gebildete ROS effizient inaktivieren. Es wurden Substanzen, die sich als
H,O,-Bildner erwiesen hatten vergleichend mit und ohne Zusatz von Katalase (KAT) bzw.
Superoxid-Dismutase (SOD) inkubiert und nach 24h der H,O,-Gehalt des Mediums
gemessen. Diese Enzyme wurden ausgewahlt weil ihre Substrate H,O, und O," in der
Literatur als mogliche Produkte der Polyphenol-Oxidation in wassriger Loésung diskutiert
werden [Amorati et al., 2006; Metodiewa et al., 1999] und sie (anders als z.B. GPx) keine

zusatzlichen Cofaktoren bendtigen.

Katalase (CAT)

Durch Zugabe von CAT (100 U/mL) ins Medium konnte die H,O,-Konzentration bei 24h-
Inkubation mit Polyphenolen effizient vermindert werden. Fur alle untersuchten
Polyphenole (Rut, Que, ChA, CaA; je 1 — 100 umol/L) fiihrte die Coinkubation mit CAT zu

H,O,-Konzentrationen <1umol/L.
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Dieser Effekt, der durch Arbeiten anderer Gruppen bestatigt wurde [Halliwell, 2008; Kern et
al., 2007; Lapidot et al., 2002] lasst den Schluss zu, dass die mit dem FOX1-Assay
detektierbaren ROS zum Uberwiegenden Teil H,O, sind. Diese Beobachtung kénnte auch
auf der relativ hohen Stabilitdt von H,O, im Vergleich zu anderen ROS beruhen (vgl.
Tabelle 3.2) so dass andere ROS gebildet aber auf Grund ihres schnellen Zerfalls nicht

detektiert werden konnen.

Superoxid-Dismutase

Wurde der Inkubationsansatz (Medium + Polyphenol / AE) statt mit CAT mit 100 U/mL
SOD supplementiert zeigten sich je nach Substanz unterschiedliche Ergebnisse (siehe
Abbildung 4.24). Bei AEO7 und Que wurde die H,O,-Konzentration durch SOD-Zugabe
deutlich signifikant verringert (Absenkung auf 8 bzw. 12 pmol/L), wenn auch nicht so
effektiv wie durch CAT. Bei den beiden Hydroxyzimtsaurederivaten ChA und CaA
bewirkte die Inkubation in Anwesenheit von SOD dagegen eine Erhdéhung der

extrazellularen H,O,-Konzentration auf 150 % bzw. 113 % des Wertes ohne SOD-Zusatz.
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Abbildung 4.24: H,0,-Konzentration in DMEM nach 24h Inkubation mit AEQ7 (100 pg/mL),
Que, ChA und CaA (je 100 pmol/L) mit/ohne SOD (100 U/mL). MW + SD aus n=3-5
unabhdngigen Experimenten. Signifikante Anderung mit/ohne SOD: *p<0,05 ***p<0,001

Die substanzabhangige Modulation des H,O.-Levels durch SOD bestatigt die
Anwesenheit von O, wahrend der Autoxidation der inkubierten Polyphenole, was auch in
anderen Studien diskutiert wurde [Duarte et al., 2004; Hodnick et al., 1988; Murakami et al.,
2007]. Die beobachtete Erhéhung der H,O,-Konzentration Ildsst sich aus dem
Reaktionsmechanismus von O,"" ableiten: Polyphenole sind in der Lage, O, zu O," zu

reduzieren, welches dann durch SOD zu H,0, reduziert wird. So kann auch O,", das
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sonst evtl. wahrend der Inkubation zerfallen ware, zur gemessenen H,O»-Konzentration
beitragen und diese erhdhen [Murakami et al., 2007]. Die Verringerung des H,O,-Gehaltes
im Medium durch SOD-Zugabe koénnte durch ein Abfangen von schon vorhandenem O™
bedingt sein, welches dann nicht mehr als Oxidationsmittel flir Polyphenole zur Verfigung
steht. Dadurch wird die Bildung des wesentlich reaktiveren Semichinons verhindert
welches, im Gegensatz zum Hydrochinon, in der Lage ist O, zu reduzieren [Baez et al.,
1995].

Fasst man die Ergebnisse zur Modulation des extrazellularen H,O,-Gehaltes durch
Supplementierung mit den antioxidativen Enzymen SOD und CAT zusammen so zeigt
sich, dass zur Minimierung von H,O, im Medium eindeutig CAT das Enzym der Wahl ist,
da es die H,Ox-Konzentration bei allen Substanzinkubationen auf das Niveau der
Lésungsmittelkontrolle reduzierte. SOD dagegen zeigte eine substanzabhangige

Reduktion oder Erhéhung des H,0O,-Level, und ist somit als Supplement ungeeignet.

4.4.5. Einfluss von extrazellularem H,0, auf zellulare Marker

Da die bisher vorgestellten Ergebnisse einer Beurteilung der prooxidativen Wirkung von
Polyphenolen invivo dienen sollen wurde dieser Effekt im Folgenden im zellularen
System getestet. Dazu wurden Zellen der Linie HT-29 entsprechend dem
Standardprotokoll in Petrischalen ausgesat, fir 24h anwachsen gelassen und dann 24h

mit Polyphenolen inkubiert.

4451. H,0,-Konzentration im Medium

Durch Anwesenheit von HT-29 Zellen wurde der H,O,-Gehalt im Zellkulturmedium fir alle
vier untersuchten Substanzen (Que, Rut, ChA und CaA; je 1 — 100 pmol/L) auf das
Niveau der Ldsemittelkontrolle (1 % DMSO) verringert. Dies kdénnte auf einen Abbau
entstehender ROS durch antioxidative Enzyme der Zellen zurtickzufiihren sein [Lapidot et
al., 2002]. Vermutlich tragt auch die Verringerung des Medium-pH-Wertes durch saure
Metabolisierungsprodukte der Zellen (z.B. Lactat) zum beobachteten Effekt bei, da ein
saurer pH-Wert (wie in Abschnitt 4.4.1 beschrieben) die Bildung von H,O, im Medium
verhindert [Wee et al., 2003].

Des Weiteren wurde der Einfluss von extrazellularem H,O, auf tGSH-Gehalt und TBH-
induzierten ROS-Level von HT-29 Zellen ermittelt. Dazu wurden die Zellen mit Quercetin
(1 — 300 pmol/L bzw. 0,3 — 100 umol/L) inkubiert, dessen deutliche Wirkung auf beide
Marker bekannt ist [Schafer et al., 2006a]. Um den Einfluss des H,O, im Medium auf die
Marker abschatzen zu kénnen wurden die Inkubationen vergleichend mit und ohne
Zugabe von 100 U/mL CAT durchgefihrt.
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445.2.

Glutathion

Die Inkubation von HT-29 Zellen mit Que in Konzentrationen von 10 — 100 ymol/L flhrte

zu einer signifikanten Steigerung des Gesamt-Glutathionspiegels (tGSH = GSH + GSSG)

(Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: tGSH-Spiegel in HT-29 Zellen nach 24h-Inkubation mit Quercetin mit/ohne
Katalase (CAT; 100 U/mL). MW + SD aus n=3-5 unabhéngigen Versuchen. Signifikanter
Unterschied zur Losemittelkontrolle (DMSO): *p<0,05 . Signifikanter Unterschied mit/ohne

CAT: *p<0,05

Auch bei der Inkubation mit CAT zeigte sich der konzentrationsabhangige Anstieg der

tGSH-Konzentration, der jedoch erst bei einer hdheren Konzentration begann, was bei 10

pmol/L Que zu einem signifikanten Unterschied der Inkubation + CAT fuhrte. Dies belegt,
dass der tGSH-Spiegel bei Inkubation von Que ohne CAT (= mit extrazellularem H,0,)

effektiver induziert wird als in Abwesenheit von extrazellularem H,O, welches, zumindest

in moderaten Konzentrationen, die GSH-Synthese induzieren kann.
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Abbildung 4.26: tGSH-Spiegel in HT-29 Zellen nach 24h-Inkubation mit H,O,. MW + SD aus

n=3-5 unabhangigen Versuchen.
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Zusatzlich wurde eine Inkubation mit H,O, an Stelle von Que durchgeflihrt, welches auch
in der Lage war, den GSH-Spiegel in HT-29 Zellen konzentrationsabhangig zu erhéhen
(Abbildung 4.26).

Eine ahnliche Erhdhung des GSH-Gehaltes von Epithelzellen nach moderater H,0,-
Exposition wurde ebenfalls von Day & Suzuki beschrieben [Day und Suzuki, 2005] und
konnte auf einer Induktion des ARE beruhen, welches die Genexpression der beiden an
der GSH-Synthese beteiligten Enzyme vy-Glutamylcystein-Ligase (yGCL) und GSH-
Synthase reguliert und durch H,O, aktiviert werden kann [Lee-Hilz et al., 2008].

Bei 300 umol/L Que fiel der GSH-Spiegel wieder auf das Niveau der Losemittelkontrolle;
vermutlich als cytotoxische Reaktion der Zellen auf die hohe Quercetin-Konzentration
[Agullo et al., 1994; Schafer, 2006]. Wurde statt Que ein starkerer H,O,-Bildner wie CaA
verwendet, zeigte sich kein signifikanter Unterschied einer Inkubation mit/ohne CAT
(siehe Anhang). Allerdings ist bei dieser Substanz auch die induzierende Wirkung auf den
GSH-Spiegel nicht so gro3 wie bei Que [Schafer, 2006]. Deshalb kann angenommen
werden, dass sich die stimulierende Wirkung des H,O, entweder nur bei Substanzen
auswirkt, die in der Lage sind den GSH-Spiegel stark zu erhéhen oder dass die gunstigen
Effekte die durch moderate H,O,-Mengen ausgelést werden, bei zu hohen H,0,-
Konzentration (wie z.B. bei 300 pmol/L Que oder CaA) wieder verschwinden; eine
wachstumshemmende Wirkung durch extrazellulares H,O, wurde in keinem Versuch
beobachtet.

4.4.5.3. Zellularer ROS-Level
Der TBH-induzierte, zellulare ROS-Level wurde durch Inkubation mit Que (0,3 — 100

pmol/L) konzentrationsabhangig vermindert, wobei sich bei Inkubation mit/ohne CAT
keine signifikanten Unterschiede zeigten (Abbildung 4.27 oben). Daher kann vermutet
werden, dass die Reduktion des zellularen ROS-Levels eher auf der antioxidativen
Wirkung des Que beruht als auf der von generiertem H,O,. Wurde stattdessen nur mit
H,O, inkubiert, zeigte sich ebenfalls eine konzentrationsabhangige Depletion des TBH-
induzierten ROS-Levels im Bereich 0,3 — 100 umol/L (Abbildung 4.27 unten).

H,O, ist zwar eine reaktive Sauerstoff-Spezies, aber es ist zu reaktionstrage um die
Sonde DCFH zu oxidieren (siehe Tabelle 3.8). AuRerdem werden die Zellen nach der
H,O,-Inkubation mit PBS gewaschen, so dass eine Oxidation des Markers DCFH durch
extrazellulares H,O, nicht wahrscheinlich ist. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine
Inkubation mit moderaten Mengen H.O, induzierend auf die antioxidative Abwehr der
Zellen wirken kénnte, eventuell Uber Induktion des ARE [Lee-Hilz et al., 2006; Wijeratne et
al., 2005].
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Abbildung 4.27: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT-29 Zellen nach 24h
Inkubation mit 0,3 — 100 pmol/L Que (+ CAT 100 U/mL) bzw. 0,3 — 100 pmol/L H,O,. MW £ SD
aus n=3-4 unabhangigen Experimenten. Signifikante Anderung zur TBH-Kontrolle: *p<0,05

**p<0,01

Wie beim tGSH-Level zeigte sich auch hier kein Unterschied einer Inkubation von HT-29
Zellen mit ChA und CaA mit/ohne CAT (Abbildung siehe Anhang).

4.4.6. Zusammenfassung der prooxidativen Wirkung von
Polyphenolen

Apfelsaft-Polyphenole waren in der Lage, wahrend ihrer Inkubation in Zellkultur-Medium
H,0, zu bilden. Als notwendige Strukturvoraussetzung fir diese prooxidative Wirksamkeit
konnte die o-Catechol-Struktur (3,4-Dihydroxyphenylgruppe) identifiziert werden. Die
H,0O,-Bildung variierte substanzspezifisch und stieg zumeist linear mit Inkubationsdauer
und Konzentration. Unter den untersuchten Apfelsaft-Polyphenolen bildeten die
Hydroxyzimtsauren ChA und CaA das meiste H,O,, gefolgt von den Flavonoiden Epi, Que
und Rut, welches hier nur schwach wirksam war. Die Dihydrochalcone (Pt, Pz, Pxg)
bildeten keine signifikanten Mengen an H,O,, entsprechend ihrer fehlenden o-Catechol-
Gruppe. Auch die polyphenolreichen AEs produzierten unter Inkubationsbedingungen
H,0O,. Wie bei den Einzelsubstanzen stieg die gebildete H,O,-Menge mit Inkubationszeit
und AE-Konzentration nahezu linear an. Als wesentliche AE-Inhaltsstoffe fir die H,O--

Bildung wurden Hydroxyzimtsauren identifiziert, wahrend die Quercetin-Glykoside invers
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mit dem gebildeten H,O, Kkorrelieren, ebenso wie die enthaltene Menge an
Oligosacchariden.

Die entstehende H,0O,-Menge war dabei stark vom verwendeten Medium abhangig:
wahrend in DMEM eine starke H,0,-Bildung beobachtet werden konnte, war die
Konzentration in DMEM/F12 nicht messbar. Dabei hing die H,O»-Bildung stark vom pH-
Wert des Mediums ab, da ein hoher pH-Wert (durch leichtere Deprotonierung zum
Phenolat-Anion) die prooxidative Wirkung der Polyphenole fordert. Auch der Abbau von
vorhandenem H,O, variierte in den Medien; dieser war in DMEM/F12 wesentlich effektiver
als in DMEM.

Durch Supplementierung des Mediums mit 100 U/mL CAT konnte entstandenes H,O,
vollstindig abgebaut werden. Eine substanzabhangige Modulation der H,0,-
Konzentration wurde dagegen durch Zugabe von SOD erreicht, was flr eine Beteiligung
von Superoxidradikal-Anionen an der Autoxidation der Polyphenole spricht.

Der Einfluss des extrazellularen H,O, auf zellulare Marker wurde durch vergleichende
Inkubation von Polyphenolen +CAT untersucht. Dabei zeigte sich, dass moderate Mengen
an H,O, die induzierende Wirkung von Polyphenolen auf den zellularen GSH-Spiegel
unterstitzten, wahrend bei Substanzen die keinen Einfluss auf den GSH-Spiegel haben
(wie CaA, ChA), keine H,0,-spezifische Modulation des tGSH-Spiegels festgestellt wurde.
Dies kénnte ein substanzspezifischer Effekt sein, oder durch die gebildeten groferen
H,O,-Mengen bedingt. Auch der zellulare, TBH-induzierte ROS-Level wurde durch
extrazellular gebildetes H,O, nicht signifikant beeinflusst.

Zusammengefasst zeigte sich eine deutliche prooxidative Wirkung von Polyphenolen mit
o-Catechol-Gruppe im zellfreien System. Bei Anwesenheit von Zellen war kein H,O, mehr
detektierbar, dieses wurde wahrscheinlich von den Zellen inaktiviert. Die zelluldren
Assays wurden durch Polyphenol-generierte ROS nur minimal beeinflusst; bei fast allen
untersuchten Substanzen zeigte sich kein signifikanter Unterschied mit/ohne
extrazellulares H,O,. Einzig der durch Quercetin bewirkte Anstieg des tGSH-Spiegels
fand in Anwesenheit von H,O, schon bei kleineren Konzentrationen statt als ohne H,O..
Auf Grund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die in vitro
beobachtete artifizielle ROS-Generierung durch Polyphenole wahrscheinlich keine
negativen Auswirkungen auf Darmzellen hat. Auch die Evaluation verschiedener in vivo-
Studien durch Halliwell et al. ergab keine Hinweise auf eine systemische prooxidative

Wirkung von mit der Nahrung aufgenommenen Polyphenolen [Halliwell et al., 2005].
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5. Diskussion und Ausblick

Die protektive Wirkung von Apfeln und Apfel-Produkten auf die Genese von Darmkrebs
und entzindlichen Darmerkrankungen wurde durch mehrere epidemiologische Studien
belegt [Deneo-Pellegrini et al., 1996; Gallus et al., 2005; Michels et al., 2006]. Auf Grund der
komplexen Zusammensetzung dieser Nahrungsmittel und seiner Wechselwirkungen im
menschlichen Korper ist allerdings schwer zu erfassen, welche Inhaltsstoffe fur diese
Wirksamkeit verantwortlich sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das antioxidative Potenzial verschiedener
phenolischer  Apfelsaftinhaltsstoffe  und  -extrakte mittels Markern oxidativer
Zellschadigung und Zellantwort in der humanen Kolonzelllinie Caco-2 zu charakterisieren
um zu ergrinden, welche Bestandteile ein praventives Potential auf die Genese von
Darmerkrankungen haben. Die Einbeziehung des intestinalen Metabolismus durch
Untersuchung fermentierter Apfelsaftinhaltsstoffe und intestinaler Abbauprodukte sollte
eine Abschatzung der in vivo-Situation erlauben.

Von der Forschungsanstalt Geisenheim wurden dazu polyphenolreiche Extrakte aus
Apfelbestandteilen bereitgestellt, die zum grofiten Teil aus gemischten Mostapfeln
gewonnen wurden (AE05, AEO6, AEQ7). Die Polyphenol-Fraktion der Extrakte bestand
zum groRten Teil aus Hydroxyzimtsduren (v.a. Chlorogensaure und 4-
Cumaroylchinasaure) und oligomeren Procyanidinen; des Weiteren waren auch
Dihydrochalcone und Flavonoide (Flavanole und Flavonole) enthalten.

Neben der Sortenauswahl wurden auch verschiedene technologische Aspekte der
Extraktherstellung variiert, um das Polyphenolprofil der Safte zu variieren und die
Ausbeute an Polyphenolen zu steigern. Dazu wurde in die Untersuchungen noch ein
Extrakt aus Tresterextraktionssaft (AE06B, Freisetzung von Polyphenolen durch
enzymatischen Aufschluss des Tresters) mit einbezogen. Auferdem wurden zwei
Extrakte untersucht, die ausschliel3lich aus Apfelschalen extrahiert wurden (GS aus
Granny Smith-Schalen und PE aus den Schalen verschiedener Tafelapfel). Da die
antioxidativ duRerst wirksamen Flavonole (Quercetin-Glykoside) zum gréRten Teil in der
Apfelschale lokalisiert sind, kdnnte deren Extraktion zu Produkten mit auRerordentlich
hoher Wirksamkeit fliihren. Diese beiden Extrakte hatten, im Gegensatz zu den AEs, einen
sehr hohen Flavonol-Gehalt. Der untersuchte Konzentrationsbereich der Extrakte lag mit
1 — 100 pg/mL in einem Bereich, der nach Aufnahme von Apfelsaft im Darm erreicht
werden kann [Kahle et al., 2007; Kahle et al., 2005b].

Die Wirksamkeit der in dieser Arbeit untersuchten Extrakte unterschied sich deutlich

voneinander und ist in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

149



Diskussion und Ausblick

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur Wirksamkeit
von Apfelsaft- und Schalenextrakten. Angegeben sind der antioxidativ wirksame
Konzentration(sbereich) [ug/mL] sowie die maximale Wirkstirke. Ausnahme ORAC/TEAC,
die in [mM Trolox] angegeben sind.

Endpunkt AEO05 AEO6 AE06B  AE07 GS PE
TEAC [mM Trolox] ¥ 4.1 6,5 3,4 5,3 4,1 47
ORAC [mM Trolox] 6,1 6,1 4,5 6,3 5,8 5,4
tGSH- oC” 100 9 30100 100 100
Spiegel ws© +11 +12 +16 +16
ROS- oC” 100 1 10 0,3-100  1-100 100
Level WS 12 -25 -31 -38 -29 -24
DNA- oC” 3 1 3 30 3 10-30
Schaden WS?® -50 -27 -47 -36 -54 -23

2 Konzentration einer Trolox-Lésung (in mmol/L) mit der gleichen antioxidativen
Wirksamkeit wie eine Extraktlésung der Konzentration 1 mg/mL

® oC: Konzentrationsbereich mit optimaler Wirkstarke, angegeben in [ug/mL]

°) WS: Wirkstérke: gibt an, um wie viel Prozent der Endpunkt im Vergleich zur (Oxidans)-
Kontrolle moduliert wurde.

9 GSH-Depletion um 17% bei 100 ug/mL

---: kein Effekt

Zusatzlich zu dem bei [Schafer, 2006] verwendeten TEAC-Assay zur Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat wurde in dieser Arbeit zusatzlich der ORAC-Assay etabliert, der
auf einem anderen Reaktionsmechanismus beruht. Wahrend der ORAC-Assay vor allen
Dingen die Fahigkeit zum HAT misst, werden Uber den TEAC Uberwiegend ET-Prozesse
bestimmt (siehe Abschnitt 3.4.3.1, Seite 55). Die Ergebnisse der beiden Assays ergeben
somit ein breiteres Bild der antioxidativen Wirksamkeit der untersuchten Substanzen. Alle
Extrakte zeigten eine deutliche antioxidative Wirksamkeit in beiden Systemen, wobei die
Assays auf Grund der unterschiedlichen Reaktionsmechanismen wie erwartet
unterschiedliche Werte zeigten - die héchsten Werte lieferten AE0O76 und AEQ7. Die
Korrelation der ORAC/TEAC-Ergebnisse zeigte, dass beide Methoden untereinander nicht
korrelierten; dies beweist die Beteiligung beider Mechanismen an der radikalabfangenden
Wirksamkeit der Extrakte. Der tGSH-Spiegel von Caco-2 Zellen wurde am besten durch
Inkubation mit Schalenextrakten (GS, PE) bzw. AEQ7 gesteigert. GS und AEQ7 bewirkten
auch die effektivste Reduktion des TBH-induzierten ROS-Levels, wahrend oxidative DNA-
Schaden am besten durch GS, AE05 und AEO06B reduziert wurden. Obwohl AEO7 und GS
in vielen Endpunkten gute Ergebnisse erzielten war kein direkter Zusammenhang
zwischen antioxidativer Wirkung und protektiver Wirkung im zellularen System erkennbar.
Die Ergebnisse zur Verringerung oxidativer Zellschaden durch Apfelsaftextrakte/-

Inhaltsstoffe sprechen dafiir, dass nach 24h Inkubationszeit weniger radikalabfangende
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sondern vielmehr zellvermittelte Mechanismen bei der protektiven Wirksamkeit der
Extrakte vor oxidativen Zellschaden eine Rolle spielen.

Die Bedeutung der Modulation zellularer Mechanismen durch Polyphenole wurde auch
schon friher im Rahmen des BMBF-Netzwerkprojektes beobachtet: S. Schafer konnte
zeigen, dass die Reduktion des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen nach 2h
Inkubation mit AEs weniger ausgepragt war als nach 24h [Schafer, 2006]. Dies
unterstreicht die Bedeutung der zellularen antioxidativen Abwehr bei der protektiven
Wirksamkeit der Polyphenole. Da die direkte antioxidative Kapazitat der AEs nach einer
Inkubationsdauer von 24h, bedingt durch Abbaureaktionen, keinen gréReren Anteil an der
Wirksamkeit mehr hat ist eine Modulation der zelluldren antioxidativen Abwehr als
bedeutender anzusehen. Dies zeigte sich auch in der beobachteten Modulation der
SOD1-Protein-Expression in Caco-2 Zellen durch Inkubation mit Apfelsaft- und
Schalenextrakten sowie die Veranderungen der Aktivitat von SOD, CAT sowie GPx, deren
Hauptaufgabe die Detoxifizierung reaktiver Sauerstoff-Spezies ist [Cullmann, 2009; Digles,
2008]. Weitere in vitro-Studien mit Apfelsaftextrakten innerhalb des Netzwerkes stitzen
die beobachtete Veranderung der zellularen Abwehr durch polyphenolische Extrakte aus
Apfelsaft: die Behandlung von HT-29 oder LT-97 Zellen mit AEs flhrte zur Induktion
fremdstoffmetabolisierender Enzyme des Phase | und [I-Metabolismus (v.a. CYP, UGT,
GST und SULT) [Pool-Zobel et al., 2005; Veeriah et al., 2006; Veeriah et al., 2008].

Es ist erkennbar, dass die Apfelsaftextrakte in der Lage sind, oxidative Zellschaden zu
reduzieren, wozu unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen. Die direkte
antioxidative Kapazitat der Polyphenole ist vor allen Dingen ein Kurzzeiteffekt, der ROS
im Darmlumen inaktivieren koénnte. Durch Induktion der zellularen Abwehr konnte
dagegen ein nachhaltiger Schutz der Darmzellen vor oxidativem Stress erreicht werden,
was entscheidend zur protektiven Wirkung von Apfelsaft und anderen Apfelprodukten vor
ROS-assoziierten Erkrankungen wie Darmkrebs oder entziindlichen Darmerkrankungen
beitragen konnte. Daneben ist auch eine wachstumshemmende Wirksamkeit von
Apfelsaftextrakten/-inhaltsstoffen auf Darmkrebszellen bekannt [Fridrich et al., 2007; Kern et
al., 2005; Veeriah et al.,, 2006], welche ebenfalls zum Schutz vor Darmkrebs durch
Apfelsaftkonsum beitragen konnte.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Apfelsaft- und Schalenextrakte stellen ein
Gemisch verschiedener Inhaltsstoffe dar, die sich in die Hauptkomponenten (monomere)
Polyphenole, (oligomere) Procyanidine und Oligo-/Polysaccharide auftrennen lassen.
Wahrend die niedermolekularen Polyphenole gut charakterisiert sind und sich in die
Untergruppen Flavanole, Dihydrochalcone, Hydroxyzimtsduren und Flavonole unterteilen

lassen (von denen in jeder Gruppe mehrere Einzelsubstanzen identifiziert sind), kann die
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genaue Zusammensetzung der Oligosaccharide und Procyanidine nicht angegeben
werden, so dass diese jeweils nur als Summe erfasst wurden.

Zur ldentifizierung von Substanzen, die zur antioxidativen Kapazitdt der Extrakte
beitragen, wurde eine lineare Regression zwischen ORAC/TEAC-Werten und der Menge
der Inhaltsstoffe durchgeflihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass die zellfreie antioxidative
Wirksamkeit (ORAC) der Extrakte von der Gesamtmenge der Polyphenole determiniert
wird, wahrend die Ergebnisse des TEAC-Assay vor allem vom Procyanidin-Gehalt der
Extrakte abhangt. Es wird vermutet, dass die antioxidative Kapazitat dieser oligomeren
Catechine annahernd linear von deren Polymerisierungsgrad abhangt, da die TEAC-
Werte von Procyanidin B; und B, nahezu der Summe ihrer Monomere entsprechen
[Soobrattee et al., 2005]. Die berechneten Korrelationen zwischen der Konzentration
einzelner Extrakt-Inhaltsstoffe/Polyphenol-Gruppen und antioxidativer Wirkung stimmen
mit Arbeiten anderer Gruppen Uberein [Kedage et al., 2007; Luximon-Ramma et al., 2005;
Mahattanatawee et al., 2006; Soobrattee et al., 2008].

Ein Vergleich der zellularen Endpunkte mit der Konzentration einzelner Extrakt-
Inhaltsstoffe legte nahe, dass vor allen Dingen zwei Gruppen von Polyphenolen fir die
beobachteten Effekte verantwortlich sein kdnnten: Quercetin-Glykoside und oligomere
Procyanidine. Die Quercetin-Glykoside und vor allem ihr Aglykon Quercetin sind auf
Grund ihrer hohen antioxidativen Kapazitat gut untersuchte Substanzen mit einem hohen
Potential zur Verringerung oxidativer Zellschdden. Die beiden in dieser Arbeit
untersuchten Apfelschalenextrakte enthielten besonders hohe Mengen dieser
Verbindungen, zeigten eine gute antioxidative Kapazitdt und reduzierten die Marker
oxidativer Zellschadigung deutlich. Ahnliche Effekte konnten auch Schafer et al. mit
Quercetin und dem Tresterextrakt AEO3B nachweisen [Schéafer et al., 2006a]. Quercetin
bewirkt auRerdem eine Verringerung oxidativer DNA-Schaden, [Aherne und O'Brien, 2000;
Schafer et al., 2006a] eine Induktion von GSH-Spiegel (bedingt durch Erhéhung der yGCL-
Aktivitat [Scharf et al., 2003]) und antioxidativen Enzymen [Nagata et al., 1999].

Auch Procyanidine zeigten in mehreren Studien protektive Effekte, sind aber auf Grund
ihrer begrenzten Stabilitdt [Himmer und Schreier, 2008] schwerer zu untersuchen, so dass
meistens nicht Reinstoffe sondern procyanidin-angereicherte Lebensmittel bzw. Extrakte
untersucht wurden. In vitro-Versuche zeigten eine hohe antioxidative Kapazitat [Kim und
Yokozawa, 2009; Oszmianski et al., 2007; Soobrattee et al., 2005], Induktion antioxidativer
Enzyme [Du et al., 2007] und Erhéhung des GSH-Spiegels [Kim und Yokozawa, 2009]. Die
Reduktion von ACF im Kolon von DMHe-initiierten Ratten speziell durch triiben Apfelsaft
wurde dem Gehalt des verwendeten Apfelsaftes an Procyanidinen (im Trub)
zugeschrieben [Barth et al, 2005]. Eine wichtige Rolle spielen dabei auch

Grole/Polymerisierungsgrad der Procyanidine, da festgestellt wurde, dass hdhere
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Oligomere mit >3 Flavanol-Einheiten von Zellen nicht mehr aufgenommen werden und
damit keine Wirkung haben durften [Rasmussen et al., 2005]. Es kdnnte jedoch mdglich
sein, dass niedermolekulare Verbindungen durch Bindung an Trubbestandteile stabilisiert
werden, was einen effektiveren Transport ins Kolon erméglichen kénnte [Barth et al., 2007].
Im Gegensatz dazu beobachteten Pierini et al. eine Apoptose-Induktion in Osophageal-
Karzinom-Zellen nur bei héheren Procyanidin-Oligomeren (>2), wahrend die mono- und
dimeren Catechine bei diesem Endpunkt keine Wirkung hatten [Pierini et al., 2008]. Diese
kontroversen Ergebnisse zeigen, dass Untersuchungen zur Wirkung oligomerer
Procyanidine in Zukunft intensiviert werden mussen, da bislang kaum Informationen zur
Wirkung dieser Verbindungsklasse vorliegen.

Ein Problem bei der Untersuchung komplexer Mischungen ist das Auftreten
synergistischer oder antagonistischer Effekte, deren Untersuchung bei der Vielzahl
identifizierter Inhaltsstoffe aber einen immensen Probenaufwand erfordern wirde.
Synergistische Effekte von Lebensmittelinhaltsstoffen auf die Pravention von Krebs sind
bekannt, eine Ubersicht gibt [de Kok et al., 2008].

Die Ergebnisse der Extrakte zeigen, dass sich die Wirksamkeit einer Mischung
verschiedenster Inhaltsstoffe nur bedingt auf einzelne Substanzen zurlckfihren I3sst.
Dies berUcksichtigten auch Schafer et al., die verschiedene Einzelstoffe alleine bzw. in
Kombination untersucht hatten, was der Identifizierung wirksamer Strukturen dienen sollte
[Schéfer et al., 2006a; Schéfer et al., 2006b].

In der vorliegenden Arbeit wurde die antioxidative Kapazitat der Leitsubstanzen der
verschiedenen Polyphenol-Gruppen mit dem neu etablierten ORAC-Assay bestimmt. Der
Vergleich mit den Werten von [Schafer et al.,, 2006a] zeigt, dass die Reihung der
Substanzen nach Wirksamkeit bei beiden Assays ahnlich war: Flavonole zeigten die
hochsten Werte, die untersuchten Hydroxyzimtsauren waren weniger wirksam.
Ausnahmen waren Phloretin und (-)-Epicatechin, die im Vergleich zu den anderen
Substanzen im ORAC-Assay die niedrigste und im TEAC-Assay eine mittlere bis hohe
Wirksamkeit aufwiesen. Diese Unterschiede erklaren auch die unterschiedliche
Wirksamkeit der Apfelsaft-Extrakte.

Des Weiteren wurde mit der Erfassung der SOD1-Expression in Caco-2 Zellen ein Marker
etabliert, der eine direkte Aussage Uber die zellulare antioxidative Abwehr erlaubt. Die
Ergebnisse zeigten, dass die groRte Induktion der SOD1 durch Dihydrochalcone und
Flavonoide verursacht wurde, wahrend die Hydroxyzimtsduren nahezu keine Wirkung
zeigten. Ubereinstimmend bewirkte auch die Inkubation besonders Phenols&ure-reicher
AEs keine deutliche Steigerung der SOD1-Inkubation, wahrend die beobachtete Induktion
der SOD1-Expression durch AEO03B, AEO7 und PE keinem Inhaltsstoff eindeutig

zuzuordnen war.
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse belegen, dass polyphenolreiche Extrakte aus
Apfelprodukten eine deutliche antioxidative Kapazitdt besitzen, die von der
Zusammensetzung der Extrakte abhangt. Die nachgewiesenen protektiven Effekte auf
Darmzellen invitro grinden sich, vor allem nach langerer Inkubationszeit, auf eine

Induktion der zellularen Abwehr.

Aufbauend auf den bereits gewonnenen Erkenntnissen zur antioxidativen Wirksamkeit der
Apfelsaftextrakte in vitro wurde die Auswirkung des intestinalen
Metabolismus/Polyphenol-Abbaus im Gastrointestinaltrakt auf die Wirksamkeit von
Apfelsaft-Extrakten gepruft. Untersucht wurden zwei AEs, welche anaerob mit humanen
Fazes inkubiert wurden (durchgeflihrt von AG Pool-Zobel an der Friedrich Schiller-
Universitat Jena). Die Inkubation humaner Darmzellen mit den entsprechenden
Fermentationsiberstanden sollte in Annaherung an die in vivo-Situation einen besseren
Einblick auf die praventive Wirkung von Apfelsaften im Darm erlauben.

Die Priufung dieser fermentierten Apfelsaftextrakte auf protektive Wirksamkeit gegen
oxidative Zellschaden hatte eine deutliche, im Vergleich zu den Ausgangsextrakten
jedoch abgeschwachte Wirkung gezeigt [Bellion, 2006]. Die Quantifizierung der in den AEs
enthalten Polyphenole (durchgefiihrt von Projektpartnern der Universitat Wirzburg) ergab,
dass der Gehalt der urspringlichen Polyphenole durch die Fermentation um Uber 99 %
verringert wurde [Knaup und Schreier, 2006, pers. Mitteilung]. Dies fihrt zur Vermutung, dass
die wahrend der Fermentation entstehenden Abbauprodukte der Polyphenole vermutlich
ebenfalls eine deutliche antioxidative Wirksamkeit aufweisen; dazu wurden in der
vorliegenden Arbeit Abbauprodukte der Extrakt-Polyphenole mittels HPLC-DAD und
HPLC-ESI-MS identifiziert und zum Teil auch quantifiziert. In den fermentierten
Apfelsaftextrakten F-AEO03 und F-AE04 (hergestellt aus AEO03B und AEO04) konnten,
neben den Aglyka Quercetin und Phloretin, verschiedene Hydroxyphenolcarbonsauren als
Hauptabbauprodukte identifiziert werden, z.B. Dihydrokaffeesaure, 3-(3- und 3-(4-
Hydroxyphenyl)propionsaure, 3-Phenylpropionsdure, 3,4-Dihydroxyessigsaure und 3,4-
Dihydroxybenzoesaure. Aulerdem waren noch Chinasaure, Phloroglucinol und,
spezifisch in den 24h fermentierten F-AEs, 4-Methylcatechol nachweisbar. Die mittels
externer Standards identifizierten Substanzen stimmten mit den in der Literatur
beschriebenen intestinalen Abbauprodukten von Flavonoiden, Dihydrochalconen und
Hydroxyzimtsauren Uberein [Appeldoorn et al., 2009; Rechner et al., 2004; Schoefer et al.,
2003] und wurden auch bei in vivo-Studien als Metabolite in Urin und Fazeswasser
identifiziert [Jenner et al., 2005; Olthof et al.,, 2003]. Die Quantifizierung ergab flr
Dihydrokaffeesaure und 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure die héchsten Konzentrationen,

die mit bis zu 78 mg/g im Bereich der urspriinglich in den AEs enthaltenen Polyphenole
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liegen (Chlorogensaure: 10 — 183 mg/g). Wie erwartet spiegelte die Verteilung der
Abbauprodukte in den Fermentationsiberstdnden den Gehalt der jeweiligen

Ausgangsverbindungen in den unfermentierten AEs wider.

Tabelle 5.2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur
antioxidativen Wirksamkeit intestinaler Polyphenol-Abbauprodukte. Zum Vergleich sind die
Ergebnisse der fermentierten Apfelsaftextrakte aus [Bellion, 2006] mit aufgefiihrt.

Abbauprodukt -E::/IC ROS-Level FA:S(?; tlﬂZIelr:tPI\rI1EO4
oC?|ws®
Trolox]? 6h 24h | 6h 24h

F-AE03 6h 9 2,9 50 | -60

F-AE03 24h ¥ 2,1 50 | -45

F-AE04 6h ¢ 3,1 50 | -80

F-AE04 24h % 2,9 50 | -70

Quercetin 4.8 100 | -61 + - - -
Phloretin 3,7 30|-23 + - + -
Dihydrokaffeesaure 1,2 100 | -23 + + + +
3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 2,7 + + + +
3-(3-Hydroxyphenyl)propionsaure 1,3 100 | -12 + + + +
3-Phenylpropionsaure 0,0 100 | -23 + + + +
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure 3,2 100 | -37 + + - -
3,4-Dihydroxybenzoesaure 1,1 3|-28 + + + +
4-Methylcatechol 1,3 100 | -73 - + - +
Phloroglucinol 2,1 100 | -47 + + + +

2 Konzentration einer Trolox-Lésung (in mmol/L) mit der gleichen antioxidativen
Wirksamkeit wie eine 1 mmol/L Losung der Testsubstanz bzw. 1 mg/mL des Extraktes
(zur Fermentation wurden 10 mg/mL AE verwendet).

® oC: Konzentrationsbereich mit optimaler Wirkstarke, angegeben in [umol/L]

) WS: Wirkstarke: gibt an, um wie viel Prozent der Endpunkt im Vergleich zur (Oxidans)-
Kontrolle moduliert wurde.

9 Werte aus [Bellion, 2006]

---: kein Effekt

Die identifizierten phenolischen Abbauprodukte der Extrakt-Polyphenole wurden auf ihr
Potential zur Verringerung des TBH-induzierten ROS-Levels in Caco-2 Zellen sowie auf
ihre antioxidative Kapazitat (TEAC) gepruft um festzustellen, ob diese Substanzen zur
beobachteten antioxidativen Wirksamkeit der fermentieten AEs beitragen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst. Es zeigte sich, dass fast alle

untersuchten Abbauprodukte eine deutliche antioxidative Kapazitat von >1 mmol/L Trolox
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aufwiesen. Einzige Ausnahmen waren (-)-Chinasaure und 3-Phenylpropionsaure mit 0
mmol/L Trolox, beides Verbindungen ohne die fur die antioxidative Kapazitat essentielle
Phenol-Struktur [Rice-Evans et al., 1996]. Auch der zellulare ROS-Level wurde durch einige
Abbauprodukte stark reduziert; als wirksam erwiesen sich hier Substanzen mit einer
Catechol-Struktur  wie  Dihydrokaffeesaure, 3,4-Dihydroxyessigsaure oder 3,4-
Dihydroxybenzoesaure. Eine ahnliche Wirksamkeit wurde auch fir 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd beschrieben, das eine ahnliche Struktur wie die substituierte
Benzoesaure aufweist [Jeong et al., 2009].

Der Vergleich der Wirksamkeit der identifizierten phenolischen Abbauprodukte zeigte
durchgehend eine zwar deutliche, aber verringerte antioxidative bzw. protektive
Wirksamkeit im Verlauf des Abbaus. Somit sollten intestinale Abbauprodukte, da sie noch
Strukturmerkmale ihrer antioxidativ wirksamen Vorlaufer besitzen, zur antioxidativen
Wirksamkeit der Apfelsaftextrakte im Darm beitragen. Durch die Umwandlung der AE-
Inhaltsstoffe in Abbauprodukte welche eine deutliche (wenn auch schwéachere)
Wirksamkeit aufweisen, Iasst sich die geringere antioxidative Wirksamkeit der F-AEs im
Vergleich zu den AEs erklaren. Eine weitere Gruppe protektiv wirksamer Substanzen, die
wahrend der Fermentation entstehen sind SCFAs wie Acetat, Propionat oder Butyrat
[Beyer-Sehimeyer et al., 2003]. Es ist bekannt, dass diese chemopraventiv wirken und somit
in der Lage sind, Darmzellen vor genotoxischen Schadigungen (z.B. durch ROS) zu
schiitzen [Glei et al., 2006; Rosignoli et al., 2001]. Somit kdnnten auch sie zur protektiven
Wirksamkeit intestinal metabolisierter Apfelsaftextrakte beitragen, zumal der SCFA-Gehalt
der F-AEs mit 20 — 35 mmol/L in einem protektiv wirksamen Bereich liegt.

Als wichtige Quelle oligomerer Procyanidine wurde die protektive Wirksamkeit von
Apfelsaft-Trub untersucht, welcher ein aul3erordentliches antioxidatives Potential besitzen
konnte [Barth et al., 2007; Barth et al., 2005; Oszmianski et al., 2007]. Da Procyanidine auf
Grund ihres hohen Molekulargewichtes und ihrer schlechten WasserlGslichkeit kein
Substrat fur Darmzellen bilden wurde der Trub, wie in Abschnitt 3.6.5 beschrieben,
anaerob fermentiert. In dieser Arbeit wurde der wassrige Fermentationsiiberstand, im
Vergleich zu einer Kontrolle (Fermentation ohne Trub), auf seine Fahigkeit zur
Verringerung oxidativer Zellschaden getestet.

Dabei zeigte sich fir alle untersuchten Marker (TEAC/ORAC, Modulation von TBH-
induziertem ROS-Level und Md-Induzierten DNA-Schaden, GSH-Gehalt), dass
fermentierter Trub und die Kontrolle eine identische, bestenfalls geringe antioxidative
Wirksamkeit aufwiesen: ROS-Level und DNA-Schaden konnten kaum verringert werden;
der tGSH-Spiegel der Caco-2 Zellen wurde konzentrationsabhangig depletiert, was
fakalen Komponenten des Fermentationsuberstandes zugeschrieben werden kann, die

Uber GSH-Konjugation detoxifiziert werden kdnnten [Amorati et al., 2007; Amorati et al.,
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2006]. Den selben Effekt zeigten auch die bereits untersuchten Kontrollen (Fermentation
ohne Zusatz von AE) von F-AE03 und F-AE04 [Bellion, 2006].

Der Grund fur die fehlende Wirksamkeit des fermentierten Trubs ist wahrscheinlich das
vollstdndige Fehlen von Polyphenolen in den Fermentationsuberstanden. Dies bestatigt
die Analyse der Fermentationsiberstande, durchgefihrt von der AG Richling (TU
Kaiserslautern) [Bergmann und Richling, 2009, pers. Mitteilung]: in den wassrigen
Uberstanden des fermentierten Trubs und in der Kontrolle konnten keine Polyphenole
(und keine Abbauprodukte) identifiziert werden. Dies ist entweder auf einen umfassenden
Abbau von Polyphenolen wahrend der anaeroben Inkubation mit Darmbakterien
zurtckzufihren oder auf eine Ubermaflige Resorption dieser niedermolekularen
Substanzen im Dinndarmmodell (Dialyse).

Eine weitere Mdglichkeit ware die stabile Bindung der vorhandenen Polyphenole an
Komponenten des Trubs. Es ist beschrieben, dass Procyanidine, aber auch andere
Polyphenole an Proteine oder Kohlenhydrate binden koénnen, z.B. binden
Chlorogensaure, Quercetin und Tannine an Proteine, wobei die Bindungsaffinitat mit dem

Molekulargewicht der Polyphenole ansteigt [Rawel et al., 2005; Soares et al., 2007].

Es ist bekannt, dass Polyphenole nicht nur antioxidative Effekte haben; auch eine
prooxidative Wirkung ist mdglich [Halliwell, 2008]. Diese resultiert aus der Generierung
reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) unter Inkubations-Bedingungen; diese konnten die
Zellen schadigen oder eine Auswirkung auf die Ergebnisse der zellularen Assays haben.
Da solche Effekte in vivo bislang noch nicht beobachtet wurden [Halliwell, 2008] kann die
Ubertragbarkeit der in vitro-Experimente auf die in vivo-Situation erschwert werden.

Daher wurde die prooxidative Wirkung der Apfelsaftextrakte/-inhaltsstoffe unter
Inkubations-Bedingungen beobachtet. Alle untersuchten Apfelsaftextrakte (AEs) zeigten in
DMEM eine konzentrations- und zeitabhangige Bildung von Wasserstoffperoxid (H.0,),
was auf ihren Gehalt an Polyphenolen zuriickzufihren ist. MaRgeblich fir die Generierung
von H,O, durch Polyphenole war deren Struktur, da bei den untersuchten Einzelstoffen
nur bei Substanzen mit einer o-Catechol-Gruppe signifikante H,O,-Mengen detektiert
werden konnten. Die beiden Dihydrochalcone Pt und Pz sowie die Phenolcarbonsauren
CuA, 3HPPA und 4HPPA, die entweder monohydroxyliert sind oder eine p-
Catecholgruppe aufweisen, waren hier nicht effektiv. Der RUlckschluss von der
Zusammensetzung der AEs auf deren prooxidative Eigenschaften zeigte, dass vor allem
die Gesamtmenge an Polyphenolen fir deren prooxidative Wirksamkeit verantwortlich
war. Dazu trugen zum grofdten Teil die Hydroxyzimtsguren bei, die mit bis zu 70 % der
Polyphenole deren grofite Fraktion stellen und dartber hinaus auch als potente H,O,-

Bildner identifiziert wurden.
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Weiter waren die beobachteten Effekte stark vom verwendeten Zellkulturmedium
abhangig. Wahrend sich die Polyphenole in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
als starke H,O,-Bildner erwiesen, konnte in einem 1:1-Gemisch aus DMEM mit Hab’s
Nutritional Mix F12 (DMEM/F12) kaum H,O, detektiert werden. Dies konnte auf den
unterschiedlichen pH-Wert der beiden Medien zurtickgeflihrt werden, da die Oxidation der
Polyphenole und die damit einhergehende H,0O,-Bildung durch basische pH-Werte
(Bildung von Phenolat-Anionen) stark erleichtert wird. Daneben spielte die Stabilitat der
ROS im Medium eine wichtige Rolle. Auch hier zeigte sich DMEM/F12 (berlegen, da in
ihm gebildetes H,O, effektiver abgebaut wurde als in DMEM. Neben H,O,, welches auf
Grund seiner relativ hohen Stabilitat leicht detektiert werden kann, wurden bei der
Oxidation der Polyphenole vermutlich auch Superoxidradikal-Anionen generiert, was auch
in der Literatur diskutiert wird [Amorati et al., 2006; Metodiewa et al., 1999]. Diese Folgerung
beruht auf dem sichtbaren Einfluss von SOD auf die Polyphenol-vermittelte H,O.-
Generierung.

Um den Einfluss von gebildetem H,O, bei zelluldren Assays in DMEM so gering wie
mdglich zu halten wurde geprift, ob dieses durch Coinkubation mit antioxidativen
Enzymen zu verringern ist. Hier zeigte sich, dass durch Zugabe von Catalase (CAT) ins
Zellkulturmedium dessen H,0,-Konzentration auf das Niveau der Losemittelkontrolle
reduziert werden konnte. Die Verwendung antioxidativ wirksamer Enzyme bietet zudem
den Vorteil, dass sie auf Grund ihrer Gré3e nicht in die Zellen gelangen kénnen. Andere
Substanzen, die die Bildung von ROS im Medium verhindern sollen sind meist
Antioxidanzien (wie z.B. Ascorbinsdure), die selbst mit den Zellen in Wechselwirkung
treten kénnen. AuRerdem konnen sie ebenfalls prooxidativ wirken [Wee et al., 2003] und
dadurch die Messergebnisse beeinflussen.

Die Auswirkung der polyphenol-bedingten ROS-Generierung auf die Modulation von
zellularem ROS-Level und tGSH-Spiegel von HT-29 Zellen wurden durch Inkubation mit
Que, ChA und CaA jeweils mit/ohne CAT getestet. Die Ergebnisse zeigten keinen Einfluss
des extrazelluldaren H,O, auf den (intra-)zellularen ROS-Level nach Induktion mit TBH.
Weder bei der Inkubation mit Que noch bei den wesentlich starkeren H,O,-Bildnern ChA
und CaA bewirkte die CAT-Zugabe eine Veranderung der Konzentrations-Wirkungskurve.
Der tGSH-Spiegel konnte durch Inkubation mit Que und CaA konzentrationsabhangig
erhoht werden, was auch frihere Versuche bestatigten [Schafer, 2006]. Im Gegensatz zu
CaA sah man bei der Que-Behandlung einen leichten, jedoch signifikanten Unterschied
der Inkubation mit/ohne CAT: in Anwesenheit von extrazellularem H,O, wurde der tGSH-
Spiegel schon bei niedrigeren Konzentrationen signifikant erhéht. Dies kénnte auf die
Aktivierung des ARE zurlckzufuhren sein, dass die Expression der yGCL, des

Schlisselenzyms der GSH-Synthese, steuert. Lee-Hilz et al. fanden, dass sich dieser
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Transkriptionsfaktor durch geringe Mengen an H,O, induzieren |asst, so dass der unter
diesen Bedingungen prooxidative Prozess nicht schadlich ist, sondern eine Verbesserung
der antioxidativen Abwehr bewirkt [Lee-Hilz et al., 2008].

Polyphenole sind in der Lage, abhangig von Struktur, Konzentration und verwendetem
Medium, signifikante Mengen H,O, zu generieren. Dieses konnte durch Coinkubation mit
CAT vollstandig abgebaut werden; auch bei Anwesenheit von Zellen wurde kein H,0,
mehr detektiert, was auf eine Inaktivierung der ROS durch zellulare antioxidative Enzyme
schlielRen lasst. Es muss aber betont werden, dass es besser ist, z.B. durch die Wahl des
entsprechenden Mediums, die H,0,-Bildung zu verhindern als es spater durch

Supplementierung mit Antioxidantien/antioxidativen Enzymen zu inaktivieren.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der in vitro-Versuche, dass polyphenolreiche
Extrakte aus Apfelsaft und Apfelbestandteilen ausgepragte antioxidative Eigenschaften
besitzen und in der Lage sind, oxidative Zellschaden zu reduzieren. Dies liel3 sich zum
Teil auf die Zusammensetzung der Extrakte zurtckfuhren, die vor allen Dingen von der
verarbeiteten Sorte und der Verarbeitungsmethode abhangt. Auf Grund der komplexen
Mischung der Extrakte kann jedoch die Beteiligung anderer Substanzen nicht
ausgeschlossen werden; auch antagonistische und synergistische Effekte der
Inhaltsstoffe sind moglich. Die besten Effekte zeigten Extrakte die einen hohen Anteil an
Procyanidinen oder Quercetin-Glykosiden aufwiesen. Die letzteren kdénnen durch
zusatzliche Extraktion von Apfelschalen oder Trester freigesetzt werden.

Zur Anndherung an die in vivo-Situation wurden Apfelsaftextrakte einer anaeroben
Fermentation mit Darmbakterien unterzogen; die Fermentate wiesen immer noch eine
deutliche antioxidative Wirksamkeit auf. Durch Analyse der Fermentationsiberstande
konnten zahlreiche phenolische Abbauprodukte identifiziert werden, deren antioxidative
Wirksamkeit nur etwas schwacher war als die ihrer Ausgangsverbindungen. Dies zeigt,
dass Polyphenole aus Apfelsaft ihre Wirksamkeit in vivo auf zwei Arten ausiben kdonnen.
Die Ausgangsverbindungen werden zum Teil direkt resorbiert, ein anderer Teil wird von
der intestinalen Mikroflora verstoffwechselt und dann aufgenommen. Beide Mechanismen
konnen einen Beitrag zur antioxidativen Wirksamkeit von Apfelsaft im Darm liefern.
Erstmals wurde ein anaerob fermentierter isolierter Trub aus Apfelsaft auf seine
antioxidative Wirksamkeit untersucht. Die Ergebnisse zeigten keine antioxidative
Wirksamkeit; analog konnten im Fermentat keine Polyphenole detektiert werden.

Die in der Literatur beschriebenen prooxidativen Effekte der Apfelsaft-Polyphenole unter
Zellkultur-Bedingungen wurden ebenfalls untersucht, um eine Ubertragung auf die in vivo-
Situation zu erleichtern, da dieses Artefakt im Menschen bislang nicht beobachtet werden

konnte. Die Catechol-Gruppe wurde als notwendige Strukturvoraussetzung fiir die
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Polyphenol-vermittelte ROS-Bildung im Zellkultur-Medium identifiziert; Hydroxyzimtsauren
erwiesen sich hier als besonders potente Substanzen. Es wurde gezeigt, dass die
Zusammensetzung des Mediums (Puffer, pH-Wert) eine entscheidende Rolle das
verwendete Solvens eine entscheidende Rolle spielt; durch Zugabe von Katalase liel3 sich
gebildetes H,0, effizient eliminieren. Ein Effekt extrazellular gebildeter ROS auf zellulare
Marker wurde unter den gewahlten Substanzkonzentrationen nur in einem Fall
beobachtet: es =zeigte sich eine Erhéhung des tGSH-Spiegels und somit eine
Verbesserung der antioxidativen Abwehr der Zellen.

Aus den vorliegenden in vitro-Ergebnissen kann geschlossen werden, dass Apfelsafte aus
»alten“ Mostapfelsorten, die einen hohen Gehalt an Flavonolen und/oder Procyanidinen
besitzen, eine protektive Wirksamkeit gegen ROS-assoziierte Darmerkrankungen bieten
konnen. Dieser Schutz beruht auf der antioxidativen Kapazitdt von Polyphenolen und
ihren intestinalen Abbauprodukten; eine adverse Wirkung durch artifiziell generierte ROS

konnte nicht bestatigt werden.
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6. Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass die Genese von Darmerkrankungen von der aufgenommenen
Nahrung beeinflusst wird. Der Genuss von Apfelprodukten mit hoher antioxidativer
Wirksamkeit konnte daher zur Pravention ROS-assoziierter Erkrankungen beitragen. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, polyphenolreiche Extrakte aus Apfelsaft (AE01 — AEQ7),
Tresterextraktionssaft (AE0O3B, AEO06B) und Apfelschalen (GS, PE) sowie ihre
polyphenolischen Inhaltsstoffe auf ihr Potenzial zur Verringerung oxidativer Zellschaden in
der Kolon-Karzinom-Zelllinie Caco-2 zu untersuchen. Zur Anndaherung an die in vivo-
Situation wurden mit Darmbakterien fermentierte Apfelsaftextrakte und fermentierter Trub
in die Untersuchungen einbezogen, dabei entstehende Polyphenol-Abbauprodukte
wurden charakterisiert und ebenfalls geprft. Untersuchte Parameter waren (oxidative)
DNA-Schadigung, zellularer ROS-Level, Glutathionspiegel und SOD1-Expression.
Zusatzlich wurde die zellfreie antioxidative Kapazitat mittels ORAC- und TEAC-Assay
erfasst.

Die antioxidative Kapazitat aller Extrakte war sehr hoch (ORAC: 4,5 — 6,9 mM Trolox;
TEAC: 3,4 — 6,5 mM Trolox) und korrelierte mit dem Gehalt an Polyphenolen bzw.
Procyanidinen. Der zellulare ROS-Level wurde am effektivsten durch AE07 und GS
reduziert, wahrend AEO05, AE06B und GS den besten Schutz vor oxidativen DNA-
Schaden boten. Eine Erhéhung des tGSH-Spiegels konnte durch Inkubation mit AEQG,
AEQ7, GS und PE (jeweils >30 pug/mL) erreicht werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass
vor allem Flavonol- und/oder Procyanidin-reiche Extrakte eine besonders gute protektive
Wirksamkeit aufweisen.

Die fermentierten Apfelsaftextrakte zeigten eine deutliche antioxidative Wirksamkeit, was
vor allem den nachgewiesenen phenolischen Abbauprodukten zugeschrieben werden
konnte. Diese zeigten fast alle eine ausgepragte Wirksamkeit im zellfreien und zellularen
System; die urspriinglichen Polyphenole der Extrakte wurden durch die Fermentation zum
grofiten Teil abgebaut. Es ist nicht auszuschlieen, dass auch andere Komponenten (wie
z.B. SCFA) zur protektiven Wirksamkeit fermentierter Extrakte beitragen koénnten. Der
fermentierte Trub erwies sich in den Untersuchungen als unwirksam, da in dem
verwendeten Fermentationsuberstand weder Polyphenole noch Abbauprodukte
identifiziert werden konnten.

Weiterhin wurden auch Polyphenol-vermittelte prooxidative Effekte untersucht, fir die sich
neben einer starken Strukturabhangigkeit die Wahl des verwendeten Solvens als
entscheidender Faktor fiur die beobachtete H,O.-Bildung erwies. Es wurden keine

Adverse Effekte auf zellulare Marker beobachtet, vielmehr konnte die antioxidative
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Wirksamkeit der Polyphenole durch geringe Mengen an ROS sogar unterstitzt werden,
da diese die antioxidative Abwehr der Zellen aktivieren.

Insgesamt erwiesen sich phenolische Extrakte aus Apfelbestandteilen als wirksame
Antioxidanzien mit hohem Potenzial zur Verringerung oxidativer Zellschaden in humanen
Kolonzellen. In begleitenden Untersuchungen mit Einzelstoffen wurden Polyphenole
identifiziert, die wesentlich zur protektiven Wirkung der Extrakte beitragen. Es konnte
gezeigt werden, dass die protektive Wirksamkeit von Extrakten und Inhaltsstoffen trotz
intestinalen Abbaus persistiert und dass eine moderate prooxidative Wirksamkeit der
Polyphenole in Zellen einen glinstigen Einfluss auf deren antioxidative Abwehr ausliben
kann.
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7. Material und Methoden

71. Gerate, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien
Gerite
Biofreezer Herafreeze [Heraeus]

Blottingkammer
Brutschrank

Chemolumineszenzdetektor

Semiphor [Hoefer Scientific Instruments] mit Netzteil
Power Pac 300 [Bio-Rad]

BBD 6220 [Heraeus]

Cytoperm 8088 [Heraeus]

Lumilmager [Boehringer Mannheim] mit Software
LumiAnalyst 3.1 [Boehringer Mannheim]

Elektrophoresekammer, horizontal Sub Cell GT mit Powerpack [Bio Rad]

Elektrophoresekammer, vertikal

FolienschweilRgerat
Mikroskop, Auflicht-
Mikroskop, Fluoreszenz-

Mikroplatten-Lesegerat
Multipette

Pipetten

Pipette, Mehrkanal-
Pipettierhilfe

Schiittler, Uberkopf
Sterilbank

Thermomixer
Thermostat

Vortexer

Waage, digital
Wasserbad, Schittel-
Zahlkammer
Zentrifuge

Verbrauchsmaterialien
Blotting-Papier
Deckglaser

Kaniile

Mikrotiterplatten
Mikrotiterplatten (DCF-Assay)

Mikrotiterplatten (ORAC)
Multipettenspitzen
Objekttrager
Petrischalen
PP-Roéhrchen
Reaktionsgefale

Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System [Bio-
Rad]

[TCM]

IM [Zeiss]

Axioskop 2 mit Filter Set 15 (Anregung: BP546/12;
Emission: LP590) [Zeiss], Kamera Marlin [Allied Vision
Technologies] und Software CometAssaylV
[Perceptive Instruments]

Synergy 2 / Synergy HT mit Software Gen5 [BioTek]
Stepmate [Abimed]

[Gilson]

Multimate ME 200 [Abimed]

Pipetus-akku [Hirschmann]

RK10-VS [Heto Lab Equipment]

LaminAir HLB 2472 BS [Heraeus]

HeraSafe HS12 [Heraeus]

Thermomixer comfort [Eppendorf]

U3 [Julabo Labortechnik GmbH]

MS1 Minishaker [IKA]

CP 224 S [Sartorius]

[Julabo]

Neubauer, Neubauer improved [Marienfeld]
Megafuge 1.0 R [Heraeus]

Biofuge fresco [Heraeus]

Gel-Blotting-Papier, Dicke 1,2 mm [Roth]

24 x 24 mm [Menzel]

Sterican 0,6 x 60 mm, steril und 0,9 x 70 mm, steril
[Braun]

PS Microplate 96 well [Greiner]

CellBIND 96well flat black clear bottom PS, steril
[Corning]

Microplate 96 well, black [Nunc]

Ritips Professional 1=100uL, 1=250uL [Roth]
einseitig komplett mattiert, 26x76x10 mm [Menzel]
steril, 60; 96 mm [Greiner]

steril, 15 mL; 50 mL [Greiner]

1,5 mL; 2 mL [Greiner]
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Transfer-Membran PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membran,
Porengrofie 0,45um [Whatman]

Zellkulturflaschen steril, 175 cm2 [Greiner]

Zellschaber [Greiner]

Chemikalien/Nahrlésungen

Medium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, High Glucose + L-
Glutamine (DMEM) [Gibco]
Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrition Mix F12
(1:1) + L-Glutamine + 15 mM HEPES (DMEM/F12
(1:1)) [Gibco]

Supplemente: Fotales Kalberserum (FKS) [Gibco]
Penicillin-Streptomycin (10* U/mL Penicillin; 10* pg/mL
Streptomycin) [Gibco]

Acrylamid-Lésung 30 %: Rotiphorese Gel 30 [Roth]

Agarose, Schmelzpunkt 42°C (normal melting agarose, NMA) [BioRad]
Agarose, Schmelzpunkt 37°C (low melting agarose, LMA) [BioRad]
Ammoniumeisen(ll)sulfat (NH4),Fe?**(SO,), [Merck]
Ammoniumperoxodisulfat (APS) [Roth]
2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsaure)-diammoniumsalz (ABTS) [Sigma]
2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) [Aldrich]
BCA-Protein Kit Uptima [KMF Laborchemie, Lohmar]:

Reagenz A: Na,CO3;, NaHCO3;, BCA (Bichinoninic Acid), Na-Tartrat
Reagenz B: CuSO,

Bromphenolblau [Fluka]

1-Butanol

tert-Butylhydroperoxid (TBH) [Sigma-Aldrich]
Dichlorfluorescin-Diacetat (DCFH-DA) [Fluka]

Dimethylsulfoxid flr UV Spektroskopie (DMSO) [Fluka]
2,2'-Dinitro-5,5'-dithio-dibenzoesaure p.A. (DTNB) [Aldrich]
Ethidiumbromidlésung 10 mg/mL [Sigma]

Fluorescein-Natrium [Fluka]
Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase [A. Collins, Universitat Oslo]
Glutathion, reduzierte Form (GSH) [Sigma]

Glutathion, oxidierte Form (GSSG) [Sigmal]

Glutathionreduktase, aus Backhefe [Sigma]

Glycerin [Merck]

Glycin [Merck]

Kaliumdihydrogenphosphat p.A. (KH,PQO,) [Merck]
di-Kaliumhydrogenphosphat p.A. (K;HPO,) [Merck]
Kaliumperoxodisulfat 99 % (K;S,0g) [Aldrich]

20x LumiGLO Reagent + 20x Peroxide [Cell Signaling]

Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon) 98 % [Aldrich]
2-Mercaptoethanol [Merck]

Methanol [Merck]

Milchpulver [Roth]

NADPH 2 90 % (HPLC) [Fluka]

Natriumchlorid p.A. [Merck]

Natriumdodecylsulfat (SDS) [Serva]

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) [Merck]
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) [Fluka]

d-Natrium EDTA p.A. (Titriplex 1ll, Na,-EDTA) [Merck]
di-Natriumhydrogenphosphat p.A. (Na,HPO,) [Riedel-de Haén]
Natriumhydroxid (NaOH) [Roth]

Perchlorsaure [Roth]
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Protein-GroRenmarker See Blue Plus 2 [Invitrogen]

Protein Quantification Assay Reagent Concentrate [BioRad]
Proteinstandards: BSA 2 mg/mL [BioRad, Uptima]
Rinderserumalbumin (BSA) [Uptima]

Sorbitol [Aldrich]

5-Sulfosalicylsaure-dihydrat p.A. (SSA) [Serva]
Tetramethylethylendiamin (TEMED) [Roth]

Trolox ((+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carbonsdure) [Fluka]
Triethanolamin (TEA) [Aldrich]

Tris Ultra [Roth]

Triton X-100 [Roth]

Trypanblau Lésung 0,4 % [Sigmal]

Trypsin (1:250 from bovine pancreas) [Serva]

Tween 20 [Sigma]

2-Vinylpyridin (2-VP) [Aldrich]

Wasserstoffperoxid 37 %, stabilisiert [VWR]
Xylenol-Orange [Sigma]

7.2. Zellkultur

Ldsungen

PBS-Stammldsung (20x)
4,2 g KH,PO,, + 180 g NaCl, + 8,18 g Na,HPO,
mit bidest. H,O auf 1 L auffillen
auf pH = 7,4 einstellen
Lagerung bei 4°C

PBS-Gebrauchslosung
25 mL der Stammlésung werden mit bidest. H,O auf 500 mL aufgefllt und bei
121°C fur 20 min autoklaviert
Lagerung bei 4°C

Trypsin-Losung
0,125 g Trypsin + 62,5 g Na,-EDTA
mit PBS-L6sung auf 250 mL auffillen.
pH-Wert auf 7,2 einstellen
Sterilfiltration (0,2 yM)
Lagerung aliquotiert auf 15 mL bei —20°C

7.2.1. Kultivierung und Subkultivierung

Zelllinien, die als Monolayerkulturen in Petrischalen/Platten oder in Zellkulturflaschen
wachsen, bendtigen zu ihrem Wachstum und zur Vitalitdtserhaltung einen regelmaRigen
Wechsel des Mediums, da bestimmte Bestandteile des Mediums einschlieRlich aller
Zusatze entweder von den Zellen metabolisiert werden oder bei 37°C im Laufe der Zeit
zerfallen. Die Intervalle der Mediumerneuerung und Subkultivierung variieren von Zelllinie
zu Zelllinie, abhangig von Metabolismus und Wachstumsgeschwindigkeit [Lindl, 2002].

Caco-2-Zellen werden in 175 cm?®-Gewebekulturflaschen bei einer Temperatur von 37°C,

einer rel. Luftfeuchtigkeit von 95 % und einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. Als
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Nahrmedium (N-med) dient ein kommerziell erhéltliches 1:1-Gemisch von Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) mit Nutrient Mix F12 welches mit 20 % Fotalem
Kalberserum (FKS) sowie 1 % Penicillin/ Streptomycin-Losung versetzt wird.

HT-29-Zellen werden unter denselben Bedingungen kultiviert. Das verwendete
Nahrmedium (N-med) ist Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 % Fo6talem
Kélberserum (FKS) und 1 % Penicillin/ Streptomycin-Lésung.

Um die Kontamination der Zellen mit Bakterien und Pilzen zu verhindern, werden alle

Arbeiten unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt

Mediumwechsel

Da die Zellen im Laufe ihres Wachstums bestimmte Inhaltsstoffe des Mediums
metabolisieren und saure Stoffwechselprodukte ans Medium abgeben, muss dieses in
regelmafliigen Abstanden erneuert werden. Dazu wird das alte Medium abgegossen, die
Zellen einmal mit PBS (10 mL) gespult und danach wieder mit ca. 50 mL Kulturmedium
bedeckt.

Subkultivierung (Passagieren) der Zellen

Da der Boden einer Kulturflasche mit der Zeit vollstdndig von Zellen bedeckt wird, muss
die Anzahl der Zellen alle 3 — 5 Tage durch Subkultivierung (Passagieren) wieder
reduziert werden. Ansonsten wurden die Zellen ihre Wachstumsrate reduzieren
(Kontaktinhibition) oder kdnnten sogar ganz absterben.

Das alte Medium wird abgegossen, die Zellen zweimal mit PBS gespult (je 10 mL) und mit
3 mL Trypsin-Lésung inkubiert. Nach 3 — 4 Minuten lassen sich die Zellen durch
vorsichtiges Klopfen an die Kulturflasche vom Boden ablésen. Durch Zugabe von 5 mL
Kulturmedium wird das Trypsin inaktiviert und die Zellen mit der Pipette vereinzelt. Ein

Teil der Zellen wird mit 50 mL frischem Nahrmedium wieder neu ausgesat.

7.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Da die Lebenszeit von Zellen im Tiefkihlschrank bei -80°C bzw. im flissigen Stickstoff
begrenzt ist, muss der Vorrat an Zellen regelmafig erneuert werden, d.h. eingefrorene
Zellen in Kultur bringen und mit wenigen Passagen wieder einfrieren. Eine konfluent
gewachsene Kulturflasche wird mit minimaler Menge Trypsin-EDTA-L6sung behandelt
und mit moéglichst wenig Medium abgestoppt, um die Zellsuspension konzentriert zu
halten. Eine entsprechende Anzahl an Kryo-Réhrchen wird mit 150 yL FKS (10 %),
150 yL DMSO (10 %) und 1.200 uL Zellsuspension geflllt. Die Zellzahl sollte sich bei
ungefahr einer Million pro Kryo-Rdéhrchen bewegen. Die Zugabe von DMSO ist trotz

seiner Cytotoxizitat unerlasslich, da es die Kristallbildung innerhalb und auf3erhalb der
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Zelle sowie die partielle Dehydratation des Zytoplasmas verhindert [Lindl, 2002]. Zunachst
werden die Rohrchen bei -20°C, am folgenden Tag bei -80°C eingelagert. Zur
langerfristigen Lagerung kann flissiger Stickstoff verwendet werden.

Um die Zellen wieder in Kultur zu bringen, missen sie aus dem Tiefkuhlschrank aufgetaut
werden. Dies sollte mdglichst schnell passieren, um die toxische Wirkung des
zugesetzten DMSO gering zu halten. Deshalb werden die Kryo-Réhrchen bei 37°C
angetaut und sobald sich die Suspension vom Rand Iost in ein PP-Réhrchen mit 10-12
mL vorgewarmtem Medium gegeben und dann abzentrifugiert (1.500 Upm, 3 min). Der
Uberstand wird verworfen und das Zellpellet mit etwas Medium wieder aufgenommen.
Das Einsden erfolgt in 25 cm? Kulturflaschen. Am nachsten Tag muss unbedingt ein
Mediumwechsel erfolgen, damit die toten und stark geschadigten Zellen entfernt werden

und das Wachstum der lebenden Zellen nicht beeintrachtigt wird [Lindl, 2002].

7.2.3. Testung auf Mykoplasmen

Mykoplasmen sind die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten, die parasitar in
enger Vergesellschaftung mit Pflanzen- oder Tierzellen leben. Sie sind wechselnd in ihrer
Morphologie und leicht verformbar, ihre GrélRe schwankt zwischen 0,2 um und 2 pym.
Dementsprechend sind sie in der Lage, die Ublichen Sterilfilter aus Cellulose- und
Polyvinylderivaten der Kulturflaschen (Porengréfe 0,2 um) zu passieren und so in die
Zellkultur zu gelangen. Mykoplasmen sind in der Zellkultur unerwinscht, da sie nicht nur
die Zellen und deren Stoffwechsel veradndern, sondern auch die Ergebnisse von
Versuchen beeintrachtigen kénnen.

Als Nachweismethode fiir Mykoplasmenkontaminationen hat sich die Fluorochromierung
mit DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) bewahrt. Die DNA der
Mykoplasmen und der Zellen wird mit DAPI/Sulforhodamin 101-Lésung angefarbt. Unter
dem Fluoreszenzmikroskop erscheint die DNA der Mykoplasmen als kleine, hell
leuchtende Punkte auf oder in den Zellen, deren Zytoplasma rot leuchtet.

Zur Durchfiihrung des Nachweises werden wenige Tropfen der zu untersuchenden
Zellsuspension auf einem sterilen Objekttrager in einer bereits mit Medium geflllten
94 mm Petrischale ausgestreut und fiir mindestens 24 h im Brutschrank kultiviert. Das
Medium wird abgesaugt, die Zellen mit eiskaltem Methanol gespllt und anschlielend
mindestens 30 min in eiskaltem Methanol bei -20°C fixiert. Nach dem Trocknen werden
die Zellen mit 40 yL DAPI-Lésung angefarbt, mit einem Deckglas bedeckt und
anschlielend unter einem Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregung bei 365 nm
betrachtet. Im Fall einer Mykoplasmenkontamination werden die Zellen nach

Herstelleranweisung mit BM Cyclin (Roche) behandelt.

167



Material und Methoden

7.2.4. Aussaen der Zellen

Fir alle Zelltests wird die in Tabelle 7.1 angegebene Anzahl von Zellen in entsprechend

viel Kulturmedium ausgesat.

Tabelle 7.1: Aussaatbedingungen der zellbasierten Assays

Versuch Gefal Anzahl Zellen Medium Vol.
DCF-Assay 96 well-Platte 2,4 - 10* pro well 100 pL
Comet Assay Petrischale @ 6 cm 2,5-10° 6,0 mL
GSH-Bestimmung Petrischale & 9 cm 1,0 - 10° 9,0 mL
Western Blot Petrischale @ 9 cm 2,0-10° 9,0 mL

Die Zellen werden anschlieend flir 24 h anwachsen gelassen. Erst dann erfolgt die

Inkubation mit den entsprechenden Agenzien.

7.2.5. Inkubation

Zur Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen wird das Kulturmedium mit einer
Pasteurpipette/Kanile von der Petrischale/Multiwellplatte abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Anschlielend gibt man die entsprechende Konzentration des
Fermentationsiberstands in Inkubationsmedium auf die Zellen und inkubiert diese fur
24 h im Brutschrank.

Fir die Kurzzeitinkubationen (0,5 bis 1 h) wird das Medium abgesaugt, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und mit dem entsprechenden Oxidans bzw. Farbstoff im Brutschrank
inkubiert.

7.2.6. Ernte der Zellen

Nach der Substanzinkubation werden die Petrischalen in fester Reihenfolge zunachst
einmal mit PBS gewaschen, danach mit 0,5 mL (Petrischale 6 cm) bzw. 1 mL (Petrischale
9 cm) Trypsin-Ldsung fir 3 — 4 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Sobald sich die
Zellen von selbst vom Boden der Petrischale I16sen (nach ca. 2 — 4 min.) wird das Trypsin
durch Zugabe von 0,5 — 1 mL Kulturmedium inaktiviert. Die Zellsuspension wird dann in

Reaktionsgefallen gesammelt.
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7.3. Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat (Trypanblau

Ausschlusstest)

Die Anzahl der Zellen wird mittels einer Neubauer- T

Zahlkammer bestimmt. Diese besteht aus neun

1mm

grolRen Quadraten (Abbildung 7.1). Jedes dieser

Quadrate hat eine Flache von 1 mm?, dies ergibt bei

Tmm

einer Tiefe der Kammer von 0,1 mm ein Volumen von

0,1 uL. Fur die direkte Zellzdhlung wird ein Aliquot

1mrm

der Zellsuspension entnommen und in die

Zahlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop kann L

anschlieffend durch Auszahlen der (in Abbildung 7.1 L T B T L [
grau dargestellten) Quadrate die Zellzahl pro 0,1 yL Abbildung 7.1: Neubauer-
bestimmt werden, aus der sich die Zellzahl pro Zahlkammer
Mililiter errechnen lasst [Lindl, 2002].

Zur Viabilitatsbestimmung wird die Zellsuspension mit Trypanblau-Losung im Verhaltnis
1:1 gemischt und diese Lésung in die Zahlkammer gegeben. Das Trypanblau dringt durch
die Zellmembran toter Zellen ins Cytosol und farbt es blau. Lebende Zellen nehmen den
Farbstoff nicht auf und bleiben weil}. So koénnen lebende und tote Zellen gut
unterschieden, getrennt gezahlt und die Viabilitdt der Probe bestimmt werden. Da
Trypanblau zytotoxisch wirkt, sollte die Zahlung rasch erfolgen [Lindl, 2002]. Die Viabilitat
berechnet sich nach folgender Formel:

lebendeZellen

Viabilitat|% |=
[ 0] lebendeZellen +toteZellen

7.4. Bestimmung des Proteingehaltes

7.4.1. BCA-Assay

Lésungen
Gebrauchslésung: Gemisch aus Reagenz A und Reagenz B im Verhaltnis 50:1

Proteinstandards: BSA 2 mg/mL [BioRad, Uptima]

BSA-Standards

Ausgehend von der BSA-Stammlésung werden mit H,O bidest. Standardlésungen
folgender Konzentrationen hergestellt: 2,0 1,0 0,8 04 0,2 0,1 0 mg/ mL BSA.
Zusatzlich wird ein Blindwert (H,O bidest.) mitgefuhrt.
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Messung

Es werden je zweimal 10 pL Probe, Standardlésung und Blindwert in zwei 1,5 mL
Reaktionsgefalle pipettiert. Dazu werden je 0,5 mL Gebrauchsldsung gegeben. Die
Inkubation erfolgt im Schuittelwasserbad fur 30 min bei 37°C. Danach wird die
Farbreaktion durch Abklhlen im Eisbad gestoppt. Aus jedem Reaktionsgefal® werden
zweimal 200 uL in jedes Loch der Mikrotiterplatte pipettiert und im Mikroplatten-

Photometer bei 562 nm vermessen.

Auswertung
Die Extinktionen der Standardlésungen werden gegen ihre Konzentration aufgetragen.
Anhand dieser Standardgerade lassen sich nun die Proteinkonzentrationen der Proben

berechnen.

7.4.2. Bradford-Assay

Lésungen
Protein Quantification Assay Reagent — Gebrauchsldsung

Das Protein Quantification Assay Reagent Konzentrat wird im Verhaltnis 1:5 mit
H,O bidest. verdunnt.

BSA-Standards

Ausgehend von der BSA-Stammlésung werden mit H,O bidest. Standardlésungen
folgender Konzentrationen hergestellt: 0,5/ 0,25/ 0,125 / 0,0625 / 0,03125 mg/mL BSA.
Zusatzlich wird ein Blindwert (H,O bidest.) mitgefuhrt.

Messung

Es werden je zweimal 10uL Probe, Standardlésung und Blindwert in die Wells einer 96-
well Platte pipettiert. Danach werden mit der Mehrkanalpipette pro well 200 uyL der
Gebrauchslésung zugegeben und fir 10 min. bei Raumtemperatur im Plattenreader

inkubiert. Die Messung erfolgt bei einer Wellenlange von 595 nm.

Auswertung
Zunachst werden die Mittelwerte der Doppelbestimmungen gebildet. Die Extinktion der
Standardldsungen werden gegen deren Konzentration aufgetragen. Anhand dieser

Standardgerade lassen sich nun die Proteinkonzentrationen der Proben berechnen.
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7.5. Glutathionbestimmung

Lésungen

DTNB-L6sung (6 mM)
11,9 mg DTNB Iésen in 5 mL A+B-Puffer,
Lagerung in Braunglasflasche

Glutathion-Reduktase-L6sung (50 U/mL) (GSR)
Das Enzym wird abhangig von seiner Aktivitat mit Puffer A+B auf eine
Konzentration von 50 U/ mL verdinnt

GSH-Standard (1 mM)
Lésen von 30,73 mg GSH in 1 mL H,0 bidest. ergibt ein 100 mM Ldsung.
Von dieser L6sung 200 pL in 19,8 mL 5 % SSA geben = 1 mM GSH.
Aliquotieren auf 500 L
Lagerung bei -80°C, max. 3 Monate.

GSSG-Standard (1 mM)
Lésen von 61,26 mg GSH in 1 mL H,O bidest. ergibt ein 100 mM Ldsung.
Von dieser Lésung 200 uL in 19,8 mL 5 % SSA geben = 1 mM GSSG.
Aliquotieren auf 500 uL
Lagerung bei -80°C, max 3 Monate.

NADPH-L6sung (20 mM)
16,7 mg NADPH I6sen in 1 mL 0,5 % NaHCO;-Ldsung

NaHCO;-Lésung 0,5 %
125 mg NaHCO; I6sen in 25 mL bidest. H,O
Lagerung bei 4°C

PBS-Ldsung
siehe Abschnitt 7.2

Puffer A
4,25 g KH,PO,
+ 0,585 g Na,-EDTA
[6sen in 250 mL bidest. H,O
Lagerung bei 4°C

Puffer B
10,875 g K;HPO, (oder 14,264 g K,HPO,4-3H,0)
+ 1,17 g Na,-EDTA
[6sen in 500 mL bidest. H,O
Lagerung bei 4°C

Puffer A+B
15 mL Puffer A mit 85 mL Puffer B mischen, taglich frisch anzusetzen
Lagerung bei 4°C

5-Sulfosalicylsaure (SSA)
5%: 259 SSAldsen in 500 mL H,O bidest
10 %: 50 g SSA I6sen in 500 mL H,O bidest

Triethanolamin-Lésung (50 %) (TEA)
531 uL TEA
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+ 469 pL H,O bidest.

Trypsin-Losung
siehe Abschnitt 7.2

Ernte und Aufarbeitung der Zellen

Nach der 24-stindigen Substanzinkubation wird das Inkubationsmedium abgesaugt und
die Petrischalen mit 9 mL PBS gewaschen. Die Zellernte erfolgt wie in Abschnitt 7.2.6
beschrieben mit folgender Modifikation: die Zellsuspension wird in ein 15 mL PP-
Roéhrchen Uberfuhrt, die Petrischale noch zweimal mit je 1 mL serumfreiem Medium
abgesplilt und noch auf dem Boden haftende Zellen mit einem Zellschaber abgel6st; das
Medium wird ebenfalls in das PP-Réhrchen gegeben. Nun werden zur Bestimmung der
Viabilitdt 25 pL Zellsuspension entnommen. Das PP-Rdhrchen wird bei 4°C fir 10
Minuten bei 1000 Upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 1 mL Puffer
A+B resuspendiert und in ein 2 mL-Reaktionsgefall tberfuhrt. Das PP-Rdhrchen wird
dreimal mit je 200 uL Puffer A+B ausgespilt und die Reaktionsgefalle bei 4°C fir 10
Minuten bei 2000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in 370
ML Puffer A+B resuspendiert und zweimal 10 pyL Zellsuspension zur Proteinbestimmung
entnommen (BCA-Assay, siehe 7.4.1). Danach werden die Zellen durch Zugabe von 350
ML 10 % 5-Sulfosalicylsaure (SSA) lysiert und bei 4°C fir 15 Minuten bei 13000 Upm
zentrifugiert. Die Bestimmung von tGSH bzw. GSSG erfolgt aus dem Uberstand.

Messung von tGSH

Ausgehend von GSH-Standards mit 1 mM GSH werden Standardlésungen von 5 uM bis
160 uM GSH in 5 % SSA hergestellt. Ein entsprechender Blindwert (5 % SSA) wird
mitgefuhrt. Es wird ein Reagenzienmix hergestellt, der pro well 164 yL Puffer A+B, 20 pL
6 mM DTNB, 4 yL 20 mM NADPH und 2 pL GSR (50 U/ mL) enthalt. Es werden 2x10 pL
von Ldsungsmittelkontrolle, Standard und Probe in eine 96 well-Platte pipettiert; dazu wird
mit der Mehrkanalpipette 190 pL des Reagenzienmix gegeben und die Platte im

Photometer an Hand folgender Parameter vermessen:

Messmodus Absorption
Temperatur 25 °C

Wellenlange 412 nm
Messzeitpunkte 0 Minuten, 2 Minuten

Messung von GSSG

Ausgehend von GSSG-Standards mit 1 mM GSSG werden Standardlésungen von 1,25
MM bis 40 uM GSH in 5 % SSA hergestellt. Ein entsprechender Blindwert (5 % SSA) wird
mitgeflhrt. Es wird ein Reagenzienmix hergestellt, der pro well 154 yL Puffer A+B, 20 pL
6 mM DTNB, 4 yL 20 mM NADPH und 2 uL GSR (50 U/ mL) enthalt. Zur Inaktivierung
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des reduzierten Glutathions (GSH) werden 250 uL des Uberstandes mit 10 pL 2-
Vinylpyridin und 50 pL 50 % TEA im Thermomixer bei 600 Upm und 26°C fir 1 h
umgesetzt. Die Ldsungsmittelkontrolle und die Standardreihe werden mitgefuhrt. Es
werden 20 pL der derivatisierten Proben in eine 96 well-Platte pipettiert. Die Messung
erfolgt ebenfalls als Doppelbestimmung (d.h. 2 wellst pro Probe). Zu den
Proben/Standards wird mit der Mehrkanalpipette 180 uL des Reagenzienmix pipettiert und

die Platte im Photometer vermessen:

Messmodus Absorption

Temperatur 25°C

Wellenlange 412 nm

Messzeitpunkte 0 Minuten, 10 Minuten
Auswertung

Die Messwerte der Doppelbestimmungen werden gemittelt und aus den Extinktionen der
Standardldsungen wird eine Standardgerade erstellt. Nach linearer Regression erhalt man
eine Geradengleichung, in welche die gemessenen Extinktionen der Proben eingesetzt
und so der jeweilige Gehalt an tGSH bzw. GSSG bestimmt wird. Der Gehalt an tGSH und
GSSG wird auf die Proteinmenge der Probe bezogen angegeben (nmol tGSH/mg

Protein), welche mittels BCA-Assay bestimmt wurde.

7.6. (Oxidative) DNA-Schaden (Comet Assay)

Lésungen

NMA (Beschichtung der Objekttrager)
0,5 % in PBS

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

Elektrophoresepuffer-Stammldsungen
200 g NaOH mit H,O bidest. auf 500ml aufftillen
14,9 g EDTA mit H,O bidest. auf 200ml auffillen

Elektrophoresepuffer-Gebrauchslésung
30 mL Nah-Lésung, + 5 mL Efta-Lésung
mit H,O bidest. auf 1 L auffillen
Lagerung bei 4°C

Enzympuffer-Stammlésung (10x)
9,5 g HEPES, + 7,46 g KCI, + 0,146 g EDTA, + 0,2 g BSA
mit H,O bidest. auf 1 L aufflillen
mit KOH auf pH 8,0 einstellen
Aliquotiert auf 35 mL; Lagerung bei -20°C

Enzympuffer-Gebrauchslosung
35 mL Enzympuffer-Stammlésung
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+ 315 mL H,O bidest.

Ethidiumbromid-Stamml&sung
10 mg Ethidiumbromid in 50 mL H,O bidest.

Ethidiumbromid-Gebrauchslésung
Stammldsung 1:10 (v/v) in H,O bidest.

FPG-Enzym-Stammldsung
200 pL Enzympuffer, + 200 uL Glycerin
mit H,O bidest. auf 2 mL auffillen
davon 990 uL + 10 yL FPG-Enzym (Verdiinnung 1:100)
Aliquotiert auf 25 uL; Lagerung bei -84 °C

FPG-Gebrauchslésung
25 uL FPG-Stammlésung
+ 725 uL Enzympuffer
(Gesamtverdinnung 1:3000)

Lysepuffer-Stammidsung
146,1 g NaCl + 37,2 g Na,-EDTA + 1,2 g Tris
in 1 L H,O bidest. [6sen
mit NaOH auf pH 10 einstellen
+ 10 g N-Laurylsarcosin-Na-Salz

Lysepuffer-Gebrauchslésung
89 mL Lysepuffer-Stammlésung + 10 mL DMSO + 1 mL Triton X-100

Neutralisationspuffer
48,5 g Tris
mit H,O bidest. auf 1 L auffillen
mit HCI auf pH 7,5 einstellen
Lagerung bei 4°C

Vorbereiten der Objekttrager

40 pL Normal Melting Agarose (NMA) auf einen Objekttrager geben, mit einem
Plastikspatel auf der gesamten Flache des Objekttragers ausstreichen und trocknen
lassen. Danach zweimal nebeneinander je 65 uyL NMA auf den Objekttrager geben und
sofort mit einem Deckglas bedecken. Die Lagerung erfolgt bei 4°C in einer feuchten Box

bis max. 1 Woche.

Einbetten in Agarose und Lyse

Aus der Viabilitdt und Zellzahl wird die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt. Je 4
Aliquots zu 50.000 (lebenden) Zellen werden in 1,5 mL-Reaktionsgefal’e gegeben und
zentrifugiert (4°C, 10 Minuten, 2000 Upm). Der Uberstand wird abgegossen und das
Zellpellet in 65 pL Low Melting Agarose (LMA) resuspendiert. Die Deckglaser der

vorbereiteten Objekttrdger werden abgenommen, die Zellsuspension auf die Gele
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gegeben und wieder mit einem Deckglas zugedeckt. Dieser Schritt muss schnell
geschehen, da sonst die LMA wieder fest wird. Die Objekttrager auf Eis erkalten lassen.
Danach die Deckglaser wieder entfernen und die Objekttrager in eine Farbekammer mit

eiskaltem Lysepuffer stellen. Die Lyse erfolgt iber Nacht bei 4°C.

Inkubation mit FPG und Elektrophorese

Den Lysepuffer abkippen und die Objekttrager in der Farbekammer dreimal fir je 5
Minuten mit ca. 100 mL eiskaltem Enzympuffer waschen.

Auf jedes Gel werden 50 puL Enzympuffer (- FPG) oder 50 uL Enzymlésung (+FPG)
gegeben. Diese mit einem Deckglas zudecken und fir 30 Minuten bei 37°C im

Wasserbad inkubieren.

Dann werden die Deckglaser wieder abgenommen und die Objekttrager in eine
eisgekuhlte Elektrophoresekammer gelegt, die mit eiskaltem Elektrophoresepuffer gefillt
ist. Der Puffer sollte die Objekttrager etwa 0,5 cm hoch bedecken. Die
Elektrophoresekammer schlie3en und die DNA fur 20 Minuten denaturieren.

Nach 20 Minuten die Stromquelle einschalten (25 V, 0,89 V/cm) und die Stromstarke
durch Zugabe oder Entnahme von Pufferlosung auf 300 mA einstellen. Die

Elektrophorese lauft fir 20 Minuten.

Auswertung
Nach der Elektrophorese werden die Objekttrager mit eiskaltem Neutralisationspuffer (3x5

Minuten) gewaschen und mit 40 pL Ethidiumbromidlésung pro Gel angefarbt. Die
Deckglaser werden unter dem Fluoreszenzmikroskop maanderférmig abgesucht. Pro
Deckglas werden 50 einzelne, sich nicht tGberlappende Zellen ausgezahlt.

Die Quantifizierung der DNA-Schaden erfolgt Gber die Schweifintensitat (tail intensity, TI,
in %), dem Anteil der Fluoreszenz im Kometenschweif an der Gesamtfluoreszenz der
Zelle

7.7. zellularer Redox-Status (DCF-Assay)

Lésungen

DCFH-DA-L6sung
4,87 mg DCFH-DA
+ 1 mL DMSO
davon 50 yL + 10 mL PBS pH 7,0
Handhabung und Lagerung im Dunkeln, fir jede Messung neu anzusetzen

PBS-Ldsung pH 7,4
siehe Abschnitt 7.2
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PBS-Lésung pH 7,0
PBS pH 7,4 einstellen auf pH 7,0

TBH-Stammldsung
20 yL TBH
+ 125 pL H,O bidest.
davon 25 L + 75 pL H,O bidest. (250 mM TBH)
Lagerung bei 4°C, fiur jede Messung neu anzusetzen

TBH-Gebrauchslésung
20 L der Stammlésung
+20mL PBS pH 7,4
Lagerung bei 4°C, fur jede Messung neu anzusetzen

In schwarzen 96-well Platten mit klarem Boden werden pro well 24.000 Zellen ausgesat
und anwachsen gelassen. Nach 24 h wird das Medium abgesaugt und die Zellen einmal
mit 100 yL PBS pH 7,4 gewaschen. Danach erfolgt die 24-stiindige Substanzinkubation
mit 200uL Inkubationsmedium pro well (1 % DMSO). Die aufReren wells der Platte werden
statt mit Inkubationsmedium mit PBS gefullt. Das Inkubationsmedium wird abgesaugt, die
Zellen werden einmal mit PBS pH 7,4 gewaschen und die Zellen fur 30 Minuten mit
DCFH-DA-L6sung inkubiert (Brutschrank). Alle Arbeiten ab Zugabe von DCFH-DA
erfolgten aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffs im Dunkeln (Rotlicht). Nach 30
Minuten wird der Uberschiissige Farbstoff entfernt und die Zellen einmal mit 100 uL PBS
pH 7,4 gewaschen. Dann gibt man 200 uL TBH-L6sung in jedes well, stellt die Platte ins
Photometer und fiihrt sofort die erste Messung (t = 0 min) durch; die zweite Messung
erfolgt nach 30 min.

Pipettierschema:

L 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 12

A

8 | | owso | Ten Ter | S %0 | P 0T 1T %0 | oo
c DMSO | TBH | TBH S(')”'1-1 35'5’1 SF;L1 SF;L1 SI13(I)_1 s§|0_1 31%%1
D DMSO | TBH | TBH ng'ﬂ SEIEJ SF;L1 SF;L1 S|1D(|J_1 S?F:IO_1 31%%1
e | | omso | Ter | TeH | 5% | S % 105 O |50 | qoo
F DMSO | TBH | TBH 35'1-2 35'5)2 SF;LZ SF;Lz ST(IJ_z sgé_z 31%%2
G | |owso | mer | Ter | %% S % P50 Mo | a0 | too
H

DMSO Lésungsmittelkontrolle (Medium +1 % DMSO, kein TBH)
TBH TBH-Kontrolle (Medium +1 % DMSO, mit TBH)

SPL1,2 Medium mit Probe 1 bzw. 2 in entsprechender Konzentration; TBH-Behandlung
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Die Messung erfolgt nach folgenden Messparametern:

Messmodus Fluoreszenz

Temperatur 37 °C

Anregungswellenlange 485 nm

Emissionswellenlange 525 nm

Lesemodus Bottom

Sensitivitat 70

Messzeitpunkte 0 Minuten; 30 Minuten
Auswertung

Berechnet wurde der Anstieg der Fluoreszenzanstieg (fluorescence increase, Fl) pro Loch

analog der Rechnung nach [Wang und Joseph, 1999] wie folgt:

F.,. —-F .
FI[%]=—0min___Omin
I:0min
F 30 min Fluoreszenzintensitat nach 30 min Inkubationsdauer
F omin Fluoreszenzintensitat nach 0 min Inkubationsdauer

Aus den Ergebnissen fur die einzelnen wells wird der Mittelwert berechnet und als

relativer Fluoreszenzanstieg bezogen auf die TBH-behandelte Kontrolle (=100 %)

angegeben.

7.8. Proteinexpression (Western Blot)
Lésungen

Trenngel 12 % Sammelgel 4 %

H,O bidest 1,72 mL 1,2 mL
Tris 1,5M (pH 8,8) 1,23 mL ---
Tris 0,5M (pH 6,8) --- 0,5 mL
SDS 10 % 49,2 uL 20 uL
TEMED 2,46 uL 2 uL
Acrylamid-Lésung 30 % 1,97 mL 250 uL
APS 10 % 24,6 pL 20 L

In dieser Reihenfolge pipettieren. Das APS wird, als Polymerisationsstarter, zuletzt
zugegeben. Die Menge ist ausreichend flr ein Gel der GréRe 8,6 x 6,8 cm (Mini-Gel).

Tris 1,5M (pH 8,8)
18,165 g Tris
in ca. 800 mL H,O bidest. I0sen
auf pH 8,8 einstellen (mit HCI bzw. NaOH)
mit H,O bidest. auf 1 L auffillen
Lagern bei RT

Tris 0,5M (pH 6,8)
6,055 g Tris
in ca. 800 mL H,O bidest. |I0sen
auf pH 6,8 einstellen (mit HCI bzw. NaOH)
mit H,O bidest. auf 1 L auffillen
Lagern bei RT

177



Material und Methoden

SDS 10 % (w/v)
10g SDS
+ 100 mL H,O bidest.
Lagerung bei RT

APS 10 % (w/v)
100 mg APS
+ 1 mL H,O bidest.
Lagerung bei 4°C

Ladepuffer (6x)
50 mL Tris 0,5M + 160 mg Bromphenolblau + 1,24 g SDS + 40 mL Glycerin
mit H,O bidest. auf 100 mL aufflllen
Aliquotieren auf 1 mL
Lagerung bei 4°C
Bei Anbruch eines neuen Aliquots: Zugabe von 50 uL 2-Mercaptoethanol (5 % v/v)

Laufpuffer (10x)
300 g Glycin (2 M) + 60,57 g Tris (250 mM) + 20 g SDS (1 % (w/v))
mit H,O bidest. auf 2 L aufflllen
einstellen auf pH 8,3
Lagerung bei Raumtemperatur

Blotting-Puffer (2x)
11,7 g Glycin (78 mM) + 23,3 g Tris (96 mM) + 1,48 g SDS (0,074 % w/v)
+ 800 mL Methanol (40 % v/v)
Lagerung bei Raumtemperatur

Waschpuffer
250 mL TBS (20x) + 15 mL Tween-20 (0,3 %)
mit bidest. H,O auf 5L aufflllen
Lagerung bei Raumtemperatur

Milchlésung
250 mL TBS/Tween-20 0,1 % + 12,5 g Milchpulver (5 %)
Lagerung bei 4°C

TBS (20x)
303,9 g NaCl (2,6 M) + 96,9 g Tris (0,4 M)
mit bidest. H,O auf 2L aufflillen
einstellen auf pH 7,6
Lagerung bei Raumtemperatur

TBS/0,1 % Tween-20
50 mL TBS (20x) + 1 mL Tween-20 (0,1 %)
mit bidest. H,O auf 1L aufflllen
Lagerung bei Raumtemperatur
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Antikérper
Primarantikorper
Protein Masse Antikérper Verdinnun Volumen flr
[kDa] [Santa Cruz] 9 2 mL
Katalase 64 goat polyclonal 1:200 10 yL
SOD1 23 rabbit polyclonal 1:2000 10 yL
B-Aktin 43 mouse monoclonal 1:1000 2 L
GAPDH 37 mouse monoclonal 1:1000 2 uL
o-Tubulin 55 mouse monoclonal 1:1000 2L

Die Primarantikérper werden in 2 mL TBS/0,1 % Tween-20 entsprechend der Tabelle
verdunnt.

Sekundarantikorper

Antikdrper [Santa Cruz] Verdiinnung Volumen flr 2 mL
donkey anti-goat 1:1000 2 UL
goat anti-mouse 1:1000 2 UL
goat anti-rabbit 1:1000 2L
donkey anti-mouse 1:1000 2L

Die Sekundarantikdrper werden in 2 mL Milchlésung entsprechend der Tabelle verdinnt.

Zellernte und Aufarbeitung
Die Petrischale wird mit PBS gewaschen, mit 100 yL RIPA-Puffer + 0,1 % Protease-

Inhibitor versetzt, abgeschabt und in ein 1,5 mL Reaktionsgefal® dberfuhrt. AnschlieRend

werden die Zellen im Eisbad fir 5 Sekunden mit dem Ultraschall-Homogenisator
aufgeschlossen und dann zentrifugiert (4°C, 5 min, 5000 Upm). Danach werden 2x10 pL
nach Bradford durchgeflihrt. Die

Proteinmenge des Uberstandes wird mit H,O bidest. eingestellt und die Proben bis zur

entnommen und eine Proteinquantifizierung

Verwendung bei -80°C gelagert.

Giessen des Gels

Pro Gel werden eine dicke Glasplatte mit Spacer (hinten) und eine diinne Glasplatte
(vorne) mit Ethanol entfettet, so aufeinander gelegt, dass die Unterkanten biindig
abschlieften und in einen griinen Gielsrahmen gespannt. Nach dem Einspannen in den
Giel3-Stand wird der Raum zwischen den Glasplatten mittels einer Pasteur-Pipette mit ca.
3,5 mL Trenngel gefillt und mit 1-Butanol Uberschichtet. Dies gewahrt eine einheitliche
horizontale Gelgrenze und verhindert, dass Sauerstoff an das Gel gelangt, welcher die
Polymerisation hemmen wiirde. Nach dem Polymerisieren (ca. 45 Minuten) wird das 1-
Butanol abgegossen und Uberschissiges 1-Butanol mit einem Papiertuch entfernt. Dann
wird das Sammelgel bis zur Oberkante der vorderen Glasplatte auf das Trenngel pipettiert
und der Kamm eingesteckt. Nach dem Polymerisieren wird der grine Gielsrahmen
Nun kann das Gel

entfernt. samt Glasplatten und Kamm entweder sofort zur
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Elektrophorese verwendet werden oder, in feuchte Papiertiicher gewickelt, eine Nacht im

Kihlschrank aufbewahrt werden.

Vorbereitung der Proben

Nach dem Auftauen werden die Proben im Verhaltnis 1:6 mit Ladepuffer versetzt,
denaturiert (5 min. bei 95°C im Thermomixer) und zentrifugiert (Raumtemperatur, 2 min,
1000 Upm).

Elektrophorese

Die Glasplatten mit Gel und Kamm werden aus dem Gielsrahmen entfernt und mit der
Vorderseite (kleine Glasplatte) nach innen in den Halter der Elektrophoresekammer
gespannt. Der mit zwei Gelen bestlickte Halter wird in die Elektrophoresekammer
eingesetzt und der Innenraum (zwischen den Gelen) bis zur Oberkante mit Laufpuffer
geflllt. Danach wird die Kammer bis zur Markierung mit Laufpuffer aufgefillt und die
Kamme werden vorsichtig entfernt. In jede Geltasche wird ein Aliquot der Probe pipettiert,
die 1. Tasche bleibt dem in jedem Gel mitzufihrenden GréRenmarker (See Blue Plus 2)
vorbehalten. Die Elektrophorese erfolgt mit konstanter Spannung von 150 V fir ca. 60

Minuten (das Bromphenolblau sollte fast das Ende des Gels erreicht haben).

Western Blot

Nach der Elektrophorese wird die obere Glasplatte entfernt, das Sammelgel abgeschabt
und das Trenngel vorsichtig in eine Schale mit Blottingpuffer Gberflhrt. Zeitgleich werden
pro Gel eine Transfer-Membran und vier Stiick Blotting-Papier (alle 8,3 x 5,5 cm) in
Blotting-Puffer getrankt. In die Blottingkammer werden dann in dieser Reihenfolge auf die
untere Graphitplatte (Anode) geschichtet:

Graphitplatte (Kathode)
Blotting-Papier
Blotting-Papier

Gel
Transfer-Membran
Blotting-Papier
Blotting-Papier
Graphitplatte (Anode)
Die entstandenen Luftblasen werden mit einer Rolle entfernt, das Oberteil der

Blottingkammer mit der Kathodenplatte aufgelegt und mit einem Gewicht beschwert, um
einen guten Kontakt zu gewahrleisten. Der Transfer der Proteine von dem Gel auf die
Membran findet bei einem konstanten Stromfluss von 50 mA pro Gel (bei 2 Gelen dann
entsprechend 100 mA), fur 90 Minuten statt. Nach dem Blotten werden die Blotting-
Papiere sowie das Trenngel verworfen; auf der Membran werden mit einem

Kugelschreiber die Banden des Grélkenmarkers nachgezeichnet. AnschlieRend wird die
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Membran fir 1h bei Raumtemperatur in Milchlésung geschittelt um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren und anschliefend dreimal 5 Minuten (Horizontalschattler) in

Waschpuffer geschittelt (gewaschen).

Inkubation mit dem Priméar-Antikorper

Die Membran wird nach dem Waschen auf eine PP-Folie gelegt welche auf drei Seiten
verschweift wird. Dann werden 2 mL der Primar-Antikérper-Losung zugegeben, evil.
vorhandene Luftblasen entfernt und die vierte Seite verschweillt. Die Inkubation erfolgt
auf dem Uberkopfschiittler Giber Nacht bei 4°C. Nach der Inkubation wird die Membran

dreimal fir 5 Minuten gewaschen.

Inkubation mit dem Sekundéar-Antikorper

Die Membran wird auf eine Polypropylen-Folie gelegt, welche auf drei Seiten verschweilit
wird. Dann werden 2 mL der Sekundar-Antikdrper-Lésung zugegeben, evtl. vorhandene
Luftblasen entfernt und die vierte Seite verschweil’t. Die Inkubation erfolgt auf dem
Uberkopfschittler fir 1h bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wird die Membran

dreimal fur 5 Minuten gewaschen.

Detektion

Pro Membran werden 4,5 mL H,O bidest. mit je 250 pL LumiGlo-Reagent A und B flr
jedes Gel frisch angesetzt und in eine abdunkelbare Schale gegeben. Die Membran wird
fur eine Minute in dem Detektionsreagenz inkubiert. Die entstandene Chemolumineszenz

wird mittels Lumi-Imager und der zugehdrigen Software (LumiAnalyst) ausgewertet.

7.9. Quantifizierung von H,O, (FOX-Assay)

Lésungen
Perchlorsaure: Dichte: 1670 g/L; M = 100,46 g/mol; = Lésung von 16,6 M

11 M Perchlorsaure:
3,38 mL H,0O
+ 6,62 mL Perchlorsaure 16,6 M
Starke Warmeentwicklung - erst Wasser vorlegen, dann Saure zugeben!

Reagenz A:
98 mg Ammoniumeisen(ll)sulfat (NH;),Fe* (SO,),
I6sen in 10 mL 11 M Perchlorsaure (= 25 mM)

Reagenz B:

4,554 g Sorbitol (100 mM) + 23,77 mg Xylenol-Orange (125 pM)
I6sen in 250 mL Wasser
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Gebrauchslosung:
1 Teil Reagenz A
+ 100 Teile Reagenz B
(z.B. 200 yL A + 20 mL B)

Alle Messungen erfolgen als Dreifachbestimmung.

Zunachst wird eine H,O,-Verdunnungsreihe in H,O bidest. mit folgenden Konzentrationen

hergestellt: 200/ 100/80/60/40/20/10/5/1 uyM H,0,. Es werden dreimal je 20 pL

H,O bidest, Standard bzw. Probe in eine 96-well Platte pipettiert. Dazu werden pro well

200 pL der Gebrauchslésung gegeben (Mehrkanalpipette) und die Platte im Photometer

fur 20 min. bei 25°C inkubiert. Danach erfolgt die Absorptionsmessung bei 595 nm.

Nach Mittelwertbildung der Absorptionen wird zunachst eine H,O,-Standardkurve erstellt.

Die Berechnung der H,O,-Konzentration der Proben erfolgt durch point-to-point fit, d.h. es

wird immer flr zwei Standard-Werte eine Regressionsgerade erstellt. Dieses Verfahren ist
notwendig, da die Standardkurve ab einer Konzentration von ca. 80 yM H,0, keine

Linearitat mehr aufweist (
Abbildung 7.2).

1,6

1,4 4

-
N
2

-
o

Absorption

0 50 100 150 200
H;0, [pM]

Abbildung 7.2: H,0,-Standardkurve (0-200 uM) mit point-to-point fit

7.10. Bestimmung der antioxidativen Wirksamkeit

7.10.1. Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

Lésungen

ABTS-Stamml6sung
115,22 mg ABTS
+ 30 mL H,0 bidest. (7 mM ABTS)
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Aktivierung der Radikalldsung durch Zugabe von
19,869 mg Kaliumperoxodisulfat (K>S,Os; 2,45 mM)
und anschlielender Lagerung uber Nacht im Dunkeln

ABTS-Gebrauchslésung
Einstellen der Stamml6sung auf eine Absorption von 0,70 + 0,02
Temperieren der Losung auf 30°C
Taglich frisch anzusetzen

Trolox-Stamml&dsung
7,51 mg Trolox
I6sen in 1 mL DMSO
Taglich frisch anzusetzen

Von den AEs wird eine Verdinnungsreihe in DMSO mit folgenden Konzentrationen
hergestellt: 1,5/ 1,0/ 0,75/ 0,5/ 0,25/ 0,125 mg AE/mL. Von den Einzelsubstanzen
werden Stammlésungen der Konzentration 3 mM hergestellt. Daraus wird eine
Verdunnungsreihe mit folgenden Konzentrationen hergestellt: 1,5/1,0/0,75/0,5/0,25/
0,125 mM. Die Trolox-Stamml&sung (30 mM) wird zunachst 1:10 verdunnt. Aus dieser 3
mM Trolox-Ldsung wird eine Verdunnungsreihe von 1,5/1,0/0,75/0,5/0,25/ 0,125 mM
Trolox in DMSO hergestellt. Alle Messungen erfolgen als Doppelbestimmung. Von jeder
Konzentration werden zweimal 2 pL in eine 96 well-Platte pipettiert. Zusatzlich werden
noch 2 yL des Ldsungsmittels (DMSO) als Nullwert sowie 2 pL Trolox 30 mM als
Positivkontrolle in die Platte gegeben. Die aufleren Lécher der Platte werden dabei
ausgespart.

Pipettierschema:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12
A
B | | OMSO | 5 o125 | 025 | 05 | 075 | 10 | 15
C | |OMSO | 5o |oas | 025 | 05 | 075 | 10 | 15
D | | OMSO | 50 | oizs | 025 | 05 | 075 | 10| 15
E | |OMSO | 5 |15 | 025 | 05 | 075 | 10| A5
F | |oMSO | 5 | orss | 025 | 05 | 075 | 10 | 15
G | | oSO | 5 | oz | 025 | 05 | 075 | 10 | 15
DTVISO 2 yL DMSO/well
T30 2 UL Trolox 30 mM/well

SPLx 2 pL Probe x der entsprechenden Konzentration (0,125-1,5 mM) pro well

Dabei entspricht SPL1 der Trolox-Standardreihe; bei mehreren Platten pro Tag wird diese

nur einmal bestimmt. Danach werden zu den vorgelegten 2 uL Probe noch 198 uL der
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vorbereiteten ABTS-Gebrauchslésung (Absorption 0,70 + 0,02; 30°C) gegeben. Dies
entspricht einer weiteren 1:100-Verdiinnung. Die Platte wird ins Photometer gegeben, in
dem eine 6-minltige Inkubation bei 30°C erfolgt. Danach wird die Messung bei einer
Wellenlange von 734 nm durchgeflhrt.

Zunachst wird der Mittelwert der Doppelbestimmung berechnet, von der die Absorption
der Positivkontrolle subtrahiert wird. Dies korrigiert die noch vorhandene geringe
Eigenextinktion (ungefahr 0,034) aus Lésung und Platte. Ohne diese Korrektur wiirde die
Extinktion dazu flhren, dass die prozentuale Entfarbung nicht 100 % erreichen kann.
Dann wird fir die Proben das Ausmall der Entfarbung [E%], bezogen auf die

Ldsungsmittelkontrolle berechnet:

E%:M.loo

Solv
Esov = Absorption der Losemittelkontrolle
Ep= Extinktion der Probe
Zur Bestimmung des TEAC-Wertes werden die E%-Werte von Trolox bzw. der zu
untersuchenden Substanzen gegen die Konzentration aufgetragen und die Steigungen
der erhaltenen Geraden miteinander ins Verhaltnis gesetzt:

_ Steigung(Probe)
Steigung(Trolox)

TEAC

Der TEAC-Wert gibt an, welche Konzentration Trolox [mM] nétig ist, um dieselbe
Wirksamkeit zu erreichen wie eine Losung der Konzentration 1 mM der untersuchten
Probe.

7.10.2. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

Lésungen

Phosphatpuffer
221 mg NaH,PO, - 1H,0 (1,6 mmol/L) + 1,494 g Na,HPO, - 2H,0 (10,5 mmol/L) +
8,766 g NaCl (150 mmol/L)
[6sen in 0,8-0,9 L H,O bidest.
einstellen auf pH 7,4 mit HCI bzw. NaOH
auffillen auf 1L mit H,O bidest.
Lagerung bei 4°C

NaOH-L6sung4g NaOH (2 mol/L)
I6sen in 50 mL H,O bidest.

Fluorescein-Stammlésung | (0,6 mmol/L)
5,6 mg Fluorescein-Natrium (Sigma 46960)
I6sen in 25 mL Phosphatpuffer
+ 1 Tropfen NaOH-Lésung
Lagerung bei 4°C max. 4 Wochen
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Fluorescein-Stammlésung Il (0,12 mmol/L)
2 mL Fluorescein-Stammldsung (0,6 mmol/L)
verdunnen mit 8 mL Phosphatpuffer (1:5-Verdinnung)

Lagerung bei 4°C max. 2 Wochen

Fluorescein-Arbeitslésung (1,2 umol/L)
100 L Fluorescein- Arbeitslosung | (0,12 mmol/L)

verdinnen mit 9,9 mL Phosphatpuffer (1:100-Verdinnung)

Taglich frisch herstellen

AAPH-L6sung (129 mM)

875 mg AAPH (a,a'-Azodiisobutyramidine dihydrochloride, Sigma 11633)
I6sen in 25 mL Phosphatpuffer

Taglich frisch herstellen
Lagerung bei 4°C

Trolox-Stammlésung (100 mmol/L)

25 mg Trolox
I6sen in 1 mL DMSO
Taglich frisch herstellen

folgenden Schritten hergestellt:

Aus der Trolox-Stammldésung (100 mM) wird eine Verdinnungsreihe in DMSO mit

Konzentration V (Trolox-Stammisg.) V (omso)

100 mM

40 mM 100 mM: 40puL 60uL
20 mM 40 mM: 50uL 50uL
10 mM 20 mM: 50uL 50uL
5mM 10 mM: 50uL 50uL
2,5 mM 5 mM: 50uL 50uL

1,25 mM 2,5 mM: 50uL 50uL

folgendem Schema weiter verdinnt:

Einzelstoffe werden in einer Konzentration von 10 mM in DMSO geldst und nach

Konzentration V (Probe.) V omso)
10 mM

2mM 10 mM: 100uL 400puL

1mM 10 mM: 50uL 450uL

0,2 mM 2 mM: 50uL 450uL

pipettiert und pro Well 100 pyL Puffer zugegeben (Multipette).

Alle Proben/Standards/Blank werden dann nochmals mit Puffer im Verhaltnis 1:200
verdunnt (5uL Probe in DMSO + 995 uL Puffer). Es entstehen wassrige Lésungen (0,5 %
DMSO) mit folgenden Konzentrationen: Trolox: 6,25 — 500 pymol/L; Probe: 5 — 100 pymol/L.

Danach wird viermal 20 pyL Probe/Standard/Blank in eine schwarze 96 well-Platte
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
T T T T T T T T T T
Al BLK | BLK | 6955 | 625 | 125 | 125 | 25 | 25 | 50 | 50 | 100 | 100
sl T T T T | SPL1 | SPL1 | SPLT | SPL1 | SPL1 | SPL1 | SPL1 | SPL1
200 | 200 | 500 | 500 | 5 5 10 | 10 | 50 | 50 | 100 | 100
o | SPLZ | SPL2 [ SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL3 | SPL3 | SPL3 | SPL3
5 5 10 | 10 | 50 | 50 | 100 | 100 | 5 5 10 | 10
o | SPL3 | SPL3 | SPL3 | SPL3 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4
50 | 50 | 100 | 100 | 5 5 10 | 10 | 50 | 50 | 100 | 100
£ | SPL& | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL4 | SPL3 | SPL3 | SPL3 | SPL3
100 | 100 | 50 | 50 | 10 | 10 5 5 | 100 | 100 | 50 | 50
- [SPL3 [ SPL3 | SPL3 | SPL3 | SPLZ | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2 | SPL2
10 | 10 5 5 | 100 | 100 | 50 | 50 | 10 | 10 5 5
o | SPLT | 'SPLT [ SPLT | SPLT | SPLT | SPL1 | SPLT | SPLT | T T T T
100 | 100 | 50 | 50 | 10 | 10 5 5 | 500 | 500 | 200 | 200
T T T T T T T T T T
Hl 100 | 100 | 50 | 50 | 25 | 25 | 125 | 125 | 625 | 625 | BLK | BLK
Mit BLK Blank (Puffer + 0,5 % DMSO)
T Trolox 6,25 - 500 umol/L
SPL Probe (sample)1/2/3/4

Die Mikrotiterplatte wird ins vorbereitete Lesegerat gestellt und die Methode (s. unten)

gestartet.

Methode Synergy 2: ORAC.prt

Temperature setpoint 37°C

Platte einfahren
Start synchronized plate mode

Dispense 25 L aus Dispenser 1; (Fluorescein-Lésung)

Delay 10 Minuten
Start kinetic (Run time 4 min; Interval 2 min)

Read Fluorescence Ex/Em: 485/528

End kinetic
Dispense 100 pL aus Dispenser 2; (AAPH-L6sung)

Shake medium for 5 sec

Start kinetic (Run time 1 h 26 min; Interval 2 min)

Read Fluorescence Ex/Em: 485/528

End kinetic
End synchronized plate mode

Die Software des Plattenreaders berechnet nach der vorgegebenen Formel zunachst die

Flache unter der Fluoreszenzkinetik (Area Under Curve, AUC):

48
2F

AUC= 1+ —
F

mit F; = Fluoreszenz der Messung # i

Danach wird die AUC der Negativkontrolle von der der Proben/Standards subtrahiert:

AUCnet = AUCProbe/Standard - AUCNegativkontroIIe
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Es wird eine lineare Regression der Standards (6,25 — 500 uyM Trolox gegen deren
AUC,) sowie der Proben (1 — 50 uM) durchgefihrt. Der ORAC Wert berechnet sich als
Quotient der Steigungen von Trolox-Gerade und der Regression der Proben:

Steigung(Probe)

ORAC[TE]=—
Steigung(Trolox)

Der ORAC-Wert gibt an, welche Konzentration Trolox [mM] nétig ist, um dieselbe
Wirksamkeit zu erreichen wie eine Ldsung der Konzentration 1 mM der untersuchten
Probe.

7.11. Analytik der fermentierten Apfelsaftextrakte

Gerate
HPLC-System [Jasco]
Pumpe PU-1580
Degasser DG-1580-53
Gradientenmischer LG-1580-02
Autosampler AS-1550
DAD MD-2015
Software Borwin [Jasco]
Borwin PDF [Jasco]
Saule Aqua C18 (250x4,6 mm, S5pym Partikelgréf3e) mit
Vorsaule (4x3 mm C18 ODS SecurityGuard)
[Phenomenex]
ESI-MS/MS Sciex API 3200 [Applied Biosystems] mit Software

Analyst 1.4.2 [Applied Biosystems]

Verbrauchsmaterialien

HPLC-Vials [Jasco]

Inserts 300 uL [Jasco]

Teflon-Septen [Jasco]

Spritzen 1 mL [B.Braun]
Spritzenvorsatzfilter 0,45 ym, 13 mm & [Pall]
Chemikalien

Ameisensaure [Merck]
Methanol (MeOH) [J.T. Baker]

Lésungen

Fliessmittel A: 1 L H,O bidest. + 1 mL Ameisensaure
Fliessmittel B: Methanol

Vorbereitung der Proben

Aliquots der Fermentationsiberstadnde (1 mL) wurden lyophilisiert, in 500 yL MeOH

aufgenommen und vor der Messung filtriert (0,45 uym).
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Standardreihen

Fur alle zu untersuchenden Substanzen wurden Stammldésungen der Konzentration 1,6

mg/mL angesetzt, welche dann zunachst 1:10 verdinnt wurde (160 mg/L). Daraus

wurden durch 1:2-Verdinnung Kalibriergeraden im Bereich von 0,15625 — 160 mg/L

hergestellt. Verwendetes Ldsungsmittel war ein Gemisch von Methanol und Wasser im

Verhaltnis 2,3:1 (140 mL MeOH + 60 mL H,O

Interner Standard

bidest.).

Als Interner Standard wurde jeder Messung die Substanz 3,4,5-Trimethoxyzimtsaure

zugesetzt.

HPLC-DAD-Analytik

Die Auftrennung der fermentierten Apfelsaftextrakte erfolgte nach Zugabe des internen

Standards mit folgenden Einstellungen:

Gradient Omin5% B
5 min 20 % B
20 min 35 % B
40 min 58.5 % B
43 min 99 % B
Flow 1.2 mL/min
Injektionsvolumen | 25 pL
Detektions- Flavonole: 370 nm
wellenlangen Hydroxyzimtsauren: 320 nm
Dihydrochalcone, phenolische Sauren, Flavanole: 280 nm
Phloroglucinol, 3-Phenylpropionsdure: 210 nm

HPLC-ESI-MS-Analytik

Die Auftrennung der fermentierten Apfelsaftextrakte erfolgte mit oben genannten HPLC-

Einstellungen und folgenden MS-Parametern:

lonisation ESI (negative lonisation)
Spannung Spray-Kapillare 4,5 kV

Curtain Gas nitrogen, 450 °C, 25 psi
GS1 nitrogen, 50 psi.

GS2 nitrogen, 40 psi.
Electron multiplier voltage 2,2kV

Declustering potential, -40V

Entrance potential 45V

Operation mode full scan, 120 — 900 u
Total scan duration 1,0s

Dwell time 2ms

Die Zuordnung der Peaks im HPLC-Chromatogramm erfolgte durch Vergleich von UV/Vis-

Spektrum und Retentionszeit mit den Werten externer Standardverbindungen.
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Die ldentifikation der Substanzen mittels HPLC-ESI-MS erfolgte durch Vergleich der
Retentionszeit und der Masse der Molekilionenpeaks mit den Werten externer

Standardverbindungen.

7.12. Statistik

Zur Berechnung der Ergebnisse der Einzelversuche wurden die Daten der
Mehrfachdurchfiihrungen gemittelt. Die Endergebnisse der Assays sind arithmetische
Mittelwerte (MW) aus mindestens drei Einzelversuchen (n = 3), wobei n die Anzahl der
unabhangig durchgefiihrten Versuche darstellt. Als Fehler ist die Standardabweichung

(SD) angegeben.

Berechnung der statistischen Signifikanz
Zur Berechnung der signifikanten Abnahme der oxidativen Schadigung (DCF-Assay,
Comet Assay) wurde der unabhangige Zweistichproben-t-Test (einseitig) nach Student
angewendet. Dabei lautete die Nullhypothese H,: Die Differenz  aus
(Oxidans + Polyphenol)-Proben und Oxidans-Proben ist gleich Null. Bei Untersuchungen
ohne Oxidansbehandlung (tGSH, SOD1-Expression) erfolgte der Vergleich ebenfalls
mittels unabhangigem Zweistichproben-t-Test (einseitig) nach Student. Hier lautete die
Nullhypothese Hy: Die Differenz aus Polyphenol-Proben und Ldsemittel-Proben ist gleich
Null:
Ho = MWy, - MW= 0
MWy, = Mittelwert der Kontroll-Proben
MW+ = Mittelwert der Polyphenol-behandelten Proben
Die Alternativhypothese H, hatte die Form
Hy = MWk, - MW+ > 0
bzw. H; = MW, > MW+
Als Signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen. Die

Berechnung erfolgte mit Microcal Origin 7.5.

AusreiBer-Test

Zur Prufung, ob ein Wert auf Grund seiner hohen Abweichung aus der Mittelwertbildung
entfernt werden kann, wurde der Ausreil3ertest nach Nalimov durchgefiihrt. Dazu missen
fur den Test mindestens drei Werte (n > 3) vorliegen. Die Kontrolle erfolgt auf den
kleinsten und auf den gréf3ten Wert. Fur diese wird jeweils eine Prifgréfie (PG) berechnet

und mit einem Tabellenwert (mit P = 95 %) verglichen. Ist die berechnete PrifgroRe
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kleiner als der Tabellenwert, so liegt kein Ausreil3er vor. Die Prifgrée nach Nalimov

X'=MW| [q
PG= *
SD n-1

x* = ausreillerverdachtiger Wert MW = Mittelwert

berechnet sich wie folgt:

SD = Standardabweichung n = Anzahl der Stichproben
Die Tabelle und weitere Grundlagen sind der entsprechenden Literatur zu entnehmen
[Gottwald, 2000].
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9. Anhang

9.1. Nicht dargestellte Abbildungen und Tabellen

Abschnitt 4.1.1: Ergebnisse der linearen Regression (y = m*x + n) zwischen AE-

Inhaltsstoffen (x) und ORAC-Werten (y). Angegeben ist der Korrelationskoeffizient R.

Substanz R Substanz R

Phloretin-2-xyloglucosid 0,857 Procyanidin B 0,112
Phloridzin___ 0,183 (+)-Catechin -0,512

> Dihydrochalcone 0,680 Procyanidin B, -0,149

Quercetin-3-rutinosid 0,007 (-)-Epicatechin 0,047

Quercetin-3-galactosid -0,274 ProcyanidinC, . -0,598

Quercetin-3-glucosid -0,187 3. Flavan-3-ole -0,303

Quercetin-3-xylosid -0,270 Chlorogensaure 0,638

Quercetin-3-arabinosid -0,245 4-Caffeoylchinasaure 0,247
_Quercetin-3-rhamnosid -0,240 Coumaroylglucose 0,462

>. Flavonole -0,253 Kaffeesaure 0,652

> Polyphenole 0,886 3-Coumaroylchinasaure 0,747

> Procyanidine 0,074 4-Coumaroylchinasaure 0,441

> Polyphenole + 0647 5-Coumaroylchinasaure 0,572

Procyanidine ’ p-Cumarsaure 0247

) Oligosaccharide -0,846 > Hydroxyzimtsauren 0,645

Abschnitt 4.1.1: Ergebnisse der linearen Regression (y = m*x + n) zwischen AE-

Inhaltsstoffen (x) und TEAC-Werten (y). Angegeben ist der Korrelationskoeffizient R.

Substanz R Substanz R

Phloretin-2-xyloglucosid -0,062 Procyanidin B -0,189
Phloridzin -0,390 | (+)-Catechin 0,447

3. Dihydrochalcone -0,280 Procyanidin B, 0,590

Quercetin-3-rutinosid -0,091 (-)-Epicatechin 0,600

Quercetin-3-galactosid 0,060 ProcyanidinC, 0,465

Quercetin-3-glucosid 0,029 >, Flavan-3-ole 0,680

Quercetin-3-xylosid 0,000 Chlorogensaure -0,061

Quercetin-3-arabinosid 0,004 4-Caffeoylchinasaure 0,022
_Quercetin-3-thamnosid - -0,042 | Coumaroylglucose -0,138

>, Flavonole 0,006 Kaffeesaure -0,543

> Polyphenole -0,134 3-Coumaroylchinasaure -0,325

> Procyanidine 0,707 4-Coumaroylchinasaure -0,120

> Polyphenole + 0479 5-Coumaroylchinasaure -0,221

Procyanidine ’ p-Cumarsaure 0,233

p) Olig_;osaccharide -0,495 3. Hydroxyzimtsauren -0,125

Abschnitt 4.1.2: Ergebnisse der linearen Regression (y = m*x + n) der AE-Inhaltsstoffe

(x) und der mittleren rel. FI-Werte (y). Angegeben ist der Korrelationskoeffizient R.
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Substanz R Substanz R

Phloretin-2-xyloglucosid -0,459 Procyanidin B -0,488
Phloridzin____ -0,037 (+)-Catechin 0,083

> Dihydrochalcone -0,442 Procyanidin B, -0,298

Quercetin-3-rutinosid 0,000 (-)-Epicatechin 0,166

Quercetin-3-galactosid -0,184 ProcyanidinC, . -0,002

Quercetin-3-glucosid -0,250 >, Flavan-3-ole -0,074

Quercetin-3-xylosid -0,219 Chlorogensaure 0,264

Quercetin-3-arabinosid -0,144 4-Caffeoylchinasaure -0,033
_Quercetin-3-rhamnosid - -0,039 Coumaroylglucose 0,223

> Flavonole -0,163 Kaffeesaure 0,545

> Polyphenole -0,149 3-Coumaroylchinasaure -0,584

> Procyanidine -0,321 4-Coumaroylchinasaure -0,225

> Polyphenole + 20369 5-Coumaroylchinasaure 0,346

Procyanidine ’ p-Cumarsaure - -0,160

) Oligosaccharide -0,031 > Hydroxyzimtsauren 0,081

Abschnitt 4.4.1: Zeitabhangige Einstellung des pH-Wertes in DMEM- und DMEM/F12-

Zellkulturmedium bei Inkubation im Brutschrank tber 24h.

8,0
—s— DMEM

7.8 —e— DMEM/F12

5 761 T
= |

T

S 7,44
7,24

——

7,0 T T T T T s T T T

0 2 4 20 22 24

Zeit [h]

Abschnitt 4.4.2: Ergebnisse der linearen Regression (y = m*x + n) zwischen AE-

Konzentration (x) und H,O,-Menge (y) nach 24h-Inkubation.

Extrakt Steigung (m) Achsenabschnitt (n) BestimmtheitsmaR (R?)
AE01 0,415 -2,89 0,998
AEQ2 0,454 -4,36 0,997
AE03B 0,238 -2,29 0,983
AE04 0,467 -4,06 0,997
AE05 0,316 -1,14 0,999
AE06 0,466 -4,84 0,994
AE06B 0,187 -1,81 0,992
AEQ7 0,527 -4,21 0,996
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Abschnitt 4.4.2: Ergebnisse der linearen Regression (y = m*x + n) zwischen AE-
Inhaltsstoffen (x) und gebildeter H,O,-Menge (y) nach 24h-Inkubation von 100 pg/mL AE.

Angegeben ist der Korrelationskoeffizient R.

Substanz R Substanz R

Phloretin-2-xyloglucosid 0,725 Procyanidin B -0,299
_Phloridzin - -0,468 (+)-Catechin -0,214

>, Dihydrochalcone 0,163 Procyanidin B, 0,080

Quercetin-3-rutinosid -0,574 (-)-Epicatechin 0,039

Quercetin-3-galactosid -0,754 ProcyanidinC, . -0,276

Quercetin-3-glucosid -0,581 > Flavan-3-ole -0,098

Quercetin-3-xylosid -0,641 Chlorogensaure 0,758

Quercetin-3-arabinosid -0,478 4-Caffeoylchinasaure 0,369
_Quercetin-3-rhamnosid -0,536 Coumaroylglucose 0,310

> Flavonole -0,590 Kaffeesaure 0,101

> Polyphenole 0,707 3-Coumaroylchinasaure 0,525

> Procyanidine 0,044 4-Coumaroylchinasaure 0,684

. Polyphenole + 0563 5-Coumaroylchinasaure 0,303

Procyanidine ’ p-Cumarsaure - -0,380

> Oligosaccharide -0,842 3. Hydroxyzimtsauren 0,776

Abschnitt 4.4.5: Modulation des tGSH-Spiegels in HT-29 Zellen nach 24h-Inkubation mit
CaA. MW + SD aus n=3-5 unabhéngigen Experimenten. Signifikante Anderung zur
Lésemittel-Kontrolle (0,1 % DMSO): *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

160 B CaA
/A4 + KAT

1404

tGSH [% der DMSO-Kontrolle]

1 3 10 30 100 300 [umollL]
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Abschnitt 4.4.5: Modulation des TBH-induzierten ROS-Levels in HT-29 Zellen nach 24h-
Inkubation mit CaA (rot) bzw. ChA (blau). MW + SD aus n=3-5 unabhangigen
Experimenten. Signifikante Anderung zur TBH-Kontrolle *p<0,05 **p<0,01.
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9.2. Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Dipl.-Chem. Phillip Bellion
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D-69434 Hirschhorn (Neckar)
Deutschland
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Studium
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17. Aug 2006 Abschluss des Studienganges Chemie (Diplom) mit Bestehen der
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¢ Grundlagen der Organtoxikologie und —pathologie |
Eingeschrankte Sachkunde nach §5 ChemVerbotsV

Ausbildung zum Ersthelfer

Administrative Aufgaben

Betreuung von Seminararbeiten mit Themen der Lebensmittelchemie und -toxikologie:
e Helena Ufelmann: Phytinsdure - Anti-Nutrient oder gesundheitsférdernder
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Betreuung und Koordination der Arbeit von Forschungspraktikanten, Diplomanden und

Laboranten; Beurteilung der Arbeiten:

Forschungspraktika:

e Alexander Taubert: Einfluss der Fermentation auf die antioxidative Wirkung von
Apfelsaftextrakten an Kolonzellen

e Anne Rosch: Untersuchungen zur Auswirkung pro-oxidativer Effekte von
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e Sarah Pfleger: Einfluss von Apfelsaft-Polyphenolen auf die Expression

antioxidativer Enzyme in Darmzellen mittels Western-Blot

Diplomanden
e Claudia Schmitz: Modulation des zelluldren Redoxstatus und der Cyclooxygenase-
2-Transkription durch Apfelsaftinhaltsstoffe in humanen Kolonzellen
e Jasmin Digles: Einfluss von Apfel-Inhaltsstoffen auf die Glutathion-Peroxidase-
Aktivitat in humanen Darmkrebszellen
e Maria Cullmann: Einfluss von Apfelsaft-Inhaltsstoffen auf die Aktivitat der

antioxidativen Enzyme Superoxid-Dismutase und Katalase in Darmzellen

Berichterstattung zu laufenden Projekten

Gremientatigkeiten
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