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Zusammenfassung

In den letzten Jahren stieg aufgrund eines zunehmenden Erndhrungsbewusstseins die
Nachfrage nach Lebensmitteln mit gesundheitsférdernden Inhaltsstoffen an. Dabei wird vor
allem einer Ernahrung reich an Obst und Gemise protektive Eigenschaften zugesprochen.
Besonders flr sekundare Pflanzenstoffe wie die Gruppe der Anthocyane werden positive
gesundheitliche Eigenschaften, wie antiinflammatorische-, antioxidative- und chemo-
praventive Wirkungen postuliert. Fir die beschriebenen biologischen Wirkmechanismen ist
jedoch die Verfligbarkeit der Anthocyane am Ort der Resorption von entscheidender
Bedeutung. Im pharmazeutischen Bereich werden Verkapselungstechniken angewandt, um
das Erreichen des Wirkstoffs am potentiellen Wirkort zu gewahrleisten. Vorrausetzung ist
jedoch, dass die Bioaktivitat des Wirkstoffs dabei nicht herabgesetzt wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Modulation der Stabilitat und der Freisetzung
der Anthocyane anhand von unterschiedlichen Wildheidelbeerextrakt (Vaccinium myrtillus L.,
HBE)-beladenen Verkapselungssystemen im Vergleich zu nicht verkapseltem HBE unter
Bedingungen des Gastrointestinaltrakts untersucht. Die HBE-beladenen Kapselsysteme
(Pektinamidhohl-, Molkenprotein-, multidisperse Hull- und Apfelpektinkapseln) wurden von
verschiedenen Projektpartnern des Clusterprojekts ,Bioaktive Inhaltsstoffe  aus
mikrostrukturierten Multikapselsystemen: Untersuchungen zum Einfluss der Mikrostruktur
und der molekularen Zusammensetzung auf die Stabilisierung und kontrollierte Freisetzung
von sekundéren Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf biologische Signalparameter” zur
Verfugung gestellt. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bildeten Untersuchungen, ob
Kapselsysteme einen Einfluss auf die biologische Aktivitdt von Inhaltsstoffen des HBE
auslben.

In Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Mader (Uni Halle) wurden in vitro Systeme zur
Simulation der Magen- und Dinndarmpassage eingesetzt, um die Freisetzung der
Anthocyane aus HBE-beladenen Kapselpraparaten vergleichend zum HBE zu untersuchen.
Anschlieend erfolgte am Beispiel der Anthocyane die Erfassung der Anthocyangehalte
mittels HPLC-UV/VIS. Die Anthocyanfreisetzung fand unabhangig vom Kapseltyp wahrend
der Magensaftsimulation innerhalb von 10 min statt. Die freigesetzten Anthocyane erwiesen
sich als stabil Gber den restlichen Inkubationszeitraum von 2 h. Anthocyane liegen beim pH-
Wert des Magens (pH 1.5) als stabilisierte Flavyliumkationen vor, wodurch ihr Abbau
verhindert wird. Im Gegensatz dazu wurde wahrend der Dinndarmsimulation (pH 6.8) eine
Abnahme der Anthocyankonzentration des HBE festgestellt. Durch den Einsatz von
Verkapselungstechniken konnten unabhangig vom Kapseltyp die Freisetzung und Stabilitat
der Anthocyane signifikant erhéht werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass Proteine
(Molkenproteine), die vom Arbeitskreis Prof. Kulozik (TU Munchen) zur Verfigung gestellt
wurden, die Anthocyane wahrend der Dunndarmsimulation stabilisierten.

Des Weiteren wurde ein ex vivo Modell mit humanem Dinndarminhalt von Patienten mit
kiinstlichem Darmausgang (lleostoma) zur weiterfUhrenden Untersuchung der Stabilitat und
Freisetzung von Anthocyanen des HBE etabliert. Mit steigender HBE Konzentration wurde
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ein verzdgerter Abbau der Anthocyane beobachtet. Zusatzlich zu den Inkubationen in
humanem Dinndarminhalt (pH 6.3) wurde HBE in einem Reduktionspuffer (pH 6.3)
vergleichend inkubiert. Dabei ergaben sich Hinweise, dass ein Abbau der Anthocyane durch
intestinale Enzyme oder mikrobielle Enzymaktivitaten erfolgte. In Inkubationen der
unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselsysteme mit humanem Dinndarminhalt wurde eine
Freisetzung der Anthocyane im Zeitraum bis zu 8 h gemessen. Dabei ergab sich eine
Kompensation des Anthocyanabbaus durch kontinuierliche Freisetzung.

Mittels der durchgefliihrten Freisetzungs- und Stabilitatsuntersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die vorliegenden Verkapselungstechniken zu einer unerwiinschten Freisetzung
der Anthocyane wahrend der Magenpassage flhrten. Im Dinndarmmilieu trugen diese
Kapselsysteme zu einer kontinuierlichen Freisetzung, einer damit einhergehenden
Kompensation des Anthocyanabbaus und somit hoéheren Wirkstoffkonzentrationen am
potentiellen Wirkort bei. Folglich ist es in Zukunft notwendig, die Kapselsysteme so zu
optimieren, dass eine Anthocyanfreisetzung im Magen verhindert wird und somit die intakten
Kapseln den Danndarm erreichen.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war mittels in vitro Experimenten an den
humanen Darmkrebszelllinien Caco-2 und HT-29 zu prifen, ob die verwendeten
Verkapselungssysteme einen Einfluss auf die biologische Wirksamkeit der Anthocyane
ausuben. Zusatzlich sollte untersucht werden, welche Subfraktionen des HBE (Anthocyan-,
Polymer- und Phenolcarbonsaurefraktion), die vom Arbeitskreis Prof. Winterhalter (TU
Braunschweig) zur Verfigung gestellt wurden, zu dessen biologischen Wirksamkeit
beitragen.

Um eine Aussage Uber potentielle zytotoxische Effekte des HBE, der HBE-Subfraktionen und
der HBE-beladenen Kapselsysteme auf humane Darmkrebszellen treffen zu kénnen, wurde
der Farbreaktionstest ,Alamar blue Assay“, in dem die mitochondriale Aktivitat als Mal} fir
die Vitalitat der Zelle bestimmt wird, durchgefihrt. Die antioxidative Wirksamkeit wurde als
Modulation unterschiedlicher Biomarker, wie oxidative DNA-Schaden, der Gehalt an
Glutathion und die Reduktion intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), in Kurz- und
Langzeitinkubationen untersucht.

Es zeigte sich, dass weder der HBE noch die eingesetzten HBE-Subfraktionen (Anthocyan-,
Polymer- und Phenolcarbonsaurefraktion) zytotoxische Wirkungen an der Zelllinie Caco-2
aufwiesen. Eine antioxidative Wirksamkeit wurde in der Erhdhung des Glutathiongehalts
durch Zellinkubation mit HBE und Phenolcarbonsaurefraktion im Konzentrationsbereich von
100 - 500 pg/ml nachgewiesen. Des Weiteren wurde eine Abnahme des Gehalts an
induzierten intrazellularen ROS (50 - 500 ug/ml HBE), sowie eine Erniedrigung Menadion-
induzierter oxidativer DNA-Schaden (5-50 ug/ml HBE) beobachtet. Inkubationen mit
Anthocyan- und Polymerfraktion zeigten keine antioxidativen Effekte in den verwendeten
Zellsystemen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass nur die Phenolcarbonsaurefraktion zur
antioxidativen Kapazitat des HBE beitragt.

In Inkubationen mit multidispersen Hullkapseln stellte sich heraus, dass diese aufgrund ihrer
auReren Olphase in dieser Formulierung nicht fiir die in vitro Experimente geeignet waren,
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da die Olphase ein Aufschwimmen im Zellkulturmedium bewirkte. Von den eingesetzten
Kapselsystemen wurde lediglich bei Inkubationen mit Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln
im Konzentrationsbereich von 50 - 500 ug/ml eine signifikante Reduktion der Zellvitalitat
beobachtet. Eine tendenzielle Erhéhung des Glutathiongehalts der Zelle (100 - 500 ug/ml),
eine Erniedrigung der induzierten ROS (100 - 500 ug/ml) und eine Reduktion Menadion-
induzierter oxidativer DNA-Schaden (5-10 ug/ml) wurde nach Inkubation mit den
Kapselsystemen (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln) nachgewiesen.
Das antioxidative Potential des HBE wurde durch die Verkapselungstechniken nicht
reduziert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowohl der HBE, die Phenolcarbonsaurefraktion
als auch die HBE-beladenen Kapselsysteme antioxidativ wirksam (Erhéhung des GSH-
Gehalts, Erniedrigung der intrazellularen ROS und Schutz vor oxidativen DNA-Schaden)
sind. Welche weiteren Inhaltstoffe zur Wirksamkeit des HBE beitragen muss in
weiterfiihrenden in vitro Studien charakterisiert werden. Insgesamt flihrte der Einsatz von
Verkapselungstechniken zu keiner Reduzierung der biologischen Wirksamkeit bei
gleichzeitiger Stabilisierung der Anthocyane des HBE. Damit stellen Kapselsysteme eine
gute Mdoglichkeit dar, die Freisetzung bioaktiver Stoffe im Korper zu steigern, ohne deren
Effektivitdt zu beeinflussen. Die in dieser Arbeit beobachteten in vitro Effekte auf
ausgewahlte Biomarker des oxidativen Stresses, mussten in weiterfihrenden in vivo Studien
verifiziert werden.
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Summary

In recent years an increased awareness of nutrition and health by consumers has generated
a growing demand for foods with beneficial properties. In particular, a diet rich in fruits and
vegetables showed protective effectiveness. Especially for secondary plant compounds such
as anthocyanins positive beneficial health properties have been postulated. For the
described biological mechanisms, the availability of anthocyanins at the site of absorption
has a crucial importance. In the pharmaceutical area capsule systems are used to ensure the
arrival of a compound at the active site, provided that the bioactivity of the drug is not
reduced.

In the context of the present work, the modulation of the stability and the release of
anthocyanins from bilberry extract (BE) (Vaccinium myrtillus L.) loaded capsule systems in
comparison to not encapsulated BE were characterized under conditions of the
gastrointestinal tract. The BE loaded capsules (pectin amide concave-, multidisperse
cladding-, whey protein- and apple pectin capsules) were provided by different project
partners of the cluster project ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten
Multikapselsystemen: Untersuchungen zum Einfluss der Mikrostruktur und der molekularen
Zusammensetzung auf die Stabilisierung und kontrollierte Freisetzung von sekundéren
Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf biologische Signalparameter®. Another main focus
of this work was to characterize the impact of encapsulation on the biological activity of BE
ingredients.

In cooperation with the working group of Prof. Mader (Uni Halle) gastrointestinal release and
stability studies of BE and different BE loaded capsule systems were performed.
Subsequently, the total anthocyanin concentrations of the systems were characterized by
HPLC-UV/VIS. Within the first 10 min of incubation in gastric fluid, a release of encapsulated
anthocyanins was observed. The liberated anthocyanins remained stable untill the end of
incubation time of 2 h. The stability is based on the flavylium cation which existed at these
gastric conditions (pH 1.5). In contrast to the SGF incubations a continuous degradation of
BE anthocyanins during small intestine simulations (pH 6.8) were observed. Due to
encapsulation techniques, the stability and release of anthocyanins could be significantly
modified. Subsequently, proteins (whey proteins) provided by the working group of Prof.
Kulozik (TU Mdnchen) caused an anthocyanin stabilization during simulation of the small
intestine passage.

Furthermore an ex vivo model with human small intestine content provided by ileostomy
patients to investigate the stability and the release of BE anthocyanins was established. A
higher BE concentration resulted in a slower anthocyanin degradation. Additionally, BE
incubations with small intestine fluid (pH 6.3) and buffer (pH 6.3) were performed under
comparable conditions. The revealed results of these incubations provided evidence that a
degradation of anthocyanins is affected by intestinal enzymes or microbial enzyme activity.
By incubations of different BE loaded capsule systems with human small intestinal fluid a
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continuous release of anthocyanins were shown, demonstrating compensation of
anthocyanin degradation.

The performed in vitro release and stability studies led suggest that the present techniques of
encapsulation (pectin amide concave-, whey protein- and apple pectin capsules with shellac
coating) resulted in an undesired release of the anthocyanins during stomach passage.
Furthermore, the results demonstrated that BE loaded capsule systems induced a
continuous release, a compensation of anthocyanin degradation and an increased level of
active agents in the small intestine. Consequently, it would be necessary to optimize the
capsule systems that an early release in the stomach would be minimized, and the intact
capsule would reach the small intestine.

A further focus of the present work was to perform in vitro experiments with human colon
cancer cell lines Caco-2 and HT-29 to examine the impact of encapsulation techniques on
the biological potency of BE anthocyanins. Additionally, BE subfractions (anthocyanin-,
phenylcarbonic acid- and polymer fraction) provided from the working group of Prof.
Winterhalter (TU Braunschweig) were used to characterize single BE constituents
contributing to the cellular effects of BE.

To elucidate potential cytotoxicity of BE, BE subfractions and BE loaded capsule systems on
human colon cancer cell lines, the alamar blue assay was conducted, quantifying
mitochondrial activity as marker for cell vitality. The antioxidant efficiency was measured by
modulation of different biomarkers, e.g. oxidative DNA damage, GSH level and reduction of
intracellular generated reactive oxygen species (ROS) in short and long time incubation
periods.

No effects on the Caco-2 cell vitality could be detected by incubations with BE and BE
subfractions (anthocyanin-, phenylcarbonic acid- and polymer fraction). The antioxidant
efficiency was measured as increased cellular GSH level after incubations with BE or
phenylcarbonic acid fraction at an concentration range of 100 - 500 pug/ml.

Furthermore, a significant decrease of induced intracellular ROS level (50 - 500 yg/ml) as
well as a reduction of menadione-induced oxidative DNA-damage (5 -50 ug/ml) was
observed. In cell experiments using anthocyanin- and polymer fractions, no antioxidant
effects were detected. These results illustrated that only the phenylcarbonic acid fraction
contributed to the antioxidant capacity of BE.

Multidisperse cladding capsules were not qualified for the use in in vitro cell culture assays
due to their outer phase of oil. Whereas in investigations of other BE loaded capsule
systems, significant reduction of the cell vitality was observed after incubation with whey
protein- and apple pectin capsules at concentrations of 50 - 500 yg/ml. Additionally, a slight
increase of cellular GSH level (100 - 500 ug/ml), a compensation of ROS (100 - 500 pg/ml)
and a decrease of DNA strand breaks (5 - 10 ug/ml) were detected by cell incubations with
pectin amide concave-, whey protein- and apple pectin capsules. Overall, the potent
antioxidant properties of the BE were not reduced by the encapsulation techniques.

In conclusion, the BE, the phenolcarbonic acid fraction as well as the BE loaded capsule
systems showed antioxidant capacity (increasing GSH level, reduction of intracellular ROS
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and prevention of oxidative DNA damage). However, which single constituents of the BE
contributed to the observed cellular mechanism of action have to be characterized in further
in vitro studies. Overall, this study elucidated that encapsulation techniques did not affect
biological potency of BE, whereby an enhanced stabilization of anthocyanins was
considered. Hence, capsule systems might provide an opportunity to increase anthocyanin
concentration at their potential target site of action without a loss of their effectiveness. The
observed in vitro effects of BE on the investigated biomarkers of oxidative stress must be
verified in a human proof of concept study.
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1 Einleitung

Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, die in vielen Obst und Gemisesorten enthaltenen sind,
haben in den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung zur potentiellen Pravention
von Erkrankungen gewonnen, in deren Pathogenese das Auftreten von oxidativem Stress
eine wichtige Rolle spielt. Vor allem die Gruppe der Anthocyanidine, die in Pflanzen als
Anthocyanidinglykoside (Anthocyane) vorkommen, rickten aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaften und der damit verbundenen Moglichkeit, freie Radikale abzufangen, immer
mehr in den Fokus des 6ffentlichen Interesses [Clifford, 2000].

Anthocyane gehoéren zur Gruppe der Flavonoide und sind in hohen Konzentrationen in Obst
und Gemise enthalten, wo sie flir eine intensive Farbung verantwortlich sind. Je nach
Anthocyangehalt kann dies zu einem Farbspektrum von rot bis blau-schwarz fihren [Yoshida
et al., 2009]. Neben Heidel-, Johannis- und Holunderbeeren gelten vor allem Rotweine und
Traubensafte als anthocyanreiche Lebensmittel [Pascual-Teresa et al., 2008]. Zusatzlich sind
Anthocyane wegen ihrer intensiv farbenden Wirkung als natirliche Farbstoffe in
Lebensmitteln aller Art zugelassen und sind gemaR Zusatzstoffzulassungsverordnung
(ZZulV) als Zusatzstoff E163 zu kennzeichnen [Beck-Texte, 2010]. Dies flhrte dazu, dass die
tagliche Aufnahme stark variierte und je nach Erndhrungsgewohnheit im Bereich von
wenigen Milligramm bis Gber 200 mg pro Tag lag [Wu et al., 2006a].

Es wird vermutet, dass Anthocyane aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften in der Lage
sind die Oxidation von Makromolekulen (DNA, RNA und Proteine) zu verringern und somit
vor zahlreichen Erkrankungen, wie Krebs und koronaren Herzerkrankungen, zu schutzen [He
et al.,, 2010]. Diese potente Wirksamkeit der Anthocyane im Organismus wird jedoch zum
einen durch deren Pharmakokinetik (Bioverfugbarkeit, Metabolismus, Ausscheidung) und
zum anderen durch ihre limitierte Stabilitat beeinflusst [McGhie et al., 2007]. So liegen
Anthocyane lediglich bei einem pH-Wert von 1 -3 als stabilisierte Flavylium-Kationen vor
[Pascual-Teresa et al., 2008].

Um eine Stabilisierung der Anthocyane zu erreichen und gleichzeitig die Verfligbarkeit am
Hauptort der Resorption (Darmepithel) zu erhéhen, stellen Verkapselungssysteme eine
attraktive Moglichkeit dar [Champagne et al., 2007]. Die dazu bendétigten Techniken, Wirkstoffe
in Kapseln einzuschlieBen, um das Erreichen des potentiellen Wirkortes zu gewahrleisten,
waren bisher jedoch vorwiegend aus dem pharmazeutischen Bereich bekannt. Fir den
Lebensmittelbereich zuldssige Formulierungen existierten kaum, wodurch ein dringender
Bedarf besteht geeignete Systeme zu entwickeln, die uneingeschrankt Lebensmitteln
zugesetzt werden dirfen [Augustin et al., 2009; Vos et al., 2010]. Dadurch ergibt sich nicht nur
die Mdglichkeit den Freisetzungsort der verkapselten Wirkstoffe (Anthocyane), sondern auch
deren Kinetik und die zellulare Aufnahme in vivo gezielt zu beeinflussen. Ein weiterer Vorteil
wulrde im Falle der Anthocyane eine Stabilisierung der Struktur im niedrigen pH-Bereich in
der Kapsel bedeuten, was zu einem breiteren Anwendungsspektrum, z.B. in Lebensmitteln
mit neutralem pH-Wert (Joghurt, Safte) fuhren kdnnte.
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2 Anthocyane

Eine wichtige Substanzgruppe aus der Familie der Flavonoide sind die Anthocyane, die mit
Uber 600 Verbindungen die grolte Gruppe an wasserldslichen Pigmenten im Pflanzenreich
darstellen [Crozier et al., 2009]. Die Namensgebung entstammt aus dem Griechischen und
setzt sich aus den Wértern ,anthos” fur Blate und ,kyanos® fur blau zusammen. Anthocyane
sind in vielen Pflanzen, Bliten und Frichten fir die Farben von blau bis orange-rot
verantwortlich, wobei sie hauptsachlich als Glykoside vorliegen [Pascual-Teresa et al., 2008].

2.1 Strukturen

Die Anthocyane sind eine Gruppe chemisch verwandter Pflanzenfarbstoffe, die im
Gegensatz zu den anderen Flavonoiden als strukturelles Merkmal eine positive Ladung am
aromatischen C-Ring tragen und als Flavyliumkationen bezeichnet werden. Liegt das
Flavyliumkation in nicht-glykosylierter Form vor, so wird es als Anthocyanidin (Aglykon)
andernfalls als Anthocyan, bezeichnet. Des Weiteren unterscheiden sich die Anthocyanidine
bzw. die Anthocyane untereinander aufgrund der unterschiedlichen Substitution und
Variabilitat an Hydroxy- und Methoxygruppen am B-Ring. Eine steigende Anzahl an Hydroxy-
gruppen tragt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums der Anthocyane in den
langeren Wellenlangenbereich und somit zu einer Farbveranderung bei. In der Natur wurden
Uber 17 verschiedene Anthocyanidine identifiziert, von denen lediglich sechs ubiquitar verteilt
sind (siehe Abb. 2.1) [Clifford, 2000; Cooney et al., 2004; Pascual-Teresa et al., 2008].

Anthocyanidin R, R,
Pelargonidin H H
Cyanidin OH
Delphinidin OH OH
Petunidin OCH; OH
Peonidin OCHj3; H
Malvidin OCHj; OCH;s

Abb. 2.1: Ubersicht (iber die sechs am héufigsten in der Natur vorkommenden Anthocyanidine
[Pascual-Teresa et al., 2008].

Die Anthocyanidine liegen in Gemuse und Frichten nicht frei als Aglykon, sondern an einen
Zucker gebunden, als Glykoside, vor. Die Zuckerreste kénnen stark variieren, wobei am
haufigsten Glukopyranose, Galaktopyranose und Arabinofuranose sowie in selteneren Fallen
Rhamnopyranose oder Xylofuranose beschrieben sind. Weiterhin kénnen Di- und
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Triglykoside, die a- oder B- mit dem Anthocyanidin verknUpft und zusatzlich mit
verschiedenen organischen Sauren verestert sind, vorkommen [Pascual-Teresa et al., 2008].
Die Zucker sind meist in den Positionen 3, 5, 7 und in selteneren Fallen an den Positionen 3,
5° mit dem Aglykon konjugiert [Clifford, 2000].

Das Absorptionsmaxima (Anax) der Anthocyane hangt einerseits vom pH-Wert und
andererseits von der Position und Anzahl der Hydroxygruppen, deren Methylierung, sowie
Art und Position des Zuckers ab. Die Anthocyane weisen jeweils zwei Absorptionsmaxima
auf, eines liegt im sichtbaren Bereich bei ca. 520 nm und ein weniger intensives im UV-
Bereich bei ca. 280 nm (siehe Kap. 6.8.3.4).

2.2 Biosynthese & Funktion in Pflanzen

Die Biosynthese der Anthocyane findet im Zytosol der Pflanze Uber den Phenylpropanoid-
weg statt (siehe Abb. 2.2).

. PAL ) C4H _ 4cl
Phenylalanin — Zimtsdure — p-Coumarsdure ——  p-Coumaroyl-CoA

CHS l 3 x Malonyl-CoA
OH

HO O A | CHI . .
+— Naringenin chalkon
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t OH OH @OH ;
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HO o . - HO o . o HO O S oy E

1

OH F3'H OH F3'5*H OH i

OH O OH O OH O !

1
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Abb. 2.2: Biosyntheseweg der Anthocyane in Pflanzen (Darstellung modifiziert nach Springob et al.
und Tanaka et al.). PAL: Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, C4H: Zimtsdure-4-Hydroxylase,
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4Cl: 4-Coumaroyl-CoA-Ligase, CHS: Chalkonsynthase, CHI: Chalkonisomerase, F3H:
Flavanon-3-Hydroxylase, F3'H: Flavanoid-3*-Hydroxylase, F3'5'H: Flavanoid-3‘,5*
Hydroxylase, DFR: Dihydroflavonol-4-Reduktase, ANS: Anthocyanidinsynthase, GT:
Glukosyltransferase, AT: Anthocyan-Acyltransferase, MT: Malonyltransferase [Springob et
al., 2003; Tanaka et al., 2008].

Anthocyane kénnen in den verschiedensten Teilen der Pflanze, in Blattern, Stangel, Bliten,
Frichten und Wurzeln, im Zellsaft der Vakuolen und in den AuRenbereichen der Epidermis,
lokalisiert sein [Harborne et al., 2001; Yoshida et al., 2009]. Die Anthocyangehalte der Pflanzen
kénnen jedoch aufgrund unterschiedlicher Einflussfaktoren stark variieren. Zunachst kénnen
sich Genotypen einer Art unterscheiden, woraus Gehaltsdifferenzen zwischen den Sorten
resultieren. Weiterhin spielen UV-Licht, Temperatur, Reifegrad, Lagerung und die
Verarbeitung zu Lebensmitteln eine entscheidende Rolle [Wu et al., 2006a].

Des Weiteren sind Anthocyane als farbgebende Komponente in Pflanzen von zentraler
Bedeutung. Die durch Anthocyane verursachte Farbung wirkt auf Tiere attraktiv und tragt
dadurch zur Bestdubung und Samenverbreitung bei. Weiterhin dienen Anthocyane in
Pflanzen als Phytoalexine und schiitzen dadurch vor dem Befall von biotischen
Stressfaktoren wie Pilz- und Bakterieninfektionen [Balakumar et al., 1993]. Einen weiteren
Schutzmechanismus der Anthocyane in Pflanzen, stellt die Absorption von UV-Strahlung dar
[Brouillard et al., 2010].

2.3 Aufnahme & Gehalte in Lebensmitteln

Anthocyane bilden im Pflanzenreich die grof3te Gruppe an wasserldslichen Farbpigmenten
im Farbspektrum von blau bis orange-rot. Gefarbte Beeren, Friichte und daraus hergestellte
Safte bzw. Rotweine, sowie bestimmte Gemusearten sind reich an Anthocyanen (siehe Tab.
2.1) [Clifford, 2000]. Am haufigsten kommen in der Natur die nicht methoxylierten Anthocyane
(Cyanidin, Delphinidin und Pelargonidin), in pigmentierten Blattern 80%, Frichten 69% und
Blumen 50%, vor. Der prozentuale Anteil an Anthocyanidinen in Friichten und Gemduse lautet
wie folgt: 50% Cyanidin, 12% Delphinidin, 12% Pelargonidin, 12% Peonidin, 7% Petunidin
und 7% Malvidin [Kong et al., 2003]. Des Weiteren ist bekannt ,dass etwa 90% der
Anthocyane an Glukose gebunden vorliegen, wobei Cyanidin-3-O-glukosid das in der Natur
am haufigsten vorkommende Anthocyan ist [Pascual-Teresa et al., 2008].

Durch den Konsum von Frichten, besonders Beeren, sowie der Genuss von Rotwein und
Traubensaft sind flr einen groflen Teil der taglichen Aufnahme von Anthocyanen
verantwortlich. Allein durch den Konsum von jahrlich weltweit ca. 10.000 t Trauben werden
erhebliche Mengen an Anthocyanen aufgenommen [Clifford, 2000]. Die tagliche
Aufnahmemenge variiert stark und liegt je nach Schatzung im Bereich von wenigen
Milligramm bis tGber 200 mg pro Tag. In Deutschland (Bayern) wurden ca. 2.7 mg pro Tag
[Bohm et al., 1998], in Finnland 82.5 mg pro Tag und in den USA 180 - 215 mg pro Tag
aufgenommen [Kuhnau, 1976]. Neuere Daten, bei deren Evaluierung mehr als 100
gebrauchliche Nahrungsmittel berticksichtigt wurden, zeigten, dass die tagliche Aufnahme in
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den USA lediglich 12.5 mg pro Person betrug [Wu et al.,, 2006a]. Es muss jedoch beim
Festlegen der taglichen Aufnahmemenge berlcksichtigt werden, dass die
Anthocyanaufnahme stark von den Verzehrsgewohnheiten der Konsumenten abhangig ist.
So koénnen beispielsweise durch den Verzehr einer Portion Heidelbeeren 500 mg
Anthocyane aufgenommen werden, wohingegen eine Portion Holunderbeeren 2.000 mg
Anthocyane enthalten kann [He et al., 2010].

Tab. 2.1: Auszug von Anthocyangehalten ausgewaéhlter Friichte und Gemdiise.

Anthocyangehalt
Lebensmittel [mg/100 g Hauptverbindung* Referenz
Frischgewicht]
Cranberry
(Vaccinium 140 Peo-3-0O-gal [Prior et al., 2001]
macrocarpon)
Himbeere 687 Cy-3-O-soph [Wu et al., 2006a]
(Rubus occidentalis) N
Holunderbeere
(Sambucus nigra) 1374 Cy-3-O-glc [Wu et al., 2004]
Johannisbeere
) . 476 Del-3-O-rut [Wu et al., 20064a]
(Ribes nigrum)
Kulturheidelbeere
(Vaccinium 180 Del-3-O-glc [Latti et al., 2008]
corymbosum)
Rotkraut
(Brassica oleracea 322 Del-3-O-glc [Wu et al., 2006a]
convar. capitata var.
rubra)
Rotwein 67 Mal-3-O-glc [Nyman et al., 2001]
Wildheidelbeere
(Vaccinium myrtillus) 487 Del-3-O-glc [Wu et al., 2006a]

* Hauptverbindungen: Peo-3-0-gal: Peonidin-3-O-galaktosid, Cy-3-O-soph: Cyanidin-3-O-sophorosid,
Cy-3-0O-glc: Cyanidin-3-O-glukosid, Del-3-O-rut: Delphinidin-3-O-rutinosid, Del-3-O-glc: Delphinidin-
3-0O-glukosid, Mal-3-O-glc: Malvidin-3-O-glukosid.

Wie in Tab. 2.1 gezeigt, weisen Heidelbeeren nicht nur hohe Konzentrationen auf, sondern
besitzen auch ein weites Spektrum an Anthocyanen (15 verschiedene) [Kahkonen et al., 2003;
Latti et al., 2008]. Da in dieser Arbeit ein kommerziell erhaltlicher Heidelbeerextrakt (siehe
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Kapitel 6.2) verwendet wurde, soll in den nachsten Kapiteln ndher auf die Heidelbeere
(Vaccinium spp.) eingegangen werden.

2.3.1 Die Heidelbeere (Vaccinium spp.)

Die europaische Heidelbeere, lat.: Vaccinium myrtillus L. gehért zur Gattung der Heide-
gewachse (Ericaceae). Es handelt sich um eine erbsengrofle, dunkel- bis schwarzblaue
Beerenfrucht, die in den Hohenlagen der ndérdlichen Hemisphare heimisch ist. Je nach
Anbauregion ist sie auch unter weiteren Namen wie Blaubeere, Mostbeere, Bickbeere oder
Schwarzbeere bekannt. Die Heidelbeere enthalt ca. 85% Wasser, 0.7% Protein, 0.6% Fett,
7.4% Kohlenhydrate, 4.9% Ballaststoffe und 2% Mineralstoffe. Allgemein wird zwischen zwei
Arten, der Kultur- (Vaccinium corymbosum L.) und der Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus
L.) unterschieden [Abolins et al., 2009; Lee et al., 2004].

2.3.1.1 Die Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus L.)

Bei der Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus L.) handelt es sich um einen buschigen
Zwergstrauch, der vorwiegend auf feucht-sauren Bdden in Sumpf- und Moorlandschaften
gedeiht und eine Hohe von 20 bis 40 cm erreicht. Die Gattung Vaccinium ist vorwiegend auf
der nérdlichen Hemisphare beheimatet, wobei in tropischeren Gebieten, wie es zum Teil in
Asien der Fall ist, ihr Wachstum auf das Hochgebirge beschrankt ist. In der Erntezeit, die
sich von Juli bis September erstreckt, tragen die Strducher schwarzblaue Friichte mit 1 cm
Durchmesser, die einzeln am Heidelbeerstrauch hangen.

Im Unterschied zu anderen Heidelbeerarten liegen die farbgebenden Anthocyane der
Wildheidelbeeren sowohl in der Schale als auch im Fruchtfleisch vor [Abolins et al., 2009; Lee
et al., 2004].

2.3.1.2 Die Kulturheidelbeere (Vaccinium corymbosum L.)

Die Kulturheidelbeere (Vaccinium corymbosum L.) ist durch Ziichtung oder Selektion aus der
Wildheidelbeere hervorgegangen. Wachstum und Gestalt des Heidelbeerstrauches kann in
zwei Gruppen, ,highbush® und ,lowbush blueberries®, eingeteilt werden. Sie erreichen in der
Regel eine Hohe von 2 bis 5m und gedeihen am besten auf sauren, nahrstoffarmen,
humusreichen Moor- und Sandbdden. Die Frichte der Kulturheidelbeere sind im Vergleich
zur Wildheidelbeere grofler und besitzen ein helleres Fruchtfleisch. Dies ist darauf zuriick-
zufihren, dass die farbgebenden Anthocyane vorwiegend in der Schale und nicht im
Fruchtfleisch zu finden sind. Je nach Sorte und Klima liefern die Straucher einen Ertrag
zwischen 3 und 5 kg Frucht pro Strauch. Aktuelle Daten aus dem Jahr 2008 gehen von einer
weltweiten Ernte zwischen 300.000t und 350.000t pro Jahr aus, wobei sich der
Heidelbeeranbau auf flinf Staaten - USA 60%, Kanada 29%, Polen 2%, Litauen 1% und
Deutschland 1% - verteilt (siehe Abb. 2.3) [Abolins et al., 2009; FAO, 2008; Lee et al., 2004].
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Litauen
1%

Deutschland andere

/ 1%/ 7%
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Abb. 2.3: Hauptanbauldnder fiir Heidelbeeren weltweit [%] [FAO, 2008].

2.4 Toxikologie

Das ,Joint Expert Committee of Food Additives® der WHO (engl. World Health Organization)
legte 1982 einen ADI-Wert (engl. acceptable daily intake) von 2.5 mg/kg Korpergewicht fur
Anthocyane aus Traubenschalenextrakt fest [Hallagan et al., 1995]. Die akute orale Toxizitat
ist sehr gering. Dies konnte in einer Studie mit Probanden nach einer oralen Gabe von
180 mg/kg Anthocyane pro Tag Uber einen Zeitraum von 6 Monaten gezeigt werden [Upton,
2001]. Im Jahr 1967 wurde ein LDsy einer Kombination aus Cyanidin-3-O-glukosid,
Delphinidin-3-O-glukosid, Petunidin-3-O-glukosid und Malvidin-3-O-glukosid bei Mausen von
25 g/kg KG und bei Ratten von 20 g/kg KG festgelegt [Hallagan et al., 1995]. In weiteren
Studien, die sich mit der Toxizitdt von Anthocyanen befassten, wurden keine toxischen,
genotoxischen und reproduktionstoxischen Effekte ermittelt [Becci et al., 1983a; Becci et al.,
1983b; Hallagan et al., 1995].

2.5 Einflussfaktoren auf die Stabilitat

Die Stabilitat der Anthocyane ist von der Anderung unterschiedlichster Faktoren (pH-Wert,
Lagertemperatur, Konzentration, Licht, Sauerstoff, Losemittel, Enzymen, Proteinen und
Metallionen) abhangig [Cavalcanti et al., 2011]. Einige dieser Faktoren und deren Auswirkung
auf die Stabilitat sind in Tab. 2.2 aufgeflihrt, wobei auf die wichtigsten im Folgenden noch
naher eingegangen wird.
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Tab. 2.2: Ubersicht der Einfliisse verschiedener Faktoren auf die Stabilitét der Anthocyane.

Faktor Grund Stabilitat Referenz
Konzentration Selbstassoziation 1 [Castaneda-Ovando et al., 2009]
Konjugation Glykosylierung 1 [Borkowski et al., 2005]
Metalle Komplexbildung 1 [Schreiber et al., 2010]
Proteine Proteinbindung 1 [Viljanen et al., 2005]
Temperatur Hydrolyse (T > 80 °C) ! [Aramwit et al., 2010]
Sauerstoffgehalt Versté;:rl;lépogr:nnderer ! [Odriozola-Serrano et al., 2009]
Licht Abbau/ Zerfall ! [Chiste et al., 2010]
Enzyme Abbau/ Zerfall ! [Huang, 1955]
pH;VXert Abbau/ Zerfall ! [Wang et al., 2010]

2.5.1 Chemische Strukturen

Sowohl durch Acylierung als auch durch Glykosylierung des Anthocyanidins kommt es zu
einer Veranderung der physikalischen (Molekilgréfte) und chemischen Eigenschaften
(Polaritat) der Anthocyane. Eine Acylierung des B-Rings mit Hydroxy- und Methoxygruppen
verringert deren Stabilitat in neutralen Medien [Fleschhut et al., 2006]. Im Gegensatz dazu wird
durch Glykosylierung und die daraus resultierenden intramolekularen Wasserstoffbriicken-
bindungen die Stabilitdt und Wasserldslichkeit des Anthocyans erhéht [Borkowski et al., 2005].

2.5.2 pH-Wert, Temperatur & Licht

Der Vorgang der pH-abhangigen Strukturanderung ist ein reversibler Prozess, bei dem die
chemische Struktur der Anthocyane vom pH-Wert der Losung beeinflusst wird. So liegen bei
einem pH-Wert von 1 - 3 die Anthocyane Uberwiegend als Flavyliumkationen, bei 4 - 5 als
Halbacetale, bei 6 - 8 als chinoide Basen und bei einem pH von 7 -8 als Chalkone vor
[Brouillard et al., 1977; Pascual-Teresa et al., 2008]. Einhergehend mit dieser strukturellen
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Veranderung der Anthocyane kommt es zu einer Farbveranderung von rot (Flavyliumkation)
Uber tiefblau (ionische Anhydrobase) zu gelb (Chalkon) [Pascual-Teresa et al., 2008].

Die strukturelle Abhangigkeit der unterschiedlichen Molekilstrukturen der Anthocyane in
wassrigen Losungen, bei unterschiedlichen pH-Werten, ist in Abb. 2.4 ausfihrlich dargestellt
[McGhie et al., 2007].

OR;
OH OH
Flavyliumkation Chromenol chinoide Anhydrobase
pH 1-3, rot pH 4-5, farblos pH 6-7, purpur

T
Z +H20

ORj3
OH
Chalkon ionische Anhydrobase
pH 7-8, pH 7-8, tiefblau

Abb. 2.4: Struktur und Farbe der Anthocyane bei unterschiedlichen pH-Werten (R;: H, OH, OCHj3; R»:
H,OH,OCH3; R3: Zuckerkomponente) [McGhie et al., 2007].

Temperaturen < 60 °C beeinflussen die Stabilitdt der Anthocyane nicht. Eine Erhéhung der
Temperatur (> 80 °C) fuhrt jedoch im ersten Schritt zu einer Abspaltung des Zuckerrestes,
sowie im zweiten Schritt zu einer Offnung des Ringsystems und damit zu einer verstarkten
Chalkon-Bildung [Wang et al., 2010]. Nach Abkihlen und Ansduern ist es mdglich, einen Teil
der entstandenen Chalkone in Flavyliumkationen zurtickzuflihren [Jackman et al., 1987].

Sonnenstrahlung beeinflusst Anthocyane auf zwei unterschiedlichen Wegen. Einerseits ist
Sonnenstrahlung notwendig zur Biosynthese der Anthocyane in Pflanzen, andererseits wird
dadurch deren Abbau beschleunigt. In einer Studie von Chiste und Mitarbeitern wurde
gezeigt, dass verschiedene Lichtquellen (UV-, Infrarot- und Fluoreszenz-Licht) zu einem
unterschiedlich schnellen Abbau der Anthocyane flihrten [Chiste et al., 2010]. Als optimale
Lagerbedingungen haben sich niedrige Temperaturen unter Lichtausschluss herausgestellt
[Castaneda-Ovando et al., 2009].
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2.6 Instabilitat & Polymerisierung

Die Anthocyane sind sehr instabil (siehe Kap. 2.5) und kénnen aufgrund unterschiedlichster
Einflisse einem Abbau unterliegen. In Studien von Sadilova et al. zeigte sich, dass die
Endprodukte des thermischen Zerfalls bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 1 und pH 3.5)
gleich waren, ihr Entstehungsweg dorthin aber unterschiedlich. Am Beispiel von Cyanidin-3-
O-glukosid wird der Abbau abhangig vom pH-Wert (siehe Abb. 2.5) aufgezeigt [Sadilova et al.,
2006; Sadilova et al., 2007].

In saurem Medium bildete sich nach Deglykosylierung das Aglykon, welches weiter in eine
Phenolsaure (Protokatechusaure) und einen Phenolaldehyd (Phloroglucinolaldehyd) zerfallt.
Demgegentber 6ffnete sich bei pH 3.5 im ersten Schritt der Pyryliumring und es bildete sich
das Chalkonglukosid. Daraus entstehen nach erfolgter Deglykosylierung ebenfalls die schon
in Schritt eins beschriebenen Abbauprodukte [Sadilova et al., 2006; Sadilova et al., 2007]. Die
Geschwindigkeit des Abbaus nimmt mit steigender Temperatur zu und ist stark vom pH-Wert
abhangig. Im Vergleich der Abbaugeschwindigkeiten von Anthocyanen und Anthocyanidinen
wurde ein stabilisierender Effekt durch Glykosylierung beobachtet [Wang et al., 2010].

OH OH

@ OH OH
+ 0
HO @ EX Ringéffnung HO @ O

Z>0 pH 3.5 0o
OH

OH Glc Glc
Cyanidin-3-O-glukosid Chalkonglukosid

Deglykosylierung
pH 1

Deglykosylierung J OH

OH @ OH
OH
HO 0 @ HO @ o

DY

=
OH OH
Cyanidin Chalkon
© Spaltung
¥ OH
HO OH OH
+
CHO HO @
OH ')
Phloroglucinolaldehyd Protokatechuséure

Abb. 2.5: pH-Wert abhéngiger Abbau am Beispiel von Cyanidin-3-O-glukosid (modifiziert nach
[Sadilova et al., 2006; Sadilova et al., 2007]).
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Der aus dem A-Ring entstehende Phloroglucinolaldehyd ist fur alle Aglyka identisch,
wohingegen die aus dem B-Ring gebildete aromatische Carbonsaure fir das jeweilige
Anthocyanidin charakteristisch ist (siehe Tab. 2.3) [Fleschhut et al., 2006].

Tab. 2.3: Beim Zerfall der Anthocyanidine entstehende Carbonséuren [Fleschhut et al., 2006].

Anthocyanidin Korrespondierende Carbonsaure
Pelargonidin 4-Hydroxybenzoesaure
- 3,4-Dihydroxybenzoesaure
Cyanidin (Protokatechusaure)
Delphinidin 3,4,5-Tr|hydroxy?enzoesaure
(Gallussaure)
Peonidin 4-Hydroxy-3-m_e’gh0)"(ybenzoeséure
(Vanillinsaure)
Petunidin 4,5-Dihydroxy-3-

methoxybenzoesaure

4-Hydroxy-3,5-
Malvidin dimethoxybenzoesaure
(Syringasaure)

Anthocyanverluste kénnen durch Dimerisierung bzw. Polymerisierung auftreten. Schon seit
einigen Jahren wird vermutet, dass Anthocyane nicht nur einem Zerfall, sondern auch einer
Bildung von braun gefarbten Pigmenten unterliegen [Jackman et al., 1987]. In einer neueren
Studie bei der Herstellungsprozesse und Lagerung von Heidelbeerprodukten untersucht
wurden, konnte ebenfalls die Bildung von Polymeren beobachtet werden [Brownmiller et al.,
2008]. Der genaue Mechanismus, der zur Polymerbildung flihrt, sowie der strukturelle Aufbau
dieser Polymere sind zu diesem Zeitpunkt ungeklart. Lediglich die Bildung von
Cyanidindimeren in neutralem Medium, sowie deren molare Masse und Fragmentierungs-
muster konnten bisher teilweise identifiziert werden (siehe Abb. 2.6) [Fleschhut et al., 2006].
Ein weiterer von Dixon et al. postulierter Mechanismus der Anthocyanpolymerisierung
konnte, aufgrund der strukturellen Verwandtschaft zu den Flavan-3-olen, analog der Bildung
von Proanthocyanidinen verlaufen [Dixon et al., 2005]. Weitere mdgliche Mechanismen zur
Polymerisation von Anthocyanen stellen eine Acetaldehyd-vermittelte Bindung mit
phenolischen Stoffen, eine direkte Anthocyan-Tannin Verknipfung oder eine Komplexierung
mit phenolischen Sauren, dar [Remy et al., 2000; Rentzsch et al., 2007].
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Abb. 2.6: Postulierte Anthocyan-Dimer-Bildung nach [Fleschhut et al., 2006].

2.7 Moglichkeiten zur Stabilisierung

Heutzutage sind unterschiedliche Methoden, die zur Stabilisierung von Anthocyanen
beitragen, bekannt. Zu den wichtigsten Mechanismen gehdren die in der Natur auftretenden
Assoziationsreaktionen (Copigmentierung, Selbstassoziation, Bildung von Metallkomplexen),
die spontan in Pflanzen ablaufen kénnen.

Innovative Stabilisierungstechniken, die in der Lebensmittelchemie/ -technologie immer mehr
an Bedeutung gewinnen, stellen Methoden zur Verkapselung von Anthocyanen dar. Hierbei
besteht die Méglichkeit Reinsubstanzen, anthocyanreiche Extrakte oder ausgewahite
Fraktionen in unterschiedliche Verkapselungssysteme einzubringen und dadurch deren
Freisetzung und Farbstabilitat, je nach Bedarf, modulieren zu kénnen. In den folgenden
Kapiteln soll nun naher auf die zugrunde liegenden Stabilisierungsmechanismen der Natur
und im Anschluss auf Technologien in der Lebensmittelindustrie eingegangen werden.

2.7.1 Copigmentierung

Bei der Herstellung von Lebensmitteln aus anthocyanreichen Rohwaren besitzt der
Copigmentierungseffekt eine groRe Bedeutung, da die Farbe ein Qualitatsmerkmal flr
Produkte darstellt [Eiro et al., 2002]. Die Copigmentierung ist definiert als hydrophobe Tr-17-
Wechselwirkung zwischen planaren Anthocyanen (Flavyliumkationen) und anderen
planaren, meist farblosen Molekilen (wie z.B. Benzoe- oder Zimtsduren). Diese
Verknupfungen fihren zum einen zu einer Intensivierung der Farbe und somit zu hdéheren
Absorptionswerten (hyperchromer Effekt), was mit einer Stabilisierung der Anthocyan-
molekile einhergeht. Andererseits kdnnen Farbanderungen auftreten (bathochromer Effekt),
die auf eine Verschiebung des Absorptionsmaximums in den langeren Wellenbereich
zurtckzufihren sind [Asen et al., 1972; Brouillard et al., 2010]. Erklart wird der hyperchrome
Effekt in wassriger Losung durch eine Anlagerung von H,O-Molekulen um den entstandenen
Anthocyan-Pigment-Komplex, wodurch ein engerer Kontakt zwischen den beiden Strukturen
(Anthocyan und Copigmentierungspartner) ermdglicht wird. Der bathochrome Effekt kann
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durch eine Polaritdtsanderung in der ndheren Umgebung des Anthocyans erklart werden und
kann auf eine Entfernung von H,O-Molekiilen durch weniger polare organische Copigmente
zurtickgeflhrt werden [Brouillard et al., 2010].

Des Weiteren kann die Copigemtierung durch zwei unterschiedliche Copigmentierungs-
effekte (intermolekulare und intramolekulare) beschrieben werden, die den Haupt-
mechanismus der Farbstabilisierung in Pflanzen darstellen [Eiro et al., 2002; Malien-Aubert et
al., 2001]. Beide Arten der Copigmentierung sind in der Natur weit verbreitet und in héheren
Pflanzen fur die Pigmentierung anthocyanhaltiger Bliten verantwortlich [Goto et al., 1991].
Diese Stabilisierung der Anthocyanmolekule ist auf inter- und intramolekulare hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen aromatischen Ringen und anderen aromatischen Strukturen
zurtckzufiuihren. Hierbei kommt es zu sandwichartigen Stapellungen, bei denen zusétzlich
Wasserstoffbriicken und Charge-Transfer-Wechselwirkungen eine Rolle spielen [Brouillard et
al., 2010; Goto et al., 1991].

2.7.2 Selbstassoziation

Die Selbstassoziation flihrt wie die Copigmentierung zu einer Stabilisierung zweier oder
mehrerer Anthocyanmolekule und wurde erstmals durch Asen et al. im Jahre 1972
beschriecben [Asen et al., 1972]. Hierbei zeigte sich, dass mit steigender Anthocyan-
konzentration eine Zunahme der Absorption zu beobachten war. Man geht davon aus, dass
dies auf eine vertikale Stapelung der Anthocyane, die durch hydrophobe Wechselwirkungen
der aromatischen Gruppen stabilisiert werden, zurickzufiihren ist. Daraus resultiert eine
positive Abweichung vom Lambert-Beerschen Gesetz, d.h. die Farbintensitat steigt mit
zunehmender Anthocyankonzentration steiler an [Cavalcanti et al., 2011].

In einer aktuellen Studie mit Anthocyanen aus Rotwein konnte gezeigt werden, dass mit
steigender Anzahl an Methoxygruppen am B-Ring das Ausmal’ der Selbstassoziation und
somit die Farbe und Stabilitat der Anthocyane zunimmt. In Abb. 2.7 ist die Selbstassoziation
von Anthocyanen modifiziert nach Castaneda-Ovando et al. dargestellt [Castaneda-Ovando et
al., 2009].
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- ---Wasserstoff-
briickenbindung

Abb. 2.7: Selbstassoziation der Anthocyane (je nach Anthocyan R;: H, OH, OCH3 R,: H,OH,OCH;)
(modifiziert nach [Castaneda-Ovando et al., 2009]).

2.7.3 Bildung von Metallkomplexen

Die Vielfalt an Blutenfarben resultiert oft aus der Bildung von Metall-Anthocyan-Komplexen
[Goto et al., 1991]. Jedoch sind nicht alle Anthocyane bzw. Anthocyanidine zu dieser
Komplexbildung fahig, da als Voraussetzung zwei Hydroxygruppen in ortho-Stellung am B-
Ring bendtigt werden. Aus diesem Grund sind nur Cyanidin, Delphinidin und Petunidin zur
Komplexbildung mit Metallen wie Zinn, Kupfer, Eisen, Aluminium und Magnesium in der
Lage [Cavalcanti et al., 2011].

In einer aktuellen Studie wurde der Mechanismus der Komplexbildung von Aluminium (AI**)
mit Delphinidin untersucht. Der Mechanismus kann in zwei Bildungsschritte unterteilt werden.
Im ersten Schritt (1) bildet die anionische Anhydrobase des Delphinidins mit AI** einen
Komplex, der im zweiten Schritt (2) durch T-m-Wechselwirkungen eines zweiten Delphinidins
(Flavyliumkation) stabilisiert wird. Dadurch entsteht ein bathochromer Effekt, welcher die
Blaufarbung vertieft [Schreiber et al., 2010].

(1) Dfirory + [AICL61*™ 2 [Daoue)AlCL]?™ + 2H* + 2C1

(2) Dfrory + [Daiue) ALCL]*™ 2 [DF h1auy ] [Da(piue) ALCL]?~

Ds. Flavyliumkation des Delphinidin, D,: Anionische Anhydrobase des Delphinidin, AICI: Aluminium-
chlorid.
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2.7.4 Molkenproteine & Serumalbumin

Eine weitere Moglichkeit Anthocyane zu stabilisieren stellt die Zugabe von Proteinen
(Molkenproteinen, Serumalbumin (HSA, engl. human serum albumin)) dar. In einer Studie
von Viljanen et al. wurde eine Bindung von 20% Anthocyanen an Molkenproteine
beobachtet. Wahrscheinlich beruht diese Bindung auf Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Carbonylgruppen des Proteins und phenolischen Hydroxygruppen des
Anthocyans [Viljanen et al., 2005]. Als Bindungsdomane fir Anthocyane an humanem
Serumalbumin (HSA) wurde in einer Studie von Ackermann 2010 mittels ,molecular
modelling“ eine Bindungsstelle in unmittelbarer Nahe zur Warfarin-Bindungsstelle lokalisiert.
Die wahrscheinlichste Bindungsformen stellten hierbei die chinoiden und ionischen
Strukturen der Anthocyane im basischen pH-Bereich dar [Ackermann, 2010].

2.8 Verkapselungstechniken und deren Bedeutung in
der Lebensmittelindustrie

Die Verkapselung ist definiert als eine Technik, die dazu dienen kann feste, flissige oder
gasférmige Substanzen (z.B. Pflanzenextrakte oder bioaktive Komponenten) in Kapseln oder
Matrizes einzuschlieffen um dadurch...

e die Freisetzung der Substanzen aus den Kapseln zu verzdégern bzw. zu steuern und
dadurch die Konzentrationen am Wirkort zu erhéhen (,triggered-“ oder ,controlled
release”)

e den Geschmack und Geruch von Substanzen zu maskieren

o flissige Substanzen zu stabilen Pulvern zu verarbeiten

e die Substanzen vor Licht, Feuchtigkeit und Sauerstoff zu schitzen

¢ die Substanzen vor Inaktivierung durch das pH-Milieu des Magens zu schitzen

e bestimmte Abschnitte des GIT vor der verkapselten Substanz zu schitzen

o fluchtige Substanzen vor dem Verdampfen zu bewahren

o die Toxizitdt der Substanzen zu reduzieren [Bansode et al., 2010].

Die in der Lebensmitteltechnologie verwendeten Verkapselungstechniken (siehe Tab. 2.4)
konnen mit dem pharmazeutischen Sektor in Verbindung gebracht werden, da dort schon
seit einigen Jahrzehnten erfolgreiche Kapselsysteme im Einsatz sind, um Wirkstoffe direkt an
ihren Wirkort (wie z.B. Dunn- oder Dickdarm) zu beférdern [Champagne et al., 2007]. So
konnen lokal sehr hohe Wirkkonzentrationen erreicht werden, ohne systemische
Nebenwirkungen hervorzurufen. Jedoch nicht nur die pharmazeutische, auch die
lebensmittelchemische Industrie hat den Nutzen von Kapseln bei der Lebensmittel-
herstellung erkannt. Der Unterschied von Lebensmittel-tauglichen Kapseln zu
pharmazeutischen Produkten besteht hauptsachlich in ihrer GréRRe, die sich im Mikrometer-
bereich (<50 um) befindet, wohingegen die Kapseln aus dem Pharmabereich meistens
einen gréleren Durchmesser (> 10 mm) aufweisen. Dadurch wird ermdéglicht, dass sie beim
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Verzehr der Lebensmittel nicht wahrgenommen werden kdnnen. Aullerdem verbessert die
Verkapselung oftmals auch Produkteigenschaften wie Dosierbarkeit, Lagerstabilitat,
Handhabung oder FlielReigenschaften von Pulver [Augustin et al., 2009; Champagne et al.,
2007]. In einigen heute schon erhaltlichen industriellen Produkten (Zahncremes, Pestizide,
Shampoos, Badezusatze, Durchschlagpapiere, Erfrischungstiicher, Reinigungsmittel und
spezielle Hautreiniger) finden verkapselte Wirkstoffe ihre Verwendung [Sliwka, 1975].

Tab. 2.4: Auswahl literaturbekannter Verkapselungstechniken zur Stabilisierung anthocyanreicher
Produkte im Bereich der Lebensmittelverarbeitung.

Verkapselungstechnik verwendete Materialien Referenz

[Robert et al., 2010],

Sprihtrocknung Maltodextrin, Proteinlsolate [Bakowska-Barczak et al., 2010]

Gefriertrocknung Pullulan (E 1204)* [Gradinaru et al., 2003]
Glucan, Pektinat, [Xiong et al., 2006],
Thermische Gelbildung Alginat, Molkenprotein, [Ferreira et al., 2009],
Curdlan (E 424) * [Betz et al., 2010]

Wasser/Ol/Wasser
(W/O/W)-Doppelemulsionen

[Frank et al., 2010],

Wasser, Ol, Emulgator [Schuchmann et al., 2004]

Einschluss & Komplexierung Cyclodextrine [Lucas-Abellan et al., 2008]

* Pullulan: Wasserl6sliches Polysaccharid; Curdluan: Gelbildner.

Ziel der Verkapselung von bioaktiven Komponenten wie z.B. Anthocyanen ist es, deren
Struktur zu stabilisieren und vor einem Abbau bzw. Zerfall zu schiitzen. Speziell bei
Anthocyanen besteht dadurch die Mdglichkeit die Farbe (Struktur ist pH-abhangig) zu
erhalten (siehe Kap. 2.5.2). Des Weiteren soll durch Einbringen der Substanzen in feste oder
flissige Partikel eine kontrollierte Freisetzung in Abhangigkeit von bestimmten
Umgebungsbedingungen (pH-Milieu, Enzymaktivitdt, Schwerkrafte, Zeit) am Wirkort
gewahrleistet werden [Augustin et al., 2009].

Im Allgemeinen wird die Stabilitat der Anthocyane gegeniber schadigender Einflisse (siehe
Kap. 2.5) unabhangig von der angewandten Verkapselungstechnik erhoht. Es wird jedoch
vermutet, dass die Herstellungsparameter bei der Kapselproduktion einen zusatzlichen
Einfluss auf die Anthocyanstabilitat haben kénnten [Cavalcanti et al., 2011].

Um die oben genannten Ziele zu erreichen, stehen den Forschungsgruppen und der
Industrie eine Vielzahl unterschiedlichster Verkapselungstechniken wie beispielsweise
Emulgation, Koazervation, Spriuhtrocknung, Sprihkihlung und Extrusionstechnologien zur
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Verflgung [Vos et al., 2010]. Je nachdem welche Materialien bei den einzelnen
Verkapselungsprozessen verwendet werden, andern sich die spezifischen Eigenschaften der
produzierten Kapseln. Sollen die Kapseln in Lebensmittel direkt eingebracht werden, steht
dem Produzenten nur eine begrenzte Auswahl an Materialen zur Verfugung. Diese sind
durch eine E-Nummer gekennzeichnet und werden teilweise Uber die Zusatzstoffzulassungs-
verordnung (ZZulV) geregelt [Beck-Texte, 2010]. Dazu z&hlen Polysaccharide (Pektine (E
440a/b), Alginate (E 401 - 405), Maltodextrine (E 1404), Lipide (Triglyceride, Fette, Wachse
(E 900 - 907)), Proteine (Molkenproteine) oder Polymere (Schellack (E 904)) [Bansode et al.,
2010].

Die beiden in der Lebensmitteltechnologie am haufigsten verwendeten Kapseltypen sind die
Kern-Hulle- (A) und die Matrixkapsel (B). Bei Kern-Hulle Kapseln wird die Oberflache des
festen oder flissigen Kerns durch eine dinne Hille (Membran, Kapselwand) von der
Umgebung getrennt, die nochmals von einer sogenannten zusatzlichen Schutzschicht
(,Coating-Schicht“) umgeben sein kann. Bei Matrixkapseln ist eine zusatzlich auf die Kapsel
aufgebrachte Hiullschicht moglich (siehe Abb. 2.8). Diese beiden Schichten sind je nach
Material und Dicke flr die Spezifitit der Kapseln verantwortlich, da aufgrund
unterschiedlicher funktioneller Eigenschaften (mechanische, magnetische, lichtempfindliche
oder elektrische) eine gezielte Steuerung oder Kontrolle der Freisetzung (am Wirkort)
erreicht werden kann [Bansode et al., 2010; Singh et al., 2010; Vos et al., 2010].

El Wirkstoff
1 Polymer

Abb. 2.8: Kern-Hlille Kapsel und Matrixkapsel im Vergleich: A) Kern-Hiille Kapsel aus Polymerhlille
mit einem wirkstoffhaltigen Kern B) Matrixkapsel aus einem Polymer mit in das
Polymergeriist eingebautem Wirkstoff nach [Singh et al., 2010].

Es gibt verschiedene Wege, wie der in eine Kapsel eingebrachte Wirkstoff freigesetzt werden
kann: Ist der Wirkstoff gleichmaRig uber den Kapselkern verteilt und dort direkt mit dem
Wandmaterial verbunden, so kann die Freisetzungskinetik durch den Abbau des Materials
bedingt sein oder diffusiv vor dem Abbau oder zeitgleich erfolgen. Des Weiteren besteht die
Mdglichkeit, die aktive Komponente mit einer zusatzlichen Membran zu umgeben, die eine
verzogerte diffusive Freisetzung ermdglicht und somit nicht vom Abbau der Matrix beeinflusst
wird. Zusatzlich zu diesen zwei Varianten kann eine Schutzschicht aus Coating-Materialien
aufgebracht werden, die aufgrund unterschiedlicher Parameter (pH-Wert, enzymatische
Aktivitat) die Freisetzung erst ermdglicht [Bansode et al., 2010; Vos et al., 2010]. Ein Beispiel
hierfir stellt die am haufigsten verwendete Coating-Substanz Schellack dar. Es ist ein
naturliches Polymer, dass von der parasitaren Lackschildlaus Kerria Lacca sekretiert wird
[Penning, 1996]. Aufgrund der positiven Eigenschaften (Filmbildung, pH-Wert-abhangiges
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Ldseverhalten, Wasserunléslichkeit) wird Schellack in der Pharmaindustrie haufig eingesetzt,
um die unverandert Magenpassage bei Medikamenten zu gewahrleisten und kontrolliert im
Dinn- oder Dickdarm freizusetzen. Die Schutzwirkung bei niedrigen pH-Werten und das
anschliefiende Auflésen der Schellack-Schicht im héheren pH-Bereich, ist ausflihrlich in Abb.
2.9 dargestellt [Bose et al., 2007; Buch et al., 2009; Leopold et al., 2011; Penning, 1996].

Abb. 2.9: Freisetzungsverhalten von Schellack-liberzogenen Kapseln bei unterschiedlichen pH-
Bedingungen: 1: Magenresistenz; 2: Aufquellen des Schellack-Uberzugs; 3: Eindringen
von Flissigkeit in die Kapsel; 4: L6sen und Freisetzung der verkapselten Komponente; 5:
Interaktionen zwischen dem Schellack-Uberzug und der Kapsel; 6: Auflésung des
Schellack-Uberzugs [Leopold et al., 2011].

Der Einsatz von Verkapselungssystemen in der Lebensmittelchemie befindet sich jedoch
immer noch am Anfang seiner Entwicklung, was durch die im Lebensmittelrecht verankerten,
strengen Gesetze und Verordnungen bedingt ist [Champagne et al., 2007].

2.9 Pharmakokinetik

Die Methode der Pharmakokinetik beschreibt allgemein die Art und Weise wie Stoffe im
Organismus resorbiert, verteilt, metabolisiert und ausgeschieden werden. Dieser Vorgang
wird in der Wissenschaft oft als ADME-Prinzip (engl. absorption, distribution, metabolism,
excretion) beschrieben und gilt auch fir Anthocyane die aus anthocyanreichen
Lebensmitteln aufgenommen werden. Damit eine korrekte Interpretation der Ergebnisse des
ADME-Prinzips fiir Anthocyane und Anthocyanidine méglich ist, missen zwei Punkte bei
dem Nachweis der Anthocyane beachtet werden. Erstens missen analytische Methoden so
gewahlt werden, dass Spezies berlcksichtigt werden, die nicht im oberen Magen-Darm Trakt
(GIT) absorbieren, sondern erst im Darm eine Metabolisierung oder ein Abbau zu kleineren
Molekilen stattfindet [Aura et al., 2005]. Zweitens muss beachtet werden, dass bei vielen
Methoden das Ansauern der Proben, zur Stabilisierung, notwendig ist. Hierdurch kann es zu
Fehlern in der Detektion der zu untersuchenden Substanzen kommen [McGhie et al., 2007]. In
den weiteren Abschnitten 2.9.1 bis 2.9.4 soll nun ndher auf das ADME-Konzept in Bezug auf
Anthocyane eingegangen werden. In Abb. 2.10 ist der Verlauf des ADME-Prinzips fur
Anthocyane nochmals in einer Ubersicht dargestellt.
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Abb. 2.10: Aufnahme-, Verteilungs-, Metabolisierungs- und Ausscheidungs-Wege der Anthocyane im
Organismus (ADME-Prinzip) nach [He et al., 2010].

2.9.1 Aufnahme (engl. absorption)

Anthocyane liegen in der Nahrung hauptsachlich in glykosylierter Form vor und kdnnen
durch Kauen aus der Nahrung freigesetzt werden. Nach der Freisetzung der Anthocyane
kann deren Resorption schon im Magen erfolgen und Uber das Dinndarmepithel, welches
als Hauptaufnahmeort gilt, fortgesetzt werden. Im Dinndarm koénnen zwei Wege der
Resorption stattfinden: Zum einen kann durch eine extrazellulare Hydrolase (engl. /actat
phlorizin  hydrolase, LPH), die an der Birstensaummembran lokalisiert ist, die
Zuckerkomponente vom Anthocyan hydrolytisch abgespalten werden. Dadurch entsteht das
kleinere und hydrophobe Anthocyanidin, welches durch passive Diffusion die biologische
Membran (apikal nach basolateral) passieren kann. Andererseits kébnnen Anthocyane intakt
Uber einen spezifischen Transporter SGLT1 (engl. sodium-dependent glucose transporter)
vom Dunndarmepithel resorbiert werden [Kay, 2006; Walle, 2004]. In der Zelle werden
Anthocyane entweder durch eine endogene B-Glukosidase gespalten oder direkt zur
basolateralen Seite abgegeben (siehe Abb. 2.11) [Kay, 2006].
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Abb. 2.11: Postulierter Mechanismus der Resorption von Anthocyanen. SGLT: Natrium abhéngiger
Glukosetransporter; LPH: Laktat Phlorizin Hydrolase, CBG: Zytosolische B-glukosidase;
UDP-GT: UDP-glycuronosyltransferase; COMT: catechol-O-methyltransferase; SULT:
Sulfotransferase [Kay, 2006].

Es wird vermutet, dass die Resorption der Anthocyane in geringen Mengen bereits im Magen
stattfindet. Um diesen Sachverhalt zu prifen flhrten drei unterschiedliche Forschungs-
gruppen Experimente an Ratten durch. In einer Studie wurde den Ratten Heidelbeerextrakt
(185 pg) direkt in den Magen injiziert und nach 30 min der Mageninhalt und das Blut
untersucht. Dabei zeigte sich, dass ca. 25% der Anthocyanmonoglykoside des Heidelbeer-
extrakts (hauptsachlich Glukoside und Galaktoside) vom Magen resorbiert wurden [Talavera
et al., 2003]. Demgegenuber wurde nach Intubation des Magens von Ratten mit 2 mg
Traubenextrakt und 36 min Inkubation im Mittel eine Konzentration von 0.65 £ 0.16 uM im
Portal- (Gewinnung aus dem Blut der Pfortader) und 0.23 £ 0.08 yM im systemischen
Plasma (Gewinnung aus dem Blut des Herzens) nachgewiesen [Passamonti et al., 2003]. In
einer vergleichbaren Studie bei der ebenfalls Traubenextrakt (identische Konzentration)
eingesetzt wurde, stellte sich aufgrund erhohter Anthocyankonzentrationen in der Niere
heraus, dass eine Isoform der Bilitranslokase an dem Transport von Anthocyanen in die
Niere beteiligt sein kdnnte [Vanzo et al.,, 2008]. Bilitranslokasen sind hauptsachlich in
Leberzellen und der Magenmukosa lokalisiert wo ihre Hauptaufgabe darin besteht
organische Anionen zu transportieren. Es wird schon seit ldngerem vermutet, dass
Anthocyane eine Affinitat zu deren Bindungsdomane besitzen und dadurch eine Resorption
schon im Magen erfolgt [Passamonti et al., 2002].

Um in vitro den Transport von Anthocyanen durch das Darmepithel zu simulieren werden
vorzugsweise Caco-2 Zellen verwendet. Diese wurden entweder auf Transwell-Platten oder
in einer Ussing-Kammer mit anthocyanreichen Extrakten oder Reinsubstanzen inkubiert und
der Transport bzw. die am Transport beteiligten Mechanismen untersucht [Steinert et al., 2008;
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Yi et al., 2006]. In einer aktuellen Studie zeigte sich, dass nicht nur der SGLT1, sondern auch
der GLUT2 (engl. glucose transporter 2) fur den Transport der Anthocyane von der apikalen
zur basolateralen Seite verantwortlich ist [Faria et al., 2009].

Mittels in vivo Experimenten (in situ-Perfusionsmodelle) wurde an Ratten die Resorptionsrate
der Anthocyane durch die Magen- und Dinndarmmukosa bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass
zwischen 10 und 22% der verabreichten Anthocyane im Dinndarm resorbiert wurden
[Talavera et al., 2004]. Diese hohe Resorptionsrate wurde in Untersuchungen mit einem
vergleichbaren in situ-Perfusionsmodell (Aufnahme ca. 20% Magen und 7% Duinndarm)
bestatigt [Felgines et al., 2006]. Durch ein aktuelles Experiment an Ratten wurde nach Gabe
eines anthocyanreichen Himbeerextrakts per Magensonde eine Absorption von 7.5% der
Anthocyane ins Dinndarmepithel beobachtet [He et al., 2009]. Aufgrund dieser Ergebnisse
kann davon ausgegangen werden, dass ca. 10% der verabreichten Anthocyane insgesamt
(Magen und Dinndarm) resorbiert werden.

2.9.2 Verteilung (engl. distribution)

Da im vorhergehenden Kapitel die Resorption der Anthocyane durch das Magen- und
Darmepithel beschrieben wurde, steht in diesem Abschnitt die Frage nach der Verteilung der
resorbierten  Anthocyane im Korper im Vordergrund. Dieses Wissen (ber
Anthocyankonzentrationen in unterschiedlichen Geweben des Organismus ist wichtig, um
spezifische Wirkmechanismen, die mdglicherweise auf Anthocyane zurlickzufiihren sind,
erklaren zu kdnnen. In Tab. 2.5 sind unterschiedliche in vivo Studien (Ratte, Maus, Schwein)
zur Verteilung der Anthocyane im Organismus und die erhaltenen Ergebnisse
zusammengefasst dargestellt.

Nach der Resorption durch den Magen oder das Darmepithel gelangen die Anthocyane in
den systemischen Kreislauf (Blutkreislauf) Gber den eine Verteilung im Organismus
stattfindet. In einer Studie von Sakakibara et al. (siehe Tab. 2.5) wurde eine Anthocyan-
konzentration im Blut von ca. 2% der aufgenommenen Menge nachgewiesen [Sakakibara et
al., 2009]. Des Weiteren wurde in dieser Studie gezeigt, dass eine Verteilung der Anthocyane
in unterschiedliche Organe (Leber, Niere, Lunge und Hoden) stattfand. Dabei wurden die
héchsten Anthocyangehalte (> 50% der resorbierten Menge) in der Leber nachgewiesen
[Sakakibara et al.,, 2009]. In anderen Studien wurden geringere Konzentrationen an
Anthocyanen sowohl im Herzen und den Hoden als auch im Gehirn der Versuchstiere
wiedergefunden [Felgines et al., 2009; Talavera et al., 2005].
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Tab. 2.5: Verteilung der Anthocyane im Organismus im Rahmen von Tierstudien.

- Organ
Produkt Gesamtanthocyan Modell 9 Referenz
gehalt [pmol/g Gewebe]
5 o/ka Nah Leber (605),
i . ahrun i
Heidelbeer I J Maus Niere (207), [Sakakibara et al., 2009]
extrakt (14 Tage) Lunge (149),
Hoden (116)
i . 5 mg/kg KG Niere (474),
Held?IbEter _ 9 } Ratte Galle (13), [Ichiyanagi et al., 2006]
extra (intravends) Leber (138)
Magen (68),
. 0.4gproTa Jejunum (605),
Bré);?rt;i?r IrP J Ratte Leber (3.3), [Talavera et al., 2005]
(15 Tage) Niere (0.4),
Gehirn (0.3)
4% der tagl. Leber (1.3),
Heidelbeer- Nahrung . Augen (1.6),
oxtrakt (ad libitum, Schwein Crotex (0.9) [Kalt et al., 2008]
28 Tage) Zerebe”um (07)
0.5 T Blase (2.4),
- : ro Ta
Brombeer gp g Ratte Prostata (0.3), [Felgines et al., 2009]
extrakt (12 Tage) Hoden (0.1),
Herz (0.1)

Um diese Ergebnisse aus den genannten Tierstudien zu Uberprifen, wurde eine aktuelle
Studie an Méausen durchgefiihrt, die "C-markiertes (alle C-Atome des B-Rings) Cyanidin-3-
O-glukopyranosid (6.8 mg/ml) per Magenintubation (0.7 ml entsprechen 100%) verabreicht
bekamen. Nach 3 h wurden bis zu 92% des markierten Cyanidin-3-O-glukopyranosid (mittels
Radioaktivitdt berechnet) in unterschiedlichen Organen und Korperflissigkeiten
nachgewiesen (siehe Tab. 2.6), wobei der Hauptanteil von ca. 84% in gastrointestinalen
Inhalten (Magen, Dinndarm, Blinddarm, Dickdarm) vorlag. Anhand dieser Ergebnisse wird
deutlich, dass nur ein geringer Teil der eingesetzten Anthocyanmenge von der Maus
resorbiert wurde und im Plasma (0.044%) vorlag. Der resorbierte Anteil wurde Uber den
gesamten Organismus verteilt, wobei auch in dieser Studie die hochste Anthocyanmenge
(berechnet als Anteil gesamt Radioaktivitat) in der Leber (0.27%) nachgewiesen wurde
[Felgines et al., 2010]. Durch die von Felgines et al. erzielten Ergebnisse konnten die in der
Tab. 2.5 aufgefiihrten Studien bestatigt werden.
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Tab. 2.6: Verteilung von "*C-markiertem (alle C-Atome des B-Rings) Cyanidin-3-O-glukopyranosid
(6.8 mg/ml per Magenintubation (0.7 ml entspricht 100%)) in den Organen der Maus (3 h)
nach [Felgines et al., 2010].

Organ An.teil Clie.s?mt- Organ An.teil (.;e.s.?mt_
radioaktivitat [%] radioaktivitat [%]
Urin (Blase) 0.469 Zerebellum 0.001
Urin (Kafig) 2.860 Augen 0.001
Plasma 0.044 Thymus 0.004
Erythrozyten 0.007 Gehirn 0.004
Leber 0.268 Muskeln 0.004
Galle 0.147 Milz 0.005
Niere 0.143 Magen (Gewebe) 1.67
Pankreas 0.037 Mageninhalt 9.90
Lunge 0.026 Dinndarminhalt 50.7
Blase 0.022 Blinddarm (Gewebe) 1.84
Korperfett 0.015 Blinddarminhalt 211
Hoden 0.013 Dickdarm (Gewebe) 0.42
Prostata 0.009 Dickdarminhalt 2.27
Herz 0.007
Gesamt 4.068 Gesamt 87.919
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2.9.3 Metabolismus (engl. metabolism)

Anthocyane werden durch die Enzyme (Pepsine) und den pH-Wert (1.2) des Magens nicht
abgebaut und erreichen somit intakt den Dinndarm [Aura, 2008; Woodward et al., 2011]. Im
Gegensatz dazu wurde wahrend einer simulierten Magenpassage (30 min) ein Abbau von
ca. 30% Anthocyanidin (Bsp. Cyanidin) beobachtet [Woodward et al., 2011]. Erreicht das
einzelne Anthocyan unmetabolisiert den Dinndarm, so wird vermutet, dass dort eine
extrazellulare Dinndarm-B-Glukosidase (LPH), die an der Birstensaummembran lokalisiert
ist, den Zucker abspaltet [Avila et al., 2009; He et al.,, 2005]. Die dadurch freigesetzten
Anthocyanidine kénnen sowohl durch die Mikroflora [Han et al., 2009] als auch aufgrund des
basischen pH-Wertes (5.9 - 7.6, siehe Tab. 4.1) [Woodward et al., 2009] im Darm weiter
abgebaut werden.

Bei in vitro-Inkubationen unter anaeroben Bedingungen mit humanem Fazes zeigte sich,
dass Cyanidin-3-O-glukopyranosid innerhalb von 2 Stunden komplett abgebaut wurde. Als
Hauptabbauprodukt entstand hierbei Protokatechusaure [Aura et al., 2005]. In einer
aktuelleren Studie von Han und Mitarbeitern konnte nach Inkubation mit humanem Fazes
das von Aura et al. erzielte Ergebnis verifiziert werden. Hierbei wurde neben der Bildung von
Protokatechusaure noch die Bildung von Cyanidin beobachtet [Han et al., 2009]. Um diese
Daten auf den Menschen beziehen zu kénnen, wurde von Vitaglione et al. eine Humanstudie
durchgefihrt, bei der Probanden 1 | anthocyanreichen Blutorangensaft konsumierten. Hierbei
stellte sich heraus, dass 73% des resorbierten Cyanidin-3-O-glukosids zu Protokatechusaure
metabolisiert wurde [Vitaglione et al., 2007]. Bei einer Studie mit Ratten zeigte sich, dass nach
einer Gabe von 24 mg Anthocyanen (als Heidelbeerextrakt) pro Tag lber einen Zeitraum von
8 Wochen nicht nur Protokatechusaure als Abbauprodukt aus Anthocyanen entsteht. Es
wurden funf weitere Metabolisierungsprodukte (Gallus-, Syringa-, 4-Hydroxybenzoe-,
Benzoe- und Hippursaure) nachgewiesen [Del Bo et al., 2010]. Weitere Abbauprodukte (3-O-
Methylgallussaure und 2,4,6-Trihydroxybenzaldehyd) wurden bei anaeroben Inkubationen
mit Schweinedickdarminhalt und Traubenextrakt (0.43 mg/ml) nach 6 h nachgewiesen
[Forester et al., 2008]. Eine Zusammenstellung aller bisher identifizierten Phenolsduren die
aus Anthocyanen im Menschen gebildet wurden, ist in der Arbeit von Nurmi et al.
zusammengefasst [Nurmi et al., 2009].

Nach Resorption der Anthocyane durch die Darmmukosa besteht die Moglichkeit, dass
Anthocyane durch Enzyme, die meist in der Leber lokalisiert sind, metabolisiert werden.
Hierzu zahlen die Catechol-O-methyltransferase (COMT), die in unterschiedlichen Geweben
lokalisiert ist, wobei die héchste Aktivitat in der Leber vorliegt und fiir die Einfihrung einer
Methylgruppe verantwortlich ist. Als Substrate flir die COMT gelten hauptsachlich
Substanzen die eine Catechol-Struktur besitzen [Weinberger et al., 2006]. Da das
Anthocyangerust, aufgrund des B-Rings diese strukturelle Eigenschaft besitzt, kann dort
mittels COMT katalysiert eine Methylierung stattfinden. Fir die 3'-OH oder 4'-OH Gruppe des
Cyanidins [Felgines et al., 2006; Talavera et al., 2005; Wu et al., 2006b] und des Delphinidins
[Ichiyanagi et al., 2004a; Ichiyanagi et al., 2004b] sind Methylierungsprodukte in der Literatur
beschrieben [Prior et al., 2006]. Weiterhin ist die Uridindiphosphat-Glukuronosyltransferase
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(UDP-GT) von Bedeutung, die bei der Glukuronidierung der Anthocyane als Katalysator
fungiert und hauptsachlich in der Leber lokalisiert ist. Die am haufigsten detektierte
Glukuronidierung findet bei Anthocyanen an der 3-OH Gruppe nach Abstraktion der
Zuckerkomponente statt [Fleschhut et al., 2006; Prior et al., 2006; Talavera et al., 2005; Wu et al.,
2006b]. Zuletzt ist die Sulfotransferase (SULT) zu erwahnen, die zu einer Gruppe von
zytosolischen Enzymen gehért die im Korper weit verbreitet sind und bei der
Biotransformation von endogenen Molekilen (Steroide, Catecholamine) eine bedeutende
Rolle spielt. Es wird vermutet, dass die SULT bei der Sulfatierung der Anthocyane beteiligt
ist [Felgines et al., 2003; Felgines et al., 2005; He et al., 2010; Kay, 2006]. Fir das Wiederfinden
von entstandenen Anthocyankonjugaten in unterschiedlichen Organen, ist grotenteils das
Zusammenspiel zwischen Darm, Leber und Galle (,enterohepatischer Kreislauf®)
verantwortlich. In einer Studie an Mausen, die Uber eine Magensonde Anthocyane aus
Brombeeren verabreicht bekamen, wurden methylierte, sulfatierte und glukuronidierte
Anthocyane in der Darmmukosa, Leber, Niere, Lunge, Prostata und Herz nachgewiesen
[Forester et al.,, 2008]. Der Nachweis dieser Anthocyankonjugate wurde bereits in einer
Vielzahl weiterer Studien erbracht, wobei zusatzlich beobachtet wurde, dass Anthocyane zu
ca. 70% als Konjugate wie z.B. Glukuronide im Urin vorlagen [Cooke et al., 2006; Kay et al.,
2005; Matsumoto et al., 2006; Tian et al., 2006; Wu et al., 2005].

2.9.4 Ausscheidung (engl. excretion)

Die mit der Nahrung aufgenommenen Anthocyane durchlaufen im Organismus eine Vielzahl
unterschiedlichster Schritte der Resorption, Verteilung und Metabolisierung. Der nicht
resorbierte Anteil der entstandenen Metabolite oder intakten Anthocyane wird Uber die Fazes
ausgeschieden. Aufgrund dessen, wurden in Fazes sowohl intakte Anthocyane als auch
deren Aglyka und Abbauprodukte (Phenolsauren, Metabolite (methyliert)) wiedergefunden
[He et al., 2005; McGhie et al., 2007]. Die fakale Ausscheidungsgeschwindigkeit der
Anthocyane bzw. der Gehalt an unterschiedlichen Anthocyanglykosiden kann vom
Lebensmittel und dessen Matrix abhangig sein [Walton et al., 2009].

Ein Grolteil der resorbierten Anthocyane gelangt tber die Leber (Metabolisierung) zur Niere
und wird dort Uber den Urin ausgeschieden. Ein geringer Anteil wird jedoch direkt von der
Leber Uber den enterohepatischen Kreislauf in den Dinndarm zuriicktransportiert. Nach
Verzehr anthocyanreicher Lebensmittel wurden im Urin bisher intakte Anthocyane,
Anthocyanidine und deren Glukuronidierungs-, Methylierungs- und Sulfatierungsprodukte
nachgewiesen [Kay et al., 2004; McGhie et al., 2007]. Aus einer aktuellen Studie ist bekannt,
dass noch weitere Anthocyanmetabolite gebildet werden, deren Charakterisierung bislang
noch nicht gelang [Nurmi et al., 2009]. Anzumerken ist, dass die Ausscheidung Uber den Urin,
signifikant von der aufgenommenen Menge an Anthocyanen abhangig und dabei im Mittel
2% der aufgenommenen Menge ausmacht [Carkeet et al., 2008; Hollands et al., 2008].
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Zusammenfassend lasst sich Uber die Pharmakokinetik der Anthocyane sagen, dass einige
umfassende und auch neuere Daten vorliegen. Diese sind jedoch noch sehr limitiert [He et
al., 2010; Kay, 2006; McGhie et al., 2007].

2.10 Verfugbarkeit im Darm

Der Begriff ,Bioverfigbarkeit® ist sehr schwer zu definieren. Urspringlich wurde es in der
Pharmakologie und Toxikologie entwickelt, um die systemische Verfligbarkeit von
Xenobiotika nach oraler Gabe im Vergleich zu i.v. Gabe zu beschreiben. Heutzutage gibt es
viele Definitionen und Auslegungen des Wortes ,Bioverfligbarkeit* [Naidu et al., 2008]. Im
Hinblick auf die vorliegende Dissertation beschreibt die ,Bioverfugbarkeit den Anteil an
Anthocyanen und deren Metabolisierungsprodukten, die in den Kompartimenten des Kérpers
nachweisbar sind.

Da Anthocyane im Magen aufgrund des pH-Wertes (pH 1 - 3) nicht abgebaut und nur zu
geringen Mengen resorbiert werden (siehe Kap. 2.9.1), ist die Verfigbarkeit im Darm
entscheidend. Das Darmepithel gilt als Hauptresorptionsort der Anthocyane [Kay, 2006]. Aus
diesem Grund wurde fir die Arbeiten dieser Dissertation ein ex vivo Modellsystem
verwendet, mit dessen Hilfe es mdglich war, die unterschiedlichen Abschnitte des Darms zu
untersuchen. Das Modellsystem basierte auf Patienten die einen kiinstlichen Darmausgang
(terminales lleum, 3. Abschnitt des Dinndarms) besalien. Dadurch bestand die Mdéglichkeit
eine Aussage Uber die Verfligbarkeit der eingesetzten Substanzen am Ende des Diinndarms
bzw. am Anfang des Dickdarms zu treffen. Zahlreiche Humanstudien mit dem Ziel, die
Bioverflgbarkeit von Substanzen mittels lleostomapatienten am Ende des Dinndarms zu
ermitteln, sind in der Literatur beschrieben [Hagl et al., 2011; Kahle et al., 2005; Marks et al.,
2009]. Da Studien zur Bioverfiigbarkeit von Anthocyanen im GIT sehr limitiert sind, stellt das
ex vivo lleostomamodell eine gute Méglichkeit dar, den Gehalt an Anthocyanen am Ende des
Dinndarm zu untersuchen.

In einer Studie an lleostomapatienten wurde nach Verzehr von 300 g Heidelbeeren abhangig
von der Glykosylierung des Anthocyans zwischen 28 und 85% im lleostomabeutel
wiedergefunden. Dies spricht dafiir, dass Anthocyane unmetabolisiert den Dickdarm
erreichen und dort von der Mikroflora abgebaut werden kénnen [Kahle et al., 2006]. Ein
vergleichbares Ergebnis wurde in einer aktuellen Humanstudie von Gonzalez-Barrio et al.
nach dem Verzehr von 300 g Himbeeren erzielt. Es zeigte sich, dass ca. 40% der
aufgenommen Menge an Anthocyanen im lleostomabeutel wiedergefunden wurde. Im Urin
konnten weniger als 0.1% der aufgenommenen Menge detektiert werden, wahrend sich die
Anthocyankonzentration im Plasma unter der Nachweisgrenze befand [Gonzalez-Barrio et al.,
2010]. Eine Zusammenfassung ausgewabhlter in vivo Studien zur Bioverfligbarkeit von
Anthocyanen sind in Tab. 2.7 dargestellt.
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Tab. 2.7: Ausgewéhlte Modellstudien zur Bioverfiigbarkeit von Anthocyanen in vivo.

Gesamt- Blut/
Produkt anthocyan- Modell GIT* . Urin* Referenz
gehalt Plasma
Heidelbeer- | 100 mg/kg o 50 [Sakakibara et
extrakt KG Maus KA. 1.7% 2% al., 2009]
. 918 nmol
Himbeer- (2.77 mlpro | Ratte lleum: 48% | <LOD 0.2% [Borges etal.,
saft . 2007]
Tier
Himbeer- 50 mg/kg : Darm: o [Wu et al.,
extrakt KG Schwein | . 429 KA. <0.1% 2006b]
Heidelbeer- 7.8 g/kg lleostoma: [Kahle et al.,
friichte 300g) | Menseh | pissusse | KA KA. 2006]
Himbeer- 204 pmol lleostoma: [Gonzalez-
.. Mensch o <LOD <0.1% Barrio et al.,
frichte (300 g) ca. 40% 2010]

* Ermittelte Menge an Anthocyanen in % bezogen auf den eingesetzten Gesamtanthocyangehalt. GIT:

Gastrointestinaltrakt, k. A.: keine Angaben.
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2.11 Biologische Eigenschaften

Das Interesse an einer ausgewogenen Erndhrung in Bezug auf die menschliche Gesundheit
stieg in den letzten Jahren immer mehr an. Dadurch gewann anthocyanreiches Obst und
Gemuse aufgrund eines moglichen gesundheitsfordernden Potentials stetig an Bedeutung.
Insbesondere rote Beeren und daraus hergestellte Extrakte sind reich an Anthocyanen und
anderen sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen wie Tanninen oder Phenolsduren. Wie
epidemiologische Studien zeigten, besteht vermutlich ein Zusammenhang zwischen dem
Konsum von anthocyanreichen Frichten und einer praventiven Wirkung auf chronische
Krankheiten (z.B. Herz-Kreislauferkrankungen) deren Pathogenese mit oxidativem Stress in
Verbindung gebracht wird. Aus diesem Grund nahm die Bedeutung an sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen und speziell an Anthocyanen in der Forschung stark zu, was sich in
den letzten Jahren in einer Vielzahl von in vitro- und in vivo Studien widerspiegelt [Crozier et
al., 2009; Paredes-Lopez et al., 2010].

Heutzutage wird jedoch angenommen, dass nicht nur einzelne Substanzen, sondern ein
Zusammenspiel verschiedener sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe zu dieser potenten
(antioxidativen, antiproliferativen, etc.) Wirksamkeit fuhrt. In den Folgenden Kapiteln 2.11.1
bis 2.11.5 soll nun naher auf die biologischen Wirkungen im Zusammenhang mit
Anthocyanen und anthocyanhaltigen Lebensmitteln eingegangen werden.

2.11.1 Antioxidative Wirksamkeit

Anthocyane sind aufgrund ihres geringen Redoxpotentials (0.23 V) in der Lage, freie
Radikale (siehe Kap. 3) wie Superoxidradikalanionen, Hydroxylradikale, Alkoxylradikale und
Peroxylradikale mit Redoxpotentialen in einem hoéheren Bereich von 2.13-1.0V, durch
Abgabe eines Elektrons oder eines Wasserstoffatoms abzufangen [Pietta, 2000]. Diese
Eigenschaft kann auf zwei spezifische Strukturmerkmale der Anthocyane (siehe Abb. 2.12
rot markiert) zurtickgefihrt werden. Zum einen befindet sich eine o-Dihydroxystruktur am B-
Ring (Catechol-Struktur), zum anderen zwei Hydroxygruppen an den Positionen 3 und 5,
welche fir die Radikal-inaktivierenden Wirkungen verantwortlich sind [Terao, 2009].
Mindestens eines der beiden Strukturmerkmale ist flir das Inaktivieren von Radikalen
Voraussetzung. Besitzt das Anthocyan sowohl die Catechol-Struktur als auch die zwei
Hydroxygruppen an den Positionen 3 und 5, so kann dies zu einer Erhdhung der
antioxidativen Wirksamkeit flhren [Terao, 2009].
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Abb. 2.12: Strukturelle Merkmale die fiir die Radikal-inaktivierenden Eigenschaften der Anthocyane
verantwortlich sind (modifiziert nach [Terao, 2009]).

Am Beispiel der Catechol-Struktur des B-Rings wird in Abb. 2.13 das inaktivieren von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, siehe Kap. 3.1) ndher erldutert. Hierbei kommt es im
ersten Schritt durch Abgabe eines Protons zur Bildung des instabilen Semichinon-Radikals,
das in einer weiteren Reaktion mit ROS die chinoide Struktur ausbildet [Pietta, 2000]. Daraus
lasst sich schlieBen, dass alle Anthocyane eine potentielle antioxidative Wirksamkeit
gegeniber ROS besitzen, wobei die Wirksamkeit abhangig von den strukturellen
Eigenschaften der einzelnen Anthocyane ist [Pascual-Teresa et al., 2008].

oH R° RH o R RH 0
DSOS O
R R R

Abb. 2.13: Inaktivierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) lber ein Semichinon-Radikal bis zur
Bildung des stabilen Chinons (modifiziert nach [Pietta, 2000]).

Wird aufgrund dieser Eigenschaften ein Vergleich zwischen antioxidativer Wirksamkeit und
Catechol-Struktur der Anthocyane durchgeflihrt, so zeigt sich, dass Cyanidin, Delphinidin
und Petunidin potenter als Peonidin und Malvidin sind [Fleschhut et al., 2006].

Bei einem Vergleich der Aktivitdtsverlaufe mit dem Anthocyanprofil der Heidelbeere -
33 £ 7% Cyanidinglykoside, 33 £ 6% Delphinidinglykoside, 14 + 2% Petunidinglykoside,
7 + 3% Peonidinglykoside und 13 + 3% Malvidinglykoside - stellte sich heraus, dass ein
Anteil von 80 £ 15% antioxidativ wirksamer Anthocyane bestand [Latti et al., 2008]. Dieses
Ergebnis erklart, warum die Heidelbeerfriichte, Heidelbeerextrakt und Heidelbeersaft sowie
die daraus gewonnen Anthocyane in zahlreichen in vitro- und in vivo Studien als antioxidativ
wirksame Komponente identifiziert wurden.

Um die antioxidative Kapazitat der Anthocyane im zellfreien Medium zu charakterisieren,
kdnnen unterschiedliche Testsysteme verwendet werden. Die am weitesten verbreitete
Methode stellt der ORAC (engl. oxygen radical scavenging antioxidant capacity) Assay dar.
Dieser beruht auf der Oxidation eines fluoreszierenden Indikatormolekiils (Fluorescein) durch
induzierte Radikale, die durch Antioxidantien verhindert werden kann. Dadurch wird die
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Abnahme der Fluoreszenz zeitlich verzdgert. Das erhaltene Ergebnis wird auf eine
Standardgerade (Trolox) bezogen, wodurch eine Aussage Uber die Wirksamkeit der
eingesetzten Substanz gegenlber Trolox getroffen werden kann. Trolox dient dabei als
Referenz bei der Bestimmung antioxidativer Kapazitdt einer Probe, wodurch eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen gewahrleistet wird [Prior et
al., 2005].

Werden Anthocyane als Reinsubstanzen oder in komplexen Extrakten enthalten in neutralem
Medium inkubiert und die antioxidative Wirksamkeit gegenlber Trolox im ORAC-Assay
bestimmt, so ergibt sich folgender Aktivitatsverlauf: Cyanidinglykoside > Delphinidinglykoside
> Petunidinglykoside = Malvidinglykoside = Peonidinglykoside. Diese unterschiedliche anti-
oxidative Kapazitat der einzelnen Anthocyane konnte auf deren Molekdllstruktur zurtick-
gefuhrt werden [Wang et al., 1997; Zheng et al., 2003]. Eine so potente radikal-inaktivierende
Wirksamkeit in zellfreien in vitro Systemen lasst vermuten, dass Anthocyane im biologischen
System eine vergleichbare Wirkung zeigen. In einer in vitro Studie an oxidativ gestressten
Caco-2 Zellen zeigte sich im Dichlorfluorescein (DCF) Assay, dass ein anthocyanreicher
Brombeerextrakt im Konzentrationsbereich von 3.1 - 50 yg/ml in der Lage war, intrazellulare
ROS signifikant zu reduzieren [Elisia et al., 2008]. Ein vergleichbares Ergebnis konnte bei
Inkubationen von HT-29 Zellen mit verschiedenen Rotfruchtsaften im DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) Assay beobachtet werden [Kulisic-Bilusic et al., 2009].

Um die aus der Literatur bekannten positiven Wirkungen der in vitro Studien in vivo zu
bestatigen, wurden in der Vergangenheit nicht nur Tier-, sondern auch Humanstudien
durchgefihrt. In einer Humanstudie, bei der gesunde Probanden einen roten Mehrfruchtsaft
konsumierten (700 ml pro Tag Uber einen Zeitraum von 4 Wochen), wurde eine Verringerung
der oxidativen DNA-Schaden und eine signifikante Erhéhung des GSH-Status im Vergleich
zur Kontrollgruppe gezeigt [Weisel et al., 2006]. Bei Hamodialysepatienten wurde nach Gabe
von 200 ml pro Tag, eines polyphenolreichen roten Mehrfruchtsaftes (Anthocyangehalt
301 mg/l) Uber einen Zeitraum von 4 Wochen eine signifikante Erniedrigung der oxidativen
DNA-Schaden, von Malondialdehyd (MDA, wird als Marker fir die Lipidperoxidation
verwendet) und eine Erhéhung des GSH-Status beobachtet [Spormann et al., 2008]. Eine
Auswahl aktueller Studien und die dabei erzielten Ergebnisse (Modulation
unterschiedlichster Biomarker) sind in Tab. 2.8 dargestellt.
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Tab. 2.8: In vivo Studien zur Wirksamkeit anthocyanreicher Friichte und Fruchtextrakte auf die
Modulation unterschiedlichster Biomarker des oxidativen Stresses und die dabei erzielten

Ergebnisse.
Produkt Gesamtanthocyan Modell Biomarker Referenz
gehalt
. 50 - 200 mg pro kg
Heidelbeer- SOD 1, GPx« 1,
extrakt KG Maus GSH 1. MDA | [Yao et al., 2010]
(5 Tage)
Heidelbeer- 1.6 g pro Tag .
extrakt (10 Tage) Maus MDA | [Jakesevic et al., 2011]
100 mg pro g .
Heidelbeere Nahrung Ratte DNA-Schaden |, [Dulebohn et al., 2008]
LPO -
(21 Tage)
4 mg Cyanidin .
Brombeere | Aquiv. pro kg KG Ratte SOD 1, GPx, [Hassimotto et al.,
GSH 1 2011]
(35 Tage)
50 - 200 mg pro kg
Hibiskus KG Ratte LDH §, MDA, 1 ang et al., 2000]
GSH 1
(4 Tage)
250 g pro Tag DNA-Schaden |, .
Erdbeeren 21 Tage) Mensch LDL und GST < [Henning et al., 2010]
Mensch
. 200 ml pro Tag N . MDA |, GSH 1,
Fruchtsaft (28 Tage) (Haqulalyse DNA-Schaden | [Spormann et al., 2008]
patient)
Fruchtsaft* 700 mi pro Tag Mensch MDA |, GSH 1, [Weisel et al., 2006]

(28 Tage)

DNA-Schaden |

Abkirzungen:

SOD: Superoxiddismutase; GPx:
Malondialdehyd; LPO: Lipidperoxidation;

Glutathionperoxidase; GSH: Glutathion;
LDH: Lactat-Dehydrogenase; LDL:

density lipoprotein; GST: Glutathion-S-Transferase.

*  Fruchtsaft:

rote Trauben (57%),

Brombeeren

Johannisbeeren (9%), Aroniabeeren (Apfelbeere) (7%).

(18%),

MDA:
low

Sauerkirschen (9%),
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2.11.2 Antiproliferative & antikarzinogene Wirksamkeit

Basierend auf den Ergebnissen zahlreicher in vitro Studien wird vermutet, dass Anthocyane
antiproliferative Wirkungen besitzen. Bei Inkubationen unterschiedlicher Krebszelllinien (HT-
29 (Dickdarm), MCF-7 (Brust), HCT116 (Dickdarm)) mit anthocyanreichen Fruchtextrakten
(Himbeer-, roter/schwarzer Brombeer-, Heidelbeer-, Cranberry- und Erdbeerextrakt; im
Konzentrationsbereich von 0 - 200 pg/ml Extrakt) wurde eine konzentrationsabhangige (25 -
200 pg/ml Extrakt) Inhibierung der Zellproliferation beobachtet [Seeram et al., 2006].
Vergleichbare Ergebnisse mit Heidelbeerextrakten wurden von Yi und Mitarbeitern publiziert.
Hierbei wurde die Zellproliferation von HT-29 als auch Caco-2 (Dickdarmkrebszellen) Zellen
durch Heidelbeeranthocyane im Konzentrationsbereich von 15 - 50 pyg/ml gehemmt [Yi et al.,
2005]. In einer aktuellen Studie in der ein Granatapfelextrakt (0 - 600 ug/ml) eingesetzt wurde
konnte eine antiproliferative Wirkung auf die MCF-7 Zelllinie bestatigt werden [Jayakumar et
al., 2011]. Weitere Untersuchungen an HT-29 Zellen, die mit einem anthocyanreichen
Heidelbeerextrakt im Konzentrationsbereich von 25 — 200 pg/ml inkubiert wurden zeigten im
Sulforhodamin B (SRB) Assay, dass nach 72 h eine Wachstumshemmung um bis zu 50%
stattfand [Zhao et al., 2004]. In einer aktuellen Studie von Esselen et al. wurden HT-29 Zellen
in Anwesenheit von Katalase (siehe Kap. 3.2.1.2) mit Heidelbeer- und Traubenextrakt (0 -
500 pg/ml) inkubiert. Dabei wurde lediglich in der hdchsten eingesetzten Konzentration
(500 pg/ml) eine Wachstumshemmung mittels SRB Assay beobachtet [Esselen et al., 2011a].

Um eine weitere Aussage uber die Wirkung in vitro treffen zu kdnnen, spielen nicht nur
Untersuchungen zur Zellproliferation, sondern auch zur Zellviabilitdt eine wichtige Rolle
(siehe hierzu Tab. 2.9). Durch Erdbeer-, Johannisbeer und Himbeerextrakte konnte eine
Abnahme der Zellviabilitdt sowohl in Caco-2 als auch in HeLa (Gebarmutterhalskrebszellen)
Zellen bei einer Konzentration von 50 ug/ml ermittelt werden. Des Weiteren wurden in dieser
Studie Heidelbeer- und Granatapfelextrakt (50 pg/ml) untersucht, wobei keine Effekte auf die
Viabilitdt nachgewiesen wurden [McDougall et al., 2008]. Ein zusatzliches Beispiel daflir, dass
anthocyanhaltige Heidelbeer-, Himbeer- und Johannisbeerextrakte nicht immer eine
inhibierende Wirkung auf das Zellwachstum haben, zeigte sich in einer aktuellen Studie mit
humanen Brustkrebszellen (MDA-468), in welcher keine Effekte auf die Viabilitdt Gber den
verwendeten Konzentrationsbereich von 50 - 200 ug/ml nachgewiesen wurden [Hogan et al.,
2010]. Weitere in vitro Untersuchungen zu den antiproliferativen Eigenschaften der
Anthocyane und die dabei erzielten Ergebnisse sind in Tab. 2.9 aufgeflhrt.
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Tab. 2.9: Auswahl aktueller in vitro Studien zu den antiproliferativen Eigenschaften der Anthocyane in
unterschiedlichen Zell-/Testsystemen und die dabei erzielten Ergebnisse.

Produkt Konzentration Zell- Biomarker Referenz
[Mg/mi] modell
Heidelbeer- Zellwachstum
extrakt 25 HT-29 (SRB, 72 h) | [zhao et al., 2004}
Granatapfel-, HT-29
Himbeer-, 25 - 200 MCF-7’ Zellwachstum [Jayakumar et al., 2011;
Heidelbeer- ; (CellTiter-Glo, 48 h) | Seeram et al., 2006]
HCT116
extrakt
Heidelbeer- HT-29, Zellwachstum .
extrakt 15-50 Caco-2 (MTT Assay, 48 h) | [Yietal, 2005]
Granatapfel- e
. ’ Caco-2, Viabilitat [McDougall et al.,
Heidelbeere- | 25-75 Hela | (CCK-8 Assay Kit) | 2008]
extrakt
Zellwachstum
Acaiextrakt 50 - 200 MDA-468 (MTT Assay, [Hogan et al., 2010]
24 -72h) —
Heidelbeer- DLD-1, Zellwachstum
extrakt 50-250 | coLo205 | (WST Assay) | [2uretal., 2010]
Heidelbeer- Zellwachstum .
extrakt 250 MCF-7 (SRB, 24 h) | [Faria et al., 2010]
Del-3-Oglc, | 125-100 | MCF-7 Zelwachstum Fernandes et al., 2010
Cy-3-O-glc ! (SRB, 48 h) | [ , 2010]

Abkurzungen: Del-3-O-glc: Delphinidin-3-O-glukopyranosid, Cy-3-O-glc: Cyanidin-3-O-glukopyranosid,
SRB: Sulforhodamin B Assay. WST Assay: water souluble tetrazolium salt Assay. CCK-
8 Assay: Cell counting kit 8. CellTiter-Glo: Zellwachstums Assay (basierend auf
Lumineszenz).

Wurden anstatt komplexer Fruchtextrakte die isolierten Anthocyanreinsubstanzen der
Erdbeere (Cyanidin-3-O-glukopyranosid, Pelargonidin-3-O-glukopyranosid) untersucht, so
konnte ebenfalls eine Abnahme der Zellviabilitdt (HT-29, Dickdarmkrebszellen) in einer
Konzentration von 100 pg/ml Cyanidin-3-O-glukopyranosid um 60% und Pelargonidin-3-O-
glukopyranosid um 20% beobachtet werden. [Zhang et al., 2008]. Aufgrund dieser Ergebnisse
ist es mdglich, eine Aussage Uber die Wirksamkeit der einzelnen Anthocyane zu treffen. Zum
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einen kénnen die unterschiedlich stark antiproliferativen Effekte der einzelnen Anthocyane
auf die individuelle Struktur (Hydroxylierungsgrad am B-Ring), zum anderen auf deren
Glykosylierungs- und Acylierungsgrad zurtickgeflhrt werden. [Fernandes et al., 2010; Jing et
al., 2008]. Es wird weiterhin vermutet, dass die positive Wirkung der Anthocyane durch die
Kombination mit anderen sekundaren Pflanzeninhaltstoffen erhdht werden kann. Dieser
Effekt konnte von Seeram und Mitarbeitern bei kombinierten Inkubationen unterschiedlicher
Cranberry-Fraktionen (Anthocyanfraktion, Polymerfraktion, Zucker und organische Sauren)
in HT-29 Zellen beobachtet werden. Dabei stellte sich heraus, dass der urspriingliche
Cranberryextrakt (nicht fraktioniert) den potentesten Effekt zeigte [Seeram et al., 2004].

Die antiproliferative Wirkung der Anthocyane ist jedoch nicht nur auf wachstumshemmende
Eigenschaften an Karzinomzelllinien zurtckzufuhren, sondern beruht auch auf einer Vielzahl
weiterer Mechanismen, die mit der Krebsentstehung assoziiert sind. Beispielsweise sind
Anthocyane in der Lage, Phase II-Enzyme [Hwang et al., 2011; Shih et al., 2007] und Apoptose
[Yun et al., 2009] zu induzieren, DNA-Schaden zu reduzieren [Coates et al., 2007; Murapa et al.,
2011] und den Zellzyklus in der G1-Phase zu arretieren [Liu et al., 2010; Yun et al., 2009]. Des
Weiteren werden den Anthocyanen antimutagene, antiinflammatorische und anti-
angiogenetische Effekte zugeschrieben [Wang et al., 2008].

Um die potente antiproliferative Wirksamkeit der Anthocyane aus in vitro Untersuchungen in
vivo zu verifizieren, wurden unterschiedliche Tierstudien durchgeflihrt. Es existieren
zahlreiche Tierstudien, in denen Anthocyane und anthocyanreiche Extrakte auf die
Pravention von Brust-, Haut-, Osophagus-, Lungen-, Mund-, Magen und Darmkrebs
untersucht wurden [He et al., 2010]. Ein beliebtes Modell fir die intestinale Tumorbildung im
Darm stellt das APC™"*-Maus-Modell dar. In einer aktuellen Untersuchung wurde nach Gabe
von Traubenextrakt Uber 6 Wochen (0.5% der taglichen Nahrung) eine Inhibierung
intestinaler Marker (COX-2, iNOS, cyclin D1), die zur Tumorpravention im Dunndarm
beitragen konnen, beobachtet [Velmurugan et al., 2010]. Von Cai und Mitarbeitern wurde
ebenfalls im APC™*-Maus-Modell nach Gabe eines Traubenextrakts (22% w/w Anthocyane)
Uber 16 Wochen eine signifikante Erniedrigung des Proliferationsindex (bestimmt Uber Ki-67)
von Darmkrebszellen um 9% gemessen [Cai et al., 2010]. Dieses Ergebnis ist mit friheren
Studien, in denen anthocyanreiche Extrakte zum einen Heidelbeerextrakt (Mirtoselect) mit
40% Anthocyanen und zum anderen Sauerkirschextrakt mit 50% Anthocyanen zur
Tumorpravention im APC™"*-Maus-Modell eingesetzt wurden, vergleichbar [Bobe et al., 2006;
Cooke et al., 2006]. Dabei wurde gezeigt, dass die Anzahl der neugebildeten Adenome
konzentrationsabhangig (0.03 - 0.3% Heidelbeerextrakt der taglichen Nahrung) signifikant
erniedrigt wurde [Cooke et al., 2006]. In einer aktuelleren Patientenstudie wurde nach Gabe
eines  anthocyanreichen  Heidelbeerextrakts  (Myrtocyan®, 14-56g  Extrakt;
Anthocyangehalt 0.5 -2 g) Uber einen Zeitraum von 7 Tagen der Proliferationsindex des
Tumorgewebes, gemessen uber Ki-67, um 7% gegenuber den Anfangswerten erniedrigt
[Thomasset et al., 2009].
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2.11.3 Antiinflammatorische Wirksamkeit

Eine Entziindung (Inflammation) ist eine komplexe biologische Antwort auf den Reiz von
geschadigtem Gewebe, wodurch eine Ausschittung der fir die Zellkommunikation
notwendigen Zytokine stattfindet. Dadurch entsteht an der Schadstelle ein Milieu, bei dem
vermutet wird, dass es gunstig flr die Tumorentstehung sein kénnte [Pascual-Teresa et al.,
2010]. Dieses Zusammenspiel zwischen Zytokinen und der Tumorentstehung wurde schon in
einigen Untersuchungen erfasst. Beispielsweise wurde an Ratten, denen durch
Dimethylnitrosamin eine Leberentziindung induziert wurde, nach Gabe von 50 - 200 mg/kg
KG eines anthocyanreichen Extrakts aus violetten SifRkartoffeln, die Expression
antioxidativer Enzyme (GST) und gleichzeitig eine Reduktion inflammatorischer Mediatoren
(Cyclooxygenase (COX) Il) beobachtet [Hwang et al., 2011]. Vergleichbare Ergebnisse wurden
bei einer Studie an Mausen erzielt, bei denen eine chronische Darmentziindung mit DSS
(engl. dextran sodium sulfate) induziert wurde. Hierbei wurde durch Beimischen von 10%
Himbeerextrakt zur taglichen Nahrung, Gber einen Zeitraum von 7 Tagen, die Expression
proinflammatorischer Zytokine unterdrickt und der Cyclooxygenase (COX) II-Gehalt
signifikant gesenkt [Montrose et al., 2011]. Wird die chronische Darmentziindung der Mause
durch Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS) ausgelést und anstatt Himbeerextrakt ein
Heidelbeerextrakt im Konzentrationsbereich von 10-14 mg pro kg Korpergewicht oral
verabreicht, so zeigt sich ebenfalls ein Einfluss auf die Expression proinflammatorischer
Zytokine [Wu et al., 2011].

2.11.4 Antimikrobielle Wirksamkeit

Es ist bekannt, dass Beeren, die reich an Anthocyanen sind, eine positive Wirkung auf
bakterielle Infektionen haben. So zeigte sich in unterschiedlichsten Studien ein anti-
mikrobieller Einfluss sowohl auf gram-negative [Burdulis et al., 2009; Puupponen-Pimia et al.,
2001], als auch auf gram-positive Bakterien (E. coli, C. freundii, E. faecalis, ...) [Burdulis et al.,
2009; Heinonen, 2007; Puupponen-Pimia et al., 2001]. Diese positiven Effekte der Anthocyane
werden deren Mdoglichkeit zugeschrieben, Lipopolysaccharide aus der auferen Membran
von Bakterien aufzuspalten und dadurch die Viabilitat zu beeinflussen [Wu et al., 2010].

2.11.5 Prooxidative Wirksamkeit

Neben den antioxidativen Eigenschaften wird vermutet, dass Anthocyane in der Lage sind,
die Expression antioxidativ wirksamer Enzyme (SOD, GST), die durch das sog. ARE (engl.
antioxidant responsive element) Element geregelt werden, zu beeinflussen. Dieser
Mechanismus basiert auf einer Vielzahl von Transkritionsfaktoren (Nrf2, engl. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) welche wiederum durch Kinasen (ERK, engl. extracellular
regulated kinase) geregelt werden. In einer Studie von Fritz und Mitarbeitern wurde gezeigt,
dass das Anthocyanidin Malvidin in einer Konzentration von 5 uM sowohl die ERK1 als auch
die ERK2 signifikant hemmt [Fritz et al., 2006].
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Eine weitere Moglichkeit den zelluldren Redox-Signalweg Uber das ARE-Element zu
beeinflussen, stellt die Bildung von Wasserstoffperoxid durch die zu untersuchende
Substanz dar. Der zugrunde liegende Mechanismus der ROS-Produktion (prooxidativer
Effekt) beruht vermutlich auf einer autokatalytischen Oxidation oder einer Peroxidase-
Reaktion der Catecholgruppe zum Semichinon-Radikal, welches in einem weiteren Schritt,
bei dem Elektronen Ubertragen werden zum hoch reaktiven Chinon umgewandelt wird
[Halliwell, 2008]. Die so generierten ROS (Wasserstoffperoxide) kénnen an der Bildung
oxidativer Zellschaden beteiligt sein (siehe Abb. 2.14). Um die Bildung von ROS durch
Anthocyane zu untersuchen wurde Delphinidin (Konzentration 1 - 75 pM) in Zellkulturmedium
inkubiert und die Zunahme an Wasserstoffperoxid bestimmt. Es wurde ein konzentrations-
abhangiger Anstieg der Wasserstoffperoxidkonzentration im Zellkulturmedium nachgewiesen
[Fritz et al., 2008]. In weiteren Inkubationen wurde festgestellt, dass durch Zugabe von
Katalase (100 U/ml) die Bildung von Wasserstoffperoxid durch Anthocyane komplett
unterdriickt werden konnte [Esselen et al., 2011b; Fritz et al., 2008; Kern et al., 2007].

Diese prooxidativen Effekte der Anthocyane beruhen jedoch ausschlieRlich auf in vitro
Ergebnissen und konnten bisher in vivo nicht bestatigt werden [Halliwell, 2008]. Dies kénnte
darauf zurtickgeflhrt werden, dass Katalase ubiquitdr im Kdrper vorhanden ist, wobei die
hochste Aktivitat in der Leber mit 1500 Units pro mg Protein vorliegt [Halliwell et al., 2008].

20,

Catechol Semichinon-Radikal Chinon

H,0O, Generierung

zelluldrer Redox-Signalweg

|

Expression antioxidativer Enzyme

Abb. 2.14: Mbglicher Mechanismus der prooxidativen Eigenschaft der Anthocyane [Bellion et al., 2009;
Terao, 2009].
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3 Oxidativer Stress

Unter oxidativem Stress wird ein Ungleichgewicht in der Bildung und der Inaktivierung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species) in Organismen
verstanden. ROS besitzen ein hohes Potential, Gewebe und Zellbestandteile (DNA,
Proteine) zu schadigen und werden aufgrund dessen mit der Entstehung verschiedener
Krankheiten, wie Arteriosklerose, Diabetes mellitus und neurogenerativen Erkrankungen, in
Verbindung gebracht. Ist der Unterschied zwischen Bildung und Abbau der ROS gering, so
ist der Organismus in der Lage, durch antioxidative Abwehrmechanismen und Reparatur-
systeme einzugreifen und beschadigte DNA-Molekille zu erkennen und entfernen [Ha et al.,
2010; Kelly et al., 1998]. Durch die potente Wirkung der ROS ist oxidativer Stress und seine
Entstehung in den Fokus zahlreicher Forschungsaktivitaten geriickt.

3.1 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Sauerstoff ist eine sehr reaktive Substanz, die einerseits die Grundlage flir zahlreiche
metabolische Prozesse in aerob lebenden Organismen und andererseits eine standige
Gefahrenquelle bei der Beeinflussung der Integritat zellularer Strukturen darstellt. Da in
Zellen eine Vielzahl von Elektronentransportvorgangen stattfinden, ist es unvermeidlich, dass
durch Reduktion von molekularem Sauerstoff ROS gebildet werden. Ein solcher Vorgang
stellt die zellulare Atmungskette, die in den Mitochondrien lokalisiert ist und Sauerstoff Uber
vier ein-Elektronenschritte zu Wasser reduziert, dar (siche Komplex I-1V). Hierbei wird im
Komplex | ca. 95% des vorhandenen Sauerstoffs, durch Aufnahme eines zusatzlichen
Elektrons, zum hoch reaktiven Superoxidradikalanion reduziert. Die Addition eines weiteren
Elektrons (Komplex Il) flhrt zur Bildung von Wasserstoffperoxid, welches in einem weiteren
Ein-Elektronenschritt zu einem Hydroxylradikal und Wasser reduziert wird (Komplex IIl). Im
letzten Reduktionsschritt (Komplex 1V) der Atmungskette wird das Hydroxylradikal durch
Aufnahme eines Elektrons zu Wasser umgewandelt [Apel et al., 2004; Halliwell et al., 2008;
Valko et al., 2007].

0?+e > ‘05 [Komplex 1]

‘0; + e~ +2HY - H,0, [Komplex 11]
H,0, +e~+H* > ‘OH + H,0 [Komplex 111]
‘OH+e” +H* - H,0 [Komplex IV]

Da die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser in den Mitochondrien in mehrere Komplexe
unterteilt ist, kbnnen ROS freigesetzt werden, die Strukturen der Zellen schadigen kénnen.
Sehr reaktive Radikale ( *0;) schadigen aufgrund der kurzen Halbwertszeit (10° Sekunden)
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unmittelbar das Gewebe, wahrend weniger reaktive Radikale (H,O,, Peroxylradikale)
geringere Schaden verursachen konnen [Halliwell et al., 2008].

Die Fenton-Reaktion stellt eine weitere Mdglichkeit dar, wie hoch reaktive Hydroxylradikale in
Anwesenheit von zweiwertigen Eisenionen in den Zellen des Organismus entstehen konnen.
Begrenzt wird dieser Mechanismus durch die Verfiigbarkeit an freien Fe**-lonen. Die dabei
entstehenden Hydroxylradikale besitzen eine Halbwertszeit von nur 10 sec, wodurch nur
geringe Diffusionswege mdoglich sind. GroRtenteils verbleiben die Radikale am Ort der
Entstehung und reagieren mit DNA-Molekillen in ihrer Umgebung. Das Hydroxylradikal ist
weiterhin als wichtiger Initiator der Lipidperoxidation (LPO) von Membranlipiden beschrieben
[Halliwell et al., 2008].

H,0, + Fe?t - Fe3* + OH + OH™ [Fenton-Reaktion]

Durch einen vorgeschalteten Redoxprozess, wie der Haber-Weiss-Reaktion, kénnen Fe?'-
lonen generiert werden, die dann der Fenton-Reaktion als Aquivalente zur Verfligung stehen
[Apel et al., 2004].

‘05 + Fe3t > Fe?* + 0, [Haber-Weiss-Reaktion]

Die UV-Licht-katalysierte Bildung von Alkoxylradikalen in den Zellen findet durch die
Ubertragung eines Elektrons auf ein Nicht-Radikal statt. Dadurch wird die kovalente Bindung
gespalten und es entsteht ein Alkoxylradikal und ein Hydroxylion [Valko et al., 2006].

UV-Licht
ROOH — RO* + OH™

Als weitere Quelle der Bildung von ROS kommen Enzyme, wie NAD(P)H-Oxidase,
Xanthinoxidase, NOS (engl. nitric oxide synthase) in Frage. Diese katalysieren intrazellulare
radikalbildende Prozesse, wodurch eine Vielzahl unterschiedlichster ROS, wie H,O, und
‘05, entstehen kdnnen [Halliwell et al., 2008]. Die Xanthinoxidase (XO) beispielsweise gehort
zur Gruppe der Molybdanhydroxylasen, welche befahigt sind Purine abzubauen. Im
speziellen katalysiert die XO den Abbau von Hypoxanthin zu Xanthin und von Xanthin zur
Harnsaure. In beiden Schritten wird molekularer Sauerstoff reduziert wodurch im ersten
Schritt das Superoxidradikalanion und im zweiten Wasserstoffperoxid entsteht [Valko et al.,
2006].

Die am haufigsten im Organismus vorkommenden radikalischen und nicht-radikalischen
ROS sind in Tab. 3.1 aufgelistet.
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Tab. 3.1: Beispiele fiir radiakalische und nicht-radikalische ROS [Halliwell et al., 2008].

radikalische ROS nicht-radikalische ROS
Superoxidradikalanionen (O,") Wasserstoffperoxid (H205)
Hydoxylradikal (OH") Ozon (03)
Alkoxylradikal (RO") organische Peroxide (ROOR)
Peroxylradikal (RO>’) Singulettsauerstoff ('0.)

ROS kdénnen wie schon beschrieben auf unterschiedlichen Wegen entstehen. Es wird
vermutet, dass menschliche Zellen pro Tag 1.5 x 10° Angriffen durch ROS ausgesetzt sind,
wodurch unterschiedliche Strukturen, wie DNA, Lipide und Proteine geschadigt werden. Der
Grad der Schadigung, ist abhangig vom Bildungsort der ROS, dem Reaktionspartner sowie
den zur Verflgung stehenden Reparaturmechanismen. Unterliegen diese zelluldren
Strukturen einer permanenten Modifikation durch oxidative Schaden, so entstehen
Vorstufen, welche bei der Karzinogenese, Mutagenese und Alterungsprozessen beteiligt sein
kénnen [Halliwell et al., 2008].

Zu den ROS induzierten DNA-Schaden zahlen Einzel- und Doppelstrangbriiche, Purin-,
Pyrimidin-, Deoxyribose-Modifikationen und DNA cross-links. Als eines der reaktivsten
Radikale, welches mit allen Komponenten der DNA, sowohl Purin- als auch Pyrimidin-Basen
und deren Deoxyribose-Ruckgrat reagiert, gilt das Hydroxylradikal. Es reagiert mit der
Doppelbindung der DNA-Base, wodurch wie in Abb. 3.1 beispielhaft gezeigt, ein
8-Hydroxyguanin (8-OH-G) gebildet werden kann. Diese oxidierte DNA-Base ist aufgrund
ihres starken mutagenen und karzinogen Potentials von groRer Bedeutung. Sie wird im
Organismus relativ leicht gebildet und dient schon seit Jahren als Biomarker fir oxidativen
Stress [Apel et al., 2004; Halliwell et al., 2008].

N N OH o N
HN . HN Oxidation HN
| \> + "OH — | >< — )i \>—0H

H 2 H HoN™ N
Guanin (G) C8-OH-Radikal 8-Hydroxyguanin
(8-OH-G)

Abb. 3.1: Postulierte Reaktion von Guanin mit Hydroxylradikalen zum 8-Hydroxyguanin (8-OH-G).

Es ist bekannt, dass ROS nicht nur die DNA, sondern auch andere zellulare Strukturen, wie
Lipide, schadigen kénnen. Als Bestandteil von Membranen kann die Schadigung von Lipiden
zum Verlust der Membranfunktionen flihren. Dieser Prozess gliedert sich in drei
Hauptabschnitte und wird als Lipidperoxidation (LPQO) bezeichnet. Im ersten Schritt
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(Initiation) wird mittels ROS ein H-Atom abgespalten und es entstehen hoch reaktive
Lipidradikale. Diese sind wiederum in der Lage, mit weiteren Biomolekulen zu reagieren und
so einen kaskadenformigen Kettenmechanismus einzuleiten (Propagation). Die Termination
(Beendigung der Reaktion) tritt dann ein, wenn zwei Radikale miteinander reagieren und
damit ein nicht-radikalisches Endprodukt bilden. Eines der bekanntesten Produkte der LPO
ist die Verbindung Malondialdehyd (MDA), welche aufgrund ihrer Struktur gut mit DNA und
Proteinen reagieren kann und dadurch toxisches Potential besitzt [Gutteridge et al., 1990;
Halliwell et al., 1993].

Der Oxidationsmechanismus von Proteinen durch unterschiedliche ROS wurde erstmals
ausfuhrlich von Stadtman im Jahre 2004 beschrieben [Stadtman, 2004]. Dabei wurde gezeigt,
dass Hydroxylradikale in der Lage sind, ein Wasserstoffatom vom Polypeptidriickgrat zu
abstrahieren. Das entstandene Radikal kann mit Sauerstoff reagieren und so ein
Peroxylradikal bilden, welches in einer weiteren Radikalreaktion zu einer Spaltung der
Peptidkette oder zu Quervernetzungen fuhren kann. Aufgrund dieser Mechanismen sind
ROS befahigt, die Struktur der Proteine derart zu verandern, dass deren physiogische
Funktion beeinflusst wird, was moglichweise zu einem Verlust der Funktionsweise fihrt
[Halliwell et al., 2008; Stadtman, 2004].

3.1.1 Verwendete ROS Induktoren

Da es in Zellsystemen fast unmoglich ist, praventive Effekte durch Antioxidantien zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Dissertation eine in vitro Methode nach Schéafer et.al
angewandt [Schaefer et al., 2006a]. Dieses Inkubationsprotokoll beruht auf einer Vorinkubation
mit der zu untersuchenden Substanz oder Extrakten und einer nachfolgenden Induktion von
oxidativem Stress durch selektive Oxidantien (Md: Menadion, TBH: fert-Butylhydroperoxid)
[Schaefer et al., 2006a; Schaefer et al., 2006Db].

3.1.1.1 Menadion

Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon) ist ein synthetisches Vitamin K Analogon, das der
Gruppe der Chinone zugeordnet wird. Chinone sind redoxaktive Substanzen, die aufgrund
struktureller Eigenschaften in der Lage sind, ROS kontinuierlich zu generieren. Im ersten
Schritt entstehen durch Ubertragung eines freien Elektrons auf Sauerstoff ein Superoxid-
radikalanion und das Semichinon-Radikal, welches in einem weiteren Schritt zum
Hydrochinon reduziert wird. Katalysiert wird dieser reversible Prozess (,Redoxcycling“) zum
einen durch Peroxidasen (Bildung von Radikalen), zum anderen durch Chinon-Reduktasen.
Um die gebildeten Chinone zu detoxifizieren, besitzt die Zelle die Mdglichkeit, in einer Zwei-
Elektronen-Reduktion Hydrochinone direkt zu generieren (siehe Abb. 3.2) [Criddle et al.,
2006].

Menadion ist aufgrund des Redoxcycling-Prozesses (kontinuierliche ROS Generierung) eine
geeignete Substanz zur Erzeugung von moderatem oxidativem Stress in Zellen [Bellion et al.,
2008; Bellion et al., 2009; Bellion et al., 2010; Schaefer et al., 2006b]. Dartber hinaus kénnen
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Chinone als Michael-Akzeptoren fungieren, die kovalent an zellulare Nukleophile (GSH,
DNA-Basen) binden. Dadurch kann die antioxidative Kapazitat der Zelle beeinflusst werden
(GSH-Depletion) und die Zelle wird anfalliger fur oxidative Schaden (DNA-Strangbruche)
[Halliwell et al., 2008].

OH 0, 0, 0]
O™ <= O™
- gt
OH e.H OH
x. 0,
O
%,
N /}0 ,H+ —
N, C 0
I' \\?\9
2er, 2H*
0
T
0

Abb. 3.2: Prinzip des Redoxcycling-Prozesses von Chinonen am Beispiel von Menadion
nach [Criddle et al., 2006].

3.1.1.2 Tert.-Butylhydroperoxid (TBH)

Das tert-Butylhydroperoxid (siehe Abb. 3.3) ist ein synthetisch hergestelltes organisches
Hydroperoxid, dass schon in zahlreichen in vitro und in vivo Studien als ROS-Induktor
eingesetzt wurde [Bellion et al., 2008; Bellion et al., 2009; Bellion et al., 2010; Schaefer et al.,
2006b; Wang et al., 2000]. Die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies erfolgt Uber die
Bildung von Peroxyl- und Alkoxylradikalen, welche bei der Lipidperoxidation eine grof3e Rolle
spielen. Ein Zerfall des TBH (TBOOH) kann, analog zur Fenton-Reaktion, durch Metallionen
beschleunigt werden. Dadurch entsteht ein sehr reaktives TBO®-Radikal welches zellulare
Strukturen (DNA) direkt schadigen kann.

TBOOH + Fe?* - Fe3* + TBO* + OH™

TBH dringt zum einen schnell in die Zelle ein wodurch lange Inkubationszeiten unnétig sind,
zum anderen stellt TBH kein Substrat flir den Abbau durch in Zellsystemen enthaltene
Katalase dar [Halliwell et al., 2008].
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HyC—|—O0OH

CHj

Abb. 3.3: Struktur von tert-Butylhydroperoxid (TBH)

3.2 Schutzmechanismen des Organismus gegen ROS

Da reaktive Sauerstoffspezies durch unterschiedliche Reaktionswege (siehe Kap. 3.1) in
allen aeroben Organismen gebildet werden, waren diese gezwungen eine Reihe von
Abwehrmechanismen zu entwickeln. Diese Systeme zum Schutz vor oxidativem Stress
beinhalten sowohl DNA-Reparaturmechanismen, als auch physikalische und antioxidative
Abwehrsysteme. Die enzymatischen Abwehrmechanismen unterteilen sich dabei in
Superoxiddismutase (SOD), Glutathionperoxidase (GPx) und Katalase. Demgegenlber
stehen nicht-enzymatische Abwehrmechanismen wie Ascorbinsdure (Vit. C) und
Tocopherole (Vit.E) die mit der Nahrung aufgenommen werden missen und Glutathion
(GSH) [Valko et al., 2007].

3.2.1 Enzymatische Abwehrmechanismen

3.2.1.1 Superoxiddismutase (SOD)

Die Superoxiddismutase (SOD) stellt eine Sammelbezeichnung flr in Aerobiern
vorkommende Oxidoreduktasen mit Metallionen im katalytischen Zentrum dar, die in der
Lage sind, intrazellulare Superoxidradikalanionen in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff
umzuwandeln. Dieser sog. ,Ping-Pong“-Mechanismus beruht im ersten Schritt auf Reduktion
und im zweiten Schritt auf der Re-oxidation der prosthetischen Gruppe (Metallion) der SOD
[Eisenbrand et al., 2006; Valko et al., 2006].

SOD
2 °0; +2H* — H,0, + 0, [Reaktion der Superoxiddismutase]

Es existieren viele verschiedene Isoformen der SOD, die sich aufgrund des Metalls im
aktiven Zentrums, der Aminosauren oder anderen Faktoren unterscheiden. Im menschlichen
Korper existieren lediglich eine zytosolische Cu, Zn-SOD, eine mitochondriale Mn-SOD und
eine extrazellulare EC (extracellular)-(Cu, Zn)-SOD [Valko et al., 2006].

3.2.1.2 Katalase

Die Katalase gehdrt ebenfalls zur Klasse der Oxidoreduktasen, die in aeroben Organismen
weit verbreitet, dort aber in den Peroxisomen lokalisiert sind. In den Peroxisomen dienen
diese Enzyme hauptsachlich dazu, den Abbau von Wasserstoffperoxid zu Wasser und
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Sauerstoff zu katalysieren. Die Katalase ist eines der effektivsten Enzyme mit einer
Abbaurate von ~6 Millionen Wasserstoffperoxidmolekilen pro Minute [Valko et al., 20086].

Katalase

2H,0, — 2H,0 + 0, [Reaktion der Katalase]

Neben dieser physiologischen Funktion dient das Enzym in Organellen einerseits als
Peroxidase, andererseits schitzen Katalase und GPx gemeinsam Hamoglobin und andere
Proteine vor oxidativer Schadigung [Eisenbrand et al., 2006].

3.2.1.3 Glutathionperoxidase (GPy)

Die Glutathionperoxidasen (GPx) gehdren zur Enzymfamilie der Selen-GPyx bei denen das
Selenocystein im aktiven Zentrum enthalten ist. Dadurch sind diese Enzyme in der Lage, die
Reaktion organischer Peroxide und Wasserstoffperoxid zu den entsprechenden Hydroxy-
verbindungen und Wasser zu katalysieren [Valko et al., 2006].

GP
2GSH + ROOH = H,0 + GSSG + ROH  [Reaktion der Glutathionperoxidase]

Als Katalysator, der Reduktionsaquivalente zur Verfugung stellt, dient in den meisten Fallen
GSH, welches zu GSSG oxidert wird. Regeneriert wird das entstandene GSSG Uber eine
NADPH-abhangige Reaktion durch Glutathionreduktase (GSR) [Valko et al., 2006].

Bis heute sind vier GPx (zytosolische GPx1, gastrointestinale GPx2, Plasma GPy3,
Phospholipid-Hydroperoxid GPx4) naher charakterisiert worden [Halliwell et al., 2008].

3.2.1.4 Glykosylasen & Endonukleasen (Bedeutung bei der DNA-Reparatur)

Die DNA-Reparatur ist essentiel, um Mutationen in aerob lebenden Organismen zu
verhindert bzw. zu limitieren. Der Organismus kann dabei auf unterschiedliche Mechanismen
(Basen-Exzisions-Reparatur (BER), Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER), Mismatch-
Reparatur (MMR), Direkt- und Doppelstrangbruch (DSB)-Reparatur) der DNA-Reparatur
zurlckgreifen. Unter den Mechanismen nimmt die BER eine besondere Stellung ein, da fast
alle oxidativen DNA-Schaden uber diesen Mechanismus behoben werden kénnen (siehe
Abb. 3.4). Hierbei wird die geschadigte Base durch eine spezifische Glykosylase erkannt und
durch Hydrolyse der glykosidischen Bindung entfernt. Man unterscheidet zwischen Typ |
Glykosylasen (entfernen die geschadigte Base und es entsteht eine apurine (AP)-Stelle) und
Typ Il Glykosylasen (entfernen die geschadigte Base und spalten die AP-Stelle durch
3‘-Endonukleaseaktivitat, unter Bildung eines Einzelstrangbruchs). Bei den Typ |
Glykosylasen wird neben der entstandene AP-Stelle das Ribosephosphat-Riickgrat mittels
AP-Endonuklease (AP-Lyase) entfernt, durch eine DNA-Polymerase wird ein unbeschadigtes
Nukleotid eingefiigt und zuletzt der reparierte DNA-Strang durch eine Ligase geschlossen
[Christmann et al., 2003; Halliwell et al., 2008].
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Abb. 3.4: Mechanismus der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) zur Reparatur von oxidativen Schéden
an der DNA. AP-Stelle: apurine Stelle nach [Christmann et al., 2003].

Fir die DNA-Reparatur sind im Allg. zwei Enzymfamilien verantwortlich: Einmal die
Glykosylasen, welche geschadigte Basen erkennen und entfernen, zum anderen Endo-
nukleasen, die in der Lage sind, das Ribosephosphat Riickgrat an der AP-Stelle zu spalten
und somit den Einbau intakter Nukleotide zu ermdglichen.

Ein bedeutendes Enzym ist die Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG), da diese alle
oxidierten DNA-Basen erkennt und aus dem DNA-Strang entfernt, wodurch zuséatzliche
Einzelstrangbriche entstehen [Halliwell et al., 2008; Maynard et al., 2009].

3.2.2 Nicht-enzymatische Abwehrmechanismen

Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien, die zum Teil im Organismus gebildet oder durch
die Nahrung =zugeflihrt werden, zahlen neben Ascorbinsaure und Glutathion auch
Tocopherole (Vitamin E), Carotinoide, Alkaloide und Flavonoide (Anthocyane). In den
nachsten beiden Abschnitten soll beispielhaft auf den wichtigsten intrazellularen Vertreter
das Glutathion eingegangen werden [Apel et al., 2004].

3.2.2.1 Glutathion

Glutathion (L-y-Glutamyl-L-cysteinglycin, GSH) ist ein Tripeptid, das ubiquitar im Zytoplasma
von menschlichen und tierischen Zellen vorkommt. Es wird in der Leber durch zwei ATP-
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abhangige enzymatische Schritte, aus L-Glutamat, L-Cystein und L-Glycin gebildet. Im
ersten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, katalysiert das Enzym y-Glutamyl-
cysteinligase (y-GCL), auch als y-Glutamylcysteinsynthetase bekannt, die Verknlpfung von
L-Glutamat und L-Cystein. An das entstandene y-Glutamyl-L-Cystein-Molekil wird in einer
weiteren Reaktion die Kondensation von L-Glycin durch die Glutathionsynthetase (GS)
katalysiert [Apel et al., 2004; Eisenbrand et al., 2006]. In Abb. 3.5 ist sowohl die Struktur des
reduzierten als auch des oxidierten GSH in einer Gleichgewichtsreaktion dargestellt.

Glu + Cys + Gly R
N H iy O Oxidation
< N, PN D —
HOOC)\/\W N COOH  Reduktion
o R

Abb. 3.5: Struktur des reduzierten Glutathions (GSH, links) und dessen oxidierter Form (GSSG,
rechts).R: y-Glutamyl-L-cysteinglycin

Der Glutathion-Spiegel im Menschen variiert sehr stark, wobei insbesondere in der Leber,
Niere und dem Blut sehr hohe Konzentrationen im mM-Bereich messbar sind. Im
Allgemeinen beruht der antioxidative Charakter von GSH auf der Mdglichkeit, in einer GPx-
katalysierten Reaktion GSSG zu bilden und dadurch Radikale (Hydroperoxide) abzufangen.
Die Rickreaktion verlauft Gber eine NADPH/H'-abhingige GSR, wodurch wieder GSH
gebildet wird. Diese Reversibilitat stellt ein enormes Redoxpotential flr die Zelle dar
(Redoxreaktionen siehe Abb. 3.6) [Halliwell et al., 2008].

LOOH 2 GSH NADP*

GPy GSR
LOH + H,0 GSSG NADPH/H*

Abb. 3.6: Reversible Oxidation von GSH in das Disulfid GSSG, die dabei benétigten Enzyme
(Glutathionperoxidase: GPx, Glutathionreduktase: GSR) und NADPH/H".

Des Weiteren kann Glutathion im Organismus als Cofaktor fir detoxifizierende Enzyme
(Glutathiontransferase) dienen, Radikale (Hydroxylradikale) und Wasserstoffperoxid direkt
abfangen und Antioxidantien wie Vitamin C und E regenerieren [Valko et al., 2006].
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4 Der Magen-Darm-Trakt

4.1 Abschnitte & Funktionen

Der Magen-Darm-Trakt lasst sich in die Abschnitte Mund-Rachen-Raum, Speiseréhre,
Magen, Diinn- und Dickdarm unterteilen. Seine Hauptaufgabe besteht in der Uberfiihrung
des Speisebreis (Chymus) in resorbierbare Bestandteile und deren anschliefiende Aufnahme
in den Korper (Verweilzeiten des Chymus und Flissigkeitsvolumina der einzelnen
Darmabschnitte siehe Abb. 4.1). Diese Aufgabe wird durch eine Abfolge unterschiedlicher
Schritte erreicht, die untereinander variieren kénnen. Im allgemeinen finden zuerst die
mechanischen Prozesse (Nahrungsaufnahme, Zerkleinerung, Durchmischung und
Transport) statt, darauf folgen die Verdauungssafte, die der hydrolytischen Spaltung von
Kohlenhydraten, Fetten und EiweilRen dienen, und am Ende erfolgt die Resorption der
entstanden Endprodukte aus dem Darmlumen. Es ist jedoch moglich, dass die Resorption
einzelner Verbindungen schon im Mund oder Magen stattfindet [Mutschler et al., 2007;
Silbernagl et al., 2007].

4.1.1 Mund-Rachen-Raum, Speiserohre

In der Mundhéhle wird durch Kauen und Zugabe von Speichel, der Enzyme (Amylase,
Zungengrundlipase) und R-Proteine enthalt, die Nahrung zerkleinert und teilweise kdénnen
auch erste Spaltungen (z.B. Starke) auftreten. Dadurch wird die Nahrung in einen gleitfahiger
Zustand 0berfuhrt und durch Schlucken (ber die Speiseréhre zum Magen beférdert
[Mutschler et al., 2007].

4.1.2 Magen

Der Magen besitzt im Korper eine Reservoirfunktion, was bedeutet, dass dort die
geschluckten Speisen gespeichert, zerkleinert und homogenisiert werden. Zusatzlich
sezerniert die Magenmukosa Magensaft (flihrt zu einer Erniedrigung des pH-Wertes auf
ca. 1-3) [Fallingborg et al., 1989; Fallingborg, 1999], dessen wesentliche Bestandteile
Salzsaure (zur Desinfektion), Intrinsic-Faktor (IF), Pepsinogene, Muzin und Bicarbonate sind.
Pepsinogene sind Enzyme die im niedrigen pH-Bereich des Magens (< 4) zu Pepsin aktiviert
werden und somit zu dem Verdau von Proteinen flhren kénnen. Nach einer Verweildauer
von 1 bis 6 Stunden erfolgt die geregelte Entleerung des Chymus ins Duodenum [Mutschler et
al., 2007; Silbernagl et al., 2007].
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Einatron: Speicheldriisen : Ruhesekr.  Stimul.Sekr. Verweil-
[proTag] Gl.parotis 25% 349% dauer
¢l. submandibularis 70 % 63 % des
Gl. sublingualis 5% 3% Inhalts
1'5 ! Nahrung
> und Trinken
Mund
Spe:drel -0
f Gl sublingudalis
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Magensekret
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Duodentim
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sekret
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Abb. 4.1: Ubersicht des Gastrointestinaltrakts (GIT), der an der Verdauung beteiligten Fliissigkeits-
bilanzen und der jeweiligen Verweildauer in den einzelnen Abschnitten aus [Mutschler et
al., 2007] Kapitel 38 ,Funktionen des Magen-Darm-Trakts*, Seite 839 .
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4.1.3 Diunndarm

Im Dinndarm finden weitere Verdauungsvorgange durch zusatzliche Sekretionen
unterschiedlicher Enzyme statt. Zum einen wird Pankreassaft (iber die Bauchspeicheldriise
und zum anderen Gallensaft Uber die Galle dem Chymus beigemischt. Die darin enthaltenen
Enzyme filhren zur Spaltung von Nahr- und Fremdstoffen. Die dabei entstehenden
niedermolekularen Spaltprodukte werden zum Uberwiegenden Teil resorbiert, bevor der
Chymus zum Dickdarm weitertransportiert wird. Der Dinndarm gliedert sich in drei
Abschnitte:

1. Das Duodenum (Zwdlffingerdarm) mit einer Lange von 20 bis 30 cm. Hier findet die
Neutralisation des aus dem Magen kommenden Chymus auf einen pH-Wert
zwischen 6.2 und 6.5 statt. Dazu tragen zum einen die in der Darmwand verankerten
Kryptenzellen und Brunner-Drisen, die ein alkalisches, bicarbonatreiches Sekret (pH-
Wert zwischen 8 und 9) produzieren und zum anderen der Pankreassaft der
Bauchspeicheldruse bei. [Fallingborg et al., 1994; Fallingborg, 1999].

2. Das am Treitz-Band beginnende Jejunum (Leerdarm) mit einer Lange von 1.5 m. Hier
befinden sich im Darmepithel Becherzellen und Lieberkihn-Krypten, die Muzine
produzieren und somit zu pH-Wert Senkungen beitragen. Weiterhin kommt es durch
Ruckresorption des Bicarbonates zu einer Ansduerung des Chymus (pH-Wert
zwischen 5.9 und 6.8) [Fallingborg, 1999; Turnberg et al., 1970].

3. Das lleum mit einer Lange von 2 m. Aufgrund einer zunehmenden Sekretion von
Bicarbonat durch das Darmepithel und einer gleichzeitigen Absorption von
Gallensaure kommt es zu einer pH-Wert Erhéhung auf 7.4 bis 7.6 [Evans et al., 1988;
Fallingborg, 1999]. Ein weiterer Grund flr diesen pH-Anstieg stellt die Fermentation
nicht aufgenommener Kohlenhydrate durch Darmbakterien dar [Fallingborg, 1999].

Wahrend der Magen und der obere Diinndarmbereich keimarm (Bakterienzahl 10%ml
Chymus) sind, nimmt die Besiedelung von Bakterien von proximal nach distal hin zu. Es
kommen hauptsachlich die beiden Spezies Enterococcus und Lactobacillus, die zu den
fakultativen Anaerobiern zahlen, vor. Die Bakterienzahl betragt 10° - 10%ml Chymus im lleum
[Mutschler et al., 2007].

4.1.4 Dickdarm

Den letzten Abschnitt des Magen-Darm-Trakts bildet der Dickdarm. Er unterteilt sich in drei
Abschnitte: Caecum (Blinddarm) mit dem Wurmfortsatz, Kolon (Grimmdarm) und Rektum
(Mastdarm). Im Kolon (Gesamtlange von 1.2 m), dem Hauptteil des Dickdarms, unter-
scheidet man einen aufsteigenden, einen querverlaufenden, einen absteigenden und einen
S-férmigen Abschnitt. Anschlielend beginnt das 25 bis 20 cm lange Rektum welches in den
Anus endet.
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Im Dickdarm werden durch Eindicken des Darminhalts (Resorption von Wasser und
Elektrolyten) und durch Sekretion von Schleim die Fazes gebildet. Der Dickdarm ist aufgrund
seines fur Bakterien gunstigen pH-Wertes (5.7 bis 6.8) dicht besiedelt [Evans et al., 1988;
Fallingborg et al., 1989; Fallingborg, 1999]. Die Bakterienzahl steigt sprunghaft beim Ubergang
von lleum zum Dickdarm an und betragt 10" bis 10'¥ml Chymus. Die Mehrzahl dieser
Kolonbakterien sind obligate und fakultative Anaerobier, die zu den Familien Clostridium,
Bacteroides, Bilidobacterium, E. coli, Eubacterium, Fusobacterium, Ruminococcus und
Roseburia gehoéren. Sie wandeln unverdauliche Nahrungsbestandteile zu Gasen und
kurzkettigen Fettsauren um [Fallingborg, 1999; Mutschler et al., 2007].

Tab. 4.1: pH-Werte in den einzelnen Abschnitten des Magen-Darm-Trakts nach [Fallingborg, 1999].

Dinndarm
Organ Magen Dickdarm
Duodenum Jejunum lleum
pH-Wert 1-3 6.2-6.5 59-6.8 74-76 5.7-6.8

4.2 lleostomie (Stoma des terminalen lleums)

Das Wort Stoma bedeutet im griech.: Mund bzw. Offnung und wird im Volksmund als
.kunstlicher Darmausgang® bezeichnet. Die lleostomie ist eine Stomaart bei der aufgrund
einer Erkrankung des Darms, der gesamte Dickdarm operativ entfernt werden musste. Dies
kann notwendig werden, wenn die naturliche Darmpassage behindert ist (z.B. tumorbedingt),
eine entzindliche Darmerkrankung (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) besteht oder eine
Darmanastomose geschutzt werden muss.

Dabei wird das Ende des Dinndarms (endsténdiges lleostoma) meist auf der rechten Seite
der Bauchdecke ausgeleitet. Der so kunstlich geschaffene Darmausgang hat einen Durch-
messer von 2 bis 3 cm und steht ca. 2 cm Uber das Hautniveau hinaus, um ein gutes
AbflieRen des dunnflissigen Stuhls in einen daran angeklebten Beutel zu ermdglichen (siehe
Abb. 4.2). Da der Dinndarm keine physiologische Funktion der Speicherung, Wasser- und
Elektrolytresorption besitzt, wird der Darminhalt kaum eingedickt, was dazu fihrt, dass der
Ausfluss eine Uberwiegend flissig bis breiige Konsistenz besitzt und iber den ganzen Tag
verteilt ausgeschieden wird [Stern et al., 1999].
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Abb. 4.2: Lage des Diinn- und Dickdarms im GIT (links), endsténdiges lleostoma nach Entfernung des
Dickdarms (mitte), AulBenansicht und Lage des lleostomabeutels (rechts) [modifiziert nach
www.medlist.ro].

Bei einer lleostomie gehen die wesentlichen Aufgaben des Dickdarms verloren, was zu
Veranderungen des Stuhl- und Urinvolumens gegeniber gesunden Menschen flhrt.
Ursachlich fir die erhohte Exkretion ist die mit dem Dickdarm verlorengegangene RUck-
resorption von Natriumionen, wodurch sich das Verhaltnis zur Kaliumkonzentration praktisch
umkehrt [Okamoto et al., 1995; Santavirta et al., 1991b]. Ein weiterer Unterschied besteht in der
Dichte der Besiedelung mit Keimen, wobei terminale lleostomata Keimzahlen aufweisen die
den physiologischen Verhaltnissen dhneln. Zusammenfassend gilt, so lange der Dunndarm
nach einem operativen Eingriff in gesamter Lange vorhanden und ohne sonstige Erkrankung
ist, wirkt sich der Verlust des Dickdarms nicht auf die allgemeine Versorgung mit
Nahrstoffen, sondern lediglich auf die Wasserresorption aus [Santavirta et al., 1991a; Stern et
al., 1999].
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5 Problemstellung

5.1 Vorstellung des Clusterprojektes

Um die Ziele dieser Arbeit plausibel darstellen zu koénnen, ist es notwendig, den
Grundgedanken des Clusterprojektes (,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten
Multikapselsystemen: Untersuchungen zum Einfluss der Mikrostruktur und der molekularen
Zusammensetzung auf die Stabilisierung und kontrollierte Freisetzung von sekund&ren
Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf biologische Signalparameter®), in dessen
Rahmen diese Arbeit entstanden ist, nadher zu erlautern.

Die Struktur des Clusters bestand aus drei Hauptbereichen (Inhaltsstoffe/Molekulare
Strukturen, Formulierung/Verkapselung, biologische Wirkung & Freisetzung), die von unter-
schiedlichen Forschungsgruppen bzw. Teilprojekten bearbeitet wurden (siehe Abb. 5.1).

GhaltsstoﬁeiMoleku\aD [ Formulierung, \ (Biologische Wirkung\
Strukturen Isalierte und Verkapselung
madifizierte Anforderungs
Inhaltsstof- ’ ~ profilefar
~ fraktionen Kapsein -
. TU Manchen
Tu Brat_mschwe|g Prof. Kulozik Uni Halle
Prof. Winterhalter L ) Prof. Medar
TU Berlin verkapselte Matge- \
Prof. Knorr Inhaftsstoffe 4 ™ scheneiderte
2ur Struktur- Kapseln
aukizrung Uni Karlsruhe (KIT) P
Prof. Schuchmann
\ y TU Kalse_rsla_utern
Praf. Richling
physikal. -
TU Dortmund chem. und ( ) E':Ckf';:FP- Uni Wien
Prof Rehage rheoleg. Unter- Uni Kiel o : N Prof. Marko
suchungan Prof. Schwarz ptimierung
. .

\_ J g / \_ J

Abb. 5.1: Unterteilung des Clusterprojektes in drei Hauptbereiche (gelb unterlegt) (Inhaltsstoffe/
Molekulare Strukturen, Formulierung/ Verkapselung, biologische Wirkung & Freisetzung,
die dabei  beteiligten  Forschungsgruppen und  deren  Vernetzung  und
Informationsaustausch untereinander. Die vorliegende Arbeit wurde als Teil des
Clusterprojektes an der TU Kaiserslautern (rot eingekreist) durchgefiihrt.

In dem zugrundeliegenden Clusterprojekt sollte an den Hauptinhaltsstoffen der Heidelbeere,
den Anthocyanen untersucht werden, inwieweit die Stabilitdt und Freisetzung unter den
Milieubedingungen des GIT durch unterschiedliche Verkapselungssysteme beeinflusst wird.
Zu Projektbeginn wurde davon ausgegangen, dass nicht nur die Stabilitdt und Freisetzung
durch die Verkapselung, sondern auch die biologische Wirkung aufgrund molekularer
Einflussgrofien (Molekulstruktur, Wechselwirkung) moduliert wird. Aus diesem Grund sollten



52

Problemstellung

Verkapselungstechniken etabliert werden, die es ermdglichen, diese Einflussfaktoren gezielt
zu beeinflussen und damit die Freisetzung und biologische Wirkung der Anthocyane zu
steuern.

5.1.1.1

Inhaltsstoffe/ Molekulare Strukturen

Teilprojekt 1 (TP 1):
0 Forschungsstelle 1: Charakterisierung und Fraktionierung eines anthocyan-

reichen Heidelbeerextrakts (AG Winterhalter).

0 Forschungsstelle 2: Optimierung der technologischen Prozessschritte zur
Gewinnung bioaktiver Inhaltsstoffe aus Heidelbeeren (AG Knorr).

Teilprojekt 2 (TP 2): Bestimmung kinetischer/rheologischer Eigenschaften und den
daraus resultierenden strukturellen Eigenschaften von biofunktionalen Hullschichten
und Mikrokapseln (AG Rehage).

5.1.1.2 Formulierung/ Verkapselung

Teilprojekt 3 (TP 3): Herstellung von Milchproteinhydrogelen als Tragerstoffe zur
Stabilisierung und kontrollierten Freisetzung von Anthocyanen aus Heidelbeeren (AG
Kulozik).

Teilprojekt 4 (TP 4): Herstellung mikrostrukturierter, multidisperser Hullkapseln als
Trager von Anthocyanen: Modulation der Stabilitit und Freisetzung (AG
Schuchmann).

Teilprojekt 5 (TP 5): Herstellung von Mikrokapseln mittels Spriihtrocknungsverfahren
zur Stabilisierung und kontrollierten Freisetzung von Anthocyanen aus Heidelbeeren
(AG Schwarz).

5.1.1.3 Biologische Wirkung & Freisetzung

Teilprojekt 6 (TP 6): Untersuchungen zur Stabilitdt und Freisetzung der Anthocyane
des Heidelbeerextrakts und den daraus hergestellten Kapselsystemen in vitro
(Magen-Dinndarmpassage) (AG Mader).

Teilprojekt 7 (TP 7):

o Forschungsstelle 1: Untersuchungen zur chemopraventiven Wirkung
(Beeinflussung von Rezeptortyrosinkinasen) von Anthocyanen des Heidel-
beerextrakts und den daraus hergestellten Kapselsystemen am Modell von
Kolonkarzinomzellen (AG Marko).

0 Forschungsstelle 2 (TU Kaiserslautern): Auf die Ziele in diesem Teilprojekt
soll im Folgenden naher eingegangen werden.
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Die Ziele des Teilprojektes (TP 7) bzw. der Forschungsstelle 2 des TP 7 unterteilten sich
wiederum in zwei Hauptbereiche:

1. Untersuchungen zur gastrointestinalen Stabilitidt und Freisetzung

a. In vitro Simulation der Magenpassage (In Kooperation mit TP 6)
b. In vitro Simulation der Diinndarmpassage (In Kooperation mit TP 6)
c. Ex vivo Modell mit humanem Dinndarminhalt

2. Untersuchungen zur biologischen Wirksamkeit in vitro

Testung auf Zellvitalitdt (Alamar Blue Assay)

Testung auf (oxidative) DNA-Schaden (Comet Assay)
Bestimmung des Glutathiongehalts

Bestimmung intrazellularer ROS (DCF Assay)

oo oo

5.2 Ziele der vorliegenden Arbeit

Wie in Kap. 5.1 beschrieben, entstand die vorliegende Arbeit im Rahmen eines
Clusterprojektes das zum Ziel hatte, Kapselsysteme zu entwickeln, die eine Stabilisierung
und kontrollierte Freisetzung von Anthocyanen eines HBE (Vaccinium myrtillus L.)
gewahrleisten. Zusatzlich sollte die Auswirkung auf biologische Parameter untersucht
werden.

Anthocyane sind sekundare Pflanzeninhaltsstoffe die in vielen Obst und Gemiisesorten in
grolen Mengen enthalten sind [Clifford, 2000]. Insbesondere zeichnet sich die Heidelbeere,
durch ein Spektrum von 15 verschiedenen Anthocyanen aus [Latti et al., 2009]. Es wird
vermutet, dass Anthocyane aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften in der Lage sind,
Radikale abzufangen und dadurch oxidativem Stress entgegen zu wirken. Diese potente
Wirksamkeit der Anthocyane im Organismus wird jedoch zum einen durch deren
Pharmakokinetik (Bioverfugbarkeit, Metabolismus, Ausscheidung) und zum anderen durch
ihre limitierte Stabilitat beeinflusst [McGhie et al., 2007]. So liegen Anthocyane lediglich bei
einem pH-Wert von 1 - 3 als stabilisierte Flavylium-Kationen vor [Pascual-Teresa et al., 2008].

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Stabilitdt und Freisetzung von Anthocyanen
aus HBE (Vaccinium myrtillus L.) unter den Milieubedingungen des Gastrointestinaltrakts
(GIT) zu charakterisieren. Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweit unterschiedliche
HBE-beladene Kapselsysteme der Projektpartner TP 2, 3 und 5 eine Kkontrollierte
Freisetzung gewahrleisten bzw. die Stabilitat der Anthocyane erhéhen.

Zur Charakterisierung und Identifizierung der Anthocyane wurde eine HPLC-Methode
etabliert, die eine Trennung der 15 im HBE enthaltenen Anthocyane erlaubte. Die Stabilitat
und Freisetzung der Anthocyane aus HBE und HBE-beladenen Kapselsystemen wurde
sowohl wahrend der Magen- als auch der Dinndarmpassage untersucht. Hierflir wurden in
Kooperation mit Projektpartner TP 6 (AG Mader) in vitro Simulationen unter den
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Bedingungen des jeweiligen Milieus etabliert. Zusatzlich erfolgten weitere Inkubationen mit
humanem Duinndarminhalt. Diese unterschiedlichen Stabilitdts- und Freisetzungsversuche
erlaubten zum einen eine umfassende Beurteilung des HBE und zum anderen konnte der
Einfluss der Verkapselung hinsichtlich Stabilitdt und Freisetzung im GIT bewertet werden.

Das zweite Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin die Modulation unterschiedlicher
Biomarker in vitro an Kolonkarzinomzelllinien (Caco-2 und HT-29) zu untersuchen. Um diese
Modulation korrekt bewerten zu kénnen, ist die Kenntnis der Stabilitat der Anthocyane, aus
dem HBE unter Zellkulturbedingungen essentiell. Daher wurde mittels HPLC-UV/VIS-
Analytik die Stabilitdt und Freisetzung der Anthocyane aus dem HBE im Zellkulturmedium
untersucht.

Fir die Untersuchungen zur biologischen Wirksamkeit wurden Biomarker ausgewabhlt, die in
direktem Zusammenhang mit oxidativen Zellschaden stehen. Anhand dieser Biomarker sollte
gepruft werden, ob die unterschiedlichen Verkapselungstechniken und die bei der
Herstellung verwendeten Materialien einen Einfluss auf die biologische Wirksamkeit der
Anthocyane besitzen. Des Weiteren wurden HBE und HBE-beladene Kapselsysteme
vergleichend untersucht. Zusatzlich sollte gepruft werden, welche HBE-Subfraktion (von
Projektpartner TP 1 zur Verfigung gestellt) des HBE fir dessen mogliche biologische
Wirksamkeit verantwortlich ist.

Bei den ausgewahlten Biomarkern handelte es sich um, die Reduzierung (oxidativer) DNA-
Schaden mittels Comet Assay, die Modulation der Glutathiongehalte und die Reduktion
intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im Caco-2 und HT-29 Zellsystem. Da ein
Einfluss auf die Basisschaden (sehr gering) der Zellen nicht quantifizierbar war, wurde sich
einer zusatzlichen Inkubation mit Oxidantien zur Induktion von moderatem oxidativem Stress
bedient [Schaefer et al., 2006a; Schaefer et al., 2006b]. Zur Untersuchung mdglicher
zytotoxischer Effekte des HBE, HBE-Subfraktionen und HBE-beladenen Kapselsystemen
wurde ein Farbreaktionstest (Alamar Blue Assay) durchgefuhrt.
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6 Material & Methoden

In diesem Abschnitt wird auf die wahrend der Dissertation verwendeten Materialien
(Chemikalien, Gerate, Verbrauchsmaterialien) und die verwendeten Methoden eingegangen.

6.1 Materialien

6.1.1 Gerate

Anaerobkammer

Anaerobiertopf
Bidest.-Wasser-Anlage
Biofreezer (-86 °C)
Brutschrank
Brutschrank
Feinwaage
Gefrierschrank (-24 °C)
Gefriertrocknungsanlage
Kihlschrank (+4 °C)
Magnetrihrer
Mikroskop, (Auflicht)
Mikroskop, (Fluoreszenz)
Software (Comet Assay V)
Multipette Stepmate
Multipette plus
Neubauer Zahlkammer
Plattenreader
Software (Genb)

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe (Pipetus)
Rotationsverdampfer
Sterilbank
Trockenschrank
Ultraschallbad
Ultrazentrifuge
Vortexer

Wasserbad
Zentrifuge

Eigenbau, Werkstatt der Universitat
Wirzburg, D

HanaCobi, Blacktown, AUS
Biichi, Essen, D

Sanyo, Minchen, D

Binder, Tuttlingen, D
Heraeus, Hanau, D
Sartorius, Géttingen, D
Liebherr, Ochsenhausen, D
Christ, Osterode am Harz, D
Liebherr, Ochsenhausen, D
IKA, Staufen, D

Zeiss, Heidelberg, D

Zeiss, Heidelberg, D

Perceptive Instruments, Suffolk, GB

Abimed, Langenfeld, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
Marienfeld, Kénigshofen, D
MWGt, Ebersberg, D
BioTek Instruments, Bad
Friedrichstal, D

Hanna Instruments, Padova, |
Eppendorf AG, Hamburg, D
Hirschmann, Eberstadt, D
Biichi, Essen, D

Heraeus, Hanau, D

Binder, Tuttlingen, D
Bandelin, Berlin, D

Optima TL Beckman, USA
IKA, Staufen, D

Julabo, Seelbach, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
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Zwolfkanalpipette

6.1.2 Verbrauchsmaterialien

Anaerocult®
Combitips (steril, 10 ml und 25 ml)
Deckglaser
Einmalspritzen
HPLC-Glaschen, Deckel, inserts
Inkubationsréhrchen (15 ml)
Kandlen (steril, 0.8 x 22 mm)
Mikrotiterplatten

96 well (steril, schwarz)

96 well (steril/unsteril, klar)

24 well (steril)
Objekttrager (26 x 76 x 10 mm)
Petrischalen (steril)
Pipettenspitzen
Spritzenvorsatzfilter (PVDF)
Reaktionsgefale (1.5 ml und 2 ml)
Reaktionsgefafle (15 ml und 50 ml)
Zellkulturflaschen (75 cm? und 175 cm?)
Zellschaber

6.1.3 Chemikalien

Acetonitril (HPLC grade)

Ameisensaure p.a.

Anthocyane
Cyanidin-3-O-glukopyranosid
Cyanidin-3-O-galaktopyranosid
Cyanidin-3-O-arabinofuranosid

Eppendorf AG, Hamburg, D

Merck, Darmstadt, D
Eppendorf, Hamburg, D
Menzel, Kuchen, D
Buddeberg, Mannheim, D
Buddeberg, Mannheim, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Braun, Melsungen, D

Corning, New York, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Menzel, Kuchen, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Buddeberg, Mannheim, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Corning, New York, USA

J. T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt, D

Extrasynthése, Genay Cedex, F
Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N
Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N

Delphinidin-3,5-di-O-glukopyranosid Extrasynthése, Genay Cedex, F

Delphinidin-3-O-glukopyranosid
Delphinidin-3-O-galaktopyranosid
Delphinidin-3-O-arabinofuranosid
Malvidin-3-O-glukopyranosid
Malvidin-3-O-galaktopyranosid
Malvidin-3-O-arabinofuranosid
Peonidin-3-O-glukopyranosid
Peonidin-3-O-galaktopyranosid
Peonidin-3-O-arabinofuranosid

Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N
Universitat Warzburg, D

Universitat Wirzburg, D

Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N
Extrasynthése, Genay Cedex, F
Universitat Wurzburg, D

Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N
Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N
Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N
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Petunidin-3-O-glukopyranosid

Petunidin-3-O-galaktopyranosid

Petunidin-3-O-arabinofuranosid
Agarose, Schmelzpunkt 37 °C (LMA)
Agarose, Schmelzpunkt 42 °C (NMA)
BCA-Protein Kit Uptima

Polyphenols Laboratories, Hanaveien, N

Universitat Warzburg, D
Universitat Wurzburg, D

Bio Rad, Minchen, D
Bio Rad, Miinchen, D
VWR, Darmstadt, D

Reagenz A: Na,CO3;, NaHCO3;, BCA (Bichinonic Acid),Na-Tartrat

Reagenz B: CuSO,
Bovine serum albumine (BSA)
Calciumchlorid-Hexahydrat p.a.
(CaCl x 6 H,0)
Cobalt(ll)-chlorid-Hexahydrat p.a.
(CoCl; x 6 H,0)
Cysteinhydrochlorid-Monohydrat p.a.
2', 7*-Dichlorfluorescein
2',7-Dichlorfluorescein-Diacetat
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
2,2'-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoeséaure
(DTNB)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
High Glucose + L-Glutamine (DMEM)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Nutrition Mix F12 (1:1) + L-Glutamine
+ 15 Mm HEPES (DMEM/F12(1:1))
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat p.a.
(FeSO4 x 7 H,O)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethidiumbromid
Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
Fotales Kalberserum (FKS)
Glutathion, reduzierte Form (GSH)
Glutathionreduktase (GSR)
Glycerin
Harnstoff p.a.
Kaliumchlorid p.a. (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat p.a. (KH,POy,)
di-Kaliumhydrogenphosphat p.a.
(KoHPOy,)
Katalase
Kupfer(ll)-chlorid-Pentahydrat p.a.
(CuCl; x 5 H,0)

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Minchen, D
Sigma Aldrich, Minchen, D
Sigma Aldrich, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma Aldrich, Minchen, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Prof. Collins, Universitat Oslo, N
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma Aldrich, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D
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Magnesiumchlorid-Hexahydrat p.a. Sigma Aldrich, Minchen, D
Mangan(ll)-sulfat-Monohydrat p.a. Merck, Darmstadt, D
(MnSO,4 x H,0)
Menadion Sigma Aldrich, Miinchen, D
Methanol (HPLC grade) J. T. Baker, Deventer, NL
Molybdan Merck, Darmstadt, D
Natriumchlorid p.a. (NaCl) Merck, Darmstadt, D
Natriumhydrogencarbonat p.a. (NaHCO3;) Merck, Darmstadt, D
di-Natriumhydrogenphosphat p.a. Merck, Darmstadt, D
(NaHPO,)
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, D
Natriumsulfat wasserfrei (NaSO,) Sigma Aldrich, Minchen, D
NADPH Calbiochem, Darmstadt, D
Nickel(Il)-chlorid (NiCl,) Sigma Aldrich, Minchen, D
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, D
(10* U/ml, 10* pg/ml)
Resazurin-Natrium-salz p.a. Sigma Aldrich, Minchen, D
5-Sulfosalicylsdure-Dihydrat p.a. (SSA) Sigma Aldrich, Minchen, D
Salzsaure (HCI) J. T. Baker, Deventer, NL
Tris Sigma Aldrich, Miinchen, D
Triton-X Roth, Karlsruhe, D
Trypsin-EDTA (0.5%) Invitrogen, Karlsruhe, D
Trypanblaulésung (0.4%) Sigma Aldrich, Minchen, D
Quercetin Merck, Darmstadt, D
Zinksulfat-Heptahydrat p.a. Merck, Darmstadt, D

(ZnSO4 x 7 H,0)

6.2 Herstellung und Charakterisierung des
verwendeten Heidelbeerextrakts (HBE)

Der in dieser Arbeit verwendete Heidelbeerextrakt (HBE) (Kaden Biochemicals, Hamburg, D)
ist unter der Produktnummer 600761 (bilberry extract 25%) erhaltlich. Zur Herstellung des
HBE wurde ein Trester (aus Saftgewinnung) der europaischen Heidelbeere (Wildsammlung,
Vaccinium muyrtillus L.) verwendet. Im ersten Schritt wurden durch hydroalkoholische
Extraktion mit Methanol die polaren Bestandteile herausgel6ést, wobei die sehr unpolaren
Inhaltsstoffe im Trester verblieben. AnschlieRend wurde die erhaltene anthocyanreiche
Fraktion mehreren Filtrationsschritten unterzogen. Danach wurde die anthocyanreiche
Fraktion auf eine mit XAD-7-Material geflllte Saule aufgetragen und mit Wasser gewaschen.
Dadurch wurden die gut wasserldslichen Substanzen wie Zucker und Sauren entfernt. Im
Anschluss erfolgte die Elution aller auf der Saule zurickgehaltenen Substanzen mittels
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organischer Lésemittel. Nach entfernen der organischen Lésemittelreste wurde die erhaltene
anthocyanreiche Fraktion gefriergetrocknet.

Der HBE wurde auf einen Anthocyangehalt von 25% (bezogen auf die 5 Leitverbindungen
Delphinidin, Cyanidin, Petunidin, Peonidin und Malvidin) eingestellt. Des Weiteren waren im
Extrakt gemal den Herstellerangaben noch Tannine, Gerbstoffe und andere Polyphenole
enthalten. Der Kohlenhydratanteil betrug 1.55% (0.71% Glukose, 0.84% Fruktose) und der
Ballaststoffanteil 28.8%. Der Restgehalt an Methanol lag bei 20 ppm. Die spezifische
Analyse des Anthocyanprofils des HBE wird in Tab. 6.1 dargestellt. Der Gesamtphenolgehalt
nach Folin-Ciocalteu betrug 46%.

Eine Fraktionierung des HBE wurde an der TU Braunschweig im Rahmen des Cluster
Projektes vorgenommen (TP 1, siehe Erlauterungen Kap. 5). Dabei wurde gezeigt, dass der
HBE aufgrund der Hauptkomponenten in drei Fraktionen unterteilt werden kann: Fraktion |
Phenolcarbonsaurefraktion (15.2%), Fraktion 1l Polymerfraktion (24.2%) und Fraktion Il
Anthocyanfraktion (60.6%) (siehe Abb. 6.1) [pers. Mitteilung Andreas Juadjur].

( Heidelbeerextrakt (HBE)

(100%)
Ausschitteln gegen
Ethvylacetat
Hzo-Phase Fraktion |
(84,8%) e

(Phenolcarbonsauren®)

Hexanfallung

Fraktion I Fraktion Il
(60,55%) (24,25%)
(Anthocyane™) (Polymere™)

* Fraktion I:  Hauptkomponenten sind Phenolcarbonsauren
Fraktion Il: Hauptkomponenten sind Polymere
Fraktion Ill: Hauptkomponenten sind Anthocyane

Abb. 6.1: Prozentualer Anteil der Fraktionen des Heidelbeerextrakts [pers. Mitteilung Andreas Juadjur].

Eine nahere Charakterisierung der in den einzelnen Fraktionen enthaltenen Verbindungen
wurde ebenfalls von TP 1 (TU Braunschweig) durchgefihrt. Die Anthocyanfraktion enthielt
durch Anreicherung 41% der urspringlich im Heidelbeerextrakt vorkommenden Anthocyane
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(siehe Kap. 1) (Anthocyanprofil der einzelnen Anthocyane entsprach dem des urspriinglichen
HBE, siehe Tab. 6.1). Weitere Komponenten dieser Fraktion wurden nicht identifiziert. Eine
nahere Charakterisierung der Polymerfraktion wurde nicht durchgefuhrt. Es ist jedoch aus
der Literatur bekannt, dass sowohl Polymere (Proanthocyanidine) als auch Copigmente
(siehe Kap. 2.7.1) angereichert wurden [Castaneda-Ovando et al., 2009; Paredes-Lopez et al.,
2010]. In der Phenolcarbonsaurefraktion wurden 20 Hauptverbindungen (Quercetin,
Myricetin, p-Cumarsaure, Phloroglucinolaldehyd, Kaffeesdure, Protokatechusaure, 5-
Hydroxyvanillinsaure, Quercetin-rhamnosid, Quercetin-arabinosid, Gallussaure, Epicatechin,
Catechin, Cumarsaure-Derivate, Depsid, Quercetin-glukuronid, Quercetin-galaktosid,
Chlorogensaure, Cumaroyl-Iridoid, Myricetin-glukosid, Myricetin-galaktosid) nachgewiesen.
Auf weitere Komponenten die enthalten waren wurde nicht eingegangen [pers. Mitteilung
Andreas Juadjur].

Tab. 6.1: Anthocyanprofil und prozentualer Anteil der Anthocyane im HBE (nach abnehmenden
prozentualen Anteilen geordnet).

Anthocyan* Anteil ?(;)t]hocyan
Del-3-O-glc 4.68 +0.03
Cy-3-O-glc 4.62 +0.03
Del-3-O-ara 3.71+£0.01
Cy-3-O-gal 2.78 £ 0.01
Del-3-O-gal 2.72+£0.07
Pet-3-O-glc 1.86 + 0.02
Cy-3-O-ara 1.82 £ 0.01
Mal-3-O-glc 1.45+ 0.02
Pet-3-O-gal 0.97 £ 0.03
Pet-3-O-ara 0.86 + 0.02
Peo-3-0O-glc 0.80 £ 0.01
Mal-3-O-ara 0.59 + 0.01
Mal-3-O-gal 0.50 £ 0.02
Peo-3-0O-gal 0.16 £ 0.01
Peo-3-O-ara 0.09 £ 0.01

* Abklrzungen: Del-3-O-glc: Delphinidin-3-O-glukosid, Cy-3-O-glc: Cyanidin-3-O-glukosid, Del-3-O-
ara: Delphinidin-3-O-arabinosid, Cy-3-O-gal: Cyanidin-3-O-galaktosid, Del-3-O-gal: Delphinidin-3-O-
galaktosid, Pet-3-O-glc: Petunidin-3-O-glukosid, Cy-3-O-ara: Cyanidin-3-O-arabinosid, Mal-3-O-glc:
Malvidin-3-O-glukosid, Pet-3-O-gal: Petunidin-3-O-galaktosid, Pet-3-O-ara: Petunidin-3-O-arabinosid,
Peo-3-0O-glc: Peonidin-3-O-glukosid, Mal-3-O-ara: Malvidin-3-O-arabinosid, Mal-3-O-gal: Malvidin-3-
O-galaktosid, Peo-3-O-gal: Peonidin-3-O-galaktosid, Peo-3-O-ara: Peonidin-3-O-arabinosid.
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6.3 Herstellung der unterschiedlichen Kapselsysteme

Im Rahmen des Clusterprojektes ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten
Multikapselsystemen: Untersuchungen zum Einfluss der Mikrostruktur und der molekularen
Zusammensetzung auf die Stabilisierung und kontrollierte Freisetzung von sekundéren
Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf biologische Signalparameter sollten unter-
schiedliche Verkapselungstechnologien angewendet bzw. entwickelt werden, die eine
Stabilisierung und kontrollierte Freisetzung der Anthocyane eines Heidelbeerextrakts im
menschlichen Darm ermdglichen (siehe Kap. 5). Die Herstellungsweise der Kapseln bei den
beteiligten Forschungsstellen soll in den weiteren Abschnitten kurz dargestellt und naher
erlautert werden.

6.3.1 Pektinamidhohlkapseln

Da Alginate und Pektine als Zusatzstoffe flr Lebensmittel generell zugelassen sind, wurden
ausschlieBllich diese Substanzen fir die Herstellung von Kapselhillen des Hohlkapseltyps
verwendet. Die Synthese dieser Kapseln basiert auf Coulomb’sche Wechselwirkungen
zwischen Ca?*-lonen und Pektin/Alginat. An einer Dreifachkapillare, die das Herzstiick einer
Spinning-Drop-Apparatur darstellte, wurde zunachst ein innerer Tropfen gebildet, der
geldésten HBE bei einem pH von 1.5 enthielt. Die mittlere Kapillare diente der Bildung des
Pektinattropfens. Die TropfengroRe wurde mit Hilfe des Luftstroms in der duReren Kapillare
geregelt. Sobald der Tropfen in Kontakt mit der Calciumchlorid-Lésung kam, diffundierten die
Ca*-lonen in die Pektinatschicht und bewirkten dort eine Vernetzung der einzelnen
Pektinmolekiile untereinander (Herstellung siehe Abb. 6.2). Die Dicke der Kapselwand wurde
Uber die Polymerisationszeit (Inkubationszeit in der Calciumchlorid-Lésung) reguliert
[Dickinson et al., 1999; Schneeweiss et al., 2005].

6.3.1.1 Kapselherstellung [pers. Mitteilung Sabine Leick, TU Dortmund]

*  Pektinlésung wurde mittels Spinning-Drop-Apparatur tber eine Schlauchpumpe zum
Disenkopf beférdert

* wassrige HBE Losung (pH 1.5) wurde Uber einen Filter mittels Mikrozahnpumpe zum
Dusenkopf transportiert

* durch Regulation der Einstellungen (Luftstrom, FlieRgeschwindigkeit, etc.) der
Dreifachduse wurden gleichmafRige HBE-Pektintropfchen erzeugt

* nach einer Reaktionszeit von ca. 3 min bildeten sich, die Pektinamidhohlkapseln. Die
Kapseln bestanden aus einer sehr festen aulleren Hille und einem gelartigen,
weicheren Kern.
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Abb. 6.2: Herstellung der Pektinamidhohlkapseln mittels Spinning-Drop-Apparatur [Abbildung von
Sabine Leick zur Verfiigung gestellt, TU Dortmund)].

Um Diffusionsprozesse der Anthocyane durch das Pektinnetzwerk (Maschen zu gro3 um
Anthocyane zurickzuhalten; moglicher Schutz wirde ein zuséatzliches Coating bewirken) zu
unterbinden, fand die Lagerung und der Transport in einer HBE-L6sung (gleiche HBE
Konzentration wie die HBE-beladenen Kapseln) statt. Analog zu den HBE beladenen
Pektinamidhohlkapseln, die einen HBE-Anteil von 10% enthielten, wurden unbeladene
Referenzkapseln (ohne HBE-Beladung) hergestellt.

6.3.2 Molkenproteinkapseln

Molkenproteine (a-Lactalbumin und R-Lactoglobulin) werden seit einigen Jahren als Carrier-
matrices fir die Verkapselung von bioaktiven Komponenten untersucht [Chen et al., 2006;
Elzoghby et al., 2011]. Sie besitzen neben ihrer gesundheitlichen Unbedenklichkeit ideale
technologische Eigenschaften, wie eine hohe Ldslichkeit bei gleichzeitig geringer Viskositat,
neutralem Geschmack und guten Emulgiereigenschaften. Dadurch ergibt sich, eine
hervorragende Eignung als Hullmaterial fir die Mikroverkapselung aktiver Inhaltsstoffe
[Baranauskiene et al., 2006]. Besonders das [-Lactoglobulin bildet nach thermischer
Behandlung, auch bei niedrigen pH-Werten, ein stabiles wasserunldsliches Hydrogel. Dieser
Vorgang ist nicht reversibel. Diese Gele kdonnen aufgrund der pH-Sensitivitat eingesetzt
werden, um eine Kontrollierte Freisetzung biologisch aktiver Substanzen am Wirkort, wie
dem Dinndarm, zu ermoéglichen [Chen et al., 2006; Gunasekaran et al., 2007].
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6.3.2.1 Kapselherstellung [pers. Mitteilung Michael Betz, TU Miinchen]

* wassrige HBE Loésung (pH 1.5) wurde in einer Molkenproteinlésung zu einer
Matrixlésung dispergiert

* Matrixldsung in Pflanzendl emulgieren (Wasser-in-Ol-Emulsion - W-Phase: Molken-
proteine und HBE, O-Phase: Pflanzendl)

* fein verteilte Matrixlosungstropfchen wurden durch Induktion der Gelbildung
(thermische Behandlung, 10 min, 80 °C) in einen festen Gelzustand Uberflhrt,
wodurch sich gelartige Molkenproteinkapseln bildeten

* Abtrennen der Molkenproteinkapseln (20 bis 200 ym) von der Olphase durch
Zentrifugation

wasserunlaslichs
HBE Milchprotzine Molkenproteinkapseln

NS 8-

H-.O ®
Emulgator ¢ .le

\ | |o==;

/ Thermische Gelbildung

ol

Matrixlosung \

Matrix-

l[dsung
L]

Abb. 6.3: Schematische Darstellung des Verkapselungsprozesses mit Molkenprotein [Abbildung von
Michael Betz zur Verfiigung gestellt, TU Miinchen].

Die Molkenproteinkapseln enthielten bei einem mittleren Durchmesser von 110 ym und 20%
Milchprotein (pH 1.5) einen 10%-igen HBE-Anteil. Als Referenzkapseln wurden unbeladene
(ohne HBE-Beladung) Kapseln hergestellt. Um eine vorzeitige Diffusion der Anthocyane des
verkapselten HBE zu verhindern wurden die Molenproteinkapseln in Pflanzendl suspendiert
und gelagert.

6.3.3 Apfelpektinkapseln

Sprihtrocknung stellt ein weiteres Verfahren zum Einschluss von bioaktiven Inhaltsstoffen in
Mikropartikel dar. Hierbei bietet sich die Moéglichkeit, einen gelésten HBE mit geeigneten
Materialien (Pektine, Maltodextrine) zu homogenisieren und direkt zu verspriihen [Bansode et
al., 2010; Cai et al., 2000]. Ein groRer Vorteil dieser Methode ist die direkte Verwendung von
Pflanzenextrakten, was dazu flhrt, dass in den Endprodukten (wie z.B. flr die vorliegende
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wissenschaftliche Arbeit) eine sehr hohe Anthocyankonzentration erreicht wird. Die durch
Sprihtrocknung gewonnenen Apfelpektinkapseln wurden, in einem weiteren Schritt mit
Hydrokolloidldsungen in einer Wirbelschichtanlage mit Schellack (einer zusatzlichen
Schutzschicht) tiberzogen (,gecoated”). Dadurch wurde eine Schutzschicht erzeugt, die eine
frlhzeitige Freisetzung des HBE verhindern sollte. Das pulverférmige Endprodukt besal
eine hohe Lagerstabilitat und konnte gut dosiert in alle Lebensmittel zugegeben werden
[Gharsallaoui et al., 2007].

6.3.3.1 Kapselherstellung [pers. Mitteilung Sonja Berg, Universitat Kiel]

* wassrige HBE-LOsung (pH 3.0) (mit einem Zusatz von Wandmaterialien) wurde
mittels Peristaltikpumpe zur Sprihdise beférdert

* durch heiflde Druckluft (160 - 180 °C) am Ende der Sprihdise wurde die HBE-L6sung
zerstaubt

* die feinen Apfelpektinkapseln sanken im Sprihzylinder ab und wurden teilweise
mittels Wirbelschichtcoating in einem nachfolgenden Schritt noch zusatzlich

beschichtet
A: Penstaltikpumpe
B: Spriihdise
B C: Heizung
Druckluft
— C >
(A) L] " L] L] :
Spruhzylinder| ° | .
HBE H;O
Matrixlosung

Abb. 6.4: Schematische Darstellung der Herstellung von Apfelpektinkapseln mittels Spriihtrocknung
[Abbildung von Sonja Berg zur Verfiigung gestellt, Universitét Kiel].

6.3.4 Multidisperse Hullkapseln

Eine weitere Mdglichkeit der Verkapselung von bioaktiven Inhaltsstoffen sind Emulsionen,
bei denen der Wirkstoff in mikrostrukturierte Kompartimente (Tropfen) eingebracht wird.
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Diese unterschiedlichen Kompartimente bieten die Mdéglichkeit, gezielte Milieubedingungen
zu schaffen, mehrere Diffusionsbarrieren zu erzeugen, und so die Freisetzung bzw. Stabilitat
von Wirkstoffen zu beeinflussen. Die einzelnen Hillen werden von Emulgatormolekilen
gebildet, die zur Stabilisierung der Tropfen dienen. Aufgrund von netzwerkartigen Strukturen
und sehr starken Wechselwirkungen zwischen grenzflachenaktiven Molekulen bilden sich
dinne Schutzfilme aus, die eine gezielte Beeinflussung der Tropfen im Hinblick auf Stabilitat
und Freisetzung ermoglichten [Ax et al., 2003; Sliwka, 1975]. Um die TropfengréRenverteilung
bei der Herstellung steuern zu kdnnen, missen Materialparameter (Viskositat) und Prozess-
parameter (Emulgiersystem, Leistungseintrag, Verweilzeit) optimiert werden [Schuchmann et
al., 2004]. Ein Vorteil der Emulsionen ist, dass ein dosiertes Einbringen in fast alle
Lebensmittel moglich ist. Fir die Verkapselung des HBE wurden hydrophile Kapsel-
materialien bendtigt. Hierfir eignen sich am besten multiple Emulsionen (W:/O/W,), die
besonders gut in flissige Lebensmittel eingebracht werden kénnen [Frank et al., 2010;
Muschiolik, 2007] .

6.3.4.1 Kapselherstellung [pers. Mitteilung Kerstin Frank, Universitat Karlsruhe]

*  Emulgieren einer wassrigen HBE-Losung (pH 3.0) in Pflanzendl

*  Ausbildung kleiner Wassertropfen im Ol (Wasser-in-Ol-Emulsion; W;/O-Emulsion)

* Einbringen der W4/O-Emulsion in eine zweite Wasserphase (W,)

* Erneutes Emulgieren und Ausbildung beladener multidisperser Hillkapseln in
Doppelemulsion (W4/O/W,-Emulsion)

O/W-Emulgator
HBE H,0 N @
| @ Einbringenin
wassrige Phase
H,O
L - ]

W/O-Emulgator

e

uess|Binwg

@0 N

o

e o
W, /O-Emulsion

Beladene multidisperse
Hillkapsel in Doppelemulsion

Abb. 6.5: Schematische Darstellung der Herstellung beladener multidisperser Hiillkapseln [Abbildung
von Kerstin Frank zur Verfligung gestellt, Universitét Karlsruhe].



66 Material & Methoden

6.3.5 Uberblick liber die verwendeten Kapselsysteme

Im Rahmen der durchgefiuhrten Arbeit wurden zahlreiche Verkapselungsmethoden, zur
Herstellung von HBE-beladenen Kapseln, verwendet. Zur Verdeutlichung wurden sowohl
mikroskopische Aufnahmen als auch schematische Darstellungen der unterschiedlichen
Kapseln in Abb. 6.6 abgebildet.

A

Abb. 6.6: Schematische Darstellung und mikroskopische Aufnahmen sowie GréRenangaben der
untersuchten = HBE-beladenen  Kapselsysteme; A:  Pektinamidhohlkapsel,  B:
Molkenproteinkapsel, C: Apfelpektinkapsel (mit Schellack ummantelt), D: multidisperse
Hiillkapsel [zur Verfiigung gestellt von Johannes Oidtmann, Universitét Halle].
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Die Spezifikationen der unterschiedlichen Kapselsysteme sind in Tab. 6.2 noch einmal
Ubersichtlich zusammengefasst.

Tab. 6.2: Zusammenfassung der Eigenschaften der von den Projektpartnern (TP 2, 3, 4 und 5) zur
Verfligung gestellten HBE-beladenen Kapselsysteme.

Kapselsystem Typ Wandmaterialien HBE [%] | GroBRe [um] | pH Wert
Pektinamid— ) Pektinamid?®, CaCl,,
Hullkapsel _ 10 (w/w) 1500 1-3
hohlkapsel Glycerin
Molkenprotein— . o
Matrix Molkenproteinisolat 10 (wiw) 180 1.5
kapsel
Pektinamid®,
Zitronensaure,
Apfelpektin— _ _
Matrix Maltodextrin, 20 (w/w) 250 - 500 2
kapsel o _
(teilweise mit
Schellack)
Pektinamid®,
o W,/O/W, .
multidisperse Pflanzenol,
) Doppel— . 0.12 (w/w) 25 3.5
Hullkapsel . PGPR 907,
emulsion
Molkenproteinisolat
@ Veresterungsgrad: 31.9%, Amidierungsgrad: 21.1%
b Veresterungsgrad: 29.0%, Amidierungsgrad: 21.0%
¢ Veresterungsgrad: 23-27%, Amidierungsgrad: 23-25%
6.3.6 Bestimmung der Anthocyankonzentrationen in den

unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselsystemen

Bestimmungsmethoden zur Ermittlung des Anthocyangehalts der HBE-beladenen
Kapselsysteme wurde fir jedes System individuell etabliert. Dies war notwendig, um die

Anthocyankonzentrationen wahrend der Kapselherstellung und Lagerung zu untersuchen.

Die Molkenprotein-, Pektinamid- und Apfelpektinkapseln wurden wie in Abb. 6.7 dargestellt
eingewogen, Extraktionsmittel (entspricht FlieBmittel A, siehe Kap. 6.8) zugegeben,
aufgeschlossen (Ultra Turrax), zentrifugiert, filtriert und mittels HPLC-UV/VIS die
Anthocyankonzentration bestimmt. Einzige Ausnahme bildete die Bestimmung der
Konzentration in multidispersen Hullkapseln, die durch mechanischen Aufschluss nicht
zerstort und in denen kein HBE-Anteil bestimmt werden konnte. Es wurden mehrere
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unterschiedliche Extraktions- und Isolierungsmethoden durchgeflihrt, aber keine lieferte das
gewlnschte Ergebnis einer reproduzierbaren und vollstandigen Konzentrationsbestimmung.
Aus diesem Grund wurde die Konzentrationsangabe von 0.12 Gew.-% HBE vom
Projektpartner (TP 4, AG Schuchmann) Ubernommen [pers. Mitteilung Kerstin Frankj].

Molkenproteinkapseln

Pektinamidhchlkapseln

Erwédrmen und Homogenisieren

Jede Kapsel wird Izn;@\gasserbad 10 min.
ginzeln eingewogen
Zentrifugation

Aptelpektinkapseln l 2 min, 1.00C Ipm, 25°C

Direkte Einwaagedes

Sprahgetrockneten HBE Gliiherstand ahgieRen
l ¢a. 2 min
Einwaage der Kapselsysteme
Multidisperse Hullkapsel Extraktion
H,0O / ACN / HCOOH
l 8T% [ 3% I 10%
Keine Konzentrationsbestimmung méglich!! Ultra Turrax
l 30's. 20.000 rpm
. Zentrifugati
(;Molkenprotelnkapsel: \ entr "gam’"_
200 mg Kapseln enthalten 12 mg HBE | 22min.20.000pm. ¢
Filtration
» Pektinamidhohlkapsel: PVDF-Filter. 0.45 um
200 mg Kapseln enthalten 23 mg HEE Aliquot der Probe mitIS
{Delphinidin-3.5-diglukosid}
h
» Apfelpektinkapsel (sprithgetrocknet): versehen
HPLC-UV/VIS Messung
\200 mg Kapseln enthalten 57 mg HBE/ (520 nm)

Abb. 6.7: Aufbereitung der unterschiedlichen Kapselsysteme fiir die Bestimmung der Anthocyan-
gehalte. HBE: Heidelbeerextrakt.
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6.4 Zellkultivierung

Um an Zellen Uber eine langere Zeitperiode mit konstant bleibenden Eigenschaften forschen
zu konnen, bedient man sich Zelllinien, die eine hohe Proliferationsrate besitzen. Zusatzlich
ist wichtig, dass Zelllinien Uber einen langeren Zeitraum tiefgefroren werden kdnnen ohne
dass ihre Vitalitdt davon beeinflusst wird. Meist wurden solche Zellen aus Tumoren oder
durch Virusinfektionen immortalisiert und isoliert [Klinke et al., 1996].

Zelllinien eignen sich gut, um bestimmte Fragestellungen zu klaren und Erkenntnisse der
Zellfunktionen zu gewinnen. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse muss jedoch geprift
werden, da die Gesamtheit der Eigenschaften von Zelllinien voneinander abweichen kénnen
[Klinke et al., 1996].

Alle Arbeitsschritte im Zusammenhang mit der Zellkultivierung wurden unter einer Reinraum-
werkbank durchgefiihrt, da eine sterile Arbeitsweise unbedingt erforderlich war.

6.4.1 Verwendete Zelllinien

6.4.1.1 HT-29 Zellen

Bei der HT-29 Zelllinie handelt es sich um eine humane Zelllinie eines Kolon-
adenomakarzinom, die im Jahre 1964 aus einem Kolonkarzinom einer 44 Jahre alten,
kaukasischen Frau isoliert und etabliert wurde [DSMZ, 2004]. Es ist eine adharent
wachsende Zelllinie mit einer Verdopplungszeit von 40 bis 60 h. Werden die Zellen unter
Standardbedingungen kultiviert, so formen sie einen Multilayer undifferenzierter Zellen,
welcher sich durch einen hohen Glukoseverbrauch auszeichnet [Cohen et al., 1999]. Durch
Veranderungen des Kulturmediums kann ein Ausdifferenzieren der Zellen und die Bildung
eines Burstensaums erreicht werden. Aus diesem Grund eignen sich HT-29 Zellen ebenfalls
zur Aufklarung molekularer Mechanismen des Darms und deren Modulation [Chantret et al.,
1988; Rousset, 1986].

6.4.1.2 Caco-2 Zellen

Ursprung der Caco-2 Zelllinie ist ein Kolonadenomakarzinom eines 72-jahrigen
kaukasischen Mannes im Jahre 1974. Bei Caco-2 Zellen handelt es sich um eine adharent
wachsende Zelllinie mit einer Verdopplungszeit von ca. 80h [DSMZ, 2004]. Eine
Besonderheit der Zelllinie beruht darauf, dass sich nach 2 - 3 Wochen ein ausdifferenzierter
Monolayer polarisierter Zellen ausbildet, welcher typische Charakteristika der humanen
Darmmukosa aufweist. Sie exprimieren typische intestinale Transporter (SGLT und GLUT)
und verschiedene fremdstoffmetabolisierende Enzyme (Cytochrom P450 Isoformen,
Glutathion-S-Transferasen) [Meunier et al., 1995]. Aufgrund dieser Eigenschaften stellen die
Caco-2 Zellen ein geeignetes in vitro Modell fir Untersuchungen des intestinalen Transports
und Metabolismus dar [Sambruy et al., 2001]. Im Vergleich zu HT-29 Zellen, zeigen Caco-2
Zellen eine fehlende Aktivitait des Enzyms NQO1 (NAD(P)H-abhangige Chinon-
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Oxidoreduktase) was zur Folge hat, dass sie eine starkere Empfindlichkeit gegenlber
Menadion-induziertem oxidativem Stress aufweisen [Karczewski et al., 1999].

6.4.2 Kultivierung der Caco-2/ HT-29 Zellen

Zelllinien, wie die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Caco-2/ HT-29 Zellen, die als
Monolayerkulturen in Petrischalen, Mikrotiterplatten oder Kulturflaschen wachsen, benétigen
zu ihrem Wachstum und zur Vitalitdtserhaltung regelmaRigen Mediumwechsel, da bestimmte
Bestandteile des Kulturmediums einschlief3lich aller Zusatze entweder verstoffwechselt
werden oder bei 37 °C im Laufe der Zeit zerfallen. In Abhangigkeit von Metabolismus und
Wachstumsgeschwindigkeit variieren die Intervalle der Subkultivierung und Medium-
erneuerung [Lindl, 2002].

Die Kultivierung von Caco-2/ HT-29 Zellen erfolgte in 175 cm? Zellkulturflaschen in einem
Brutschrank bei 37 °C, 95% relativer Feuchtigkeit und 5% CO,-Sattigung. Die unter-
schiedlichen Zusammensetzungen der verwendeten Zellkulturmedien fir Caco-2/ HT-29
Zellen sind in Tab. 6.3 aufgeflhrt.

Tab. 6.3: Verwendete Medien bei der Zellkultivierung nach [DSMZ, 2004].

Zellinie Nahrmedium Inkubationsmedium Serumfreies Medium
(N-Med) (I-Med) (S-Med)
500 ml DMEM/F12 500 ml DMEM/F12
500 ml DMEM/F12
Caco-2 + 100 ml FKS + 50 ml FKS
+ 5 ml Pen/Strep
+ 5 ml Pen/Strep + 5 ml Pen/Strep
500 ml DMEM 500 ml DMEM
500 ml DMEM
HT-29 + 50 ml FKS + 25 ml FKS
+ 5 ml Pen/Strep
+ 5 ml Pen/Strep + 5 ml Pen/Strep

Abkirzungen: DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, FKS: Fotales Kalberserum, Pen/Strep:
Penicillin/Streptomycin.

6.4.2.1 Mediumwechsel

Da Nahrstoffe des Mediums im Laufe der Zeit von den Zellen metabolisiert werden, war es
notwendig in regelmaligen Abstédnden einen Mediumwechsel (alle 2 bis 3 Tage) durch-
zufihren. Erkennbar wurde dieser Nahrstoffverbrauch durch den Farbumschlag des im
Mediums enthaltenen Indikator (Phenolrot) von rot nach hellrot bis gelb. Dieser Farbwechsel
erfolgt durch die gebildeten Stoffwechselprodukte und die dadurch hervorgerufene
Erniedrigung des pH-Wertes. Befanden sich die Zellen in einer subkonfluenten Wachstums-
phase, so wurde das verbrauchte Medium mittels einer Pasteurpipette abgenommen, die
Zellen mit PBS gewaschen und durch ca. 40 ml frisches N-Med ersetzt [Lindl, 2002].
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6.4.2.2 Passagieren (Subkultivierung) von Zellen

Um eine Kontaktinhibition und ein damit verbundenes Absterben der Monolayerkultur zu
vermeiden, wurde im wochentlichen Rhythmus bei ca. 80% Konfluenz eine Verringerung der
Zellzahl durch Passagieren (Subkultivierung) vorgenommen.

Durchfiihrung

*  Abnehmen des vorhandenen Mediums mittels steriler Pasteurpipette

*  Waschen der Zellen mit 10 ml PBS

*  Zugabe von 6 ml Trypsin-EDTA (0.5%)

*  |nkubation flr 5 - 10 min im Brustschrank bei 37 °C
(Vorsicht: Bei langeren Einwirkzeiten ist eine irreversible Schadigung der Zellen
maoglich)

*  Ablésen der Zellen vom Boden durch leichtes Klopfen am Flaschenrand

*  Abstoppen der ,Trypsinierung“ durch Zugabe von 14 ml N-Med

*  Vereinzeln der Zellen durch mehrmaliges resuspendieren

Eine definierte Menge an Zellsuspension wurde mit 40 ml frischen N-Med versetzt und
weiterkultiviert. Nach dreimaligem Passagieren wurden die Zellen in eine neue Zellkultur-
flasche Uberfihrt.

Grundsatzlich ist zu beachten, dass die Zellen bei fortschreitender Kultivierung ihre
physiologischen Eigenschaften verandern konnen [Arturssona et al., 1996]. Aus diesem Grund
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Zellen nur maximal 40x passagiert.

6.4.2.3 Einfrieren und Lagerung von Zellen

Zur Vorratshaltung von Zellen kdnnen diese Uber langere Zeit in flussigem Stickstoff bei
-196 °C gelagert werden. Eine Lagerung bei -80 °C kann ebenfalls durchgefiihrt werden,
wobei die Zellen aufgrund ihrer begrenzten Lebenszeit in regelmaRigen Abstanden in Kultur
gebracht werden mussen [Lindl, 2002].

Durchfiihrung

* Nach dem Vereinzeln der Zellen (siehe Passagieren von Zellen) wurden Kryo-
réhrchen wie folgt beflllt:

o 150 pl FKS
o 150 yl DMSO (verhindert die Kristallbildung innerhalb und auf3erhalb der
Zelle)

0 ca. 1.200 ul Zellsuspension (mind. 1 Mio. Zellen)
*  Sofortiges Einfrieren der Kryos fir 24 h bei -20 °C
* Einlagerung zur Vorratshaltung am folgenden Tag bei -80 °C oder in flissigem
Stickstoff
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6.4.2.4 Auftauen von Zellen

Um beim Prozess des Auftauens eine schadliche Wirkung des zugesetzten DMSO zu
vermeiden, war es wichtig die Zellen schnell aufzutauen.

Durchfiihrung

*  Tiefgefrorener Zellstock im Wasserbad bei 37 °C auftauen

+ Uberfiihren der Zellsuspension in 10 ml vorgewarmtes N-Med

*  Zentrifugation: 2.000 rpm, 2 min, RT

* Verwerfen des Uberstands und resuspendieren des Zellpellets in 2 bis 3 ml N-Med
*  Aussaen in 25 cm? Zellkulturflasche und Zugabe von 7 ml N-Med

Nach 2 Tagen Ruhe erfolgte der erste Mediumwechsel um abgestorbene oder geschadigte
Zellen zu entfernen. Kultiviert wurde bis zum Erreichen der Maximaldichte der Zellen (100%
Konfluenz).

Reagenzien und Losungen

PBS-Stammldsung (10x)

¢ 100 g NaCl
e 14 g NayHPO,
e 25gKCI

e 25gKH,PO,
Mit H,O bidest. auf 1 | auffillen
pH-Wert auf 7.4 einstellen
Lagerung bei 4 °C

PBS-Gebrauchsldsung

e PBS-Stammlésung mit H,O bidest. 1:10 verdinnen
e Autoklavieren bei 121 °C far 20 min

e Lagerung bei4 °C
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6.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-
Zahlkammer (Hamocytometer) verwendet. Die Kammer
bestand aus neun gro3en Quadraten, wobei jedes Quadrat
eine Flache von 1 mm? und eine Tiefe von 0.1 mm
aufweist, woraus sich ein Volumen von 0.1 pl ergibt. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zell-
suspension in die Zahlkammer pipettiert und die Zellen in
den vier grau eingefarbten Eckquadrate mit Hilfe eines
Mikroskops ausgezahlt. Fur die Berechnung der Zellzahl
wurde der Mittelwert aus den ausgezahlten Zellen der vier
Eckquadrate mit 10* multipliziert [Lind/, 2002)].

6.4.3.1 Bestimmung der Zellvitalitat (Trypanblau Test)

Um die Vitalitat von Zellen zu untersuchen, wurde die Trypanblaufarbung gewahlt.
Trypanblau ist ein Farbstoff, der in lebende Zellen nicht eindringen kann, wahrend sich das
Zytoplasma von toten Zellen anfarbt [Farah et al., 2008]. Lebende Zellen erscheinen weil3,
tote blau [Lindl, 2002].

Durchfihrung

* Passagierte Zellen (siehe Passagieren), 30 ul Zellsuspension, wurde mit 30 pl
Trypanblau Lésung resuspendiert

*  Angefarbte Zellen wurden auf die Zahlkammer (unter das Deckglas) aufgebracht

*  Bestimmung der Anzahl lebender (weil3er) und toter (blauer) Zellen

*  Berechnung mittels folgender Formel:

Vitalitat U lebende Zellen 2 10D
Hauldl ‘o = 4 rende Zellen + tote Zellen

6.4.4 Testung auf Mykoplasmen

Mykoplasmen sind mit einem Durchmesser von 0.3 bis 0.8 ym die kleinsten und einfachsten
Prokaryonten. Aufgrund ihrer geringen GroRRe sind sie in der Lage, Sterilfilter zu passieren
und so in die Zellkultur zu gelangen. Durch eine Kontamination mit Mykoplasmen wird der
Stoffwechsel der Zellen verandert, dass Versuchsergebnisse beeintrachtigt werden kénnten.
Aus diesem Grund ist es wichtig, die Zellkultur regelmafig auf Mykoplasmenkontamination
zu untersuchen [Rottem et al., 1993].
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Durchfiihrung

* Passagierte Zellen (siehe Passagieren; 200 ul Zellsuspension) wurden auf einen
sterilen Objekttrager, der in einer Petrischale lag und mit 9 ml N-Med gefillt war,
ausgestreut

*  Inkubation fur 24 h im Brutschrank bei 37 °C

* Absaugen des Mediums und Fixierung mit eiskaltem Methanol fur 30 min bei -20 °C

*  Anfarben der Zellen mit 40 ul DAPI/Sulforhodamin 101-Lésung

Der Nachweis von Mykoplasmen erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie bei einer Anregung
von 365 nm. Dabei erschienen Zytoplasma rot. Zellkern und die DNA sind blau gefarbt.
Aufgrund des hohen DNA-Anteils erschienen Mykoplasmen als dunkelblaue Punkte in oder
auf der Zelle [Lindl, 2002].

Alle in vitro Versuche dieser Dissertation wurden mit mykoplasmenfreien Zellen durch-
geflhrt.

6.4.5 Aussaen von Zellen

Fir die unterschiedlichen Testsysteme wurde eine definierte Anzahl an Zellen (siehe Tab.
6.4) in die entsprechenden Gefalle ausgestreut und fir 24 h im Brutschrank bei 37 °C
kultiviert.

Tab. 6.4: Bedingungen zur Durchfiihrung der einzelnen in vitro Testsysteme.

Zellzahl
Versuch Gefal (pro Well) Medium
HT-29 Caco-2
Alamar Blue Assay 48 Well-Platte 60.000 55.000 500 pl
DCF Assay 96 Well-Platte Y ((214hh))* 20.000 100 yl
Petrischale @ 6 cm 11 é\/l Il\ﬁic()z(ﬁ ';]))* 6 ml
GSH Bestimmung :
Petrischale @ 9 cm 11 éllvlll\(/?ic()z(ﬁ T]))* 9ml
Petrischale @ 6 cm 11 é\/l I'\?iéz(ﬁ T]))* 6 ml
Comet Assay Mo (24
Petrischale @ 9 cm 14 :\c/)licf (1 h;* 9ml

* Inkubationszeit mit den zu untersuchenden Substanzen
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6.4.6 Substanzinkubation und Zellernte

Der HBE bzw. die zu untersuchenden HBE-beladenen Kapselsysteme wurden in I-Med
gelést und entsprechend der gewilinschten Konzentrationen weiter verdinnt. Um eine
gleichbleibende Menge an Kapselmaterial in den Inkubationsansatzen zu gewahrleisten
wurden Kapseln sowohl mit HBE-Beladung als auch ohne HBE-Beladung in einer definierten
Menge homogenisiert. Somit war es mdglich durch die Variation der Kapseln (mit bzw. ohne
HBE-Beladung) die gewiinschten HBE Konzentrationen herzustellen und gleichzeitig die
Menge an Kapseln (Sediment) in den Inkubationsansatzen konstant zu halten. Mégliche
Matrixeffekte der Kapselmaterialien auf die Zellen konnten dadurch ausgeschlossen werden
(siehe Tab. 6.5). Die eingesetzte Menge an HBE-beladenen Kapseln entsprach genau der
Menge, die an HBE verwendet wurde. Errechnet wurde diese Menge anhand der ermittelten
HBE Konzentrationen in den unterschiedlichen Kapselsystemen (siehe Kap. 6.3.6). Zur
Inkubation wurde das Medium (N-Med) aus den InkubationsgefalRen abgesaugt und die
Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Substanzinkubation mit den
Testsubstanzen im Brutschrank tber 1 h (Kurzzeitinkubation) bzw. 24 h (Langzeitinkubation).
Des Weiteren wurde dem |-Med Katalase zugesetzt, um einer moglichen H,O,-Akkumulation
zu reduzieren (siehe Kap. 2.11.5).

Um Reste der Testsubstanzen nach erfolgter Inkubation aus den InkubationsgefalRen zu
entfernen, wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Oxidantien bzw. Farbstoffe (je nach
Testsystem unterschiedlich siehe Kap. 6.5) wurden in S-Med geldst zugegeben und im
Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und die Zellen mit 0.5 ml Trypsin-EDTA Lésung vom Boden der Petrischalen
abgelost. Zum Abstoppen der ,Trypsinierung” wurde 1 ml N-Med zugegeben und die Zellen
mit Hilfe eines Zellschabers geerntet. Die so erhaltene Zellsuspension wurde mit einer
Pipette resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefal® tberfiihrt.
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Tab. 6.5: Eingesetzte HBE-Konzentrationen der unterschiedlichen Kapselsysteme (mit und ohne HBE-

Beladung).
HBE' Kapsel mit HBE Kapsel ohne HBE | Sediment
Kapselsystem
[ng/ml] [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]
500 4.30 - 4.30
250 2.15 2.15 4.30
. . 100 0.86 3.44 4.30
Pektinamidhohlkapseln 50 043 387 .30
10 0.09 4.21 4.30
- /.° | - | 430 | 430
500 8.30 - 8.30
250 415 415 8.30
. 100 1.70 6.60 8.30
Molkenproteinkapseln 50 083 > 47 830
10 0.17 8.13 8.30
/. 4 - | 83 | 830
500 417.00 - 417.00
- 250 208.50 208.50 417.00
multidisperse 100 83.40 333.60 417.00
HUIIkapseIn# 50 41.70 375.30 417.00
10 8.34 408.66 417.00
0 - 417.00 417.00
500 1.75 - 1.75
250 0.88 - 0.88
. 100 0.35 - 0.35
Apfelpektink In*
pfelpektinkapseln 50 0.18 . 0.18
10 0.04 - 0.04
0 R

* Die verkapselte HBE Konzentration wurde von der Forschungsstelle Karlsruhe mit 0.12 Gew.-%
angegeben (siehe Kap. 6.3.6)

* Apfelpektinkapseln ohne HBE-Beladung wurden von der Forschungsstelle Kiel nicht zur Verfigung
gestellt.

" entsprechende HBE Konzentrationen

6.5 Verwendete in vitro-Testsysteme

Im folgenden Abschnitt werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten in vitro
Testsysteme vorgestellt und deren Durchfiihrung erlautert.

6.5.1 Alamar Blue Assay

Der Alamar Blue Assay ist ein Farbreaktionstest, der auf dem Redoxstatus der Zelle beruht.
Die Reduktion von Resazurin zu Resorufin steht gemalf Literatur in direktem Verhaltnis zu
metabolischen Intermediaten wie NADPH, NADH, FADH und FMNH die in proliferierenden
Zellen im Gegensatz zu nicht proliferierenden Zellen erhéht sind [O'Brien et al., 2000]. Durch
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diese Intermediate kommt es zu einer Reduktion von Resazurin zum fluoreszierenden
Resorufin (siehe Abb. 6.8). Die Fluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenlange von
544 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm vermessen [O'Brien et al., 2000].

(?_
O (@] OH O (@] OH
Resazurin Resorufin

Abb. 6.8: Reduktionsreaktion von Resazurin zu Resorufin zur Bestimmung metabolischer Intermediate
wie NADPH, FADH in vitalen Zellen [O'Brien et al., 2000].

Durchfiihrung

Inkubation der Zellen

* HT-29 und Caco-2 Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.4 erlautert in 48 Well-Platten
ausgestreut und kultiviert

* nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen mit 0.5 ml PBS gewaschen

* die Substanzinkubation (1 h bzw. 24 h) erfolgte pro Well in 0.5 ml I-Med

* als Positivkontrolle fur zytotoxische Wirkung diente eine Behandlung mit 0.1%iger
Saponinldsung, als Negativkontrolle wurde I-Med eingesetzt

* nach der Inkubation (siehe Kap. 3.2.5) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
mit 300 ul PBS gewaschen

* 500 pl frisch hergestellte Resazurin-Inkubationslésung (Resazurin-Arbeitslésung 1:10
verdinnt mit S-Med) wurde pro Well auf die Zellen gegeben

* nach 1 h Inkubation im Brutschrank wurde die 48 Well-Platte am Plattenlesegerat bei
einer Anregungswellenlange von 544 nm und einer Emissionswellenlange von
590 nm vermessen

Reagenzien und Losungen

Resazurin-Stammlésung
¢ 110.5 mg Resazurin in 1 ml Dimethylformamid I6sen
Lagerung bei 4 °C

Resazurin-Arbeitsldsung

100 pl Resazurin-Stammlésung

e 14.4 mg KH,PO,

e 900 mg NaCl

e 52.8 mgNaHPO,

Mit H,O bidest. auf 100 ml auffiillen
Lagerung bei 4 °C
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6.5.2 Bestimmung intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies
ROS (DCF Assay)

Der Dichlorfluorescein (DCF) Assay ermdglicht die Detektion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), die bei oxidativem Stress in der Zelle gebildet werden. Er beruht auf einem relativen
Fluoreszenzanstieg durch Oxidation des Fluoreszenzfarbstoffs Dichlorfluorescin-Diacetat
(DCFH-DA) zu Dichlorfluorescein (DCF; siehe Abb. 6.9) [Wang et al., 1999].

Erstmals verwendet wurde diese Methode zur Bestimmung von Wasserstoffperoxid [Keston et
al., 1965]. Im Laufe der Jahre wurde die Methode weiter optimiert und wird seitdem zur
Detektion intrazellularer ROS angewandt [Wang et al., 1999]. Auch wenn die Spezifitat des
Assays nicht geklart ist, stellt dieses Testsystem eine Screening-Methode dar, die in
Verbindung mit anderen Markern eine Aussage Uber das Ausmal oxidativer Zellschadigung
und deren Modulation durch Antioxidantien zulasst [Frank et al., 2000].

nicht fluoreszent

H3CTO O O\]&O 2' 7"-Dichlorfluorescin-diacetat
(DCFH-DA)
o) CHs
cl H cl

(coon

Zellmembran

Deacetylierung durch
intrazelluldre Esterasen

HO (@] OH
0 DO E
cl ci ROS ‘ ‘
3 H

+ -

O COOH -H™ e
(" )-coon
2'.7'-Dichlorfluorescin L _

(DCFH)
nicht fluoreszent -H* -e”

Y
Q

Dichlorfluorescein (DCF)
Fluoreszent
ex/em 485/525 nm

Abb. 6.9: Mechanismus der Reaktion von DCFH-DA zum fluoreszierenden DCF [LeBel et al., 1992].
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Da die geringe Spezifitat der Methode seit einiger Zeit diskutiert wird und einige ROS
identifiziert wurden, die in der Lage sind DCFH zu oxidieren, kann dieser Assay nur
herangezogen werden um eine Aussage Uber das Ausmal} an oxidativem Stress in der Zelle
zu erfassen. Es ist nicht moglich, die ROS naher zu spezifizieren [Crow, 1997; LeBel et al.,
1992; Wang et al., 1999]. In der vorliegenden Arbeit wurde der DCF Assay (modifiziert)
angewandt, um eine Abnahme (Pravention) von TBH-induzierten ROS in den Zellsystemen
zu detektieren.

Dichlorfluorescin-Diacetat (DCFH-DA) ist eine lipophile, nicht fluoreszierende Substanz, die
durch die Zellmembran in die Zelle diffundieren kann. Dort findet durch intrazellulare
Esterasen eine Deacetylierung zu dem nicht fluoreszierenden Dichlorfluorescin (DCFH) statt.
Aufgrund seiner héheren Polaritat kann der Farbstoff nicht zuriickdiffundieren und verbleibt
in der Zelle. In Gegenwart von zelluldaren ROS wird das DCFH schnell zu dem stark
fluoreszierenden Dichlorfluorescein (DCF) oxidiert. Der Farbstoff wird bei einer Wellenlange
von 485 nm angeregt und die emittierte Fluoreszenz bei 525 nm gemessen.

Durchfihrung

Inkubation der Zellen

* HT-29 und Caco-2 Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.4 erldutert in schwarzen 96 Well-
Platten mit klarem Boden ausgestreut und kultiviert

* nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen mit 100 yl warmem PBS gewaschen und
die aulReren Wells mit 100 pl PBS gefillt

*  die Substanzinkubation erfolgte pro Well in 100 ul I-Med

* nach der Inkubation (siehe Kap. 3.2.5) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
mit 100 ul PBS gewaschen

Alle weiteren Arbeiten erfolgten aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes im
Dunkeln.

Arbeiten bei Rotlicht

* 100 pl frisch hergestellte DCFH-DA Inkubationslésung (Endkonzentration 50 uM)
geldst in PBS (pH 7.0) wurde pro Well auf die Zellen gegeben

* nach 30 min Inkubation wurde die DCFH-DA Inkubationslésung abgesaugt und die
Zellen mit 100 pl PBS (pH 7.4) gewaschen

* danach wurden 100 pl TBH Lésung pro Well zugegeben

* die 96 Well-Platte wurde danach sofort in das Plattenlesegerat gestellt und die erste
Messung (t=0min) bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer
Emissionswellenlange von 525 nm durchgeflihrt

* weitere Messzeitpunkte der Reaktionskinetik sind 10, 20, 30 und 40 min
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blaue Linie:  aulReren Wells sind mit PBS gefillt
Medium: Mediumkontrolle
TBH: Positivkontrolle (ohne Substanzbehandlung)
orange: Substanzbehandlung im Medium mit anschlieRender TBH-
Behandlung
Messparameter
e Messmodus: Fluoreszenz
e Temperatur: 37 °C
e Anregungswellenlange: 485 nm
¢ Emissionswellenlange: 525 nm
e Lesemodus: Bottom
e Sensitivitat: 70

Auswertung

Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat (FI in %) pro Well wurde nach der modifizierten
Rechnung von Wang et al. wie folgt berechnet [Wang et al., 1999]:

Fag mie=E0 mi
FI0G = SE i l}?...nx.lm
Fl}mm

Fomn = Fluoreszenzintensitat zu Beginn der Inkubation (0 min)
Fasomin = Fluoreszenzintensitat nach 40 min Inkubationsdauer

Aus den MelRergebnissen der einzelnen Wells wurde der Mittelwert berechnet und bezogen
auf die TBH Kontrolle (100%) als relativer Fluoreszenzanstieg graphisch aufgetragen.
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Reagenzien und Losungen

DCFH-DA Lésung
e 4.1 mg DCFH-DA
In 842 pul DMSO ldsen (unter Lichtausschluss in einem schwarzen Reaktionsgefald)
davon 100 pl in 20 ml PBS (pH 7.0)
-> fur jeden Versuch frisch ansetzen
Lagerung bei 4 °C

PBS-Gebrauchslésung
e siehe Abschnitt 3.2.1 (pH 7.4)
e PBS pH 7.4 mit HCI auf PBS 7.0 einstellen

TBH-Stammlésung

e 20 ul TBH
In 125 ul H,O bidest. geben
e davon 25 pl

In 75 pl H,O bidest. geben (250 mM TBH)
-> fur jeden Versuch frisch ansetzen
Lagerung bei 4 °C

TBH-Stammldsung
e 20 pl Stammldsung
In 20 ml PBS 7.4 geben
-> fur jeden Versuch frisch ansetzen
Lagerung bei 4 °C



82 Material & Methoden

6.5.3 Testung auf (oxidative) DNA-Schaden (Comet Assay)

Zur Untersuchung von DNA-Strangbriichen wurde die alkalische Einzelzellgelelektrophorese
(Comet Assay) modifiziert nach Collins et al. und Singh et al. herangezogen [Collins et al.,
1996; Singh et al., 1988]. Die zellularen DNA-Schaden kénnen auf unterschiedliche Weise, wie
z.B. Modifikationen durch Substanzen oder UV-Strahlung, entstehen.

Zellen

o o
(] oooo

—» 000°000 _, —
Einbetten in Lyse mit/ ohne FPG DNA-
Agarose 4°C, pH10 37°C, 30 min Denaturierung
0°C, 20 min,
pH> 13

|

-«— oo o' @00 -
Anfirben mit Elektrophorese
Ethidiumbromid 0°C, 20 min,

300 mA

Mikroskopische
Auswertung

Abb. 6.10: Schematische Darstellung zur Durchfiihrung des Comet Assays.

Zur Durchfihrung des Comet Assays (siehe Abb. 6.10) wurden die zu untersuchenden
Zellen in Agarosegel auf Objekttrager aufgetragen und die Zellmembran aufgeldst (lysiert).
Um zusatzlich eine Aussage Uber das Ausmal} oxidativer DNA-Schaden zu erhalten, war es
maoglich, die Zellen nach der Lyse mit dem Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-
Glykosylase (FPG) zu behandeln. Bei FPG handelt es sich um ein bifunktionelles Enzym,
das aus E.coli isoliert wird. Durch Glykosylaseaktivitat (sieche Kap. 3.2.1.4) ist es in der Lage,
oxidative DNA-Modifikationen zu erkennen und zu entfernen, wobei eine Liicke verbleibt. Mit
Hilfe der AP-Lyaseaktivitat wird diese Licke erkannt und das Deoxyribosephosphat entfernt,
woraus ein zusatzlicher Strangbruch resultiert und die Anzahl nachweisbarer DNA-Schaden
erhoht wird [Laval, 1996].

Nach der Enzymbehandlung folgte in der Elektrophoresekammer unter stark alkalischen
Bedingungen (pH = 13) die DNA-Entwindung. Bei dieser alkalischen Variante des Comet
Assays werden neben Doppelstrangbriichen noch Einzelstrangbriiche und alkalilabile Stellen
erfasst [Fairbairn et al., 1995]. Wahrend der darauf folgenden Elektrophorese wandern
entstandene DNA-Fragmente im Gel. Die charakteristische Form geschadigter DNA (Komet)
entsteht, da kleinere Fragmente im elektrischen Feld weiter wandern als intakte,
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hochmolekulare DNA, die als runder Punkt im Mikroskop erscheint (siehe Abb. 6.11 und
Abb. 6.12). Nach Anfarben der DNA mit Ethidiumbromid wird mit Hilfe eines Fluores-
zenzmikroskops ausgewertet. Die GrélRe des Kometenschweifes ist ein Mal} fir die Anzahl
induzierter Strangbriiche und wird als sog. ,tail intensity“ erfasst.

Abb. 6.11: Beispiel fiir einen Kometen mit geringer Schéadigung der DNA (ca. 2% tail intensity).

Abb. 6.12: Beispiel fiir einen Kometen mit starker Schédigung der DNA (ca. 40% tail intensity).
Durchftihrung

Vorbereiten der Objekttrager

* 0.5% NMA (engl. normal melting agarose) wurde in der Mikrowelle erhitzt und
aufgekocht

*  Objekttrager wurden codiert

* 40 uyl NMA wurde auf den Objekttrager pipettiert und mit einem Spatel gleichmafig
verteilt

* nachdem die NMA-Schicht getrocknet war wurden zweimal 65 ul NMA darauf
gegeben und sofort mit je einem Deckglas bedeckt

* die Lagerung war bei 4 °C ber 5 Tage in einer feuchten Objekttrager Box mdglich



84

Material & Methoden

Inkubation der Zellen

*

HT-29 und Caco-2 Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.4 erlautert in Petrischalen
ausgestreut und kultiviert

nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen mit 500 yl warmem PBS gewaschen

die Substanzinkubation erfolgte pro Petrischale in 6 bzw. 9 ml I-Med

nach der Inkubation (siehe Kap. 3.2.5) wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit
PBS gewaschen und mit 0.5 ml Trypsin vom Boden der Petrischale abgelost

zum Abstoppen der ,Trypsinierung“ wurde 1 ml N-Med zugegeben und die Zellen mit
Hilfe eines Zellschabers geerntet

die Zellsuspension wurde in ein 2 ml Reaktionsgefaf’ Uberfihrt

anschlielRend wurde die Viabilitdt und die Zellzahl in jeder Probe bestimmt (siehe
Kap. 3.2.2). Die Viabilitdt sollte Uber 80% liegen, da bei geringeren Viabilitaten
zelltodbedingte DNA-Schaden nicht ausgeschlossen werden kdnnen

Einbetten der Zellen in Agarose

*

von jeder Probe wurden 4 Aliquots mit 50.000 Zellen entnommen und in ein 1.5 ml
Reaktionsgefalt tberflhrt

Zentrifugation bei 4 °C, 2.000 rpm, 10 min

0.7 % LMA (engl. low melting agarose) wurde in der Mikrowelle erhitzt und
aufgekocht

der Uberstand wurde abgegossen und das Zellpelett mit 65 ul LMA resuspendiert

von den vorbereiteten Objekttragern wurden die Deckglaser entfernt und die
Zellsuspensionen auf die Gelkissen pipettiert

die Gelkissen wurden sofort mit einem Deckglas abgedeckt und auf einer
eisgekuhlten Unterlage ausharten gelassen

Deckglaser wurden entfernt und Objekttrager Gber Nacht (bei 4 °C) in eine Farbe-
kammer mit eiskaltem Lysepuffer gestellt

Enzyminkubation, Elektrophorese und Auswertung

*

Lysepuffer wurde entfernt und die Objekttrager in der Farbekammer dreimal fir 5 min
mit ca. 100 ml eiskaltem Enzympuffer gewaschen

auf jedes Gelkissen wurden entweder 50 yl Enzympuffer mit FPG oder ohne FPG
gegeben und mit einem Deckglas bedeckt

anschlief3end erfolgte flir 30 min eine Inkubation im Wasserbad bei 37 °C

nach der Inkubation wurden die Deckglaser entfernt und die Objekttrager, mit der
Gelschicht nach oben in eine Eis gekuhlte Elektrophoresekammer gelegt

die Kammer wurde mit eiskaltem Elektrophorespuffer aufgefillt bis die Objekttrager
etwa 3 mm mit Puffer bedeckt waren

die Denaturierung der DNA erfolgte bei geschlossener Kammer (abgedunkelt) fir
20 min
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* nach 20 min begann die Elektrophorese bei 25 Volt und 300 mA fir weitere 20 min
Die Voltzahl blieb konstant, wobei die richtige Stromstarke durch Zugabe und
Entnahme von Pufferlésung eingestellt wurde

* danach wurden die Objekttrager aus der Kammer in eine Farbekammer gestellt und
dreimal fiir 5 min mit eiskaltem Neutralisationspuffer gespiilt

* die Gelkissen wurden mit 40 yl Ethidiumbromidldsung angefarbt und mit einem
Deckglas bedeckt

Auswertung

Pro Deckglas wurden am Fluoreszenzmikroskop 50 einzelne, sich nicht Gberlagernde Zellen
ausgewertet. Zur Quantifizierung der DNA-Schaden wurde die sog. ,tail intensity“ verwendet.
Die ,tail intensity” erfasst das Verhaltnis zwischen der Intensitat des Kometenschweifes und
der Intensitat des Kometenkopfes der gleichen Zelle in Prozent.

Reagenzien und Losungen

NMA (engl. normal melting agarose)
0.5% in PBS

LMA (engl. low melting agarose)
0.7% in PBS

Elektrophorespuffer Stammiésung
e 200 g NaOH mit H,O bidest. auf 500 ml auffillen
e 14.9 g EDTA mit H,O bidest. auf 200 ml auffillen

Elektrophorespuffer Gebrauchsldsung
¢ 30 ml NaOH Ldésung
e 5mlEDTA Lésung
mit H,O bidest. auf 1 | auffillen
Lagerung bei 4 °C

Enzympuffer Stammldsung (10x)
. 9.5 g HEPES

e 7.46 gKCl
e 0.146 g EDTA
e 02gBSA

mit H,O bidest. auf 1 | auffillen
mit KOH auf pH 8.0 einstellen
Aliquotiert auf 35 ml

Lagerung bei -20 °C
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Enzympuffer Gebrauchslésung
e 35 ml Enzympuffer Stammldsung
e 315 ml H,O bidest.

Ethidiumbromid Stamml&sung
¢ 10 mg Enthidiumbromid in 50 ml H,O bidest.

Ethidiumbromid Gebrauchslésung
e Stammlosung 1:10 (v/v) in H,O bidest.

FPG-Enzym Stammldsung
o 200 pl Enzympuffer
e 200 pl Glycerin
mit H,O bidest. auf 2 ml auffillen
davon 990 ul + 10 pl FPG-Enzym (Verdiinnung 1:1000)
Aliquotiert auf 30 pl
Lagerung bei -80 °C

FPG-Enzym Gebrauchsldsung
e 30 pl FPG-Enzym Stammldsung
e 870 pl Enzympuffer (Gesamtverdinnung 1:3000)

Lysepuffer Stammlésung
146.1 g NaCl
37.2 g Na,-EDTA
1.2 g Tris
in 1 1 H,O bidest. 16sen
mit NaOH auf pH 10 einstellen

+ 10 g N-Laurylsarcosin-Na-Salz

Lysepuffer Gebrauchslosung
e 89 ml Lysepuffer Stammldsung
e 10 ml DMSO
o 1 ml Triton X-100

Neutralisationspuffer
e 48.59gTris
e mit H,O bidest. auf 1 | auffillen
o mit HCI auf pH 7.5 einstellen
Lagerung bei 4 °C
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6.5.4 Bestimmung des Glutathiongehalts

Die Glutathiongehalte der Zellen wurden mit einer nach Gallagher et al. modifizierten
Methode bestimmt [Gallagher et al., 1994]. Hierbei wird in einer NADPH-abhangigen Reaktion
Uber eine Glutathionreduktase (GSR) GSH zu GSSG und 5,5 -Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure)
(DTNB) kontinuierlich zu 5-Thio-2-nitrobenzoat (TNB) reduziert. (sieche Abb. 6.13).

O,N
+ GSSG TNB :©\
NADPH/H HOOC oH

GSR
O,N
NADP* 2 GSH DTNB j@\
HOOC S/S@COOH
NO,

Abb. 6.13: Darstellung der farbgebenden Reaktion von Glutathion (GSH) und 5,5-Dithiobis-(2-nitro-
benzoeséure) (DTNB). Reduktionsdquivalent: NADPH, GSR: Glutathionreduktase, GSSG:
Glutathion (oxidierte Form) [Gallagher et al., 1994].

Prinzip der Methode ist, dass die Geschwindigkeit der TNB-Bildung proportional zur
Gesamtglutathion (GSH)-Konzentration ist, da alle anderen Reaktionspartner (NADPH, GSR,
DTNB) im Uberschuss vorhanden sind. Die Zunahme der Extinktion (TNB-Anstieg) kann bei
412 nm zeitlich verfolgt werden. Die Berechnung der GSH Konzentration erfolgte durch
Vergleich mit GSH Standardgeraden. Die erhaltenen Messergebnisse wurden dann auf den
Proteingehalt der Probe [nmol GSH/mg Protein] bezogen.

Durchfihrung

Inkubation und Aufbereitung der Zellen

* HT-29 und Caco-2 Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.4 erldutert in Petrischalen
ausgestreut und kultiviert

* nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen mit 500 pyl warmem PBS gewaschen

* die Substanzinkubation erfolgte pro Petrischale in 6 bzw. 9 ml [-Med

* nach der Inkubation (siehe Kap. 3.2.5) wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit
PBS gewaschen und mit 0.5 ml Trypsin vom Boden der Petrischale abgeldst

*  zum Abstoppen der ,Trypsinierung“ wurde 1 ml N-Med zugegeben und die Zellen mit
Hilfe eines Zellschabers geerntet

* die Zellsuspension wurde in ein 2 ml Reaktionsgefaly Gberfiihrt

*  Zentrifugation bei 4 °C, 1.000 rpm, 10 min

* nach verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet dreimal mit 300 ul Puffer AB
Gebrauchslésung gewaschen und bei 4 °C, 2.000 rpm, 10 min abzentrifugiert

* erneut wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 370 yl Puffer AB
Gebrauchslésung aufgenommen
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* zweimal 10 pl dieser Zellsuspension wurden zur Proteinbestimmung (BCA Assay,
siehe Kap. 6.5.5) in 1.5 ml Reaktionsgefafle gegeben und bei -80 °C eingefroren

*  lysiert wurden die Zellen durch Zugabe von 350 pl 10% 5-Sulfosalicylsaure (SSA)

*  Zentrifugiert wurde bei 4 °C, 13.000 rpm, 15 min

* bestimmt wurde der GSH Gehalt aus dem erhaltenen Uberstand

Bestimmung des GSH Gehalts

*  Standardgerade:
e Auftauen des GSH Standards (1 mM)
e Erstellt wurden die Standardlésungen (5 - 160 uM) durch verdiinnen des GSH
Standards mit 5% SSA
e Blindwert entsprach 5% SSA
* Reagenzienmix: (pro Well)
164 ul Puffer AB Gebrauchslésung
20 ul DTNB (6 mM)
4 ul NADPH (20 mM)
2 ul GSR (50 U/ml)

* alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefihrt, d.h. es wurden
zweimal 10 yl Lésungsmittelkontrolle, Standard und Probe in eine 96 Well-Platte
pipettiert

* Zugabe von 190 ul des Reagenzienmixes pro Well

* die Platte wurde sofort in das Plattenlesegerat gestellt und bei einer Absorption von
412 nm vermessen (t = 0 min und t = 10 min).

Auswertung

Berechnet wurde die Differenz der Extinktionen bei t = 0 min und t = 10 min. Anschliel3end
wurde der Mittelwert aus den Doppelbestimmungen errechnet und anhand der Standard-
I6sungen eine Standardgerade erstellt. Mit der nach linearer Regression erhaltenen
Geradengleichung konnte der GSH Gehalt bestimmt werden. Das Ergebnis wurde dann auf
den Proteingehalt der Probe [nmol GSH/mg Protein] bezogen, welcher mittels BCA Assay
bestimmt wurde.

Reagenzien und Losungen

DTNB-L6sung (6 mM)
e 12mgDTNB
in 5 ml Puffer AB Gebrauchsldsung l6sen
-> fUr jeden Versuch frisch ansetzen
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Glutathionreduktase (GSR)

50 U GSR

mit 1 ml Puffer AB Gebrauchslésung verdiinnen (Endkonzentration 50 U/ml)

GSH-Standard (1 mM)

30.73 mg GSH

in 1 ml H,O bidest. I6sen (100 mM)
200 pl der 100 mM Lésung

mit 19.8 ml 5% SSA verdinnen (1 mM)
Aliquotiert auf 500 pl

Lagerung bei -80 °C

NADPH-L6sung (20 mM)

16.7 mg NADPH
in 1 ml 0.5% NaHCO3-Lésung l6sen

NaHCO;-Lésung 0.5 %

125 mg NaHCO;
in 25 ml H,O bidest. |I0sen
Lagerung bei 4 °C

Puffer A

1.7 g KH,PO,
234 mg Na,-EDTA
in 100 ml H>O bidest. l[6sen
Lagerung bei 4 °C

Puffer B

2.175 g K;HPO,

234 mg Na,-EDTA

in 100 ml H,O bidest. l16sen
Lagerung bei 4 °C

Puffer AB Gebrauchslosung

15 ml Puffer A
85 ml Puffer B
-> fir jeden Versuch frisch ansetzen

5-Sulfosalicylsaure (SSA)

25 g SSA

in 500 ml H,O bidest. 16sen (5%)
50 g SSA

in 500 ml H,O bidest. 16sen (10%)
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6.5.5 Bestimmung des Proteingehalts (BCA Assay)

In dieser Arbeit wurde zur Proteinquantifizierung der Bicinchoninsaure (BCA) Assay
verwendet, welcher Mitte der 80er Jahre von Smith et al. entwickelt wurde [Smith et al.,
1985]. Der Assay beruht auf einer Reduktion von Cu?* zu Cu® durch Proteine. Das
entstandene Cu® komplexiert das farblose BCA, was zu einer Purpurfarbung der
Probenldsung fuhrt und photometrisch bei 562 nm vermessen werden kann. Die Berechnung
der Proteinkonzentration erfolgte durch Vergleich mit einer Protein-Standardgeraden. In Abb.
6.14 ist der Mechanismus der Reaktion schematisch dargestellt.

OH-

4

[

c
o=

Reaktion 1: Protein + Cu?*

Reaktion 2: Cu* + 2 BCA

b 4

Ccoo- COO"

Abb. 6.14: Bildung des purpurnen, vierzéhnigen (BCA)2-Cu+-Komplex durch Reaktion von Cu® mit
Bicinchoninsdure (BCA) nach [Smith et al., 1985].

Durchfiihrung
Analog des BCA-Protein Kit Protokolls; Uptima (UP40840), Interchim, F

Erstellung der Protein-Standardgeraden

* BSA Stammldsung (2 mg/ml)

* mit H,O bidest. auf folgende Konzentrationen 2.0, 1.6, 1.0, 0.8, 0.4, 0.2 mg/ml BSA
verdinnen

* als Blindwert wurde H,O bidest. verwendet

Bestimmung des Proteingehalts

* Mischen von Reagenz A und Reagenz B im Verhaltnis 50:1

* Zweimal (Doppelbestimmung) 10 pyl Probe oder Blindwert oder Standard in 1.5 ml
Reaktionsgefalle geben und mit 500 ul Reagenz AB versetzen

*  |Inkubation im Schuttelwasserbad bei 37 °C fur 30 min

*  Abstoppen der Reaktion durch Abkulhlen auf Eis

*  Jeweils 200 ul Probe pro Well der 96 Well-Platte

* die Platte wurde im Plattenlesegerat bei einer Absorption von 562 nm vermessen
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Auswertung

Mit Hilfe der BSA-Standardlésungen wurde eine Standardgerade erstellt und mit der nach
linearer Regression erhaltenen Geradengleichung die Proteinkonzentration ermittelt.

Reagenzien und Losungen

BCA-Protein Kit Uptima
¢ Reagenz A: Na,CO,, NaHCO,4, BCA, Na-Tartrat
e Reagenz B: CuSO,
e Proteinstandard: BSA (2 mg/ml)

6.6 Stabilitat & Polymerbildung der Anthocyane im
Zellkulturmedium

Um Bioaktivitdtsstudien korrekt bewerten zu koénnen, sind die Kenntnisse Uber die
Abbaukinetik der Anthocyane unter Zellkulturbedingungen essentiell. Aus diesem Grund
wurde die Stabilitdt der Anthocyane des HBE, dessen Anthocyanfraktion und ausgewahlter
Reinsubstanzen in vergleichenden Inkubationen in Zellkulturmedium (DMEM/F12 (1:1))
untersucht.

6.6.1.1 Inkubation

Als Ausgangskonzentration wurde fir den HBE 500 ug/ml HBE, fir die Anthocyanfraktion
302,75 pg/ml und fiir die beiden Reinsubstanzen Cy-3-gic' und Cy-3-gal' 55 pg/ml und
92 ug/ml eingesetzt. Die Proben wurden in DMEM/F12 Zellkulturmedium gelést und
anschlief3end bei 37 °C im Brutschrank 24 h inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte zu den
Zeitpunkten (0, 15, 30, 45, 60 min) und spater zu den Zeitpunkten (2, 3, 4, 6, 24 h). Jedes
entnommene Aliquot von 270 yl wurde zum Ansauern mit 30 yl Ameisensaure (100%ig)
versetzt und direkt in flissigem Stickstoff bei -196 °C tiefgefroren. Zur Aufbereitung wurden
die Proben aufgetaut, mit internem Standard (IS) versetzt und mittels HPLC-UV/VIS
vermessen.

6.6.1.2 Bestimmung des neu gebildeten Feststoffes

In der Literatur ist eine mogliche Bildung brauner Anthocyanpolymere aus der chinoiden
Form von Cyanidin-Molekilen beschrieben [Fleschhut et al., 2006]. Nach den durchgefiihrten
Inkubationen im Zellkulturmedium wurde ebenfalls eine Bildung fester Partikel beobachtet.
Aus diesem Grund wurde nach Ablauf der 24 h Inkubation der Ansatz mittels Ultrazentrifuge
(45.000 rpm, 1 h, 21 °C) zentrifugiert. Der erhaltene Rickstand wurde mit H,O bidest.
gewaschen und nochmals unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der so gewonnene
Rickstand wurde anschlieRend mittels Gefriertrocknung vollstandig getrocknet und das

! Aufgrund des geringen Anteils der Reinsubstanzen am HBE wurde eine 4-fach héhere Konzentration
gewahlt.
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Gewicht der Polymere ausgewogen. Dieses wurde aus der Differenz des Gewichtes des
Reaktionsgefalles mit Rickstand und dem Leergewicht des Reaktionsgefalles berechnet.

6.7 Modelle zur Simulation des Magen-Darm-Trakts

Es ist wichtig Stabilitdts-, Freisetzungs- und Metabolisierungsversuche unter Laborbe-
dingungen durchzufiihren, mit denen die Veranderung von Stoffgruppen wahrend der
Dinndarmpassage im Modell untersucht werden kann. Aufgrund dessen wurden
unterschiedliche in vitro Modelle, in Zusammenarbeit mit dem TP 6 (AG Mader) und ein ex
vivo Modell, modifiziert nach Knaup et al. und Keppler et al. etabliert [Keppler et al., 2005;
Knaup et al., 2008]. Mit Hilfe dieser Modellsysteme war es moglich, die Stabilitat bzw. den
Abbau der Anthocyane und deren Freisetzung aus den HBE-beladenen Kapselpraparationen
unter den unterschiedlichen Milieubedingungen des GIT zu erfassen.

Um die dabei erhaltenen Ergebnisse auf die in vivo Situation beziehen bzw. mit vorhandenen
Daten vergleichen zu kénnen, missen Parameter wie anaerobe Umgebung, Temperatur und
pH-Wert angepasst werden.

6.7.1 End-Over-End-Apparatur

Die Durchfiihrung der Inkubationen mit der End-Over-End Apparatur fand aufgrund deren
langjahriger Expertise in Kooperation mit TP 6 (AG Mader) statt. Die Arbeitsgruppe besal?
Erfahrungen mit in vitro Systemen, die zur Simulation der Magen- und Dinndarmpassage
angewendet werden [Abdalla et al., 2008; Jantratid et al., 2008; Rube et al., 2006]. Aus diesem
Grund wurden alle Inkubationen zur Magen- und Dinndarmpassage von der AG Mader
durchgefiihrt. Die Probenaufbereitung sowie die HPLC-Analytik und die Auswertung der
Chromatogramme der Inkubationsproben wurde an der TU Kaiserslautern durchgefuhrt.

Im folgenden Kapitel wird auf die Durchfiihrung und die wichtigsten Parameter des von der
AG Méader verwendeten Systems eingegangen.

T 4 | i
BOEIET

Abb. 6.15: End-Over-End Apparatur von aul3en (links) und innen (rechts) [Abbildung von Johannes
Oidtmann zur Verfiigung gestellt, Universitat Halle].
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Um die Magen- und Dinndarmpassage in vitro zu simulieren, wurde eine End-Over-End
Apparatur (siehe Abb. 6.15) verwendet, mit der eine permanente Rotation der Freisetzungs-
medien um die eigene horizontale Achse (10 rpm) bei konstanter Temperatur (37 °C)
ermoglicht wurde. Als Freisetzungsmedium wurden zwei unterschiedliche Systeme bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten (Magen- und Didnndarmsimulation; 120 und 150 min)
gewahlt [Abdalla et al., 2008; Porter et al., 2007].

6.7.1.1 Herstellung der Freisetzungsmedien

Die Freisetzungsmedien fur die Magensaft- und die Dunndarmsimulation wurden wie folgt
hergestellt [Abdalla et al., 2008].

Durchfiihrung

Herstellung des Mediums fiir die Magensaftsimulation (SGF)

*  H,0 bidest. mit HCI auf einen pH von 1.2 einstellen (USP 2008 — ohne Enzym)
*  Zugabe von 34 mM NaCl

Herstellung des Mediums fiir die Dunndarmsimulation (FeSSIF)

* H,0 bidest. auf einen pH von 6.8 einstellen
0 53.4% KH,PO,
0 46.6% Na,HPO,*2H,0

*  Zugabe:
o] 15 mM Gallensalze

3.75 mM Phospholipide

150 mM NaCl

5 mM CacCl,
450 U/ml Pankreatin

6.7.1.2 Inkubation und Aufarbeitung (Inkubation erfolgte durch TP 6)

Inkubation

Jeweils 15 ml des frisch hergestellten Mediums, entweder zur Simulation des Magensaftes
oder des Dunndarminhaltes wurde mit den zu untersuchenden Praparaten vermischt und in
der End-Over-End Apparatur inkubiert. Die Zeitpunkte der Probenentnahme waren bei der
Magensaft-Simulation 0, 10, 20, 30, 45, 60, 120 min und bei der Diinndarm-Simulation 0, 10,
20, 30, 60, 120, 150 min. Um die Inkubation nach Beendigung der Inkubationszeit
abzubrechen und alle enzymatischen Reaktionen abzustoppen wurde die Probe mit einer
Lésung HCOOH/MeOH/H,O (10:50:40) versetzt. Anschlielend wurden die Proben zur
weiteren Bearbeitung nach Kaiserslautern gesendet.
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Aufarbeitung

Dort wurden die Proben zentrifugiert (20 min, 4 °C, 20.000 rpm), filtriert, mit internem
Standard (IS) versetzt und mittels HPLC-UV/VIS vermessen (Gerateparameter siehe Kapitel
6.8).

6.7.2 Ex vivo Modell zur Simulation der Dunndarmpassage

Um die in vivo Situation im Vergleich zu den in vitro Inkubationen noch ndher zu simulieren,
wurden Versuche mit humanem Dinndarminhalt, der von Patienten freiwillig zur Verfigung
gestellt wurde, durchgefuhrt.

6.7.2.1 Probanden

Die bei dieser Arbeit verwendeten Dinndarminhalte (die im weiteren Verlauf der Arbeit als
lleostomabeutelinhalte bezeichnet werden) wurden von zwei Patienten (mannlich, 65 Jahre
und weiblich, 58 Jahre) die ein Stoma des terminalen lleums (lleostoma) hatten, zur
Verfugung gestellt. Keiner der Probanden wurde bis zu drei Wochen vor der Beutelabnahme
mit Antibiotika behandelt.

Das Studiendesign sah vor, dass beide Probanden die zwei vorangegangenen Tage bis zur
Abnahme des Beutels auf polyphenol- und anthocyanhaltige Kost verzichteten (Ethikvotum
der Landesarztekammer Mainz nr. 837.242.07 (5777)).

Die zur Verfliigung gestellten lleostomabeutel wurden unmittelbar nach der Abnahme in
einen Anaerobiertopf eingebracht, mittels Anaerocult© unter Zugabe von 35 ml Wasser in ein
anaerobes Milieu Uberflihrt, verschlossen und in sauerstofffreier Atmosphare zlgig ins Labor
der Universitat transportiert.

Anmerkung: Anaerocult© enthalt Komponenten, die Sauerstoff innerhalb kirzester Zeit
chemisch vollstandig binden und O.-freies Milieu einschlieBlich CO,-
Atmosphare erzeugen.

6.7.2.2 Herstellung des Carbonat-Phosphat-Puffers

Als Puffermedium fir die Inkubationsversuche mit lleostomabeutelinhalt sowie fur die
Stabilitatsuntersuchung wurde ein Carbonat-Phosphat-Puffer nach Lebet et al. verwendet
[Lebet et al., 1998]. Das Puffermedium wurde wie folgt hergestellt:

Durchfiihrung

Herstellung der Spurenelementlésung

* genaues Einwiegen der Substanzen (siehe Tab. 6.6) in einen 100 ml Messkolben
* mit H,O bidest. vollstandig in Lésung bringen
*  Auffillen mit H,O bidest. auf 100 ml
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Tab. 6.6: Zusammensetzung der Spurenelementlésung.

Bestandteile Einwaage
FeSO, x 7 H,O 368.0 mg
MnSO,4 x H,O 115.9 mg
ZnS0O,4 x 7 H,O 44.0 mg
CoCl, x 6 H,O 12.0 mg
NiCl, 10.0 mg
CuCl,; x 5 H,O 9.8 mg
Mo7(NH4)6O24 x 4 H,O 1.7 mg
H,O bidest. ad 100 ml

Herstellung des Carbonat-Phosphat-Puffers

*  Einwiegen der Substanzen (siehe Tab. 6.7) in einen 1000 ml Messkolben

*  mit H,O bidest. vollstandig in Lésung bringen

* Zugabe von 10 ml Spurenelementlésung

*  Einstellen des pH-Wertes mit HCI (1 M) auf 6.3
* Zugabe von 1 ml Resazurin-L6sung

*  Auffillen mit H,O bidest. auf 1000 ml

*  zur Entgasung wurde der Puffer fir 30 min im Wasserbad auf 80 °C erhitzt
* nach dem Abkuhlen wurden 5 ml Cysteinhydrochloridlésung (0.1 g/ml) zugegeben

* Begasung mit Helium (ca. 3 h, um dem Puffer den Sauerstoff zu entziehen) bis ein
Farbumschlag von blau zu schwach rosa zu beobachten war



96 Material & Methoden

Tab. 6.7: Zusammensetzung des Reduktionspuffers (Carbonat-Phosphat-Puffer).

Bestandteile Einwaage
NaHCO; 9.240 g
Na;HPO, 7125¢
NaCl 0.470¢
KCI 0.450 g
Harnstoff 0.400 g
CaCl, x 6 H,0O 0.108 g
Na,SO, trocken 0.100 g
MgCl, x 6 H,O 0.100 g
Spurenelementldésung 10 ml
Resazurin (1 mg/ml) 1ml
H,O bidest. ad 1000 mi

6.7.2.3 Inkubation und Aufarbeitung

Inkubation

Der frische lleostomabeutelinhalt wurde im Anaerobiertopf in die vorbereitete Anaerob-
kammer (siehe Abb. 6.16) Uberfuhrt, die Kammer geschlossen und kontinuierlich mit einem
Gasgemisch (80% Stickstoff, 20% Kohlendioxid; Aligal, Drumm, D) begast. Nachdem ein
anaerobes Milieu vorlag, wurde der lleostomabeutelinhalt in ein Becherglas gegeben und im
Volumenverhaltnis 1:1 mit Carbonat-Phosphat-Puffer (Herstellung siehe Kap. 6.7.2.2)
vermischt, um das Inokulum zu erhalten.

Je 1ml des Inokulums wurde in die verschiedenen Reaktionsgefalie, die mit den zu
untersuchenden Substanzen bzw. Kapselpraparationen beflllt waren, gegeben,
homogenisiert und Uber acht unterschiedliche Zeitpunkte (0, %2, 1, 2, 4, 6, 8 und 24 h)
inkubiert. Um den Abbau der Anthocyane im Carbonat-Phosphat-Puffer von dem Abbau
durch Enzym- und mikrobielle Aktivititen des lleostomabeutelinhalts zu unterscheiden,
wurden parallel Inkubationen der zu untersuchenden Substanzen bzw. Kapselpraparationen
im Puffer mitgefihrt. Zur weiteren Kontrolle wurden sog. Blindansatze, in denen nur
Inokulum enthalten war, angefertigt.

Um die Inkubation zu beenden und alle enzymatischen Reaktionen abzustoppen, wurden die
Reaktionsgefale in flissigem Stickstoff bei -196 °C tiefgefroren. Nach Offnen der Kammer
wurden die Proben bei -80 °C gelagert. Der restliche lleostomabeutelinhalt wurde nach dem
Offnen der Kammer fiir die Bestimmung des pH-Wertes verwendet (siehe Kap. 6.7.2.6).
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Abb. 6.16: Links: verwendete Anaerobkammer. Rechts: Innenansicht der Anaerobkammer mit den
verwendeten Materialien.

Aufarbeitung

Die auf -80 °C tiefgefroren Proben wurden aus dem Gefriergerat entnommen und innerhalb
von 2 min bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Danach wurden die Proben bei 4°C fir 2 min
bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vom Pellet (Riickstand) getrennt. Nach
Keppler und Mitarbeitern wurde als Extraktionsmittel (enthalt Ameisensaure um den pH-Wert
zu senken und dadurch die Anthocyane zu stabilisieren) fiir den Uberstand MeOH/HCOOH;
90:10 und fir den Rickstand H,O/ACN/HCOOH; 87:3:10 verwendet [Keppler et al., 2005].
Nach der Zerkleinerung des Riickstands mittels Ultra-Turrax (30 s bei 20.000 rpm) wurde
sowohl der Uberstand als auch der aufbereitete Riickstand erneut zentrifugiert (22 min, 4 °C,
20.000 g). Zur Abtrennung kleinerer Bestandteile wurde filtriert (PVDF-Filter, 0.45 um) und
vom erhaltenen Filtrat wurden 180 pl mit 20 pl internem Standard (Delphinidin-3,5-di-O-
glukosid) versetzt. Die Quantifizierung der Anthocyane erfolgte mittels HPLC-DAD und
HPLC-UV/VIS (Gerateparameter siehe Kapitel 6.8).

Zur Verdeutlichung der Inkubations- und Aufarbeitungsbedingungen siehe Abb. 6.17.
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Abb. 6.17: Schema der Durchfiihrung von Inkubationen mit lleostomabeutelinhalten mit HBE und
HBE-beladenen Kapselpéparaten.
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6.7.2.4 Wiederfindung nach der Probenaufarbeitung

Um die Wiederfindung der einzelnen Anthocyane nach der Probenaufarbeitung zu
bestimmen, wurde anthocyanfreier lleostomabeutelinhalt (n = 3) mit einer definierten Menge
an HBE versetzt und anschliefiend analog der Inkubationen aufgearbeitet (sieche Abb. 6.17).
Die erhaltenen Wiederfindungsraten lagen im Bereich von 78% bis 100% (siehe Tab. 6.8)

Tab. 6.8: Wiederfindung der Anthocyane des HBE aus lleostomabeutelinhalt nach Probenauf-

arbeitung.

Anthocyan* Wiede[l;zi'ldung
Del-3-0O-gal 87145
Del-3-O-glc 82+2.1
Cy-3-O-gal 78+ 0.6
Del-3-O-ara 9725
Cy-3-O-gle 91+1.9
Pet-3-O-gal 92+9.6
Cy-3-O-ara 85+6.1
Pet-3-O-glc 8747
Peo-3-O-gal 100 £ 10.9
Pet-3-O-ara 85+29
Peo-3-O-glc 88+4.6
Mal-3-O-gal 99 +4.7
Peo-3-O-ara 104 £ 2.1
Mal-3-O-glc 93+54
Mal-3-O-ara 100+ 5.8

* Abklrzungen: Del-3-O-glc: Delphinidin-3-O-glukosid, Cy-3-O-glc: Cyanidin-3-O-glukosid, Del-3-O-
ara: Delphinidin-3-O-arabinosid, Cy-3-O-gal: Cyanidin-3-O-galaktosid, Del-3-O-gal: Delphinidin-3-O-
galaktosid, Pet-3-O-glc: Petunidin-3-O-glukosid, Cy-3-O-ara: Cyanidin-3-O-arabinosid, Mal-3-O-glc:
Malvidin-3-O-glukosid, Pet-3-O-gal:  Petunidin-3-O-galaktosid, Pet-3-O-ara: Petunidin-3-O-
arabinosid, Peo-3-O-glc: Peonidin-3-O-glukosid, Mal-3-O-ara: Malvidin-3-O-arabinosid, Mal-3-O-
gal: Malvidin-3-O-galaktosid, Peo-3-O-gal: Peonidin-3-O-galaktosid, Peo-3-O-ara: Peonidin-3-O-
arabinosid.

6.7.2.5 Bestimmung der Glukosidaseaktivitat

Es wird vermutet, dass die im Dinndarm lokalisierte extrazellulare B-Glukosidase (LPH) bei
der Abspaltung des Zuckerrestes vom Anthocyanidin beteiligt ist (siehe Kap. 2.9.3). Aus
diesem Grund wurde als Enzymparameter fir die lleostomabeutelinhalte der beiden
Probanden die Glukosidaseaktivitat modifiziert nach Knaup et al. mittels p-Nitrophenol-
Glukosid (p-NP-glc) bestimmt [Knaup et al., 2007]. Dadurch ist es mdglich eine Aussage
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Uber die Vergleichbarkeit der einzelnen lleostomabeutelinhalte beider Patienten miteinander
zu treffen.

Durchfiihrung

Erstellung der p-NP-Standardgeraden

*

*

p-NP Stamml6sung (1 mM)

mit H,O bidest. auf folgende Konzentrationen 15, 7.5, 3.7, 1.9, 0.9, 0.4, 0.2 uM
verdinnen

als Blindwert wird H,O bidest. verwendet

Bestimmung der Glukosidaseaktivitat

Aufarbeitung des lleostomabeutelinhaltes

Zugabe von p-NP-glc in 1 ml Inokulum

Inkubation Uber die acht genannten Zeitraume (siehe Abb. 6.17)

wegfrieren bei -80 °C im Biofreezer

auftauen bei 37 °C im Wasserbad

Zentrifugation bei 4 C, 15.000 rpm, 20 min

jeweils 200 pl Probe oder Standardliésung pro Well der 96 Well-Platte pipettieren (als
Blindwert wurde ein 0 h Inokulum Inkubation ohne Substanz mitgefiihrt)

die Platte wurde im Plattenlesegerat bei einer Absorption von 405 nm vermessen

Auswertung

Mit Hilfe von Standardlésungen wurde eine Standardgerade erstellt und mit der nach linearer
Regression erhaltenen Geradengleichung die p-NP Konzentration ermittelt.
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Abb. 6.18: Exemplarische Darstellung eines p-NP Konzentration-Zeitverlaufes [%] wéhrend einer
anaeroben Inkubation (100% entspricht einer kompletten Umsetzung von p-NP-glc zu p-
NP) von lleostomabeutelinhalt mit p-NP-glc.

Aufgrund der Tatsache, dass alle Konzentrations-Zeitverlaufe ahnlich wie in Abb. 6.18
verliefen und somit alle untersuchten Ileostomabeutelinhalte vergleichbare Aktivitaten
aufwiesen, wurde auf eine detaillierte Darstellung aller einzelnen Kurven verzichtet.

6.7.2.6 Bestimmung des pH-Wertes

Die Messung des pH-Wertes wurde am Ende der Inkubation mit dem verbleibendem
lleostomabeutelinhalt mittels digitalem pH-Meter durchgefiihrt. Die Elektrode wurde vor jeder
Messung mit Standardlésungen (pH 4.0, pH 7.0, pH 10.0) kalibriert.

Die ermittelten pH-Werte der lleostomabeutelinhalte der beiden Probanden lagen bei allen
durchgefiihrten Inkubationen zwischen 5.9 und 6.0.
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6.8 HPLC-Systeme und Bedingungen

6.8.1 HPLC-Diodenarray (DAD)

*  Kompaktsystem: Photodiodenarray Hewlett Packard 1090 Serie

*  Entgaser: Helium-Online-Entgasung

*  Software: HP ChemStation for LC

*  Saulenofen: Temperatur: 40 °C

*  Saule: Phenomenex Luna 3 y C18 (2) 100A (250 x 4.60 mm)

6.8.2 HPLC-UV/VIS

*  Entgaser: DG-2080-53 3-Line Degasser, Jasco, Gro3-Umstadt, D

* Pumpe: PU-2080 Intelligent HPLC-Pump, Jasco, GroR-Umstadt, D

*  Autosampler: AS-2055/2057 Intelligent Autosampler, Jasco, GroR-Umstadt, D

*  |njektor: AS-2055 Plus intelligent Sampler, Jasco, GroR-Umstadt, D

*  Detektor: UV-2075 Plus Intelligent UV/VIS Detektor. Jasco, Gro3-Umstadt, D
*  Software: ChromPass Chromatography Data System

*  Saule: Phenomenex Luna 3 y C18 (2) 100A (250 x 4.60 mm)

6.8.3 Allgemeine Bedingungen

FlieRmittel:

+  FlieRmittel A: H,O/ACN/HCOOH (87/3/10)
+  FlieRmittel B: H,O/ACN/HCOOH (40/50/10)
+  FlieRmittel C: H,O/ACN (40/60)
+  FlieRmittel D: H,O/ACN/HCOOH (10/80/10)

Das FlieBmittel C wurde verwendet um die Saule nach der Sequenz zu spllen (entfernen der
Ameisensaure aus dem System).

Mit FlieRmittel D wurde nach jeder Injektion die Spritze gespult.

Methode

*  Injektionsvolumen: 20 pl
*  Wellenlange: 520 nm
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6.8.3.1 Messmethode

Als optimale Methode hat sich ein Gradientenprofil herausgestellt, welches durch die
Fliemittel A und B reguliert wurde und eine optimale Trennung der Anthocyane und des

internen Standards (IS) Delphinidin-3,5-O-diglukosid gewahrleistete (siehe Tab. 6.9).

Tab. 6.9: optimierter FlieBmittelgradient.

Zeit FlieBmittel A FlieBmittel B Fluss
[min] [%] [%] [ml/min]
0 98 2 0.5
20 86 14 0.5
25 86 14 0.5
33 86 14 0.3
40 86 14 0.3
50 85 15 0.5
55 81 19 0.5
65 80 20 0.5
65.1 1 99 0.5
70 1 99 0.5
701 98 2 0.5
75 98 2 0.5
100 - 1,0
80 0,8
g ] —_
o g0 FlieRmittel A 06 E
E ’ =
£ E
40 04 ®
| g
E T
20 - 0,2
| FlieRmittel B
0 . 7z () 0
0 20 40 60
Zeit [min]

Abb. 6.19: Graphische Darstellung des Gradientenverlaufs (FlieBmittel A und B, Zeit und Fluss).
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6.8.3.2 Chromatogramm
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Abb. 6.20: HPLC-UV/VIS-Chromatogramm des HBE (100 ug/ml; 620 nm). (interner Standard (IS):
Delphinidin-3,5-O-diglukosid (1)), Del-3-O-gal (2), Del-3-O-gic (3), Cy-3-O-gal (4), Del-3-
O-ara (5), Cy-3-O-glc (6), Pet-3-O-gal (7), Cy-3-O-ara (8), Pet-3-O-glc (9), Peo-3-O-gal
(10), Pet-3-O-ara (11), Peo-3-O-glc (12), Mal-3-O-gal (13), Peo-3-O-ara (14), Mal-3-O-glc
(15), Mal-3-O-ara (16).

6.8.3.3 Retentionszeiten, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Retentionszeit ist die Zeit, die der Analyt fir das Passieren der Sdule bendtigt (Zeit
zwischen Injektion und Detektion des Analyten).

Das Limit of Quantification (LOQ) beschreibt die Grenze, an der es noch mdglich ist, eine
Substanz sowohl zu qualifizieren als auch zu quantifizieren. Unterhalb dieser Grenze ist die
Quantifizierung einer Substanz nicht mehr durchfuhrbar. Das LOQ ergibt sich durch die
Multiplikation der Basislinie mit dem Faktor 10 [MacDougal et al., 1980].

Das Limit of Detection (LOD) beschreibt die Grenze, an der eine Substanz gerade noch
detektiert werden kann und ist definiert als die dreifache Basislinienhéhe [MacDougal et al.,
1980].

Die LOD und LOQ Werte die in Tab. 6.10 aufgeflhrt sind, wurden durch Bestimmung mittels
Standardsubstanzen ermittelt.
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Tab. 6.10: Retentionszeit [min], Limit of Detection [ug/ml] und Limit of Quantification [ug/ml] der
untersuchten Anthocyane.

Anthocyan® Retentipnszeit LOD LOQ
[min] [ug/ml] [bg/ml]
Del-3-O-gal 23.4 0.105 0.262
Del-3-O-glc 26.9 0.262 0.655
Cy-3-O-gal 30.1 0.042 0.105
Del-3-O-ara 31.4 0.105 0.262
Cy-3-O-glc 34.0 0.122 0.244
Pet-3-O-gal 36.2 0.262 0.655
Cy-3-O-ara 38.0 0.262 0.655
Pet-3-O-glc 39.7 0.262 0.655
Peo-3-O-gal 43.8 0.262 0.655
Pet-3-O-ara 45.7 0.655 1.638
Peo-3-0O-glc 49.8 0.262 0.655
Mal-3-O-gal 51.8 0.262 0.655
Peo-3-O-ara 57.0 0.105 0.262
Mal-3-O-glc 58.7 0.262 0.655
Mal-3-O-ara 65.5 0.655 1.638

* Abkurzungen: Del-3-O-glc: Delphinidin-3-O-glukosid, Cy-3-O-glc: Cyanidin-3-O-glukosid, Del-3-O-
ara: Delphinidin-3-O-arabinosid, Cy-3-O-gal: Cyanidin-3-O-galaktosid, Del-3-O-gal: Delphinidin-3-O-
galaktosid, Pet-3-O-glc: Petunidin-3-O-glukosid, Cy-3-O-ara: Cyanidin-3-O-arabinosid, Mal-3-O-glc:
Malvidin-3-O-glukosid, Pet-3-O-gal:  Petunidin-3-O-galaktosid, Pet-3-O-ara: Petunidin-3-O-
arabinosid, Peo-3-O-glc: Peonidin-3-O-glukosid, Mal-3-O-ara: Malvidin-3-O-arabinosid, Mal-3-O-
gal: Malvidin-3-O-galaktosid, Peo-3-O-gal: Peonidin-3-O-galaktosid, Peo-3-O-ara: Peonidin-3-O-
arabinosid.
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6.8.3.4 Absorptionsmaxima der Anthocyane

Die UV-Spektren der 15 im HBE enthaltenen Anthocyane liegen im sichtbaren Bereich
zwischen 510 und 530 nm (siehe Abb. 6.21).

50 60-
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Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 6.21: UV-Spektren der verwendeten Cyanidinglykoside (links) und der verwendeten Anthocyan
Glukoside (rechts).

6.8.3.5 Interner Standard

Als interner Standard wurde Delphinidin-3,5-O-diglukosid (Delphin) verwendet, da die
Substanz zur Gruppe der Anthocyane gehort, jedoch nicht im HBE vorkommt und ebenfalls
ein Maximum im UV-Spektrum bei 520 nm aufweist. Ein weiterer Vorteil des Diglukosids war
die aufgrund des zweiten Zuckers bedingte kurze Retentionszeit, wodurch eine
Uberlagerung mit anderen Anthocyanen des HBE ausgeschlossen werden kann. Als
Stammldsung wurde eine 0,8 mg/ml Delphinidin-3,5-O-diglukosid Lésung in FlieBmittel A
hergestellt und in einem Verhaltnis von 1:10 zur Probe zugegeben.

50+

40/
.
304 HO O O
=
201 o ¢
o CH,OH \@
° o B

0 T T T 1
200 300 400 500 600
Wellenlange [nm]

Absorption

Abb. 6.22: UV-Spektrum und Strukturformel des internen Standards Delphinidin-3,5-O-diglukosid.
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6.8.3.6 Kalibrierungen

Zur Erstellung der Kalibriergeraden mit Cy-3-glc wurde eine Stammldésung mit einer
Konzentration von 1 g/l in FlieBmittel A hergestellt. Ausgehend von dieser Stammldsung
wurden in %2 Schritten 12 weitere Verdlinnungen in Flielmittel A hergestellt (250, 125, 62.5,
31.25, 15.6, 7.81, 3.91, 1.95, 0.977, 0.488, 0.244, 0.122 mg/l). Danach wurden jeweils 180 pl
der Verdinnung mit je 20 pl internem Standard (IS), der Konzentration 0.8 mg/ml versetzt
und an der HPLC-UV/VIS vermessen. Nach Integration der erhaltenen Peakflachen von Cy-
3-glc und IS bei 520 nm wurde der Quotient gebildet und gegen den Quotienten der
Konzentration aufgetragen. Durch lineare Regression mit dem Programm Origin 8.1
Professional wurde die Kalibriergerade erstellt (siehe Abb. 6.23).

wl y=1.7987x + 0.4854
R = 0.9989

30

20

A(Cy-3-glc)/A(IS) [mV]

0 T T T T T 1
0 10 20 30

C(Cy-3-glc)/C(IS) [mg/l]

Abb. 6.23: Kalibriergerade zur Bestimmung der Anthocyane im Konzentrationsbereich von 0.488 mg/I
bis 250 mg/l. IS = Interner Standard (Delphinidin-3,5-O-diglukosid).

6.8.3.7 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen
Versuchen gemittelt und die Standardabweichungen bestimmt. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit einem einseitigen student's t-test unabhangiger
Stichproben mit dem Programm Origin 8.1 Professional.

*: statistisch signifikant (p < 0.05); ***: statistisch hoch signifikant (p < 0.001)
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7 Ergebnisse & erste Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Stabilitat und Freisetzung von Anthocyanen aus HBE
(Vaccinium myrtillus L.) unter den Milieubedingungen des Gastrointestinaltrakts (GIT)
untersucht. Des Weiteren wurde geprift, in wieweit unterschiedliche HBE-beladene
Kapselsysteme hergestellt von Projektpartnern TP 2, 3 und 5, eine kontrollierte Freisetzung
gewahrleisten bzw. die Stabilitat der Anthocyane beeinflussen. Zur Charakterisierung und
Identifizierung der Anthocyane wurde eine geeignete HPLC-Methode etabliert.

Des Weiteren wurde die antioxidative Wirksamkeit des HBE und der HBE-beladenen
Kapseln vergleichend in vitro untersucht. Ein geeignetes Modell fir intestinale Epithelzellen
stellten die Kolonkarzinomzelllinien Caco-2 und HT-29 dar. Um die erhaltenen Effekte korrekt
bewerten zu kénnen, ist die Kenntnis der Stabilitdt der Anthocyane aus dem HBE unter
Zellkulturbedingungen essentiell. Daher wurde mittels HPLC-UV/VIS die Stabilitat und
Freisetzung der Anthocyane aus dem HBE in dem Zellkulturmedium untersucht.

7.1 Etablierung einer geeigneten HPLC-Methode

Die Etablierung einer geeigneten HPLC-Methode zur Charakterisierung und Quantifizierung
der Anthocyane des Heidelbeerextraktis (HBE) wurde mit dem TP 1 (AG Winterhalter) und
allen anderen TP’s in enger Zusammenarbeit realisiert. Diese Kooperation unter den
Forschungsstellen bzw. Teilprojekten zur Methodenoptimierung war nétig, damit die erzielten
Ergebnisse, d.h. die Quantifizierung der Anthocyane unter den Projektpartnern vergleichbar
war.

Da das Hauptaugenmerk der Analytik auf den 15 Anthocyanen des HBE lag, wurde aufgrund
deren Polaritat ein FlieBmittelgemisch aus Acetonitril, Wasser und Ameisensaure in einem
optimierten Verhaltnis (Fliemittel A: H,O/ ACN/ HCOOH (87/3/10), FlieBmittel B: H,O/ ACN/
HCOOH (40/50/10) angewandt. Der sehr hohe Ameisensdureanteil im FlieBmittel ist
Voraussetzung fir die Stabilitat der Anthocyane wahrend der Chromatographie [Woodward et
al., 2009]. Aufgrund der optimalen Trennung der einzelnen Anthocyane stellte sich die
Phenomenex Luna 3u C18 (2) 100A, 250 x 4.60 mm als geeignetste Trennsaule mit einem
optimierten Gradientenverlauf (siehe Abb. 6.19) heraus. Die optimierte Methode zur
Quantifizierung und Charakterisierung der Anthocyane lieferte folgendes HPLC-
Chromatogramm (siehe Abb. 7.1).
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Abb. 7.1: HPLC-UV/VIS-Chromatogramm der 15 im HBE (100 ug/ml) enthaltenen Anthocyane und
des internen Standards (IS: Delphinidin-3,5-O-diglukosid (1)), Del-3-O-gal (2), Del-3-O-glc
(3), Cy-3-O-gal (4), Del-3-O-ara (5), Cy-3-O-glc (6), Pet-3-O-gal (7), Cy-3-O-ara (8), Pet-3-
O-glc (9), Peo-3-O-gal (10), Pet-3-O-ara (11), Peo-3-O-glc (12), Mal-3-O-gal (13), Peo-3-O-
ara (14), Mal-3-O-glc (15), Mal-3-O-ara (16).

Um die Genauigkeit (run-to-run) und Reproduzierbarkeit (day-to-day) der HPLC-Methode zu
Uberprufen, wurde eine Probenldsung mit einer definierten Anthocyankonzentration
(500 pg/ml HBE) sechs Mal injiziert. Dabei wurde 100% * 1.5% der Ausgangskonzentration
wiedergefunden. Das erzielte Ergebnis am Tag 1 wurde 100% gesetzt. Die gleiche Lésung

wurde sowohl an Tag 2 als auch an Tag 3 dreimal injiziert, was zu einer Wiederfindung von
96.1% £ 0.4% und 96% % 1% fuhrte (siehe Abb. 7.2).
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Abb. 7.2: Genauigkeit (run-to-run) und Reproduzierbarkeit (day-to-day) der HPLC-Methode fiir die
Anthocyananalytik (600 ug/ml HBE; Methode siehe Kap. 6.8.3.1)

Nach der Methodenvalidierung wurde im ersten Schritt die Wiederfindung der Anthocyane
des HBE nach der Probenaufbereitung tberprift. Aufgrund unterschiedlicher Probenmatrices
(in vitro Inkubationsmedien, lleostomabeutelinhalt) war es notwendig, die Extraktions-
methoden zu optimieren. Fir die Proben der Freisetzungsversuche, die in Kooperation mit
TP 6 durchgefiuihrt wurden, stellte sich eine Probenaufbereitung mittels Zentrifugation wie in
Kap. 6.7.1.2 beschrieben als optimal heraus. Die Aufarbeitung der mit humanem
Dunndarminhalt inkubierten Proben erwies sich als schwieriger, wobei am Ende die Methode
mittels zweimaliger Zentrifugation und anschlieBRender Filtration wie in Kap. 6.7.2.3
beschrieben verwendet wurde. Die Wiederfindungsraten flr die Extraktion aus Inkubation mit
humanem Dunndarminhalt, der einzelnen Anthocyane lagen im Bereich von 78% - 100%
(siehe Tab. 6.8, Kap. 6.7.2.4).

7.2 In vitro Untersuchungen zur Stabilitat und Frei-
setzung der Anthocyane des HBE im Vergleich zu
den HBE-beladenen Kapselpraparaten

In Kooperation mit TP 6 (AG Mader) wurde die gastrointestinale Freisetzung und Stabilitat
der Anthocyane des HBE mit denen der HBE-beladenen Kapselsysteme (siehe Kap. 6.3)
vergleichend untersucht. Hierfir wurden in vitro (kontinuierliche Durchmischung bei 37 °C)
képermimetische Lésungen (Magensaft ohne Enzym: simulated gastric fluid (SGF) und
Dinndarmsaft mit Enzym: fed state simulated intestinal fluid (FeSSIF)) eingesetzt und
sowohl der HBE als auch die HBE-beladenen Kapselpraparate damit inkubiert (siehe Kap.
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6.7). Nach der Probenaufbereitung und Zugabe von internem Standard erfolgte die Analytik
der Proben mittels HPLC-UV/VIS bei 520 nm.

7.2.1 Magensimulation

Fur die Simulation der Magenpassage wurde, aufgrund einer mittleren Verweildauer der
Nahrung im Magen von 2 h [Fallingborg et al., 1989], ein Zeitraum von 120 min gewahlt. Bei
Inkubationen mit HBE (A) in einer Konzentration von 2.5 mg/ml HBE (entspricht 100%
Gesamtanthocyane) wurde beobachtet, dass die Anthocyane wahrend der Magensimulation
Uber den gesamten Inkubationszeitraum (120 min; SGF, pH 1.5) stabil waren (siehe Abb.
7.3). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden als Summe der 15 im HBE enthaltenen
Anthocyane bezogen auf die eingesetzte Konzentration von 2.5 mg/ml HBE (100%
Gesamtanthocyane) angegeben.

Im Vergleich zum HBE wurden die HBE-beladenen Kapselsysteme Pektinamidhohlkapsel
TP 2 (AG Rehage), die Molkenproteinkapsel TP 3 (AG Kulozik) und die Apfelpektinkapsel mit
Schellackbeschichtung TP 5 (AG Schwarz) eingesetzt (siehe Kap. 6.3). Die genauen
Charakteristika wie GroRe, Zusammensetzung und HBE-Beladung sind in Tab. 6.2 (Kap.
6.3.5) dargestellt. Die multidispersen Hullkapseln eigneten sich aufgrund ihrer geringen HBE-
Beladung nicht fir die Freisetzungsversuche (siehe Abb. 6.7).

Nachdem zu Beginn der Inkubation mit Pektinamidhohlkapseln (B) ca. 20% der enthaltenen
Anthocyane frei im Medium vorlagen, fand eine komplette Freisetzung der noch in den
Kapseln verfiigbaren Anthocyane innerhalb von 20 min statt. Im weiteren Verlauf von
110 min war keine Abnahme der Konzentration zu detektieren. Ein dhnlicher Konzentrations-
Zeit-Verlauf zeigte sich bei den Inkubationen mit Molkenproteinkapseln (C), wobei zu Beginn
der Inkubation schon 60% der Anthocyane frei vorlagen. Dieses Phanomen (direkte
Freisetzung von Anthocyanen) kdonnte maoglicherweise auf die KapselgroRe zurickgefihrt
werden, da im Vergleich der beiden Kapselsysteme deutlich wird, dass die
Molkenproteinkapseln wesentlich kleiner sind und dadurch eine gréRere Oberflache
besitzen, die mit dem umgebenden Medium in Kontakt steht (siehe Abb. 6.6). Bei den
Apfelpektinkapseln, die durch ein zusatzlich aufgebrachtes Schellackcoating beschichtet
wurden (D), lagen ebenfalls zu Beginn ca. 20% der enthaltenen Anthocyane frei vor. Nach
einer schnellen Freisetzung innerhalb der ersten 10 min konnte im weiteren Verlauf der
Inkubation ein stetiger Anstieg der Anthocyankonzentration beobachtet werden.

Die Stabilitat der aus den Kapselsystemen (unabhangig vom Kapseltyp) freigesetzten
Anthocyane wird durch den pH-Wert des Magens (pH 1.5) begrindet, da hier die
Anthocyane als stabilisierte Flavylium-Kationen vorliegen und somit ein Abbau bzw. eine
Strukturanderung verhindert wird [McGhie et al., 2007; Woodward et al., 2009] (siehe Abb. 7.3).



112 Ergebnisse & erste Diskussion

[>]
]

100 E 100
— —_
3 s 3 SR
2 T
2 80 4 = 80
(= —— [0) . .
o HBE < —=a— Pektinamidhohlkapseln
C
g 60 > 60 -
%) ]
e s
< c
€ 404 © 40+
S 8
= IS
5 3
3 204 3 20 -
) O
©)
0 S e E e m o e e B T T 0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 120 0 10 20 30 40 50 60 120
Inkubationszeit [min] Inkubationszeit [min]
100 100
3 3 g Y ’
o ° 804 7Y v
= 80 _ X T
® Molkenproteinkapseln Q : v Apfelpektinkapseln+Schellack
e
] 60 - 8 60
%) [8]
le) ]
£ S
T 404 = 404
< © ;
- = /
IS € ;
§ 204 3 204
o) @ r
O] o
0 T T T T T T T T O T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 120 0 10 20 30 40 50 60 120
Inkubationszeit [min] Inkubationszeit [min]

Abb. 7.3: Kontrollierte gastrointestinale Freisetzung und Stabilitdt der Anthocyane [%] (in vitro) in
simuliertem Magensaft (SGF) mit HBE (A) und HBE-beladenen Kapselsystemen (B:
Pektinamidhohl-, C: Molkenprotein-, D: Apfelpektinkapseln + Schellack; c,: 2.5 mg/ml HBE;
als 100% Gesamtanthocyane angegeben). Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration
mittels HPLC-UV/VIS (620 nm; n = 3, mean £ SD).

7.2.2 Diunndarmsimulation

Im Gegensatz zur Magensimulation wurde wahrend der Dinndarmsimulation ein Medium
(FeSSIF) mit einem pH-Wert von 6.8 und Zusatz von Enzymen verwendet. In diesem
Medium wurden sowohl der HBE als auch die unterschiedlichen HBE-beladenen
Kapselsysteme (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln mit Schellack-
beschichtung) Uber einen Zeitraum von 150 min inkubiert. Dabei wurde sowohl eine
Abnahme der Anthocyane aus dem HBE als auch aus den HBE-beladenen Kapsel-
praparaten unabhangig vom Kapseltyp (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektin-
kapseln mit Schellackbeschichtung) beobachtet (siehe Abb. 7.4 und Abb. 7.5).

Bei Inkubationen mit HBE erfolgte innerhalb der ersten Minuten (Homogenisieren des
simulierten Dinndarmmediums mit dem HBE und Einspannen der Probe in die Apparatur)
ein 40%iger Verlust der enthaltenen Anthocyane (siehe Abb. 7.4 (A)). Dies kdnnte zum einen
auf den pH-Wert des Mediums (pH 6.8), zum anderen auf die Zeit, die zur Vorbereitung
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bendtigt wurde, zurtckgefuhrt werden. Im weiteren Verlauf der Inkubation (150 min) nahm
die Anthocyankonzentration stetig ab, was am Ende zu einer Gesamtabnahme von bis zu
80% fihrte. Die hohen Anthocyanabnahmen kénnen auf den pH-Wert und die Zeit
zuruckgefiihrt werden, da aus der Literatur bekannt ist, dass die Stabilitat der Anthocyane
von diesen Faktoren beeinflusst wird. Es kommt zu einer pH-abhangigen Strukturdnderung
des Anthocyanmolekiils (chinoiden Base und Chalkon), was dazu flihrt, dass Uber die Zeit
ein Zerfall zu Phenolsauren stattfindet [Cavalcanti et al., 2011].

Um eine Aussage Uber eine mdgliche Protein-Anthocyan-Bindung treffen zu kdnnen, wurden
Untersuchungen mit der flir die Molkenproteinkapselherstellung verwendeten Proteinldsung
und HBE in FeSSIF durchgefiihrt. Dazu wurde der HBE mit einer Proteinlésung, die in TP 3
(AG Kulozik) zur Herstellung der Molkenproteinkapseln verwendet wurde, zusammengefiigt
und anschliel3end inkubiert. Es zeigte sich, dass eine Stabilisierung der Anthocyane durch
Proteine stattfand. Solche Stabilisierungseffekte durch Molkenproteine wurden schon von
Viljanen und Mitarbeitern in der Literatur beschrieben [Viljanen et al., 2005]. Sowohl zu Beginn
als auch Uber den gesamten Zeitraum der Inkubation von 150 min wurde im Vergleich zum
HBE eine um 30% hdéhere Anthocyankonzentration ermittelt (siehe Abb. 7.4 (B)).
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Abb. 7.4: Gastrointestinale Freisetzung und Abnahme der Anthocyane [%] (in vitro) in simuliertem
Diinndarminhalt (FeSSIF) mit HBE (A) und HBE-Proteinlésung (B; TP 3) (co: 2.5 mg/ml
HBE; als 100% Gesamtanthocyane angegeben). Erfassung der Gesamtanthocyan-
konzentration mittels HPLC-UV/VIS (520 nm; n = 3, mean + SD). Die horizontal gestrichelte
Linie stellt die Zeit dar, die bendtigt wurde, um den HBE bzw. die HBE-Proteinlésung mit
FeSSIF zu homogenisieren und anschlieBend die Probe in die Apparatur einzuspannen.

Bei Studien zur Freisetzung der Anthocyane im simulierten Dunndarminhalt erfolgte
innerhalb von 20 min eine schnelle Freisetzung der Anthocyane aus den unterschiedlichen
HBE-beladenen Kapselpraparaten (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln
mit Schellackcoating) unabhéngig vom Kapseltyp (siehe Abb. 7.5). Uber den weiteren
Zeitraum von 130 min konnte im Vergleich zum HBE eine hdéhere Konzentration erfasst
werden. Auch hier zeigte sich, dass zu Beginn der Inkubation (nach Homogenisieren des
simulierten Dinndarmmediums mit den HBE-beladenen Kapselsystemen und Einspannen
der Proben in die Apparatur; gestrichelte Linie) schon ca. 20% der eingesetzten Anthocyane
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frei vorlagen. Nach 20 min betrug die freigesetzte Anthocyankonzentration aus
Pektinamidhohlkapseln 60% und aus Apfelpektinkapseln mit Schellackcoating Uber 80%. Der
Konzentrations-Zeit-Verlauf der Abnahme der Anthocyane im Bezug auf die eingesetzte
Konzentration (2.5 mg/ml HBE) aus Molkenproteinkapseln (D) verlief ahnlich, wobei zu
Beginn der Inkubation schon fast 60% der Gesamtanthocyane im Medium vorlagen. Am
Ende der Inkubationszeit (150 min) lagen im Vergleich der HBE-beladenen Kapselsysteme
mit HBE bei gleicher Anfangskonzentration unabhangig vom Kapseltyp 30% mehr
Anthocyane vor. Dieser Unterschied kénnte durch eine zeitlich verzégerte Freisetzung und
einer damit verbundenen Kompensation des Abbaus der Anthocyane erklart werden.
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Abb. 7.5: Kontrollierte gastrointestinale Freisetzung und Abnahme der Anthocyane [%] (in vitro) in
simuliertem Dilnndarminhalt (FeSSIF) mit HBE-beladenen Kapselsystemen (C:
Pektinamidhohl-, D: Molkenprotein-, E: Apfelpektinkapseln + Schellack; c,: 2.5 mg/ml HBE;
als 100% Gesamtanthocyane angegeben). Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration
mittels HPLC-UV/VIS (5620 nm; n = 3, mean = SD). Die horizontal gestrichelte Linie stellt die
Zeit dar, die bendtigt wurde, um die HBE-beladenen Kapselsysteme mit FeSSIF zu
homogenisieren und anschlieBend die Probe in die Apparatur einzuspannen.
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7.2.3 Ex vivo Modell (humaner Dunndarminhalt)

Die Verwendung von humanem DuUnndarminhalt in einem ex vivo Modell stellt eine weitere
Méglichkeit dar, Kenntnisse dartiber zu gewinnen, inwieweit durch Verkapselungstechniken
von Anthocyanen deren Stabilitdt und Freisetzung im GIT moduliert werden konnten. Dies
erfolgte mit humanem Diinndarminhalt, wodurch die in vivo Situation im Vergleich zu den
simulierten Verdauungsmedien (siehe Kap.6.7.1) ndher simuliert wurde. Der Dinndarminhalt
wurde von freiwilligen Probanden mit einem kiinstlichen Dinndarmausgang (terminales
lleum, 3. Abschnitt des Dinndarms, sog. lleostoma) zur Verfiigung gestellt, die sich zuvor fur
24 h polyphenolfrei ernahrten. Die Dinndarminhalte (lleostomabeutelinhalte) wurden unter
anaeroben Bedingungen in einem Verhaltnis von 1:1 mit einem sauerstofffreien Carbonat-
Phosphat-Puffer (Begasung mit Helium) vermengt. Dem so erhaltenen Inokulum wurden
HBE und HBE-beladene Kapselsysteme zugegeben, Uber einen Zeitraum von 24 h inkubiert,
in flissigem Stickstoff gefroren und bei -20 °C gelagert (Durchflihrung siehe Kap. 6.7.2). Die
Analytik der Proben erfolgte mittels HPLC-UV/VIS bzw. HPLC-DAD bei 520 nm (siehe Kap.
6.8).

Aus der Literatur ist bekannt, dass nicht nur der pH-Wert, sondern auch die Anthocyan-
konzentration einen Einfluss (Selbstassoziation) auf die Stabilitdt der Anthocyane besitzt
(siehe Kap. 2.5) [Castaneda-Ovando et al., 2009; McGhie et al., 2007; Pascual-Teresa et al., 2008].
Daher wurden vergleichende Inkubationen sowohl in Carbonat-Phosphat-Puffer (pH 6.3) als
auch mit humanem Dinndarminhalt (pH-Wert 6.3) in unterschiedlichen Ausgangs-
konzentrationen an HBE (6, 0.6, 0.06 mg/ml) durchgefihrt und unter den fiir dieses Modell
spezifischen Bedingungen inkubiert (siehe Kap. 6.7.2). Fir die graphische Auswertung
wurde die eingesetzte Ausgangskonzentration an HBE als 100% Gesamtanthocyane
(Summe der 15 im HBE enthaltenen Anthocyane) angegeben (siehe Abb. 7.6 bis Abb. 7.8).

Die erhaltenen Ergebnisse der in Carbonat-Phosphat-Puffer durchgefuhrten Inkubationen
sind in Abb. 7.6 dargestellt. Es fallt auf, dass bei allen eingesetzten Konzentrationen (6 (A),
0.6 (B), 0.06 (C) mg/ml HBE) ein kontinuierlicher Anthocyanabbau Uber die Zeit stattfand.
Vergleicht man jedoch die einzelnen Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Abnahme der
Anthocyane im Bezug auf die eingesetzte Konzentration, so zeigt sich, dass in niedriger
HBE-Konzentration die Anthocyane wesentlich schneller abgebaut wurden als in hdheren
HBE-Konzentrationen. In der niedrigsten HBE-Konzentration von 0.06 mg/ml (C) wurde nach
24 h Inkubation im Mittel noch ca. 10% der Ausgangskonzentration erfasst, wahrend in der
héchsten eingesetzten Konzentration (6 mg/ml HBE (A)) im Mittel nach 24 h noch ca. 60%
nachgewiesen wurde. Fur die Konzentration von 0.6 mg/ml HBE (B) wurde ein Ergebnis
erzielt, dass mit der Inkubation von 6 mg/ml HBE vergleichbar war; am Ende der Inkubation
konnte im Mittel noch ca. 40% erfasst werden. Dies lasst den Schluss zu, dass die
Konzentration der Anthocyane deren Stabilitat beeinflusst und somit deren Abbau verzogert
werden kann. Je hdher die Anthocyankonzentration war, desto mehr HBE wurde eingesetzt
und um so wahrscheinlicher ist es, dass Wechselwirkungen der Anthocyane untereinander
(Selbstassoziation) oder mit Extraktbestandteilen (Copigmentierungseffekte) auftraten
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[Castaneda-Ovando et al., 2009]. Diese Wechselwirkungen kénnten dazu flhren, dass eine
Stabilisierung im héheren Konzentrationsbereich nachgewiesen wurde.
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Abb. 7.6: Abnahme der Gesamtmenge an Anthocyane [%] des HBE in unterschiedlichen
Konzentrationen (c,: 6 mg/ml (A), 0.6 mg/ml (B), 0.06 mg/ml (C) HBE; die jeweilige
Ausgangskonzentration wurde als 100% Gesamtanthocyane angegeben, Carbonat-
Phosphat-Puffer, 24 h, 37 °C, anaerobe Bedingungen;, Zusammensetzung siehe Kap.
6.7.2.2. Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration mittels HPLC-DAD (520 nm; n = 2,
mean = Range).

Die Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Anthocyane des HBE (6 (D), 0.6 (E), 0.06 (F) mg/ml
HBE) in humanem Dinndarminhalt sind in Abb. 7.7 gezeigt. Es wird deutlich, dass auch bei
diesen Studien eine stetige Abnahme der Anthocyankonzentration zu beobachten war. Dabei
zeigte sich, dass bei der héchsten eingesetzten Konzentration (6 mg/ml HBE (D)) am Ende
der Inkubation nach 24 h noch ca. 30% und bei den Inkubationen mit den Konzentrationen
(0.6 (E) und 0.06 (F) mg/ml HBE) weniger als 10% nachgewiesen wurden. Ein Vergleich
dieser Kurvenverlaufe mit den in Carbonat-Phosphat-Puffer (siehe Abb. 7.6) durchgeflhrten
Inkubationen zeigte, dass bei allen Konzentrationen eine schnellere Abnahme der Gesamt-
anthocyankonzentration im System stattfand. Dadurch ergaben sich Hinweise, dass ein
anaerober Abbau der Anthocyane durch intestinale Enzyme oder mikrobielle Enzymaktivitat
zusatzliche Auswirkungen auf deren Stabilitat im Dinndarm haben kénnten. In zahlreichen
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Studien wurde beobachtet, dass die Mikroflora des Dinndarms in der Lage ist, Anthocyane
abzubauen oder zu metabolisieren [Kay, 2006; Keppler et al., 2005; McGhie et al., 2007].

Die mit humanem Dinndarminhalt durchgefihrten Inkubationen mit HBE in unter-
schiedlichen Konzentrationen erlauben weder eine Aussage zum Ausmal} der Resorption
durch die Darmmukosa noch zum Einfluss des oberen Verdauungstrakts auf die
Verfugbarkeit der Heidelbeeranthocyane.
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Abb. 7.7: Abnahme der Anthocyane des HBE in unterschiedlichen Konzentrationen (c,: 6 mg/ml (D),
0.6 mg/ml (E), 0.06 mg/ml (F) HBE; die jeweilige Ausgangskonzentration wurde als 100%
Gesamtanthocyane angegeben, humaner Diinndarminhalt, 24 h, 37 °C, anaerobe
Bedingungen). Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration mittels HPLC-DAD (520 nm;
n =2, mean + Range).

Im folgenden Abschnitt wird naher auf die Inkubationen mit unterschiedlichen HBE-
beladenen Kapselsystemen (siehe Kap. 6.3) und humanem Dinndarminhalt bei einer
Konzentration von 6 mg/ml HBE (als 100% Gesamtanthocyane angegeben) eingegangen. In
den folgenden Abbildungen sind zum einen die Freisetzung der Anthocyane aus den
Kapselsystemen mit Dinndarminhalt (Uberstand, blau-schwarz) und zum anderen der
Gehalt an Anthocyanen, der in der Kapsel verbleibt (Rickstand, rot) dargestellt. Weiterhin
wurde die Summe der Anthocyane aus Uberstand und Riickstand gebildet (griin). Diese
spiegelt die Gesamtmenge an Anthocyanen im System wieder. Es zeigte sich, dass



118 Ergebnisse & erste Diskussion

unabhangig vom Kapseltyp (Pektinamidhohl- (G), Molkenprotein- (H) und Apfelpektinkapseln
(1), vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden. So wurde eine relativ konstante Konzentration
im Uberstand Uber einen Zeitraum von 8 h durch eine kontinuierliche Freisetzung der
verkapselten Anthocyane bei allen Kapseltypen beobachtet. Aus diesem Grund
(kontinuierliche Freisetzung der Anthocyane aus den Kapseln) nahm die Anthocyan-
konzentration im Rickstand (HBE-Beladung des Kapselsystems) Ulber den gesamten
Zeitraum (24 h) stetig ab (siehe Abb. 7.8). Dass unabhangig von der Verkapselung eine
stetige Abnahme der Gesamtanthocyane im System stattfand, spiegelt die griin dargestellte
Kurve wieder, welche bei Inkubationen mit Pektinamidhohl- (G) und Molkenproteinkapseln
(H) am Ende der Inkubation (24 h) unter 10% der eingesetzten Ausgangsmenge lag. Im
Gegensatz dazu wurde bei Inkubationen mit Apfelpektinkapseln (I) noch ca. 20% der
Ausgangsmenge nachgewiesen.

Der Vergleich der drei eingesetzten, mit HBE-beladenen Kapselsystemen zeigte, dass die
Freisetzung der Anthocyane aus Apfelpektinkapseln nach 2 h ein Maximum von 40%
Gesamtanthocyane erreicht und erst im weiteren Verlauf der Inkubation eine Abnahme um
20% (24 h) erfolgte. Die Konzentrations-Zeit-Verlaufe der HBE-beladenen Molkenprotein-
und Pektinamidhohlkapseln verlaufen untereinander ahnlich, wobei nach 1h eine
Konzentration erreicht wurde, die 20% der Gesamtanthocyankonzentration in den
eingesetzten Kapseln entsprach und Uber 7 h nahezu konstant blieb.
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Abb. 7.8: Gesamtmenge der Anthocyane [%] aus Uberstand und Kapselsystem (Riickstand) der
Pektinamidhohl- (G), Molkenprotein- (H) und Apfelpektinkapsein (I) (co: 6 mg/ml; als 100%

Gesamtanthocyane angegeben;
U = Uberstand, R = Riickstand. Erfassung der
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7.3 Stabilitat der Anthocyane des HBE im Zellkultur-
medium

Um die in Kap. 7.5 aufgeflihrten Bioaktivitatsstudien korrekt interpretieren zu kénnen, war es
wichtig, Kenntnisse Uber die Stabilitdt der Anthocyane unter Zellkulturbedingungen Uber
einen Zeitraum von 24 h zu gewinnen. Aus diesem Grund wurde die Konzentrations-
abnahme der Anthocyane aus HBE, die von TP 1 (AG Winterhalter) zur Verfugung gestellte
Anthocyanfraktion (siehe Kap. 6.2) und ausgewahlte Anthocyan-Reinsubstanzen
vergleichend in Zellkulturmedium Uber 24 h inkubiert und mittels HPLC-UV/VIS quantifiziert
(Methode siehe Kap. 6.6).

Im ersten Schritt wurde Uberprift, in wieweit die verwendete Zelllinie Caco-2 einen Einfluss
auf die Stabilitat der Anthocyane des HBE im Zellkulturmedium hat. Hierfir wurde HBE in
einer Konzentration von 500 ug/ml (als 100% Gesamtanthocyane angegeben) im
Zellkulturmedium gel6st und mit bzw. ohne Zellen inkubiert (siehe Abb. 7.9 (A)(B)). Werden
die beiden Abbaukurven miteinander verglichen, so zeigt sich, dass ein ahnlicher Verlauf bei
der Inkubation mit und ohne Zellen beobachtet werden konnte. Ohne Zellen wurden nach 1 h
86% £ 6% und mit Zellen 85% + 4% der eingesetzten Anthocyane wiedergefunden. Im
weiteren Verlauf der Inkubation nahm die Gesamtanthocyankonzentration stark ab, wobei
am Ende (24 h) ohne Zellen noch 4% + 0.6% und mit Zellen noch 9% + 0.4% nachgewiesen
wurden. Der Konzentrationsanstieg nach 15 min kann dadurch erklart werden, dass die
eingesetzte Konzentration von 500 pg/ml HBE gleich 100% Gesamtanthocyane gesetzt
wurde, ohne den Wert analytisch gemessen zu haben. Der relativ schnelle Abbau der
Anthocyane in gepuffertem Medium (pH 7.4) innerhalb von 24 h steht im Einklang mit den
Ergebnissen von [Woodward et al., 2009].

Aufgrund der Tatsache, dass die Anwesenheit von Caco-2 Zellen die Stabilitat der
Anthocyane nicht beeinflusste, wurden alle weiteren Versuche (Abb. 7.9 (C) und Abb. 7.10
(D-G)) im zellfreien Milieu durchgefiihrt. Die sog. ,Anthocyanfraktion®, die zu einem Anteil
von 60.6% im HBE enthalten ist (siehe Kap. 6.2), wurde ebenfalls im Zellkulturmedium
inkubiert. Dadurch sollte tUberprift werden, inwieweit die Bestandteile des HBE im Vergleich
zur Anthocyanfraktion einen Einfluss auf die Stabilitdt der Anthocyane besitzen. Es stellte
sich heraus, dass nach 1h noch 64% *6% und nach 24 h noch 1.3% +0.8 der
eingesetzten Anthocyane nachgewiesen werden konnten. Im Vergleich zum HBE
(86% = 6%) fand in der ersten Stunde eine schnellere Abnahme der Anthocyane statt, wobei
nach beendeter Inkubation (24 h) vergleichbare Ergebnisse zum HBE (4% + 0.6%) erhalten
wurden. Dies lasst den Schluss zu, dass Inhaltsstoffe des HBE dazu beitragen, die
Anthocyane - zumindest innerhalb der ersten Stunde - zu stabilisieren bzw. vor einem
frihzeitigen Abbau zu schiitzen. Aus der Literatur ist bekannt, dass Copigmentierungeffekte
zwischen Anthocyanen und im Extrakt enthaltenen Phenolsduren hierbei eine grofiere Rolle
spielen konnten als Wechselwirkungen der Anthocyane untereinander (Selbstassoziation)
[Castaneda-Ovando et al., 2009].
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Abb. 7.9: Abnahme der Anthocyane des HBE ohne Zellen (A), mit Zellen (B) und der
Anthocyanfraktion anteilsméig am HBE (60.6 %) (C) in den Konzentrationen (co:
500 ug/ml HBE, 303 ug/ml Anthocyanfraktion; eingesetzte Konzentration wurde als 100%
Gesamtanthocyane angegeben), Zellkulturmedium, 24 h, 37 °C, Zellkulturbedingungen).
Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration mittels HPLC-UV/VIS (520 nm; n = 2-3,
mean = SD).

In dem folgenden Abschnitt wird auf die Stabilitdt einzelner Anthocyane (Cy-3-glc und Cy-3-
gal) nach Inkubationen mit HBE (D, E) und mit Einzelsubstanzen (F, G) in Abb. 7.10
eingegangen. Es ist zu erkennen, dass sich der Abbau von Cy-3-glc und Cy-3-gal aus HBE
nicht voneinander unterscheidet. Uber einen Zeitraum von 1 h verblieben die Anthocyan-
mengen im Zellkulturmedium relativ stabil, wohingegen nach 24 h Inkubation unter 10% der
eingesetzten Anthocyankonzentrationen wiedergefunden wurden (siehe Abb. 7.10 (D)(E)).
Um mdogliche Effekte von Inhaltsstoffen des HBE auf die Stabilitdt der Anthocyane im
Zellkulturmedium ausschlieBen zu kénnen, wurden weitere Inkubationen mit Anthocyan-
Reinsubstanzen (4fach hohere Konzentration als im HBE) in Zellkulturmedium unter
vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass die erhaltenen
Ergebnisse mit denen der Anthocyane aus HBE vergleichbar waren (siehe Abb. 7.10 (F)(G)).
Dies konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass bei Inkubationen mit den Reinsubstanzen,
aufgrund der 4fach hdéheren Ausgangskonzentration, Wechselwirkungen der Anthocyan-
molekile untereinander stattfanden. Demgegeniber konnten bei Inkubationen mit HBE
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sowohl Wechselwirkungen der Anthocyane untereinander (Selbstassoziation) als auch mit
anderen Inhaltsstoffen (Copigmentierungseffekt) stattgefunden haben [Castaneda-Ovando et
al., 2009]. Zusatzlich wurde durch die Inkubationen der Reinsubstanzen (Cy-3-glc und Cy-3-
gal) gezeigt, dass die Art der Zuckerkonjugation (Glukosid oder Galaktosid) keinen Einfluss
auf die Stabilitat im Zellkulturmedium hatte.
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Abb. 7.10: Abnahme der Konzentration von Cy-3-glc und Cy-3-gal des HBE (D)(E) und der
Reinsubstanzen (Anteil im HBE enthalten: Cy-3-glc: 4.62 %, Cy-3-gal: 2.78 %) (I?(G) in
den Konzentrationen (c,: 500 ug/ml HBE, Cy-3-glc: 92% ug/ml; Cy-3-gal: 55° ug/ml
Reinsubstanz; eingesetzte Konzentration wurde als 100% Anthocyan angegeben),
Zellkulturmedium, 24 h, 37 °C, Zellkulturbedingungen). Erfassung der Anthocyan-
konzentration mittels HPLC-UV/VIS (5620 nm; n = 2-3, mean + SD).

Um einen besseren Vergleich zu gewahrleisten, wurden in Abb. 7.11 alle Anthocyan-
Glukoside, die im HBE enthalten waren (Del-3-glc: 4.68% (23.4 ug/ml); Cy-3-glc: 4.62%
(23.1 pg/ml); Pet-3-glc: 1.86% (9.3 pg/ml); Peo-3-glc: 0.8% (4 pug/ml) und Mal-3-glc: 1.45%
(7.25 pg/ml)), aufgetragen. Hierzu wurde die entsprechende im HBE enthaltene
Glukosidkonzentration fur jedes Anthocyan gleich 100% gesetzt. Es wird deutlich, dass der
Abbau bzw. die Abbaugeschwindigkeit vom Aglykon, aber nicht vom glykosidisch gebunden

% Die gewahlte Einwaage entspricht der 4fachen Konzentration des jeweiligen Anthocyans im HBE, da
am Ende der Inkubation noch eine gravimetrische Bestimmung des unldslichen Ruckstands stattfand.
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Zucker (siehe obiger Abschnitt und Abb. 7.10), abhangig war. Nach 1 h Inkubation waren
von Cy-3-glc, Peo-3-glc und Mal-3-glc noch ca. 100%, von Pet-3-glc 82% und von Del-3-glc
lediglich 72% der eingesetzten Anthocyane vorhanden. Deutlicher wird der Unterschied,
wenn die Konzentration nach 6 h Inkubation betrachtet wird. Zu diesem Zeitpunkt wurden fir
die zuerst genannten Anthocyane noch ca. 60% nachgewiesen, wohingegen flr Pet-3-glc
20% und fur Del-3-glc weniger als 5% detektiert wurden. Somit ergab sich folgende
Reihenfolge der Konzentrationsabnahme fir die unterschiedlichen Anthocyanglukoside:
Del > Pet > Mal > Peo > Cy. Ein Vergleich mit Literaturdaten zeigte, dass bei Inkubationen
mit den Anthocyanidinen in Zellkulturmedium ein Abbau wie folgt statffand:
Del > Cy = Mal > Peo > Pet [Kern et al., 2007].
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Abb. 7.11: Vergleich der Konzentrationsabnahmen aller im HBE (500 ug/ml) enthaltenen
Anthocyanglukoside (Del-3-glc: 4.68% (23.4 ug/ml); Cy-3-glc: 4.62% (23.1 ug/ml); Pet-
3-glc: 1.86% (9.3 ug/ml); Peo-3-glc: 0.8% (4 ug/ml) und Mal-3-glc: 1.45% (7.25 ug/ml);
Fiir die Grafik wurde die im HBE enthaltene Glukosid Konzentration fiir jedes einzelne
Anthocyan gleich 100% gesetzt (Zellkulturmedium, 24 h, 37 °C, Zellkulturbedingungen).

Erfassung der Anthocyankonzentration mittels HPLC-UV/VIS (520 nm; n = 2-3,
mean = SD).
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7.4 Bestimmung des unloslichen Ruckstands

Wie in Kap. 7.3 dargestellt, unterliegen die Anthocyane des HBE, der Anthocyanfraktion und
der Reinsubstanzen im Zellkulturmedium bei pH 7.4 innerhalb von 24 h einem Abbau (siehe
Abb. 7.9 und Abb. 7.10). Diese Ergebnisse sind mit der Literatur vergleichbar, wobei in
einigen in vitro Studien zusatzlich zu der Konzentrationsabnahme der Anthocyane noch die
Abbauprodukte bestimmt wurden [Dai et al., 2009; Woodward et al., 2009]. Zum einen wurde
die Bildung von Phloroglucinolaldehyd (identisch fir alle Aglyka, aus dem A-Ring) und zum
anderen die Bildung einer fur das jeweilige Anthocyanidin korrespondierenden Carbonsaure
(aus dem B-Ring) beobachtet [Fleschhut et al., 2006]. Dabei wurde festgestellt, dass die neu
entstandene Menge an Phenolsauren lediglich einem geringen Anteil der Anthocyanverluste
entsprach. Aus Cy-3-glc (100%) bildete sich im Verlauf von 24 h in gepuffertem Medium 9%
Protokatechusdure und 3% Phloroglucinolaldehyd. Demgegenuber entstand aus Del-3-glc
(100%) lediglich 2% Gallussaure und 0.6% Phloroglucinolaldehyd [Woodward et al., 2009]. /n
vivo wird derzeit jedoch davon ausgegangen, dass 73% des eingesetzten Cy-3-glc (71 mg)
sofort zu Protokatechusaure abgebaut wird. Um zu Gberprifen, was au3er Carbonsauren in
vitro aus den einzelnen Anthocyanen gebildet werden kdnnte, wurde eine gravimetrische
Bestimmung des Rickstands nach einer Inkubationszeit von 24 h durchgeflhrt.

7.4.1 Bestimmung des unloslichen Riickstands aus HBE und
Anthocyanfraktion

Die Konzentrationsabnahme der Anthocyane des HBE (500 ug/ml) in Zellkulturmedium ist in
Abb. 7.9 (A) dargestellt und wurde in Kap. 7.3 ausfuhrlich erldutert. Es zeigte sich, dass
innerhalb von 24 h 95.7 % der eingesetzten Anthocyane abgebaut wurden. Durch eine
weitere Aufarbeitung der Inkubationsproben (laut Protokoll, siehe Kap. 6.6) konnte eine
Neubildung von 8.4% eines unldslichen Rickstands (Bezug zur Einwaage des HBE) durch
gravimetrische Bestimmung des gefriergetrockneten Rulckstands beobachtet (siebe Abb.
7.12 (A)). Bei Inkubationen mit der Anthocyanfraktion (dem Anteil am HBE (60.6%)
entsprechend) wurde ebenfalls ein rascher Abbau innerhalb von 24 h um 98.7% der
eingesetzten Anthocyane detektiert. Hierbei konnte eine Ruckstandsmenge von 9.1% der
eingesetzten Anthocyanmenge bestimmt werden (siehe Abb. 7.12 (B)). Ein Vergleich der
Mengen aus HBE und Anthocyanfraktion zeigte, dass sich die Anteile, im Bezug zur
Einwaage, nicht signifikant unterschieden.
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Abb. 7.12: Gewichtsprozente [%] eines unldslichen Riickstands im Vergleich zum Ausgangsgewicht

der Anthocyane aus HBE (A) und Anthocyanfraktion (B) nach 24 h Inkubation im
Zellkulturmedium (pH 7.4); n = 3, mean + SD.

7.4.2 Bestimmung des unldslichen Ruickstands aus Cy-3-glc
und Cy-3-gal

In Abb. 7.13 ist die gravimetrische Bestimmung des unldslichen Ruckstands nach Inkubation
mit den Reinsubstanzen Cy-3-glc (C) und Cy-3-gal (D) dargestellt. Im Bezug zur
eingesetzten Menge wurde nach 24 h Inkubation 33.2% fur Cy-3-glc und 30.1% fur Cy-3-gal
unléslicher Rickstand nachgewiesen. Damit lag der Anteil des Rickstands von Cy-3-glc
etwas hoher im Vergleich zu Cy-3-gal. Wird zusatzlich ein Vergleich der noch intakten
Anthocyan-Reinsubstanz angestellt so zeigt sich, dass nach 24 h Inkubation 90.1 % Cy-3-glc
und 88.7 % Cy-3-gal abgebaut wurden (siehe Abb. 7.10 (F)(G)).
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Abb. 7.13: Gewichtsprozente [%] eines uniéslichen Riickstands im Vergleich zur Ausgangsmenge an

Cy-3-glc (C) und Cy-3-gal (D) nach 24 h Inkubation im Zellkulturmedium (pH 7.4); n =3,
mean + SD.
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7.5 Biologische Wirksamkeit des HBE und HBE-
Subfraktionen im Vergleich zu HBE-beladenen
Kapselpraparaten in der Kolonkarzinomzelllinie
Caco-2

Mittels in vitro Experimenten an humanen Darmzellen (Caco-2) sollte geprift werden, ob
Verkapselungstechniken und die dabei eingesetzten Materialien einen Einfluss auf die
biologische Wirksamkeit der Anthocyane haben. Weiterhin wurde untersucht, welche
einzelne Subfraktion des HBE fir dessen biologische Wirksamkeit verantwortlich sein
kdnnte. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse in den Untersuchungen zur Stabilitat der
Anthocyane des HBE im Zellkulturmedium wurden Inkubationszeitpunkte von 1 und 24 h
gewahlt. Der frihe Zeitpunkt wurde aufgrund der Tatsache gewahlt, dass der Grofdteil der
Anthocyane noch nicht abgebaut wurde (siehe Kap. 7.3 Uber 85% der eingesetzten Menge
noch vorhanden), und der spatere Zeitpunkt, um die Langzeitwirkung bzw. die Wirkung der
Abbauprodukte zu untersuchen.

Eine biologische Wirksamkeit der Anthocyane in biologischen Systemen wurde mittels
folgender Assays charakterisiert:

. Alamar Blue Assay (Erfassung der mitochondrialen Aktivitat der Zellen)

. DCF-Assay (Detektion intrazellularer ROS)

. GSH-Status (Photometrische Messung der Menge an GSH in den Zellen)
. Comet Assay (Bestimmung oxidativer DNA-Schaden)

Um in den gewdahlten Testsystemen durch Anthocyane des HBE, der HBE-beladenen
Kapselpraparationen und der HBE-Subfraktionen Effekte nachweisen zu kénnen, wurde ein
zweistufiges Inkubationsprotokoll (auf3er bei Testung im Alamar Blue Assay) verwendet:

1. Stufe: Behandlung der Zellen (Caco-2) mit den HBE-beladenen Kapselpraparaten, HBE-
Extrakt oder HBE-Subfraktionen.

2. Stufe: Induktion von oxidativem Stress durch Oxidantien (Menadion: Md; tert-Butylhydro-
peroxid: TBH).

7.5.1 Testung auf Zellvitalitat (Alamar Blue Assay)

Zur Erfassung der Zellproliferation und zytotoxischer Effekte wurde der Alamar Blue Assay
verwendet. Es handelt sich hierbei um einen Farbreaktionstest, bei dem die Reduktion von
Resazurin zu Resorufin in direktem Verhaltnis zu metabolischen Intermediaten erfasst
wurde. Diese Intermediate sind in proliferierenden Zellen im Gegensatz zu nicht
proliferierenden Zellen erhdoht. Somit war es mdglich, durch eine Absorptionszunahme eine
Aussage uber die Vitalitat der Zellen (Caco-2) zu treffen (siehe Kap. 6.5.1).
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Bei allen durchgefuhrten Inkubationen wurde als Negativkontrolle das Zellkulturmedium und
als Positivkontrolle 0.1% Saponin mitgefihrt. Die Kontrollen dienten dazu, die Reproduzier-
barkeit des Assays zu uberprufen (siehe 6.5.1).

7.5.1.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen

Bei der Erfassung zytotoxischer Effekte wurden nach 1 h Inkubationen mit HBE, Uber den
kompletten Konzentrationsbereich von 10 - 500 ug/ml, keine Effekte auf die mitochondriale
Aktivitat (Zellvitalitat) in Caco-2 Zellen nachgewiesen (siehe Abb. 7.14 (A)). Um mdgliche
Effekte der einzelnen Subfraktionen des HBE auf die Zellvitalitat identifizieren zu konnen,
wurden Anthocyan- (B), Phenolcarbonsaure- (C) und Polymerfraktion (D) (siehe Abb. 7.14)
vom TP 1 (AG Winterhalter) zur Verfiigung gestellt (siehe Kap. 6.2). Diese Untersuchungen
mit HBE-Subfraktionen wurden durchgefiihrt, da sich ein Effekt der einzelnen Fraktion im
Gesamtextrakt, aufgrund der komplexen Zusammensetzung und madglicher Wechsel-
wirkungen der Fraktionen miteinander, ausléschen koénnte. Des Weiteren sollte ein
zytotoxischer Einfluss fir die eingesetzten Zellen in den weiteren Testsystemen
ausgeschlossen werden. Die drei Fraktionen wurden ihrem Anteil an HBE entsprechend mit
Caco-2 Zellen inkubiert (siehe Tab. 6.5). Es zeigte sich, dass weder durch Inkubationen mit
der Phenolcarbonsdure- und Anthocyanfraktion noch mit der Polymerfraktion Uber den
getesteten Konzentrationsbereich (10 - 500 yg/ml HBE) zytotoxische Effekte auf Caco-2
Zellen beobachtet wurden. Somit erwiesen sich die HBE-Subfraktionen als nicht zytotoxisch
im Caco-2 Zellmodell (siehe Abb. 7.14).
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Abb. 7.14: Testung auf zytotoxische Effekte in Caco-2 Zellen nach 1 h Inkubation mit HBE (A) und
den drei HBE-Subfraktionen (Anthocyan- (B), Phenolcarbonsédure- (C) und
Polymerfraktion (D)) mittels Alamar Blue Assay (n=3; mean + SD) im Vergleich zur
Medium-behandelten Kontrolle.

Die Ergebnisse der Kurzzeitinkubation (1 h) wurden durch die Langzeitinkubationen (24 h)
(siehe Abb. 7.15) bestatigt. Sowohl mit HBE (E) als auch mit den HBE-Subfraktionen
(Anthocyan- (F), Phenolcarbonsaure- (G) und Polymerfraktion (G)) wurden Uber den
gesamten Konzentrationsbereich (10 - 500 pg/ml) ebenfalls keine zytotoxischen Effekte auf
Caco-2 Zellen beobachtet. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass weder der HBE
noch die drei eingesetzten HBE-Subfraktionen die Zellvitalitdt von Caco-2 Zellen
beeinflussten. Im Gegensatz dazu flihrte die Inkubation der humanen Darmkrebszelle HT-29
mit HBE (500 pg/ml) zu einer signifikanten Abnahme der Zellvitalitat auf 58% nach 24 h
(Daten siehe Anhang; Abb. 10.2). Bei Inkubationen der HBE-Subfraktionen mit HT-29 Zellen
wurden weder nach 1 h noch nach 24 h ein Einfluss auf die Zellvitalitdt beobachtet (siehe
Abb. 10.1 und Abb. 10.2). Es wird ersichtlich, dass mdgliche Effekte auch von der
verwendeten Zelllinie abhangig sind, d.h. nicht jede Zelllinie eignet sich fur die Untersuchung
jedes Biomarkers bzw. Testsystems [Chantret et al., 1988].

Es stellte sich heraus, dass in Caco-2 Zellen keine zytotoxischen Effekte im getesteten
Konzentrationsbereich nachzuweisen waren und somit die HBE-Konzentrationen zur
Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften eingesetzt werden konnten.
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Abb. 7.15: Testung auf zytotoxische Effekte in Caco-2 Zellen nach 24 h Inkubation mit HBE (E) und
den drei HBE-Subfraktionen (Anthocyan- (F), Phenolcarbonsdure- (G) und
Polymerfraktion (H)) mittels Alamar Blue Assay (n=3; mean + SD) im Vergleich zur
Medium-behandelten Kontrolle.

7.5.1.2 Testung der mit HBE-beladenen Kapselsysteme

Untersuchungen zur Zytotoxizitat der mit HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-
(1), multidisperse Hull- (J), Molkenprotein- (K) und Apfelpektinkapseln (L)) an Caco-2 Zellen
nach 1 h Inkubation sind vergleichend in Abb. 7.16 dargestellt. Die dabei verwendeten
multidispersen Hiillkapseln unterscheiden sich durch ihre duRere Olphase von den anderen
Kapselsystemen (siehe Kap. 6.3.4).

Um eine Aussage Uber die Effekte des Kapselmaterials auf die Vitalitdt der Caco-2 Zellen
treffen zu kdénnen, wurden Inkubationen mit Kapselmaterialien (ohne HBE-Beladung)
durchgefuhrt. Dies war jedoch nicht fur alle Systeme mdglich, da von TP 5 (AG Schwarz)
keine Apfelpektinkapseln ohne HBE-Beladung zur Verfigung standen. Nach 1 stindiger
Inkubation von Caco-2 Zellen mit unterschiedlichen Kapselmaterialien waren keine
zytotoxischen Effekte nachweisbar (siehe Abb. 7.16 (1) (J) (K)). Um mdgliche zytotoxische
Effekte, hervorgerufen durch unterschiedliche Mengen an Kapselmaterial wahrend den
Inkubationen zu vermeiden, wurden Kapseln mit HBE-Beladung und ohne HBE-Beladung so
kombiniert, dass Konzentrationen von 10 - 500 ug/ml HBE erreicht wurden (siehe Tab. 6.5).
Nach Inkubationen mit HBE-beladenen Pektinamidhohl- (I) und multidispersen Hillkapseln
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(J) zeigte sich, dass keine zytotoxischen Effekte detektierbar vorlagen. Im Gegensatz dazu
wurde mit steigender HBE-Beladung (50 - 500 pg/ml HBE) bei Inkubationen mit HBE-
beladenen Molkenprotein- (K) und Apfelpektinkapseln (L) signifikante Effekte (1 h) auf die
Zellvitalitat beobachtet (siehe Abb. 7.16). Des Weiteren wurde mit diesen Systemen
untersucht, inwieweit ein vor der Inkubation durchgefiihrter mechanischer Aufschluss der
Kapseln die Wirksamkeit der Systeme veranderte. Dadurch musste der in den
Kapselsystemen enthaltene HBE nicht erst aus den Kapseln freigesetzt werden, sondern lag
direkt in einem homogenen Gemisch zusammen mit den Kapselmaterialien vor. Bei
Inkubationen mit Caco-2 Zellen und derart aufgeschlossenen Kapseln zeigte sich, dass die
Zellvitalitdt nicht beeinflusst wurde. Das bedeutet, dass die Ergebnisse von auf-
geschlossenen Kapseln mit denen der intakten Kapseln vergleichbar waren. Ein
zytotoxischer Einfluss der beiden Kapselsysteme (aufgeschlossen und intakt) kénnte auf den
niedrigen pH-Wert (pH 1.5) der Kapseln (siehe Kap. 6.3.5) zurlickzufihren sein. Der Einsatz
dieser Systeme in der Zellkultur hat zur Folge, dass die optimalen Kulturbedingungen flr
Caco-2 Zellen von pH 7.4 gestért werden und dadurch zytotoxische Effekte auftreten
kdénnen.
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Abb. 7.16: Testung auf zytotoxische Effekte in Caco-2 Zellen nach 1h Inkubation mit den
unterschiedlichen =~ HBE-beladenen  Kapselpréparationen  (Pektinamidhohl-  (I),
multidisperse Hill- (J), Molkenprotein- (K), Apfelpektinkapseln (L); mechanisch
aufgeschlossen bzw. intakt) mittels Alamar Blue Assay (n = 3; mean = SD) im Vergleich
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zur Medium-behandelten Kontrolle. Student's t-test: *p < 0.05. In der Graphik L konnte
keine Untersuchung des Kapselmaterials (0 ug/ml HBE) durchgefiihrt werden, da von
TP 5 (AG Schwarz) keine Apfelpektinkapseln ohne HBE-Beladung zur Verfiigung
standen.

Die erhaltenen Ergebnisse der 1 h und 24 h Inkubationen waren miteinander vergleichbar.
Es wurden weder bei Inkubationen mit unbeladenen Kapselmaterialien (0 ug/ml HBE) noch
mit den Kapselsystemen (Pektinamidhohl- (M) und multidisperse Hullkapseln (N) im
getesteten Konzentrationsbereich (10 - 500 ug/ml  HBE) Effekte auf die Zellvitalitat
beobachtet (siehe Abb. 7.17 (M) (N)). Bei Inkubationen mit Molkenprotein- (O) und
Apfelpektinkapseln (P) wurde nach einer Inkubationzeit von 24 h mit Caco-2 Zellen noch
eine tendenzielle, aber keine signifikante Abnahme der Zellvitalitdt nachgewiesen. Dies
deutet darauf hin, dass die Zellen in der Lage sind, den Abfall des pH-Wertes teilweise zu
kompensieren.
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Abb. 7.17: Testung auf zytotoxische Effekte in Caco-2 Zellen nach 24 h Inkubation mit den
unterschiedlichen =~ HBE-beladenen  Kapselprédparationen  (Pektinamidhohl- (M),
multidisperse Hill- (N), Molkenprotein- (O), Apfelpektinkapseln (P); mechanisch
aufgeschlossen bzw. intakt) mittels Alamar Blue Assay (n = 3; mean = SD) im Vergleich
zur Medium-behandelten Kontrolle. In der Graphik P konnte keine Untersuchung des
Kapselmaterials (0 ug/ml HBE) durchgefiihrt werden, da von TP 5 (AG Schwarz) keine
Apfelpektinkapseln ohne HBE-Beladung zur Verfligung standen.
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7.5.2 Testung auf (oxidative) DNA-Schaden (Comet Assay)

Zur Erfassung von (oxidativen) DNA-Schaden wurde die alkalische Einzelzellgelelektro-
phorese, der sog. Comet Assay modifiziert nach Collins et al. und Singh et al. herangezogen
[Collins et al., 1996; Singh et al., 1988].

Hierbei wurden die zu untersuchenden Zellen in Agarosegel auf Objekttrager aufgetragen,
die Zellmembran lysiert, mit dem Enzym (Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG))
behandelt (um eine Aussage Uber das Ausmal oxidativer DNA-Schaden zu erhalten), die
DNA entwunden und anschlielend die Elektrophorese gestartet. Dabei wandern
entstandenen DNA-Fragmente im Gel, die nach Anfarben mit Ethidiumbromid mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops ausgewertet werden koénnen. Aufgrund der GroRe des
Kometenschweifes ist es mdoglich, eine Aussage Uber vorhandene und induzierte
Strangbruche zu treffen (siehe Kap. 6.5.3).

Zur Etablierung des Comet Assay war es notwendig, eine Menadion-Konzentration zu
ermitteln, die signifikant reproduzierbare (oxidative) DNA-Schaden in Caco-2 und HT-29
Zellen (siehe Anhang; Abb. 10.3) induzierte. Aus der Literatur war zu dem bekannt, dass in
vergleichbaren Konzentrationsbereichen sowohl in Caco-2 als auch in HT-29 Zellen
(oxidative) DNA-Schaden durch Menadion induziert werden [Bellion et al., 2008; Bellion et al.,
2009; Schaefer et al., 2006b]. Nachdem Konzentrations-Wirkungsverlaufe fir beide Zelllinien
erstellt wurden, zeigte sich, dass fur Caco-2 Zellen eine Konzentration von 6 mM und fir HT-
29 Zellen 20 mM Menadion am besten geeignet war (Graphiken siehe Anhang Abb. 10.3).
Um die Durchfiihrung des Comet Assay auf seine Richtigkeit zu Uberpriifen, wurden bei allen
Inkubationen eine Substanzpositivkontrolle (30 uM Quercetin) und eine Negativkontrolle
(Zellkulturmedium ohne Menadion-Behandlung) verwendet. Quercetin wurde gewahlt, da die
Wirksamkeit in diesem Konzentrationsbereich auf beide Zelllinien bereits aus der Literatur
bekannt war [Bellion et al.,, 2008; Bellion et al., 2009; Schaefer et al., 2006b]. Fir die
Substanzpostivkontrolle (Quercetin) wurde bei allen, wahrend dieser Arbeit durchgefihrten
Inkubationen, sowohl in Caco-2 als auch in HT-29 Zellen, eine signifikante Abnahme (40%
gegenuber der Positivkontrolle) induzierter DNA-Schaden beobachtet (nicht gezeigt). In den
folgenden Abschnitten soll nur auf die Ergebnisse mit der Zelllinie Caco-2 mit nachfolgender
FPG-Behandlung eingegangen werden, wobei die Daten zu den Caco-2 Zellen ohne FPG-
Behandlung und alle Ergebnisse zu den HT-29 Zellen im Anhang gezeigt werden (siehe Abb.
10.6, Abb. 10.7, Abb. 10.8 und Abb. 10.9).

7.5.2.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen

In den nachfolgenden Abbildungen (siehe Abb. 7.18) ist das Ausmal} induzierter oxidativer
DNA-Schaden mit FPG-Behandlung in Caco-2 Zellen (1 h Inkubation) nach Vorbehandlung
mit HBE (A) und den drei Subfraktionen (Anthocyan- (B), Phenolcarbonsaure- (C) und
Polymerfraktion (D)) vergleichend dargestellt. Wie in Kap. 6.4.6 erwahnt wurden die
Subfraktionen ihrem Anteil am HBE entsprechend eingesetzt, um Ruckschlisse auf
fraktionenspezifische Effekte zu schlieRen. Um das maximale Ausmall an induzierten
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(oxidativen) DNA-Schaden in Caco-2 Zellen durch Menadion-Behandlung (6 uM) zu
quantifizieren, wurde als Positivkontrolle Zellkulturmedium mitgefiihrt. Das Ergebnis der
Positivkontrolle wurde bei den einzelnen Inkubationen gleich 100% gesetzt (siehe Abb.
7.18). Nach 1 h Inkubation wurde eine Verringerung oxidativer DNA-Schaden durch HBE (A)
im niedrigen Konzentrationsbereich (5 - 10 ug/ml HBE) beobachtet (siehe Abb. 7.18 (A)).
Diese positiven Effekte bestatigen die in der Literatur beschriebenen Wirkungen von
Anthocyanen bei der Reduktion oxidativer DNA-Schaden in Kurzzeitinkubationen (1 h)
[Weisel, 2006].

Ein Vergleich der Ergebnisse nach Inkubation mit den HBE-Subfraktionen zeigte, dass
weder bei der Anthocyan- (B), noch bei der Polymerfraktion (D) Uber den Konzentrations-
bereich (10 - 500 uyg/ml HBE) ein Einfluss auf oxidative DNA-Schaden detektierbar war.
Anders verhielt es sich jedoch bei der Phenolcarbonsaurefraktion. Hierbei konnte bei einer
Konzentration von 1.5 ug/ml (entspricht dem Anteil in 10 ug/ml HBE) eine signifikante
Reduktion oxidativer DNA-Schaden beobachtet werden (siehe Abb. 7.18 (C)). Dieser positive
Effekt der Phenolcarbonsaurefraktion konnte auf deren hohen Quercetingehalt zurlick-
zufuhren sein. Dieses Ergebnis legt nahe, dass die Wirksamkeit des HBE bei der
Reduzierung von oxidativen DNA-Schaden nach 1 h Inkubation auf die Phenolcarbonsaure-
fraktion zurtickgefiihrt werden kann.
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Abb. 7.18: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in Caco-2 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit HBE (A) und dessen Subfraktionen (Anthocyan- (B),
Phenolcarbonséure- (C) und Polymerfraktion (D)) und Nachbehandlung mit Menadion
(Md); 6 uM; 1 h; nur Inkubationen mit FPG-Behandlung; n = 3-5; mean + SD; Student's t-
test: *p < 0.05.

Nach 24 h Vorinkubationen der Caco-2 Zellen mit der Polymer- (H) und der Anthocyan-
fraktion (F) konnte keine Reduzierung von oxidativen DNA-Schaden festgestellt werden
(siehe Abb. 7.19). Demgegenuber zeigte sich sowohl mit dem HBE (E) als auch mit der
Phenolcarbonsaurefraktion (G) ein signifikanter Einfluss auf Caco-2 Zellen im niedrigen
Konzentrationsbereich (5- 10 yg/ml HBE). Somit wurden mit den 1 h Vorinkubationen
vergleichbare Ergebnisse erzielt.

Die beiden Konzentrationsabhangigen Ergebnisse der Kurzzeit- und Langzeitinkubationen (1
und 24 h) ahnelten einer ,U-Form®, d.h. im niedrigen Konzentrationsbereich war fir beide
Zeitrdume eine tendenzielle Abnahme und im héheren Konzentrationsbereich eine Zunahme
oxidativer DNA-Schaden zu beobachten. In der Literatur ist dieser Effekt eines ,U-férmigen®
Kurvenverlaufs schon mehrmals beschrieben [Schaefer et al., 2006a; Schaefer et al., 2006b].
Jedoch muss bei dem Vergleich mit der Literatur beachtet werden, dass bei Schafer et al.
keine Katalase dem Zellkulturmedium zugesetzt worden war und dadurch die Zunahme an
oxidativen DNA-Schaden bei steigender Anthocyankonzentration auf eine H,O»-Bildung
durch Anthocyane zurlckgeflhrt werden konnte. In einer Studie von Fritz et al. wurde die
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Aufhebung dieses prooxidativen Effektes der Anthocyane durch Zusatz von Katalase ins
Zellkulturmedium beschrieben. Hierbei wurde Delphinidin in unterschiedlichen Konzen-
trationen mit und ohne Zusatz von Katalase (100 U/ml) ins Zellkulturmedium mit HT-29
Zellen inkubiert. Es zeigte sich keine Zunahme oxidativer DNA-Schaden bei steigender
Anthocyankonzentration [Fritz et al., 2008]. Ein vergleichbares Ergebnis wurde in einer
aktuellen Studie bei Inkubationen mit Cyanidin (20 - 100 yuM) und dem Zusatz von Katalase
ins Zellkulturmedium (HT-29 Zellen) von Esselen et al. beobachtet [Esselen et al., 2011b].

Die Daten zu den Vorinkubationen, bei denen keine FPG-Behandlung stattfand, sind hier
nicht gezeigt, da der Einfluss des untersuchten HBE und der HBE-Subfraktionen im
Vergleich zu den FPG-behandelten Proben eher geringe Effekte auf (oxidative) DNA-
Schaden aufwies (siehe Anhang; Abb. 10.4 und Abb. 10.5).
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Abb. 7.19: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schédden in Caco-2 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit HBE (E) und dessen Subfraktionen (Anthocyan- (F),
Phenolcarbonséure- (G) und Polymerfraktion (H)) und Nachbehandlung mit Menadion
(Md); 6 uM; 1 h; nur Inkubationen mit FPG Behandlung; n = 3-5; mean + SD; Student's t-
test: *p < 0.05.
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7.5.2.2 Testung der mit HBE-beladenen Kapselsystemen

Bei Untersuchungen der drei HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl- (1),
Molkenprotein- (K) und Apfelpektinkapseln (L)), die intakt oder mechanisch aufgeschlossen
(siehe Kap. 6.4.6) eingesetzt wurden, konnten nach 1 h Vorinkubation mit Caco-2 Zellen
(siehe Abb. 7.20), keine Effekte auf oxidative DNA-Schaden nachgewiesen werden. Dies war
hochstwahrscheinlich auf die verzogerte Freisetzung des HBE aus den Kapseln im
Zellkulturmedium zurtckzufuhren. Demgegenuber wurde nach 24 h Vorinkubationen mit den
Kapselsystemen (M) (O) (P) mit Caco-2 Zellen analog zum HBE, eine signifikante Abnahme
oxidativer DNA-Schaden im Konzentrationsbereich von 5 und 10 pg/ml HBE beobachtet.
Wobei kein Unterschied in der Wirksamkeit zwischen aufgeschlossenen und intakten
Kapseln nachgewiesen werden konnte. Die beiden Kapselsysteme (Molkenprotein- (O) und
Apfelpektinkapseln (P)) zeigten eine mit dem HBE vergleichbare Wirksamkeit (siehe Abb.
7.21).

Eine weitere Analogie wurde im Vergleich der Konzentrationsverlaufe HBE (Abb. 7.18 und
Abb. 7.19 (A) (E)) mit den drei HBE-beladenen Kapselsystemen deutlich. Es wurde ebenfalls
ein ,U-féormiger‘ Verlauf beobachtet. Dies lasst den Schluss zu, dass diese drei
Verkapselungsmaterialien keinen Einfluss auf die Wirksamkeit des HBE besitzen.

Bei Inkubationen mit HBE-beladenen multidispersen Hullkapseln (siehe Abb. 7.20 (J) und
Abb. 7.21 (N)) wurde keine Reduzierung oxidativer DNA-Schaden nachgewiesen. Vermutlich
ist dafiir die duRere Olphase der Kapsel verantwortlich, die zu einem Aufschwimmen der
Kapseln im Zellkulturmedium flhrte (siehe Kap. 6.3.4). Wodurch die wirksamen
Komponenten des HBE offensichtlich weder nach 1 noch nach 24 h Vorinkubation freigesetzt
wurden.
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Abb. 7.20: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in Caco-2 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit unterschiedlichen
(Pektinamidhohl- (1), multidisperse Hiill- (J), Molkenprotein- (K), Apfelpektinkapseln (L);
mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM;
1 h; nur Inkubationen mit FPG Behandlung; n = 3-5; mean + SD.

HBE-beladenen Kapselpréaparationen
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Abb. 7.21: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in Caco-2 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselpréparationen
(Pektinamidhohl- (M), multidisperse Hiill- (N), Molkenprotein- (O), Apfelpektinkapseln (P);
mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM;
1 h;, nur Inkubationen mit FPG Behandlung;, n = 3-5; mean + SD; Student's t-test:
*p <0.05; **p < 0.01.

7.5.3 Bestimmung des Glutathiongehalts

Die Bestimmung des zellularen Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen wurde mit einer
modifizierten Methode nach Gallagher et al. bestimmt [Gallagher et al., 1994]. Hierbei wurde in
einer NADPH-abhangigen Reaktion Uber eine Glutathionreduktase (GSR) GSSG zu GSH
oxidiert und dabei 5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) kontinuierlich zu 5-Thio-2-
nitrobenzoat (TNB) reduziert. Die Zunahme der Extinktion (Bildung von TNB) kann bei
412 nm verfolgt und photometrisch ausgewertet werden (siehe Kap. 6.5.4).

Als Substanzpositivkontrolle wurde analog zur Durchfihrung des Comet Assay Quercetin
(Konzentration: 30 uM) verwendet, da in zahlreichen Studien eine Erhéhung des GSH-Levels
der Zellen beschrieben wurde [Bellion et al., 2008; Bellion et al., 2009; Schaefer et al., 2006a]. Bei
allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuhrten Vorinkubationen mit Quercetin wurde sowohl
in Caco-2 als auch in HT-29 Zellen, eine signifikante Erhdhung des GSH-Levels gegenilber
der Positivkontrolle (Menadion behandelte Zellen) beobachtet (nicht gezeigt).
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Um den Grundgehalt an GSH in der Zelllinie Caco-2 zu quantifizieren, wurden bei jedem
Versuch eine Negativkontrolle (ohne Menadion-Behandlung) und eine Positivkontrolle (mit
Menadion-Behandlung) mitgefuhrt. Da alle Ergebnisse auf die Positivkontrolle bezogen
wurden, die der maximalen Abnahme an GSH in der Zelle entsprach, musste immer
Negativkontrolle (in den Abbildungen als Medium bezeichnet) und Probe miteinander
verglichen werden. Das bedeutete: Je geringer die Abnahme an GSH im Vergleich zur
Negativkontrolle war, desto positiver war der Effekt. Dieser Vergleich war jedoch nur
moglich, da sich die Positivkontrolle zur Negativkontrolle signifikant unterschied (wurde nicht
durch zusatzliche * gekennzeichnet, da dies flr alle Inkubationen zutraf).

Auf die Ergebnisse der Untersuchungen mit Caco-2 Zellen wird im Folgenden naher
eingegangen, wobei die Ergebnisse der Studien mit HT-29 Zellen im Anhang aufgefihrt sind
(Abb. 10.10 und Abb. 10.11).

7.5.3.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen

In vergleichenden Untersuchungen mit HBE (A) und den entsprechenden drei HBE-
Subfraktionen (Anthocyan- (B), Phenolcarbonsaure- (C) und Polymerfraktion (D), ihrem
Anteil am HBE entsprechend, siehe Kap. 6.4.6) zur Beeinflussung des Glutathiongehalts in
der Zelllinie Caco-2 nach 1 h Vorinkubation wurden keine Effekte nachgewiesen. Die
erhaltenen Ergebnisse sowohl nach Vorinkubation mit HBE als auch mit HBE-Subfraktionen
(0.01 - 250 pg/ml HBE) lagen im Bereich der Menadion-behandelten Kontrolle, woraus man
schlussfolgern konnte, dass der GSH-Gehalt der Caco-2 Zellen in Kurzzeitinkubationen (1 h
Inkubation) nicht beeinflusst wurde (siehe Abb. 7.22). Lediglich in der héchsten eingesetzten
HBE Konzentration (500 pg/ml) wurde eine zusatzliche GSH-Depletion gegeniber der
Menadion-behandelten Kontrolle nachgewiesen.
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Abb. 7.22: Modulation des Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen nach 1 h Vorinkubation mit HBE (A) und
dessen Subfraktionen (Anthocyan- (B), Phenolcarbonséure- (C) und Polymerfraktion (D))
und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM; 1 h; n = 3-5; mean + SD; Student's t-test:
**n < 0.01.

Im Gegensatz zu den 1 h Inkubationen wurde nach einer 24 h Behandlung mit HBE (E) im
Konzentrationsbereich von 50 - 500 ug/ml eine tendenzielle Erhéhung des Glutathiongehalts
gegeniber der Menadion-behandelten Kontrolle in Caco-2 Zellen beobachtet (siehe Abb.
7.23). Ein vergleichbares Ergebnis wurde in der Literatur im Rahmen einer Humanstudie
(Konsum von 700 ml anthocyanreichem Mehrfruchtsaft tGber einen Zeitraum von 4 Wochen)
beschrieben [Weisel et al., 2006]. Eine nach Vorinkubation mit HBE vergleichbare Zunahme
des Glutathions in Caco-2 Zellen wurde lediglich bei einer Konzentration von 76 ug/ml
(entspricht dem Anteil in 500 ug/ml HBE) Phenolcarbonséaurefraktion (G) nachgewiesen.
Dieser positive Effekt der Phenolcarbonsaurefraktion (G) war zu erwarten, da in der Literatur
praventive Effekte nach 24 h Vorinkubation mit Apfelsaftextrakten auf den Glutathiongehalt in
Caco-2 Zellen beschrieben waren [Bellion et al., 2008; Schaefer et al., 2006b]. Vorinkubationen
der weiteren HBE-Subfraktionen (Polymer- (H) und Anthocyanfraktion (F)) zeigten keinen
Einfluss auf den Glutathiongehalt der Caco-2 Zellen.
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Abb. 7.23: Modulation des Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen nach 24 h Vorinkubation mit HBE (E)
und dessen Subfraktionen (Anthocyan- (F), Phenolcarbonséure- (G) und Polymerfraktion
(H)) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM; 1 h; n = 3-5; mean * SD.

7.5.3.2 Testung der mit HBE-beladenen Kapselsysteme

In der Abb. 7.24 ist die Modulation des Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit den unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-
(1), multidispersen Hull- (J), Molkenprotein- (K) und Apfelpektinkapseln (L)) dargestellt. Die
Kurzzeitinkubationen der Zellen mit multidispersen Hull- (J), Molkenprotein- (K) und
Apfelpektinkapseln (L) lieferten mit den HBE (A) Inkubationen vergleichbare Ergebnisse.
Dabei zeigte sich, dass lediglich im hohen Konzentrationsbereich (250 - 500 pg/ml HBE) eine
tendenzielle Zunahme des Glutathiongehalts im Vergleich zur Menadion-behandelten
Kontrolle stattfand. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls bei Inkubationen mit
Pektinamidhohlkapseln (1) im hoéheren Konzentrationsbereich (250 - 500 yg/ml HBE)
beobachtet (siehe Abb. 7.24).

Des Weiteren stellte sich heraus, dass die Molkenproteinkapseln (K) intakt wirksamer waren
als mechanisch aufgeschlossen (250 yg/ml HBE), wohingegen bei Vorinkubationen mit
Apfelpektinkapseln (L) keine Unterschiede in der Wirksamkeit festzustellen waren.
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Abb. 7.24: Modulation des Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen nach 1h Vorinkubation mit
unterschiedlichen ~ HBE-beladenen  Kapselprédparationen  (Pektinamidhohl-  (l),
multidisperse Hill- (J), Molkenprotein- (K), Apfelpektinkapseln (L); mechanisch
aufgeschlossen bzw. intakt) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM; 1 h; n = 3-
5; mean = SD.

Eine tendenzielle Zunahme des Glutathiongehalts der Caco-2 Zellen mit steigender HBE-
Beladung (24 h Inkubation) wurde fiir die HBE-beladenen Kapselsysteme Pektinamidhohl-
(M), Molkenprotein- (O) und Apfelpektinkapseln (P) im Vergleich zur Menadion-behandelten
Kontrolle beobachtet (siehe Abb. 7.25). Hierbei stellte sich heraus, dass Apfelpektinkapseln
(P), ob mechanisch aufgeschlossen oder intakt, bei einer Konzentration von 500 uyg/ml HBE
den potentesten Effekt auf den Glutathiongehalt in Caco-2 Zellen zeigten. Die Effekte der
HBE-beladenen Pektinamidhohl- (M) und Molkenproteinkapseln (O) waren mit denen des
HBE (E) vergleichbar (siehe Abb. 7.23). Dies zeigt erneut, dass durch die eingesetzten
Verkapselungstechniken (Pektinamidhohl-, Apfelpektin und Molkenproteinkapseln) die
Wirksamkeit des HBE nicht beeinflusst wurde und analoge Ergebnisse zum nicht
verkapselten HBE erzielt werden konnten.
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Fir die HBE-beladenen multidispersen Hullkapseln (siehe Abb. 7.24 (J) und Abb. 7.25 (N))
wurde in diesem Testsystem keine Erhdhung des Glutathions in Caco-2 Zellen beobachtet.
Es ist zu vermuten, dass die Kapseln aufgrund ihrer duReren Olphase aufschwammen (siehe
Kap. 6.3.4), wodurch die Freisetzung der wirksamen Komponenten des HBE offensichtlich
weder nach 1 h noch nach 24 h Inkubation stattfand.
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Abb. 7.25: Modulation des Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen nach 24 h Vorinkubation mit
unterschiedlichen  HBE-beladenen  Kapselpraparationen  (Pektinamidhohl- (M),
multidisperse Hiill- (N), Molkenprotein- (O), Apfelpektinkapseln (P); mechanisch
aufgeschlossen bzw. intakt) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM; 1 h; n = 3-
5; mean = SD.
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7.5.4 Bestimmung intrazellularer ROS (DCF Assay)

Der Dichlorfluorescin (DCF) Assay ermoglicht die Bestimmung intrazellularer reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die in der Zelle gebildet werden und dadurch oxidativen Stress
auslésen konnen. Er beruht auf einem relativen Fluoreszenzanstieg durch Oxidation des
intrazellular vorliegenden Fluoreszenzfarbstoffs Dichlorfluorescin-diacetat (DCFH-DA) zu
Dichlorfluorescein (siehe Kap. 6.5.2).

Die Induktion von ROS wurde in Caco-2 bzw. HT-29 Zellen mittels tert-Butylhydroperoxid
(TBH) vorgenommen. Hierbei stellte sich eine Konzentration von 250 mM TBH fur beide
Zelllinien als ideal heraus (siehe Kap. 6.5.2).

Um die aus der Literatur bekannte Reduzierung der ROS durch Quercetin zu Uberprifen und
gleichzeitig eine Substanzpositivkontrolle zu etablieren, wurden Inkubationen mit Quercetin
Uber einen Konzentrationsbereich von 0.1 - 100 uM durchgefuhrt (siehe Abb. 7.26 (rechts)).

I Quercetin: 1 h Inkubation
[ Quercetin: 24 h Inkubation
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Abb. 7.26: Links: Fluoreszenzmessung von DCF (50 uM) mit HBE (500 ug/mi) (ber einen Zeitraum
von 3 h, n = 3; mean = SD. Rechts: Modulation der TBH-induzierten intrazelluldaren ROS-
Level in Caco-2 Zellen nach 1 und 24 h Vorinkubation mit Quercetin (0.1 - 100 uM) und
Nachbehandlung mit TBH; 250 uM; 40 min; n = 3-5; mean = SD; Student's t-test:
*n <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Dabei konnten Literaturbekannte Ergebnisse der Reduktion TBH-induizierter ROS in Caco-2
Zellen ab einer Konzentration von 10 uM nach 24 h Vorinkubation bestatigt werden [Bellion et
al., 2008; Bellion et al., 2009; Schaefer et al., 2006a]. In der vorliegenden Arbeit wurden
zusatzlich 1 h Vorinkubationen durchgefiihrt, die eine signifikante Abnahme der TBH-
induizierten ROS ab einer Konzentration von 30 yM Quercetin zeigten. Aus diesem Grund
wurde als Substanzpositivkontrolle eine Konzentration von 30 uM Quercetin bei allen
durchgefuhrten Inkubationen (1 h als auch 24 h) mitgefihrt. Um die maximale Konzentration
der durch TBH-Behandlung erzeugten intrazellularen ROS in Caco-2 Zellen zu bestimmen,
wurde bei allen Versuchsansatzen zusatzlich eine Mediumkontrolle (mit TBH-Behandlung;
entspricht 100% in den Abbildungen) mitgefuhrt.
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Des Weiteren musste im Vorfeld Uberpriift werden, ob eine Interaktion zwischen dem
Fluoreszenzfarbstoff DCF und dem zu untersuchenden HBE vorliegen kdnnte. Hierzu wurde
eine DCF-Lésung (50 uM) mit HBE (500 pg/ml) vermischt und Uber 30 min inkubiert.
Gleichzeitig wurde die Fluoreszenzintensitat mittels Plattenlesegerat verfolgt. Es zeigte sich,
dass die Inhaltsstoffe des HBE keinen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitat aufwiesen
(siehe Abb. 7.26 ()).

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Studien mit Caco-2 Zellen naher
erlautert, wobei die Ergebnisse zu den HT-29 Zellen im Anhang aufgeflhrt sind (siehe Abb.
10.12 und Abb. 10.13).

7.5.4.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen

In Abhangigkeit vom Gehalt an HBE (A) im Inkubationsmedium wurde mit zunehmender
Konzentration eine Abnahme der TBH-induzierten intrazellularen ROS in Caco-2 Zellen
beobachtet. Eine signifikante Abnahme der TBH-induzierten ROS gegenlber der
Mediumkontrolle (0 pg/ml HBE) wurde ab einer Konzentration von 50 uyg/ml nach 1h
Inkubation gezeigt (siehe Abb. 7.27). Bei Inkubationen (1 h) mit den beiden Subfraktionen
Anthocyan- (B) und Polymerfraktion (D) konnte Gber den gesamten Konzentrationsbereich
(1 - 500 pg/ml HBE) kein Einfluss auf die TBH-induzierten intrazellularen ROS nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu wurde nach Inkubation mit der Phenolcarbonsaurefraktion (C)
bei einer Konzentration von 76 ug/ml (1 h; entspricht dem Anteil in 500 ug/ml HBE) eine
signifikante Verminderung der TBH-induzierten ROS detektiert (siehe Abb. 7.27). Es ist aus
der Literatur bekannt, dass Phenolcarbonsauren (aus dem Apfel), im Konzentrationsbereich
von 10 - 100 uM, die durch TBH-induzierten ROS in Caco-2 Zellen signifikant reduzierten
[Bellion et al., 2008; Bellion et al., 2010].
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Abb. 7.27: Modulation der TBH-induzierten intrazelluldren ROS-Level in Caco-2 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit HBE (A) und dessen Subfraktionen (Anthocyan- (B),
Phenolcarbonséure- (C) und Polymerfraktion (D); 0 bis 500 ug/ml) und Nachbehandlung
mit TBH; 250 uM; 40 min); n = 3-5; mean + SD; Student's t-test: *p < 0.05; **p < 0.01.

In Abb. 7.28 sind vergleichend die Ergebnisse der 24 h Vorinkubationen mit HBE (E) und
den HBE-Subfraktionen (Anthocyan- (F), Phenolcarbonsaure- (G) und Polymerfraktion (H)
mit Caco-2 Zellen, ihrem Anteil am HBE entsprechend, siehe Kap. 6.4.6) dargestellt. Hierbei
zeigte sich, dass die erzielten Effekte auf den TBH-induzierten ROS-Gehalt der Caco-2
Zellen nach 24 h mit denen der 1 h Vorinkubationen vergleichbar waren. Vorinkubationen mit
HBE zeigten ab 100 ug/ml HBE und ab 38 ug/ml Phenolcarbonsaurefraktion (G) (entspricht
dem Anteil in 250 ug/ml HBE) signifikante Erniedrigungen der TBH-induzierten intrazellularen
ROS. Die beiden weiteren Subfraktionen, die Anthocyan- (F) und die Polymerfraktion (H),
wiesen keinen Einfluss auf den TBH-induzierten ROS-Gehalt der Caco-2 Zellen auf (siehe
Abb. 7.28).

Die nach 1 und 24 h Vorinkubationen mit der Phenolcarbonsaurefraktion (C) (G) erzielten
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass vor allem diese Fraktion im HBE einen Beitrag zur
Reduzierung TBH-induzierten oxidativen Stresses in Caco-2 Zellen leistet (siehe Abb. 7.27
und Abb. 7.28). Damit kann jedoch nicht der komplette Effekt des HBE auf TBH-induzierte
intrazellulare ROS in Caco-2 Zellen erklart werden. Vermutlich ist ein Zusammenspiel der
einzelnen Fraktionen flr dessen ROS reduzierende Wirksamkeit verantwortlich.
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Abb. 7.28: Modulation der TBH-induzierten intrazelluldren ROS-Level in Caco-2 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit HBE (E) und dessen Subfraktionen (Anthocyan- (F),
Phenolcarbonséure- (G) und Polymerfraktion (H); O bis 500 ug/ml) und Nachbehandlung
mit TBH; 250 uM; 40 min); n = 3-5; mean + SD; Student's t-test: *p < 0.05; **p < 0.017;

*kk,

0 < 0.001.

7.5.4.2 Testung der mit HBE-beladenen Kapselsysteme

Zum Einfluss der unterschiedlichen Kapselpraparationen auf die Modulation TBH-induzierter
intrazellularer ROS in Caco-2 Zellen nach 1 h Vorinkubation stellte sich heraus, dass alle
HBE-beladenen Pektinamidhohl- (1), Molkenprotein- (K) und Apfelpektinkapseln (L) (intakt
oder mechanisch aufgeschlossen) einen signifikanten Einfluss besallen (siehe Abb. 7.29).
Diese signifikante Erniedrigung der TBH-induzierten ROS war bei allen drei untersuchten
HBE-beladenen Kapselsystemen in vergleichbaren Konzentrationsbereichen (500 pg/mi
HBE) zu beobachten. Eine Reduzierung der TBH-induzierten ROS in Caco-2 Zellen mit
steigenden HBE Konzentrationen (wie schon bei den Vorinkubationen mit unverkapseltem
HBE beobachtet (A) (E) Abb. 7.27 und Abb. 7.28), konnte durch die Vorinkubationen mit den
drei HBE-beladenen Kapselsystemen nach 1 h Inkubation bestatigt werden (siehe Abb.
7.29).
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Abb. 7.29: Modulation der TBH-induzierten intrazelluldren ROS-Level in Caco-2 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselprédparationen (Pektin-
amidhohl- (1), multidisperse Hiill- (J), Molkenprotein- (K), Apfelpektinkapseln (L); O bis
500 ug/ml; mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) und Nachbehandlung mit TBH;
250 uM; 40 min); n = 3-5; mean + SD; Student's t-test: *p < 0.05; **p < 0.01.

Nach 24 h Vorinkubationen mit den HBE-beladenen Kapselpraparationen (Pektinamidhohl-
(M), Molkenprotein- (N), multidisperse Hull (O) und Apfelpektinkapseln (P)) mit Caco-2 Zellen
wurden mit den 1 h Inkubationen vergleichbare Ergebnisse erhalten (siehe Abb. 7.30). Es
zeigte sich, dass die signifikantesten Effekte zur Reduzierung intrazellularer ROS durch
HBE-beladene Pektinamidhohl- (M), Molkenprotein- (N) und Apfelpektinkapseln (P) bei einer
Konzentration von 500 ug/ml HBE nachgewiesen werden konnten. Dabei stellten sich die
Apfelpektinkapseln als potentestes System heraus, da eine erste signifikante Erniedrigung
TBH-induzierter ROS schon ab einer Konzentration von 50 ug/ml HBE nachweisbar war.

Durch diese Vergleichbarkeit der Ergebnisse des HBE (A) (E) und der drei HBE-beladenen
Systeme (Pektinamidhohl- (1) (M), Molkenprotein- (K) (N) und Apfelpektinkapseln (L) (P)
wurde gezeigt, dass die Verkapselungstechniken bzw. die verwendeten Materialien
offensichtlich keinen Einfluss auf die antioxidative Wirksamkeit des HBE besallen. Fir das
Kapselsystem multidisperse Hillkapseln (J) (N) wurde weder nach 1 h noch nach 24 h
Vorinkubation ein Effekt auf TBH-induzierte ROS in Caco-2 Zellen nachgewiesen (siehe Abb.
7.29 und Abb. 7.30). Der Grund dafiir kdnnte die duRere Olphase der Kapseln darstellen
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(siehe Kap. 6.3.4), wodurch es vermutlich zum aufschwimmen im Zellkulturmedium kam.
Dadurch fand offensichtlich keine Freisetzung der wirksamen Komponenten des HBE bei 1 h

und 24 h Vorinkubation statt.
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Abb. 7.30: Modulation der TBH-induzierten intrazelluldren ROS-Level in Caco-2 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselprédparationen (Pektin-
amidhohl- (M), multidisperse Hiill- (N), Molkenprotein- (O), Apfelpektinkapsel (P); O bis
500 ug/mi; mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) und Nachbehandlung mit TBH;
250 uM; 40 min); n = 3-5; mean + SD; Student's t-test: *p < 0.05; **p < 0.01.
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8 Diskussion

Es ist aus der Literatur bekannt, dass die Bioverfligbarkeit einer Substanz am Zielort fir
deren Wirksamkeit im menschlichen Kérper von entscheidender Bedeutung ist [Crozier et al.,
2009]. Aufgrund dieser Tatsache wurde die Stabilitdt und Freisetzung von Anthocyanen aus
Wildheidelbeerextrakt (HBE) (Vaccinium myrtillus L.) im Vergleich zu unterschiedlichen HBE-
beladenen Verkapselungssystemen unter Bedingungen des Gastrointestinaltrakts (GIT)
untersucht. Dafiir wurden von verschiedenen Projektpartnern TP 2, 3 und 5 (die sich auf die
Verkapselung von aktiven Stoffen spezialisiert haben) HBE-beladene Kapseln zur Verfigung
gestellt.

Da das Hauptaugenmerk der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien auf bekanntermalen
biologisch aktiven Inhaltsstoffen des HBE (Anthocyanen) lag, war es unerlasslich,
authentische Referenzsubstanzen zur Charakterisierung und Quantifizierung der
Einzelverbindungen im HBE zu erhalten. Die in dieser Arbeit zur Verfiigung stehenden
Anthocyanstandards wurden zum einen kauflich erworben und zum anderen von Dr. Michael
Kraus, Universitat Wirzburg, zur Verfligung gestellt [Kraus et al., 2010]. Mit Hilfe dieser
Reinsubstanzen war es mdglich eine HPLC-Methode zu etablieren, die eine Trennung aller
15 im HBE enthaltenen Anthocyane gewahrleistete. Ein Vergleich dieser Methode bzw. der
erhaltenen Chromatogramme mit literaturbekannten Daten ergab, dass es gelungen war,
eine ,Baseline“-Trennung aller Anthocyane zu erhalten [Latti et al., 2008; Latti et al., 2009;
Mauray et al., 2009; Sakakibara et al., 2009]. Zusatzlich wurde ein fur Wildheidelbeeren
authentisches Anthocyanprofil von 15 Anthocyanen (Del-3-O-glc, Cy-3-O-glc, Del-3-O-ara,
Cy-3-O-gal, Del-3-O-gal, Pet-3-O-glc, Cy-3-O-ara, Mal-3-O-glc, Pet-3-O-gal, Pet-3-O-ara,
Peo-3-0-glc, Mal-3-O-ara, Mal-3-O-gal, Peo-3-O-gal, Peo-3-O-ara) bestatigt (siche Abb. 7.1)
[Kahkonen et al., 2003; Kraus et al., 2010; Latti et al., 2008; Latti et al., 2009].

8.1 Stabilitat und Freisetzung der Anthocyane im
simulierten Gastrointestinaltrakt (GIT)

Um den Einfluss des Gastrointestinaltrakts auf die Anthocyane des HBE und der daraus
hergestellten HBE-beladenen Kapselsysteme (Pektinamidhohl-, Molkenprotein-,
multidisperse Hull- und Apfelpektinkapseln; siehe Kap. 6.3) zu Uberprifen, wurden in
Kooperation mit TP 6 (AG Mader) vergleichende in vitro Freisetzungs- und Stabilitats-
untersuchungen im simulierten Magensaft (SGF; engl. simulated gastric fluid) bei einem pH-
Wert von 1.5 durchgeflihrt. Hierfiir wurde in vitro (kontinuierliche Durchmischung bei 37 °C)
eine kopermimetische Magensaftlosung (SGF, nach [Abdalla et al., 2008]) eingesetzt und
sowohl der HBE, als auch die Kapselpraparate (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und
Apfelpektinkapseln) inkubiert. Die genaue Charakterisierung der einzelnen Kapseln (GréRe,
Zusammensetzung und HBE-Beladung) sind in Tab. 6.2 zusammengefasst. Es stellte sich
heraus, dass die multidispersen Hullkapseln, aufgrund ihrer geringen HBE-Beladung, nicht
fur die Freisetzungsversuche eingesetzt werden konnten (siehe Abb. 6.7). AnschlieRend
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erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Probenaufbereitung und die Analytik mittels
HPLC-UV/VIS bei 520 nm. Hierbei zeigte sich, dass bei Inkubationen Uber einen Zeitraum
von 120 min mit HBE die Anthocyankonzentration im Medium (SGF) relativ konstant
zwischen 87% und 97% der eingesetzten Menge (2.5 mg/ml entspricht 100%
Gesamtanthocyane) verblieb (siehe Abb. 7.3; A - D). Dieser Effekt ist auf den pH-Wert des
Magens von 1.5 zurlickzuflihren, da die Anthocyane dort als stabilisierte Flavylium-Kationen
vorliegen und somit ein Abbau bzw. eine Strukturanderung verhindert wird [McGhie et al.,
2007]. Dass Anthocyane bei niedrigeren pH-Werten (1 - 3) stabilisiert vorliegen, ist bereits
aus der Literatur bekannt und in zahlreichen Veroffentlichungen beschrieben. Zum Beispiel
zeigte Woodward et al., dass Cyanidin-3-O-glukosid und Pelargonidin-3-O-glukosid (200 uM)
wahrend einer Inkubation in simuliertem Magensaft (pH 2, ohne Enzym) (iber einen Zeitraum
von 30 min nicht abgebaut wurden [Woodward et al., 2011]. Ein weiterer Beweis dafiir, dass
Anthocyane unter den Bedingungen des Magens nicht abgebaut werden lieferte die Gruppe
um McDougall. Diese inkubierte einen aus Rotkraut isolierten anthocyanreichen Extrakt tber
2 h in simuliertem Magensaft (pH 2, mit Enzym (Pepsin)). Dabei wurde keine Abnahme der
Anthocyankonzentration Uber die Zeit beobachtet [McDougall et al., 2007]. Ein vergleichbares
Ergebnis lieferte eine Studie von Bermudez-Soto et al., in der ein anthocyanreicher
Apfelbeerenextrakt in simuliertem Magensaft (pH 2, mit Enzym (Pepsin)) tber 2 h inkubiert
und keine Abnahme der Anthocyankonzentration nachgewiesen werden konnte. Zusatzlich
wurde in dieser Studie Cyanidin-3-O-rutinosid bei pH 2 inkubiert und keine Abnahme der
Anthocyankonzentration festgestellt [Bermudez-Soto et al., 2007].

Des Weiteren wurden im Rahmen der Dissertation drei unterschiedliche HBE-beladene
Kapselsysteme (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln) unter den
Bedingungen des Magens in SGF inkubiert. Bei den untersuchten Kapselsystemen
Pektinamidhohl- und Apfelpektinkapseln lagen bereits zu Beginn der Inkubation ca. 20% und
bei den Molkenproteinkapseln ca. 60% der enthaltenen Anthocyane frei im Medium vor
(siehe Abb. 7.3). Nach 20 min wurde der Hauptanteil der Anthocyane des HBE aus den
erstgenannten Kapseln freigesetzt, wohingegen der Hauptanteil der Anthocyane aus
Molkenproteinkapseln innerhalb der ersten 10 min stattfand. Im weiteren Verlauf von 100 min
wurde in diesem System keine Abnahme der Anthocyankonzentration beobachtet. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den Inkubationen mit unverkapseltem HBE in SGF, da
ebenfalls keine Abnahme der Anthocyankonzentration Uber einen Zeitraum von 120 min
nachgewiesen wurde. Die grofien Unterschiede in den Freisetzungsraten der Systeme
untereinander kénnten hauptsachlich auf die unterschiedlichen Kapseldurchmesser
zwischen 180 um bis 2000 um (siehe Tab. 6.2) zurlickgefuhrt werden. Es wird vermutet,
dass je kleiner eine Kapsel ist, desto mehr Oberflache steht dem umgebenden Medium als
Kontaktflache bzw. zur Freisetzung zur Verfligung.

Ein Vergleich der Konzentrations-Zeit-Verldufe bei Studien mit Pektinamidhohl- und
Apfelpektinkapseln war eine schnellere Freisetzung der Anthocyane aus den
Pektinamidhohlkapseln in SGF zu erwarten, da das System einen Kapseldurchmesser von
> 1000 um aufwies (siehe Abb. 6.6) und nicht durch ein Coating vor Diffusionsprozessen
geschitzt wurde. Analoge Ergebnisse wurden in einer aktuell publizierten Studie
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nachgewiesen, bei der feste, mit Heidelbeerextrakt beladene Pektinamidkugeln
(Durchmesser 1000 - 2000 um) ohne Schellack-Beschichtung verwendet wurden. Es zeigte
sich, dass innerhalb von 1 h bis zu 70% der enthaltenen Anthocyane freigesetzt wurden
[Oehme et al., 2011]. Im Gegensatz zu dieser Studie waren die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Apfelpektinkapseln durch eine zusatzlich aufgebrachte Schellackschicht
geschitzt, was zu einer verzdgerten Freisetzung flihren sollte.

Die rasche Freisetzung der Anthocyane aus den mit Schellack beschichteten
Apfelpektinkapseln in SGF kann anhand rasterelektronenmikroskopischen (REM)-
Aufnahmen, die am Institut flir Geowissenschaften, Abt. Geologie, der CAU Kiel angefertigt
wurden erklart werden (siehe Abb. 8.1 (links)).

Abb. 8.1: links: REM-Aufnahme der untersuchten Apfelpektinkapsel mit Schellackbeschichtung
(100 um) [Institut flir Geowissenschaften, CAU Kiel]; rechts: REM-Aufnahme von
Schellack beschichteten Pektinamidkugeln [Oehme et al., 2011].

Darauf ist eindeutig zu erkennen, dass die Kapseln eine raue, unregelmalige und briichige
Beschichtung aufwiesen. Dies kann laut Literatur dazu fihren, dass der Schutzfilm aus
Schellack permeabel wird und somit eine ungewollte, frihzeitige Freisetzung stattfindet
[Tzika et al., 2003]. Ein &hnliches Phanomen trat bei einer Studie von Maestrelli et al. auf. Dort
wurden mit Theophyllin beladene Pektinamidkapseln, die mit Schellack in unterschiedlichen
Starken ummantelt waren, in einer Magensaftsimulation (pH 1.1, ohne Enzym) inkubiert.
Dabei wurden bei Schellackschichten, die 0 -33% des Kapselvolumens betrugen, eine
schnelle Freisetzung von 20-100% des verkapselten Theophyllins beobachtet.
Zuruckgefuhrt wurde diese Freisetzung auf Poren, die das Eindringen von Flussigkeit
ermoglichten und somit zu einem vorzeitigen Aufquellen der Schellackschicht flihrten
[Maestrelli et al., 2008]. Diese Beobachtungen mit Theophyllin beladenen Pektinamidkapseln
in simulierten Magensaft (pH 1.1, ohne Enzym) konnten von Mura et al. ebenfalls gezeigt
werden [Mura et al., 2003].

In der Studie von Ohme et al. wurden die mit Heidelbeerextrakt beladenen Pektinamidkugeln
noch zusatzlich mit einer Schellackschicht in unterschiedlichen Schichtdicken Ulberzogen.
Hierbei wurde mit steigender Schichtdicke der Schellackbeschichtung eine verzbgerte bzw.
verhinderte Freisetzung im Magenmilieu (pH 2.0, SGF) uber den Inkubationszeitraum
erreicht. Nach 3 h Inkubation, lagen bei einer Schellackbeschichtung von 8% Uber 70% der
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verkapselten Anthocyane frei vor. Ab einer Beschichtung von 15% Schellack konnte eine
Freisetzung der verkapselten Anthocyane im Magensaft unter 40% und ab einer
Beschichtung von 19% Schellack unter 20% gesenkt werden. Eine noch effizientere
Freisetzungshemmung (< 5%, 3 h, SGF) wurde vor allem durch eine dicke (15% Schellack),
gleichmaRige und glatte Beschichtung der eingesetzten Pektinamidkugeln erreicht (siehe
Abb. 8.1 (rechts)) [Oehme et al., 2011].

Aufgrund der friihzeitigen und kompletten Freisetzung der Anthocyane aus den untersuchten
HBE-beladenen Kapselsystemen (unabhangig vom Kapseltyp) im simulierten Magensaft
(SGF) war es nicht mdglich, die Praparate direkt in die Simulation des Dinndarms (FeSSIF,
siehe Kap. 6.7.1.2) zu uberfuhren. Deshalb wurden weiterfihrende Inkubationen, die den
nachsten Bereich des GIT (Dinndarmsimulation, FeSSIF) simulieren sollten mit unverdauten
Kapselsystemen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass im Vergleich der Studien mit HBE und
den drei untersuchten HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-, Molkenprotein-
und Apfelpektinkapseln) ab einer Inkubationsdauer von 20 min, signifikant hdéhere
Anthocyankonzentrationen Uber die Inkubationsdauer von 130 min erreicht wurden. Nach
150 min betrug der Unterschied, bezogen auf die Gesamtanthocyangehalte des Systems,
zwischen HBE und den HBE-beladenen Kapselsystemen Gber 30% (siehe Abb. 8.2). Dieser
Unterschied in der Gesamtanthocyankonzentration kann auf eine verzdgerte und
kontinuierliche Freisetzung der Anthocyane aus den Kapseln zurlckgefiihrt werden. Die
Freisetzung der Anthocyane aus den beiden HBE-beladenen Kapselsystemen
Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln wiesen einen ahnlichen Verlauf auf, welcher sich
lediglich in der Anfangskonzentration (60% und 20% der eingesetzten Anthocyan-
konzentration) unterschied (siehe Abb. 8.2).
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Abb. 8.2: Kontrollierte gastrointestinale Freisetzungen der Anthocyane in simuliertem Diinndarminhalt
(FeSSIF) mit HBE und HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-, Molkenprotein-,
Apfelpektinkapseln mit  Schellackbeschichtung; c,: 2.5mg/ml HBE als 100%
Gesamtanthocyane angegeben). Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration mittels
HPLC-UV/VIS (520 nm; n=3, mean+ SD), Student's t-test: *p <0.05 *p<0.01;
***n < 0.001. Die horizontal gestrichelte Linie stellt die Zeit dar, die bendtigt wird um die
HBE-beladenen Kapselsysteme mit FeSSIF zu homogenisieren und anschlieSend die
Probe in die Apparatur einzuspannen.

Nach 20 min Inkubation mit beiden Kapselsystemen wurde ein signifikanter Konzentrations-
unterschied im Vergleich zu Untersuchungen mit unverkapseltem HBE beobachtet; dieser
konnte mit Pektinamidhohlkapseln erst nach 1 h Inkubation nachgewiesen werden. Diese
Unterschiede kénnen auf die spezifischen Kapselmerkmale, wie GréRe, Herstellung, Material
und Beschichtung zuriickgefiihrt werden (siehe Tab. 6.2), die eine entscheidende Rolle bei
der Freisetzung von Wirkstoffen spielen. Es wird vermutet, dass je kleiner eine Kapsel ist,
desto mehr Oberflache steht dem umgebenden Medium als Kontaktflache zur Verfigung und
umso schneller erfolgt die Wirkstofffreisetzung. Des Weiteren wurde in literaturbekannten
Studien gezeigt, dass unterschiedliche Schellackbeschichtungen bzw. Schichtdicken ein
verandertes Freisetzungsverhalten lieferten [Maestrelli et al., 2008; Oehme et al., 2011]. In
einem Artikel von Betz et al. wurde anschaulich gezeigt, wie bei der Herstellung der in dieser
Arbeit verwendeten Molkenproteinkapseln die Anthocyankonzentrationen beeinflusst werden
konnen. Sowohl durch unterschiedliche Temperaturen 70-90°C als auch durch
Veranderung des pH-Werts (1.5 oder 3.0) kdnnte ein Abbau der Anthocyanen um bis zu 10%
auftreten. Des Weiteren kann bei diesem System eine prozessbedingte Oberflachenbindung
der Anthocyane angenommen werden, da der HBE komplett in dem verwendeten
Kapselmaterial gelost wurde. Dies flihrte dazu, dass die gleiche Konzentration an
Anthocyanen Uber die ganze Kapsel verteilt vorlag (siehe Abb. 6.3) [Betz et al., 2011]. Ein
ahnlicher Effekt muss bei der Herstellung der Apfelpektinkapseln mittels Sprihtrocknung
angenommen werden. So wurde der HBE ebenfalls komplett im Kapselmaterial gelést und
anschliel3end Uber eine heille Duse (> 100 °C) verspruht (siehe Abb. 6.4). Dadurch lagen die
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Anthocyane Uber die ganze Kapsel verteilt vor. Eine zusatzliche Schellackbeschichtung
wurde aufgetragen, wodurch eine frihzeitige Freisetzung verhindert werden sollte. Dies wird
im Vergleich der beiden Kurvenverlaufe der Anthocyankonzentration zum Zeitpunkt t=0 h
deutlich (Molkenproteinkapseln: 60% und Apfelpektinkapseln: 20% freigesetzte Anthocyane)
(siehe Abb. 8.2). Robert et al. zeigten, dass bei dem Verkapseln von anthocyanreichen
Extrakten auch das verwendete Kapselmaterial eine Rolle spielt. Es stellte sich heraus, dass
Maltodextrine beim verkapseln mittels Sprihtrocknung besser als Sojabohnenproteinisolat
geeignet waren [Robert et al., 2010].

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten Inkubationen in SGF, bei denen nach
10 min alle Anthocyane aus den HBE-beladenen Kapselsystemen frei vorlagen und im
weiteren Verlauf kein Abbau stattfand, wurde in FeSSIF erst nach 20 min ein Maximum
(abhangig vom Kapseltyp) an Anthocyanen erreicht (siehe Abb. 8.2). Die Anthocyan-
konzentration nahm sowohl nach der Freisetzung aus den Kapseln, als auch bei den HBE
Inkubationen stetig ab. Dies ist hauptsachlich auf den pH-Wert des verwendeten Mediums
(FeSSIF: pH 6.8) und die damit verbundene Strukturdnderungen bzw. den daraus
resultierenden Abbau der Anthocyane zurtckzufuhren (siehe Abb. 2.4) [McGhie et al., 2007;
Pascual-Teresa et al., 2008]. Des Weiteren zeigte ein Vergleich der Inkubationen in FeSSIF mit
SGF, dass die Freisetzung (unabhangig vom Kapseltyp) nie 100% der eingesetzten
Anthocyankonzentration erreichte. Dies kann mit einem pH-Wert-abhangigen Abbau der
gleichzeitig zur Freisetzung stattfand, erklart werden. Bei Inkubationen eines
anthocyanreichen Apfelbeerenextrakt in simuliertem Dunndarminhalt (pH 7.5, mit Enzym
(Pankreatin)) wurde nach 2 h eine Abnahme der Gesamtanthocyankonzentration um 43%
nachgewiesen [Bermudez-Soto et al., 2007]. Ein vergleichbares Ergebnis wurde bei
Inkubationen von Cyanidin-3-O-glukosid und Pelargonidin-3-O-glukosid (200 pM) mit
simuliertem Dunndarminhalt (pH 6.7, mit Enzym (Pankreatin)) erzielt. Es wurde nach Ablauf
der Inkubation (30 min) eine signifikante Abnahme der Anthocyankonzentration um 30%
gegeniber der Ausgangskonzentration nachgewiesen [Woodward et al., 2011].

Um eine Aussage Uber eine mdgliche Protein-Anthocyan-Bindung treffen zu kénnen, wurden
Untersuchungen mit der fir die Molkenproteinkapselherstellung verwendeten Proteinlosung
und HBE in FeSSIF durchgeflihrt. Dabei zeigte sich, dass Uber den gesamten Inkubations-
zeitraum (150 min) im Gegensatz zum HBE (ohne Proteinlésung) eine um 30% hohere
Anthocyankonzentrationen nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 7.4). Dieses Ergebnis
unterstltzt die in der Literatur aufgestellte Vermutung einer Protein-Anthocyan-Bindung
[Viljanen et al., 2005]. In einer aktuellen Studie wurde der Zusammenhang zwischen
Molekulstruktur und Proteinbindungsaffinitat an Rinder-y-globulin mittels Fluoreszenztitration
untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass eine Methylierung der Hydroxygruppen des
Anthocyans und eine Hydrierung der Doppelbindungen am C-Ring die Protein-
bindungsaffinitat reduziert. Eine Erhéhung der Affinitdt zu y-Globulin wurde sowohl durch
Hydroxylierung des A, B und C-Rings, als auch durch Glykosylierung des Anthocyans
erreicht [Xiao et al., 2011].
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Durch Inkubationen mit humanem Dinndarminhalt (ndher an der in vivo Situation) wurde
deutlich, dass der Abbau der Anthocyane durch unterschiedliche Verkapselungstechniken
(Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln) beeinflusst wurde. Durch die mit
der Verkapselung erreichte verzogerte Freisetzung konnte Uiber einen definierten Zeitraum
(bis zu 8 h) der Anthocyanabbau kompensiert werden (siehe Abb. 8.3). Dass Anthocyane im
Didnndarm einem starken Abbau bzw. einer schnellen Metabolisierung durch Darmbakterien
(Bifidobakterium und Lactobacillus) unterliegen, wurde von Avila et al. gezeigt. Diese
isolierten Bakterienstdmme, die hohe intra- und extrazelluldre B-Glukosidase Aktivitaten
aufwiesen, wurden mit Del-3-O-glc und Mal-3-O-glc Gber 1, 5 und 24 h inkubiert (pH 6.8).
Nach 5 h Inkubation waren 60% und nach 24 h 100% des eingesetzten Del-3-O-glc
abgebaut, wobei als Hauptabbauprodukt Gallussaure und in Spuren Homogentisinsaure und
Syringasaure nachgewiesen wurden. Bei Inkubationen mit Mal-3-O-glc wurden
Syringasaure, Homogentisinsaure, Gallussaure und in Spuren p-Cumarsaure detektiert.
Wahrend der Inkubationen mit Del-3-O-glc und Mal-3-O-glc konnten die entsprechenden
Aglyka nachgewiesen werden [Avila et al., 2009]. In einer Vielzahl weiterer Studien wurde die
Spaltung der Anthocyane durch die Mikroflora des Darms beschrieben. Dabei wurden die
eingesetzten Anthocyane durch eine spezifische B8-Glukosidase Aktivitit zu den
korrespondierenden Anthocyanidinen aufgespalten, welche sowohl durch die Mikroflora
[Aura et al., 2005; Borges et al., 2007; Han et al., 2009; Keppler et al., 2005; Kraus et al., 2010], als
auch aufgrund des pH-Wertes [Woodward et al., 2009] im Darm weiter abgebaut wurden.

Durch vergleichende Inkubationen (gleiche Konzentrationen, 6 mg/ml HBE entspricht 100%
Gesamtanthocyane) im Carbonat-Phosphat-Puffer und humanem Diinndarminhalt konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Mikroflora einen gréoReren Einfluss auf den Abbau der
Anthocyane besall als der pH-Wert. So wurde ein schnellerer Abbau mit humanem
Dinndarminhalt gegentber Puffer gezeigt. Solche sogenannten Kontrollinkubationen, mit
denen die Stabilitdt der Substanzen im Puffer tberprift, um dadurch einen Riickschluss auf
den mikrobiellen Abbau zu ziehen, waren aus der Literatur bereits bekannt und fanden
regelmaflig Anwendung. So zeigte beispielweise Knaup et al., dass die untersuchten
Quercetinglykoside im Puffer (pH 6.3) nicht abgebaut wurden, wohingegen mit humanem
Dinndarminhalt ein schneller Abbau stattfand [Knaup et al., 2007; Knaup et al., 2008]. In einer
Studie von Labib et al. wurden ebenfalls Inkubationen mit Puffer (pH 6.3) mit der zu
testenden Substanz (Hispidulin) durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit den
Ergebnissen aus Inkubationen mit Schweinedarminhalt (Caecum) verglichen. So konnte
gezeigt werden, dass die Substanz im Caecum schneller abgebaut wurde als im Puffer
[Labib et al., 20086].

Inkubationen mit HBE in unterschiedlichen Konzentrationen (6 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.06 mg/ml
HBE) zeigten sowohl im Puffer, als auch mit humanen Dinndarminhalten mit steigenden
Anthocyankonzentrationen unterschiedliche Kurvenverldufe. So war bei Inkubationen mit
einer hohen Anthocyankonzentration (6 mg/ml HBE) ein geringerer Abbau als bei niedriger
Konzentration (0.06 mg/ml) zu beobachten. Eine Erklarung kénnte sein, dass in hoéheren
Konzentrationsbereichen Copigmentierungseffekte mit anderen Bestandteilen des HBE wie
Phenolsauren auftraten und dadurch die Anthocyane stabilisiert wurden (siehe Kap. 2.7.1).
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Des Weiteren ware eine Selbstassoziation der Anthocyanmolekiile untereinander denkbar
(siehe Kap. 2.7.2).

Ein Vergleich der erhaltenen Ergebnisse in den Dinndarmsimulationsmodellen zeigte, dass
durch Inkubationen mit simuliertem Dinndarminhalt (FeSSIF) eine schnellere Freisetzung
aus den unterschiedlichen HBE-beladenen Kapselsystemen stattfand, als durch die
Inkubationen mit humanen Dinndarminhalten. So wurden héhere Anthocyankonzentrationen
im Medium erreicht (siehe Abb. 8.3).

Eine Erklarung fur den geringeren Abbau im FeSSIF Medium kdnnte zum einen die fehlende
Enzym- und Bakterienaktivitat darstellen [Abdalla et al., 2008]. Zum anderen unterscheiden
sich die beiden Versuchsaufbauten (Anaerobkammer, End-Over-End-Apparatur)
grundlegend voneinander (siehe Kap. 6.7).
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Abb. 8.3: Kontrollierte gastrointestinale Freisetzungen der Anthocyane (in vitro) in simuliertem
Diinndarm (FeSSIF) und humanem Diinndarminhalt (lleostomabeutelinhalt) mit HBE-
beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-, Molkenprotein-, Apfelpektinkapsel mit
(Schellackbeschichtung). Erfassung der Gesamtanthocyankonzentration mittels HPLC-
UV/VIS und HPLC-DAD (520 nm; n = 2-3)

In Ubereinstimmung mit in der Literatur publizierten Ergebnissen kdnnte ein struktureller
Einfluss des Zuckers am Anthocyanmolekil einen Einfluss auf deren Abbaugeschwindigkeit
haben [Kraus et al., 2010; McDougall et al., 2007]. Es stellte sich heraus, dass Arabinoside am
stabilsten waren, wohingegen Galaktoside und Glukoside fast gleich schnell abgebaut
wurden (siehe Abb. 8.4 (A)). Des Weiteren zeigten Studien von Kraus et al, dass die
Stabilitat der Anthocyane in humanem Duinndarminhalt mit steigender Methylierung am B-
Ring anstieg (Malvidin > Petunidin > Cyanidin > Delphinidin). = Wohingegen in der
vorliegenden Arbeit ein vom Aglykon weitgehend unabhangiger Abbau in humanem
Dunndarminhalt beobachtet wurde (siehe Abb. 8.4 (rechts)) [Kraus et al., 2010].
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Abb. 8.4: Vergleich der Konzentrationsabnahme ausgewéhlter Anthocyane des HBE in Abhéngigkeit
vom Zuckerrest (A) und vom Aglyka (B) (co: 6 mg/ml HBE als 100% Gesamtanthocyane
angegeben, humaner Dinndarminhalt, 24 h, 37 °C, anaerobe Bedingungen). Erfassung der
Gesamtanthocyankonzentration mittels HPLC-DAD (520 nm; n = 2, mean + Range)

8.1.1 Fazit gastrointestinale Freisetzung und Stabilitat

Aufgrund der durchgefuhrten in vitro Freisetzungs- und Stabilitdtsuntersuchungen mit den
zur Verfigung gestellten HBE-beladenen Kapselsystemen konnte belegt werden, dass es
mdglich ist (unabhangig vom Kapseltyp) eine verzoégerte Freisetzung von Anthocyanen im
Dinndarm zu erreichen. Vorrausetzung daflr ist jedoch, dass eine unerwiinschte
Freisetzung der Anthocyane wahrend der Magenpassage durch eine zusatzliche
Schellackbeschichtung verhindert wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass der Einsatz
solcher Schellackbeschichtungen eine frihzeitige Freisetzung im Magen verhindern kdnnte.
Bei den Studien von Ohme et al. zeigte sich, dass die effizienteste Freisetzungshemmung
(<5% des verkapselten Wirkstoffes, 3 h, SGF) durch eine dicke (15% Schellack),
gleichmaBige und glatte Beschichtung der eingesetzten Pektinamidkugeln erreicht wurde
[Oehme et al., 2011].

Im simulierten Dunndarmmilieu (FeSSIF) tragen die HBE-beladenen Kapselsysteme
(Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln) zu einer verzdgerten Freisetzung
und hoéheren Anthocyankonzentrationen bei. Nach 150 min Inkubation wurden im Vergleich
zum HBE (20% Gesamtanthocyane), sogar doppelt so hohe Konzentrationen (50%
Gesamtanthocyane) nachgewiesen (siehe Abb. 8.2). Dieses Ergebnis erlaubt jedoch weder
eine Aussage zum Ausmal’ der Resorption durch die Darmmukosa noch zum Einfluss des
oberen Verdauungstrakts auf die Verfugbarkeit der Anthocyane. Zusatzlich muss der
enzymatische und bakterielle Abbau der Kapselmaterialen im Dinndarm und Dickdarm
bertcksichtigt werden. Dadurch kénnen ,neue” Substanzen mit einem maoglichen protektiven
Wirkpotential entstehen. So wurde bei Inkubationen von amidiertem Pektin mit humanem
Dinndarm- und Dickdarminhalt gezeigt, dass zwischen 70% und 80% der Ausgangsmenge
zu SCFA’s (engl. short chain fatty acid, kurzkettige Fettsauren) abgebaut wurden [Knaup et
al., 2008]. Es ist weiterhin bekannt, dass die entstandenen SCFA’s, vor allem Butyrat, die
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Bildung von Bifido- und Lactobazillen im Darm unterstitzt. Zusatzlich wird vermutet, dass
SCFA’s positive Wirkungen auf die Zellproliferation, Apoptose und die Muzin Produktion
haben [Roy et al., 2006].

Durch Inkubationen mit humanem Dinndarminhalt (lleostomabeutelinhalt, ndher an der in
vivo Situation) wurde deutlich, dass der Konzentrations-Zeit-Verlauf der Anthocyane durch
unterschiedliche Verkapselungstechniken (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektin-
kapseln) positiv beeinflusst wurde. Durch die mit der Verkapselung erreichte kontinuierliche
Freisetzung konnte Uber einen definierten Zeitraum (bis zu 8 h) der Anthocyanabbau
offensichtlich kompensiert werden.

Ein Vergleich der Ergebnisse beider Dinndarmsimulationen zeigte, dass bei simuliertem
Dinndarm (FeSSIF) eine schnellere Freisetzung aus den unterschiedlichen HBE-beladenen
Kapselsystemen stattfand und hdéhere Anthocyankonzentrationen erreicht wurden. Dieser
Unterschied in der Freisetzung ist zum einen durch die Verwendung unterschiedlicher
Versuchsaufbauten, zum anderen durch intestinale Enzyme oder mikrobielle Enzymaktivitat
im humanen Didnndarm zu erklaren. In einer Studie von Keppler et al. wurde gezeigt, dass
zwischen 90% und 100% der Anthocyane (Cy-3-O-glc, Mal-3-O-glc, Peo-3-O-glc) durch die
Mikroflora des Schweindarms innerhalb von 2 h zu den korrespondierenden Phenolsauren,
abgebaut wurden [Keppler et al., 2005]. Ein mit dieser Studie vergleichbares Ergebnis wurde
von Han und Mitarbeitern beobachtet. Es zeigte sich, dass nach Inkubation (3 h) mit Cy-3-O-
glc in humanem Darminhalt ca. 70% des Anthocyans durch die Mikroflora metabolisert
wurde [Han et al., 2009].

In Zukunft wird es notwendig sein, die HBE-beladenen Kapselsysteme derart zu optimieren,
dass eine Freisetzung im Magen verhindert wird und anschlieRend die intakten Kapseln den
Ddnndarm erreichen. Dann ware es mdglich, eine kontinuierliche Freisetzung und konstante
Anthocyankonzentration im Dinndarm zu erreichen.
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8.2 Stabilitat der Anthocyane unter Zellkultur-
bedingungen und Bestimmung eines unldslichen
Ruckstands

Um die Untersuchungen zur Wirksamkeit des HBE korrekt bewerten zu kdnnen, ist die
Kenntnis der Stabilitat der Anthocyane unter Zellkulturbedingungen essentiell. Daher wurde
mittels HPLC-UV/VIS die Konzentrationsabnahme der Anthocyane im Zellkulturmedium (pH
7.4, ohne FKS) untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Anthocyane des HBE (500 ug/ml
HBE entspricht 100% Gesamtanthocyane) innerhalb der ersten Stunde um 14% abgebaut
wurden. Nach 24 h Inkubation konnten lediglich 4.3% der eingesetzten Anthocyane
wiedergefunden werden. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Anthocyane bei héheren
pH-Werten (> 3) relativ schnell abgebaut werden [McGhie et al., 2007]. In einer Studie von Dai
et al. wurde nach 24 h Inkubation eines Brombeerextrakts in Zellkulturmedium (mit 10%
FKS) eine Abnahme der Anthocyankonzentration um 84% ermittelt [Dai et al., 2009]. Des
Weiteren wurden vergleichende Inkubationen (24 h) in PBS mit und ohne Zusatz von FKS
durchgefuhrt. Dabei wurde ohne Zusatz von FKS eine Anthocyanabnahme um 37% und mit
dem Zusatz von FKS eine Abnahme um 90% beobachtet [Dai et al., 2009]. Diese erhohte
Abnahme der Anthocyane konnte auf eine mdgliche Anthocyan-Protein-Bindung
zurlckgefuhrt werden, denn es ist aus der Literatur bekannt, dass Anthocyane eine
Proteinbindungsaffinitat besitzen [Ackermann, 2010; Xiao et al., 2011].

Werden die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen mit weiteren
bekannten Daten aus der Literatur gegeniiber gestellt (siehe Tab. 8.1), so wird deutlich, dass
der Anthocyanabbau Uber die Zeit vergleichbar war. Da im Rahmen dieser Arbeit die
durchgefiihrten Inkubationen ohne Zusatz von FKS stattfanden, lasst sich der Abbau
lediglich auf den pH-Wert des Zellkulturmediums von 7.4 zurtckflhren. Fur diese Annahme
sprechen die Daten von Woodward et al. und Kay et al., die in Pufferldsungen nach 2 h bzw.
1.5 h Inkubation (Cy-3-O-glc) eine vergleichbare Konzentrationsabnahme von 15% bzw.
12% der eingesetzten Anthocyane beobachteten [Kay et al., 2009; Woodward et al., 2009].
Nach 24 h Inkubation von Cy-3-O-glc in der Pufferlésung (pH 7.4) wurde von Woodward et
al. eine Abnahme der Anthocyankonzentration um 86% nachgewiesen [Woodward et al.,
2009].

Wie in Abb. 7.9 (A und B) und Abb. 7.10 (D und E) zu erkennen ist, wurden bei Inkubationen
von HBE in Zellkulturmedium Anthocyankonzentrationen Uber 100% Gesamtanthocyane
detektiert. Dies ist wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass die eingesetzte HBE Menge
(500 pyg/ml) als 100% Gesamtanthocyane angegeben wurde. Auf diesen theoretischen
100%-Wert wurden alle durch HPLC-UV/VIS Messungen erhaltenen Ergebnisse bezogen.
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Tab. 8.1: Vergleich von Ergebnissen aus der Literatur und eigenen Ergebnissen zum Anthocyanabbau
in Puffersystem und Zellkulturmedien.

Inkubations- Abnahme der
Produkt . Anthocyankonzentration Referenz
bedingungen [%] (Zeit)
Anthocyane H,0, 43 °C 46 (3 h) [Kearsley et al., 1981]
Cy-3-glc | Puffer, pH 7.4, 37 °C 15 (2 h); 86 (24 h) [Woodward et al., 2009]
Phosphatpuffer,
Cy-3-glc oH 7.4, 37 °C 12 (1.5h) [Kay et al., 2009]
PBS (ohne FKS),
pH 7.4, 25 °C 37.(24 )
PBS (mit 10% FKS),
Brombeer- oH 7.4, 37 °C 90 (24 h) [Dai et al., 2009]
extrakt
Zellkulturmedium
(mit 10% FKS) 84 (24 )
pH7.4,37 °C
Zellkulturmedium 14 (1 h), 95.7 (24 h) eigene Ergebnisse
(ohne FKS)
HBE pH 7.4, 37 °C
Puffer, pH 6.3, 37 °C 10 (1 h), 63 (24 h) eigene Ergebnisse
Anthocvan- Zellkulturmedium
fraktign (ohne FKS) 34 (1 h), 98.7 (24 h) eigene Ergebnisse
pH7.4,37 °C
Zellkulturmedium
Cy-3-glc (ohne FKS) 11 (1 h), 88.7 (24 h) eigene Ergebnisse
pH7.4,37 °C
Zellkulturmedium
Cy-3-gal (ohne FKS) 11.9 (1 h), 90 (24 h) eigene Ergebnisse
pH7.4,37°C

* Abkurzungen: FKS: Fotales Kalberserum

In zahlreichen in vitro Studien wurde gezeigt, dass beim Abbau der Anthocyane aus dem A-
Ring Phloroglucinolaldehyd und aus dem B-Ring die fiur das jeweilige Aglykon
charakteristische Phenolcarbonsaure gebildet wurden [Fleschhut et al., 2006; Wang et al., 2010;
Woodward et al., 2009]. Bei Untersuchungen von Woodward und Mitarbeitern stellte sich
heraus, dass nach 24 h Inkubation in Puffer (pH 7.4) Cy-3-O-glc zu 86% abgebaut wurde,
wobei der Anteil neu gebildeter Abbauprodukte lediglich 7% Protokatechusaure und 4%
Phloroglucinolaldehyd betrug [Woodward et al., 2009]. Demgegenuber wurde in einer in vivo
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Studie (Humanstudie) gezeigt, dass 73% der eingesetzten Cyanidin Glukoside zu
Protokatechussaure metabolisiert wurden [Vitaglione et al., 2007]. Aus den Ergebnissen der in
vitro Inkubationen ergab sich die Frage nach dem Verbleiben der restlichen Anthocyane. In
einer in vitro Studie von Fleschut et al. wurde die Bildung von Intermediaten mit Anthocyan-
ahnlichen Absorptionsspektren beschrieben. Aufgrund massenspektrometrischer Analysen
wurde vermutet, dass es sich um Dimerisierungsprodukte zweier Anthocyanmolekile
handelte. Es wurde postuliert, dass die reaktiven chinoiden Basen der Anthocyane, die im
pH-Bereich von 7.4 auftreten, miteinander zu Dimeren reagierten (siehe Abb. 2.6) [Fleschhut
et al., 2006]. Weitere Hinweise, wie eine Bildung von polymeren Produkten durch Anthocyane
stattfinden konnte, wurden wahrend einer Lagerstudie mit Cyanidin-3-O-rutinosid und
Cyanidin-3-O-glukosid (500 ug/ml) gewonnen. Hierbei wurden die Reinsubstanzen bei
unterschiedlichen pH-Werten (pH 3, pH 3.5, pH 4) mit Phenolsduren (Protokatechusaure,
Hydroxybenzoesaure, Ferulasaure, Syringasdure und Vanillinsdure), Procyanidinen und
Flavone (Apigenin Glykoside) inkubiert und die Zunahme der polymeren Produkte
(Copigmente), uber eine Zunahme der Extinktion mittels pH-differential Methode
photometrisch bestimmt. Es stellte sich heraus, dass durch die Zugabe von Flavonen sowohl
ein Stabilisierung der Anthocyane als auch eine Farbzunahme nachgewiesen werden konnte
[Pacheco-Palencia et al., 2010]. In einer aktuellen Studie wurde der genaue
Bildungsmechanismus (Copigmentierung) von Anthocyanen mit Phenolsauren (Ferulasaure,
Kaffeesaure, Sinapursaure, etc.) in Rotwein beschrieben. Am Beispiel von Mal-3-O-glc und
Ferulasaure wird die Bildung eines moglichen Copigments in Abb. 8.5 dargestellt. Im ersten
Schritt erfolgt eine Additionsreaktion zwischen der Vinylgruppe der Ferulasdure und dem C,
(C-Ring) des Malvidins. Im zweiten Schritt folgt eine Oxidationsreaktion (Abspaltung von
CO,) und Ausbildung eines D-Rings (Pyranring).
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Abb. 8.5: Postulierte Bildung eine Anthocyan-Copigments in Rotwein am Beispiel von Mal-3-O-glc mit
Ferulaséure [Freitas et al., 2010].

Um im ersten Schritt eine Aussage Uber die Menge des unléslichen Rickstands treffen zu
kénnen, wurden in dieser Arbeit gravimetrische Bestimmungen durchgefuhrt. Dabei zeigte
sich, dass im Verlauf von 24 h Inkubation im Zellkulturmedium sowohl mit HBE als auch mit
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der Anthocyanfraktion (die ihrem Anteil am HBE entsprechend eingesetzt wurde) eine
vergleichbare Menge (9%) Ruckstand neu gebildet wurde. Dies spricht flr eine von der
Copigmentierung unabhangigen Bildung neuer Produkte bei Inkubationen mit der
Anthocyanfraktion (Anthocayn-Anthocyan-Komplexe), wobei die Bildung mdglicher
Copigmente (wie in Abb. 8.5 gezeigt) bei den HBE-Inkubationen nicht ausgeschlossen
werden kénnen. Anhand der Inkubationen mit Reinsubstanzen (Cy-3-glc und Cy-3-gal)
konnte das Ergebnis der Anthocyanfraktion bestatigt werden. Zusatzlich wurde festgestellt,
dass grolere Mengen an unléslichem Rickstand (ca. 30%) vorlagen was maoglicherweise in
einer hoheren Affinitat der Anthocyanmolekiile zueinander begriindet sein kénnte. Weiterhin
konnte die Bildung einer vergleichbaren Menge an unloslichem Ruckstand unabhangig vom
Zuckerrest beobachtet werden.

8.2.1 Fazit zur Stabilitat der Anthocyane und Bildung eines
unloslichen Rickstands im Zellkulturmedium

Durch die Stabilitdtsuntersuchungen der Anthocyane des HBE im Zellkulturmedium ist es
nun moglich, eine Bewertung der im folgenden Abschnitt dargestellten, antioxidativen
Wirkungen zu geben. Es zeigte sich, dass nach 1 h Inkubation noch uber 90% der
eingesetzten Anthocyane (unabhangig ob HBE, Anthocyanfraktion oder Reinsubstanz) in
ihrer urspringlichen Form vorlagen. Nach 24 h Inkubation wurden lediglich 4 - 5% der
eingesetzten Menge wiedergefunden. Dies spricht daflir, dass nach 24 h ein Abbau bzw. die
Bildung eines unldslichen Riickstands stattgefunden hat und somit keine Aussage mehr tber
die Wirkung der Anthocyane selbst getroffen werden kann. Es wurde jedoch von Kern et al.
gezeigt, dass die Gallussaure, die beim Abbau von Delphinidin im Zellkulturmedium entsteht,
eine potente wachstumshemmende Wirkung auf humane Tumorzellen besitzt [Kern et al.,
2007].

Da bisher der Abbaumechanismus aufgrund der strukturellen Unkenntnis des neugebildeten
unloslichen Rdickstands unklar ist, besteht auf diesem Gebiet in Zukunft noch
Forschungsbedarf. Uber mégliche Wirkungen des neugebildeten unléslichen Riickstands im
menschlichen Korper gibt es zurzeit noch keine Erfahrung. Eine mit den Procyanidinen
vergleichbare Wirksamkeit ware denkbar, wobei zuerst eine nahere Quantifizierung und
Charakterisierung der postulierten Polymere erfolgen misste. Hierfur kénnte eine SEC (engl.
size exclusion chromatography) oder eine asymmetrische Fluss-Feldfraktionierung
Anwendung finden.
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8.3 Antioxidative Wirksamkeit in Caco-2 Zellen

Es wird vermutet, dass Anthocyane aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften in der Lage
sind, Radikale in der Zelle abzufangen und dadurch oxidativem Stress im Koérper entgegen
zu wirken. Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit in vitro die Modulation
ausgewahlter Biomarker, die mit oxidativem Stress assoziiert sind, an Kolonkarzinom-
zelllinien (Caco-2 und HT-29) untersucht werden. Um diese Modulation korrekt bewerten zu
konnen, war die Kenntnis der Stabilitit der Anthocyane, aus dem HBE unter
Zellkulturbedingungen essentiell. Wie in Kap. 7.3 (siehe Abb. 7.9 (B)) gezeigt, wurde die
Stabilitat der Anthocyane des HBE im Zellkulturmedium mit Caco-2 Zellen untersucht. Dabei
stellte sich heraus, dass nach 1 h Inkubation der Grofteil an Anthocyanen noch nicht
abgebaut war (Uber 85% der eingesetzten Menge war noch vorhanden) und somit
Einflussfaktoren, die Stabilitdt und Abbau betreffen, bei dieser Inkubationsdauer
ausgeschlossen werden konnten. Demgegenuber wurden in einem Zeitraum von 24 h mehr
als 90% der eingesetzten Anthocyane abgebaut. Diese Inkubationsdauer (24 h) wurde
jedoch ebenfalls fir die in vitro Inkubationen gewahlt, um die Langzeitwirkung bzw. die
Wirkung der entstandenen Abbauprodukte auf die ausgewahlten Biomarker zu untersuchen.
Dass Abbauprodukte aus Anthocyanen und Anthocyanidinen in vitro einen Einfluss auf
Zellen besitzen kénnen, wurde in der Literatur bereits gezeigt. So wurden bei Studien mit
Delphinidin und dessen Abbauprodukt Gallussaure im HT-29-Zellsystem, signifikante
Abnahmen der Zellproliferationen nach 6 h Inkubation beobachtet [Kern et al., 2007].
Vergleichbare Ergebnisse konnten bei Inkubationen mit sechs Abbauprodukten
(Gallussaure, 3-O-Methylgallussaure, Phloroglucinolaldehyd, Syringasaure, Vanillinsaure
und Protokatechusdure) aus Anthocyanen des Rotweins mit Caco-2 Zellen detektiert
werden. Nach 72 stindiger Inkubation wurde eine signifikante Inhibierung der
Zellproliferation durch Gallussadure, 3-O-Methylgallussdure, Phloroglucinolaldehyd und
Vanillinsaure nachgewiesen, wobei Syringasdure und Protokatechusaure keine Effekte
zeigten [Forester et al., 2011].

Fur die Untersuchungen zur biologischen Wirksamkeit wurden Biomarker ausgewahlt, die in
direktem Zusammenhang mit oxidativen Zellschaden stehen. Dabei handelte es sich um die
Modulation (oxidativer) DNA-Schaden mittels Comet Assay, den zellularen Gehalten an
Glutathion mittels Glutathion Bestimmungsmethode und die Modulation intrazellularer
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mittels DCF Assay. Da ein Einfluss auf die Basisschaden
(sehr gering) der Zellen nicht quantifizierbar ist, wurde sich einer zusatzlichen Inkubation mit
Oxidantien zur Induktion von moderatem oxidativem Stress bedient [Schaefer et al., 2006a;
Schaefer et al.,, 2006b]. Zur Untersuchung moglicher zytotoxischer Effekte wurde ein
Farbreaktionstest (Alamar Blue Assay) durchgefihrt. Mittels der vorgestellten in vitro
Testsystemen sollte gepriift werden, ob die unterschiedlichen Verkapselungstechniken und
die dabei verwendeten Materialien einen Einfluss auf die biologische Wirksamkeit der
Anthocyane besitzen. Des Weiteren wurden HBE und HBE-beladene Kapselsysteme
vergleichend untersucht. Zusatzlich sollte geprift werden, welche HBE-Subfraktionen (von
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Projektpartner TP 1 zur Verflgung gestellt) des HBE fiir dessen mogliche biologische
Wirksamkeit verantwortlich sind.

Um die physiologische Relevanz (in vivo) der eingesetzten HBE Konzentrationen (bis zu
500 yg/ml HBE) in den in vitro Untersuchungen zu erklaren, muss berlcksichtigt werden,
dass die tagliche Aufnahmemenge an Anthocyanen stark von den Verzehrsgewohnheiten
der Konsumenten abhangig ist. So kénnen beispielsweise durch den Verzehr einer Portion
Heidelbeeren 500 mg Anthocyane aufgenommen werden, wohingegen eine Portion
Holunderbeeren 2.000 mg Anthocyane enthalten kann [He et al., 2010]. Es ist bekannt, dass
40% der oral aufgenommenen Menge an Anthocyanen den Dickdarm erreichen [Gonzalez-
Barrio et al., 2010]. Dies wirde bedeuten, dass bei einer Aufnahme von 500 mg Anthocyane
ca. 200 mg den Dickdarm erreichen. Wird davon ausgegangen, dass durch zuséatzlich
aufgenommene Nahrung bzw. Flissigkeiten eine Verdiinnung (400 - 2000 ml) stattfindet, so
kénnten im Darm Konzentrationen bis zu 100 - 500 pyg/ml Anthocyane vorliegen. Im
Vergleich dieser errechneten Konzentrationen mit den in dieser Arbeit eingesetzten HBE-
Konzentrationen (der HBE enthalt zu 27% Anthocyane, siehe Kap. 6.2) wird deutlich, dass
diese eine physiologische Relevanz besitzen.

Um die Unterschiede in der Wirksamkeit des HBE und der HBE-Subfraktionen (Anthocyan-,
Phenolcarbonsaure- und Polymerfraktion) in vitro (Caco-2) auf einen Blick darzustellen,
wurden alle Ergebnisse dieser Arbeit (siehe Kap. 7.5) in Tab. 8.2 zusammengefasst.
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Tab. 8.2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit HBE und den HBE-
Subfraktionen auf die Zellvitalitdt, intrazelluldre ROS, GSH Level und (oxidative) DNA-
Schéden in Caco-2 Zellen.

Biomarker Wirkung
HBE Anthocyan- Phenolcarbonsaure- Polymer-
fraktion fraktion fraktion
1h | 24h 1h 24 h 1h 24 h 1h 24 h
Zellvitalitat

Intrazellulare

ROS l l = = l l = =
GSH Level - ) - - - (1 (1* -
(oxidative) #

DNA-Schaden | ¥ ! - - ! ! - .

(): Wirksamkeit im Konzentrationsbereich > 250 ug/ml
* Tendenz zu erkennen
-: kein Effekt

Ein Einfluss auf die Zellvitalitédt (Caco-2) wurde weder nach 1 h noch nach 24 h Inkubation
mit HBE (Konzentrationsbereich 10 bis 500 ug/ml) nachgewiesen (siehe Abb. 7.14 (A) und
Abb. 7.15 (E)). Lediglich bei Inkubationen mit HT-29 Zellen konnten in der hochsten
eingesetzten Konzentration (500 ug/ml HBE) signifikante zytotoxische Effekte beobachtet
werden (siehe Anhang Abb. 10.1 (A) und Abb. 10.2 (E)).

Die erzielten Ergebnisse sind im Einvernehmen mit einer Studie von Yi et al., in der bei
hohen Konzentrationen (1 -3 mg/ml Heidelbeerextrakt) ein signifikanter Einfluss auf die
Proliferation (72 h) von HT-29 und Caco-2 Zellen detektiert wurde [Yi et al., 2005]. Des
Weiteren wurde bei Inkubationen unterschiedlicher Krebszelllinien (HT-29, MCF-7, HCT116)
mit anthocyanreichen Fruchtextrakten (Himbeer-, roter/schwarzer Brombeer-, Heidelbeer-,
Cranberry- und Erdbeerextrakt; im Konzentrationsbereich von 0 bis 200 ug/ml Extrakt) eine
konzentrationsabhangige (25 - 200 pg/ml Extrakt) Inhibierung der Zellproliferation beobachtet
[Seeram et al., 2006]. In einer aktuellen Studie bei der ein Granatapfelextrakt (0 - 600 ug/ml)
eingesetzt wurde, konnte eine signifikante antiproliferative Wirkung auf die MCF-7 Zelllinie
bestatigt werden [Jayakumar et al., 2011]. Untersuchungen an HT-29 Zellen, die mit einem
anthocyanreichen Heidelbeerextrakt im Konzentrationsbereich von 25 -200 yg/ml im
Sulforhodamin B (SRB) Assay inkubiert wurden zeigten, dass nach 72h bei einer
Konzentration von 200 pg/ml eine Wachstumshemmung um bis zu 50% stattfand [Zhao et al.,
2004]. In einer aktuellen Studie von Esselen et al. wurden HT-29 Zellen in Anwesenheit von
Katalase (siehe Kap. 3.2.1.2) mit Heidelbeer- und Traubenextrakt (0 - 500 pg/ml) im SRB
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Assay inkubiert. Dabei wurde lediglich in der hdchsten eingesetzten Konzentration
(500 pg/ml) eine Wachstumshemmung beobachtet [Esselen et al., 2011a]. Durch den Vergleich
von Literatur Daten mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zum HBE im Alamar
Blue Assay wird deutlich, dass bei noch langeren Inkubationszeiten (> 24 h) zum Teil starke
zytotoxische Effekte auftreten kdnnen.

Werden die im Rahmen der Dissertation erhaltenen Ergebnisse des HBE mit den HBE-
Subfraktionen verglichen, so =zeigt sich, dass unabhangig von der Fraktion keine
zytotoxischen Effekte auf Caco-2 Zellen nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 7.14 (B -
D) und Abb. 7.15 (F - H)). Die Ergebnisse zu den HT-29 Zellinkubationen mit den HBE-
Subfraktionen sind im Anhang in den Abb. 10.1 und Abb. 10.2 dargestellt. Werden jedoch
langere Inkubationszeiten zwischen 24 und 72 h gewahlt und sowohl Anthocyanfraktion als
auch Phenolcarbonsaurefraktion, die aus Erdbeerextrakt isoliert wurden, mit HT-29 Zellen
inkubiert, so kann im hoheren Konzentrationsbereich (> 250 ug/ml) ein Einfluss auf die
Vitalitat (30% und 60%) beobachtet werden [Zhang et al., 2008]. Wurden statt der Fraktionen
aus Erdbeerextrakt die isolierten Reinsubstanzen (Anthocyane) untersucht, so konnte
ebenfalls eine Abnahme der Zellvitalitat (HT-29) bei Konzentrationen von 100 pg/ml
Anthocyan beobachtet werden [Zhang et al., 2008]. Ob ein strukturabhangiger Einfluss des
Anthocyans auf die Zellproliferation besteht wurde ebenfalls in Studien untersucht. Es wurde
gezeigt, dass sowohl die Hydroxylierung des B-Rings als auch die Glykosylierung und
Acylierung des Aglykon die Proliferation beeinflusst. In einer Untersuchung von Marko et al.
wurde bei Inkubationen (72 h) mit den Anthocyanidinen (Cyanidin, Delphinidin, Malvidin,
Peonidin, Pelargonidin) eine von der  Struktur  abhangigen Inhibierung
(Del > Cy > Pel > Peo > Mal), bei gleicher Konzentration (100 uyM) des Zellwachstums
beobachtet [Marko et al., 2004]. Ein vergleichbares Ergebnis, dass nicht acylierte Anthocyane
die Zellproliferation starker beeinflussen als acylierte wurde von Jing et al. erzielt. Zusatzlich
wurde in diesen Studien gezeigt, dass monoglykosylierte Anthocyane potentere Inhibitoren
der HT-29 Zellproliferation, als di- oder triglykosylierte, sind [Jing et al., 2008]. Aufgrund
solcher Studien ist es mdglich, eine Aussage uUber die Wirksamkeit der einzelnen
Anthocyane auf die Proliferation von Zellen in vitro zu treffen.

In einigen Studien wurden prooxidative Effekte von Anthocyanen im Zellkulturmedium,
aufgrund der Bildung von Wasserstoffperoxid, beschrieben. Die Bildung von ROS
(Wasserstoffperoxid) durch Anthocyane (Delphinidin; Konzentration 1-75puM) in
Zellkulturmedium wurde in einer Studie von Fritz et al. bestimmt. Hierbei wurde ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Wasserstoffperoxidkonzentration im Zellkulturmedium
nachgewiesen [Fritz et al., 2008]. Den Einfluss des gebildeten Wasserstoffperoxids auf den
intrazellularen ROS, GSH Level und weiterer Biomarker des oxidativen Stresses in Caco-2
und LoVo Zellen wurde von Cvorovic et al. untersucht. Es stellte sich heraus, dass bei
Inkubationen mit den Anthocyanen Delphinidin und Cyanidin eine konzentrationsabhangige
(25 - 100 uM) Bildung von ROS stattfand. Dadurch wurden eine siginifikante Depletion des
intrazellularen GSH und eine Erhéhung des ROS Levels gemessen [Cvorovic et al., 2011]. In
Inkubationen von Kern et al. und Esselen et al. wurde festgestellt, dass durch Zugabe von
Katalase (100 U/ml) die Bildung von Wasserstoffperoxid durch Anthocyane im Zellkultur-
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medium komplett unterdriickt werden konnte [Esselen et al., 2011b; Kern et al., 2007]. Aus
diesem Grund (um eine mdgliche H,O,-Bildung zu unterdriicken) wurden alle Inkubationen
dieser Dissertation mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) ins Zellkulturmedium
durchgefihrt.

Eine Besonderheit der Caco-2 Zellen stellt, im Vergleich zu HT-29 Zellen, eine fehlende
Aktivitdt des Enzyms NQO 1 (NADPH-abhangige Chinon-Oxidoreduktase 1) dar. Daraus
resultiert eine starkere Empfindlichkeit der Caco-2 Zellen gegenliber Menadion-induziertem
oxidativem Stress [Karczewski et al., 1999]. Deutlich wird dieser Unterschied der Zellen (HT-29
und Caco-2) im Vergleich der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse des DCF Assays, in dem
die intrazellularen reaktiven Sauerstoffspezies ermittelt werden. In Inkubationen mit HBE
wurde eine signifikante Erniedrigung der TBH-induzierten intrazellularen ROS in Caco-2
Zellen schon ab einer Konzentration von 50 pyg/ml (1 h Inkubation) und 100 pug/ml (24 h
Inkubation) beobachtet (siehe Abb. 7.27 (A) und Abb. 7.28 (E)), wohingegen in HT-29 Zellen
lediglich bei einer Konzentration von 500 ug/ml (1 h Inkubation) ein signifikanter Effekt
detektierbar war (siehe Abb. 10.12 und Abb. 10.13).

Im Vergleich dieser Ergebnisse mit den aus der Literatur bekannten Daten wird deutlich,
dass ahnliche Effekte im DCF Assay an oxidativ gestressten (durch 2,2'-Azobis-2-
methylpropionamidin-dihydrochlorid) Caco-2 Zellen detektiert wurde. Hierbei wurde ein
anthocyanreicher Brombeerextrakt im Konzentrationsbereich von 3 - 50 pg/ml mit Caco-2
Zellen inkubiert und eine signifikante Erniedrigung intrazellularer ROS gemessen [Elisia et al.,
2008]. Eine Studie von Milbury et al. zeigte, dass Heidelbeerextrakt in einer Konzentration
> 10ug/ml auf ARPE-19 Zellen (humane Netzhautepithelzellen) ebenfalls eine potente
Wirksamkeit gegen oxidativen Stress bzw. gegen intrazellulare ROS besal’ [Milbury et al.,
2007]. Ein vergleichbares Ergebnis konnte bei Inkubationen von HT-29 Zellen mit
verschiedenen aus Rotfruchtsaften gewonnen Extrakten im DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) Assay (Messung der antioxidativen Kapazitat einer Substanz) erzielt werden
[Kulisic-Bilusic et al., 2009].

Auffallig war, dass die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit der Anthocyanfraktion
(enthalt die 15 im HBE vorkommenden Anthocyane, siehe Kap. 6.2) im Vergleich zum HBE
weder nach 1 h noch nach 24 h Inkubation einen Effekt auf TBH-induzierte ROS zeigte
(siehe Abb. 7.27 (B) und Abb. 7.28 (F)), da aus der Literatur eine signifikante Wirksamkeit
von Anthocyanen gegeniber freien Radikalen bekannt war. So wurde von Wang et al. nach
Inkubation mit einer Anthocyanfraktion, die aus Heidelbeeren gewonnen wurde, mit
steigender Konzentration (15 - 100 ug/ml) eine potente Wirkung gegen H,O-induzierten
oxidativen Stress in ECV-Zellen (humane Nabelepithelzellen) nachgewiesen [Wang et al.,
2010]. Des Weiteren wurde an der Nierenzelllinie (PC-12) eine Abnahme induzierter ROS
durch Anthocyane, die aus der SuRkartoffel isoliert wurden, schon in geringen
Konzentrationen (5 - 20 ug/ml) ermittelt [Ye et al., 2010].
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Im Gegensatz zu Inkubationen mit der Anthocyanfraktion zeigten die Vorinkubationen mit der
Phenolcarbonsaurefraktion eine mit dem HBE vergleichbare Reduzierung der TBH-
induzierten intrazelluldaren ROS (siehe Abb. 7.27 (C) und Abb. 7.28 (G)). Dieses Ergebnis
war in Caco-2 Zellen nicht Uberraschend, da Quercetin neben anderen Substanzen
(Myricetin, p-Cumarsaure, Phloroglucinolaldehyd, Kaffeesdure, Protokatechusaure, 5-
Hydroxyvanillinsaure, Quercetinrhamnosid, Quercetinarabinosid, Gallussaure, Epicatechin,
Catechin, Cumarsaure-Derivate, Depsid, Quercetinglukuronid, Quercetin-galaktosid,
Chlorogensaure, Cumaroyl-Iridoid, Myricetin-glukosid, Myricetin-galaktosid) in der Phenol-
carbonsaurefraktion enthalten war (siehe Kap. 6.2). So ist aus der Literatur bekannt, dass
Quercetin in geringen Konzentrationen (30 uM) eine potente Wirksamkeit gegen TBH-
induzierte intrazellulare ROS, sowohl in Caco-2 als auch in HT-29 Zellen, aufweist [Bellion et
al., 2008; Bellion et al., 2009; Schaefer et al., 2006bh].

Fur die getestete Polymerfraktion wurden im Rahmen dieser Arbeit keine Effekte auf die
TBH-induzierten intrazellularen ROS in Caco-2 und HT-29 Zelle nachgewiesen.

Die in den 1 und 24 stindigen Vorinkubationen mit den drei HBE-Subfraktionen erzielten
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Phenolcarbonsaurefraktion des HBE einen
Beitrag zur Reduzierung des durch TBH-induzierten oxidativen Stresses in Caco-2 Zellen
leistet. Damit kann jedoch nicht der vollstandige Effekt des HBE auf TBH-induzierte
intrazellulare ROS in Caco-2 Zellen erklart werden. Vermutlich ist ein Zusammenspiel der
einzelnen Fraktionen flir dessen potente Wirksamkeit verantwortlich.

In der vorliegenden Arbeit wurde aufler dem Einfluss auf TBH-induzierte ROS noch die
Modulation des Glutathiongehalts in Caco-2 und HT-29 Zellen bestimmt. Dabei wurde nach
Vorinkubationen (1 h) mit der Polymerfraktion eine tendenzielle Zunahme des
Glutathiongehalts der Zellen (Caco-2) beobachtet (siehe Abb. 7.22 (D)). Dieser Anstieg kann
durch die in der Polymerfraktion (Procyanidine, Copigmente, siehe Kap. 6.2) enthalten
Procyanidine erklart werden, da in friheren Studien mit Apfelextrakten (enthielten einen
hohen Anteil an Procyanidinen) an Caco-2 Zellen eine Erhohung des Glutathiongehalts
detektiert wurde [Bellion et al., 2009]. Einen weiteren Beleg fir die potente Wirksamkeit von
Procyanidinen auf Marker des oxidativen Stresses lieferten Kim et al.. Bei Inkubationen von
B16 Zellen (Melanomzellen) mit Procyanidinen (5-50 ug/ml) wurde mit steigender
Konzentration eine signifikante Erhdhung des Glutathiongehalts nachgewiesen [Kim et al.,
2009].

Eine bei Vorinkubation mit der Polymerfraktion vergleichbare Wirksamkeit zeigte sich in
Vorinkubationen (24 h) mit der Phenolcarbonsaurefraktion (siehe Abb. 7.23 (G)). Dieser
Anstieg des Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen war zu erwarten, da aus der Literatur
bekannt war, dass Phenolcarbonsauren (z.B. aus Apfelsaft) einen Einfluss auf den GSH
Level der Zellen besitzen. Von Schafer et al. wurde nach 24 h Inkubationen mit Quercetin
eine signifikante Erhdhung des Glutathiongehalts in Darmkrebszellen ab einer Konzentration
von 30 uM (Caco-2) und 10 uM (HT-29) beobachtet [Schaefer et al., 2006a]. Wird in Caco-2
Zellen gleichzeitig mit einer Zunahme des Glutathiongehalts eine erhdhte
Glutathionperoxidase (GPyx) Aktivitdt beobachtet, so spricht dies, fir eine potente Wirkung
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der eingesetzten Phenolcarbonsduren gegen induzierten oxidativen Stress [Bellion et al.,
2010; Wijeratne et al., 2005]. Ein Anstieg der GPx- und GSR-Enzymaktivitaten, konnte auch
wahrend einer humanen Interventionsstudie (15 Patienten) mit anthocyanreichem
Traubenextrakt (600 mg pro Tag Uber 1 Woche) nachgewiesen werden. Die Erhéhung der
GPx-Enzymaktivitat war gegeniber der Kontrollgruppe, die kein Traubenextrakt konsumierte,
signifikant erhoht [Young et al., 2000]. Eine bestehende Korrelation zwischen einer erhdhten
GPx-Aktivitat und einer Zunahme an GSH wurde eindeutig in Tierstudien an Ratten und
Mausen, die mit anthocyanreichen Extrakten durchgefiihrt wurden, bewiesen. Den Tieren
wurde Heidelbeer- bzw. Brombeerextrakt in Trinkwasser gelost in den Konzentrationen von
5 - 20 mg/ml Uber einen Zeitraum von 5 bzw. 35 Tage verabreicht. Danach wurden die Tiere
getotet und definierte Biomarker des oxidativen Stresses (GPx-Aktivitdt, SOD, GSH, etc.)
untersucht. Es stellte sich heraus, dass bei einer signifikant erhohten GPx-Aktivitat auch ein
erhohter Gehalt an Glutathion im Plasma messbar war [Hassimotto et al., 2011; Yao et al.,
2010]. Diese Korrelation wurde von der eingesetzten Extraktkonzentration beeinflusst. Dies
konnte in einer Studie an Mausen (Fltterung von Heidelbeerextrakt in den Konzentrationen:
50 - 200 mg/kg am Tag Uber 5 Tage) gezeigt werden, in der mit steigender Konzentration
eine Erh6hung des Glutathiongehalts im Plasma erfolgte [Bao et al., 2008].

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur Modulation des Glutathiongehalts der Caco-2
und HT-29 Zellen zeigten, dass lediglich ein tendenzielle Zunahme des Glutathiongehalts mit
steigender HBE Konzentration (100 - 500 ug/ml HBE) in Caco-2 Zellen nach 24 h
Vorinkubation nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 7.23 (E)). Der Glutathiongehalt der
HT-29 Zellen wurde weder nach 1 h noch nach 24 h Vorinkubation mit HBE (0.01 -
500 pg/ml) beeinflusst (siehe Anhang Abb. 10.10 und Abb. 10.11). Es wurde deutlich, dass
in vitro mit geringen HBE-Konzentrationen keine Effekte auf den Glutathiongehalt der Zellen
messbar waren. Demgegenuber wurden bei zwei humanen in vivo Studien nach dem
Verzehr eines anthocyanreichen Rotfruchtsaftes signifikante Erhéhungen des GSH Levels
erfasst. In der einen Humanstudie, bei der gesunde Probanden einen roten anthocyan-
haltigen Mehrfruchtsaft konsumierten (700 ml pro Tag Uber einen Zeitraum von 4 Wochen),
wurde eine signifikante Erhdhung des GSH Levels im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt
[Weisel et al., 2006]. Bei der anderen Studie (Hamodialysepatienten) wurde nach Gabe von
200 ml pro Tag, eines roten anthocyanhaltigen Mehrfruchtsaftes (Anthocyangehalt 301 mg/l)
Uber einen Zeitraum von 4 Wochen eine signifikante Erniedrigung des Malondialdehyd
(MDA; Marker fur Lipidperoxidation) und eine Erhéhung des GSH-Status beobachtet
[Spormann et al., 2008].
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Bei der Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schaden in Caco-2 Zellen wiesen
vor allem Inkubationen mit niedrigen Konzentrationen (5 - 50 ug/ml HBE) signifikante Effekte
auf (siehe Abb. 7.18 und Abb. 7.19). Der daraus resultierende ,U-férmige“ Verlauf der
Konzentrationswirkungskurven wurde schon bei Untersuchungen anderer Substanzen in
einigen Arbeiten beobachtet [Schaefer et al., 2006a; Schaefer et al., 2006b]. Jedoch muss beim
Vergleich mit der Literatur beachtet werden, dass z.B. bei Schafer et al. dem
Zellkulturmedium keine Katalase zugesetzt wurde und dadurch die Zunahme an oxidativen
DNA-Schaden bei steigender Anthocyankonzentration auf eine H,0,-Bildung durch
Anthocyane im Zellkulturmedium zurickgeflihrt werden konnte. In einer Studie von Fritz et
al. wurde die Aufhebung dieses prooxidativen Effektes der Anthocyane durch Zusatz von
Katalase ins Zellkulturmedium beschrieben. Hierbei wurde Delphinidin in unterschiedlichen
Konzentrationen mit und ohne Zusatz von Katalase (100 U/ml) ins Zellkulturmedium mit HT-
29 Zellen inkubiert. Es wurde keine Zunahme oxidativer DNA-Schaden bei steigender
Anthocyankonzentration beobachtet [Fritz et al., 2008]. Ein vergleichbares Ergebnis wurde in
einer aktuellen Studie bei Inkubationen mit Cyanidin (20 - 100 yM) und dem Zusatz von
Katalase ins Zellkulturmedium (HT-29 Zellen) von Esselen et al. erzielt [Esselen et al., 2011b].
Auf Effekte der H,O,-Bildung durch Anthocyane und daraus resultierenden prooxidativen
Wirkungen musste in dieser Arbeit nicht geachtet werden, da bei allen durchgefiihrten
Inkubationen 100 U/ml Katalase dem Zellkulturmedium zugegeben wurde (siehe Kap. 6.4.6).

Eine mit dem HBE vergleichbare Wirksamkeit auf die Modulation Menadion-induzierter
oxidativer DNA-Schaden wurde lediglich bei Vorinkubationen mit der Phenolcarbon-
saurefraktion erreicht (siehe Abb. 7.18 (C) und Abb. 7.19 (G)). Demgegeniber zeigten weder
die Polymer- noch die Anthocyanfraktion einen Effekt auf Menadion-induzierte oxidative
DNA-Schaden (siehe Abb. 7.18 (B)(D) und Abb. 7.19 (F)(H)). Das Ergebnis der
Vorinkubation mit der Phenolcarbonsaurefraktion kann durch eine in vitro Studie an, mit H,O,
gestressten humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y), nach Inkubation mit Johannisbeer-
extrakt bzw. der daraus gewonnen Phenolcarbonsaurefraktion bestatigt werden. Sowohl far
den Extrakt als auch fir die Fraktion wurden im gleichen Konzentrationsbereich (0.25 ug/ml)
identische Effekte auf oxidative DNA-Schaden beobachtet [Ghosh et al., 2006]. Aus der
Literatur war bisher bekannt, dass Anthocyane aufgrund der radikal-inaktivierenden
Eigenschaften in der Lage sind, die DNA vor freien Radikalen zu schitzen, was mit einer
Erniedrigung von DNA-Schaden assoziiert wurde [Mas et al., 2000]. In einer Studie von
Acquaviva et al. konnte genau diese Fragestellung geklart werden. Dafir wurde mit H,O,
oder UV-Licht behandelte Plasmid-DNA mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cy-3-O-
glc (100 - 400 uM) inkubiert und die oxidativen DNA-Schaden ermittelt. Es wurde mit
steigender Anthocyankonzentration eine Abnahme oxidativer Plasmid-DNA-Schaden
beobachtet [Acquaviva et al., 2003]. Diese Untersuchungen zur Wirksamkeit von Anthocyanen
in vitro wurden durch zahlreiche in vivo Studien (Mensch), bei denen nach Verzehr von
anthocyanreichen Fruchtextrakten oder Saften, signifikante Effekte auf oxidative DNA-
Schaden charakterisiert wurden, verifiziert. Beispielsweise wurde in einer Humanstudie, bei
der gesunde Probanden einen roten anthocyanhaltigen Mehrfruchtsaft konsumierten (700 ml
pro Tag Uber einen Zeitraum von 4 Wochen), eine Verringerung der oxidativen DNA-
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Schaden im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt [Weisel et al., 2006]. In einer Studie mit
Hamodialysepatienten wurde nach Gabe von 200 ml pro Tag, eines roten anthocyanhaltigen
Mehrfruchtsaftes (Anthocyangehalt 301 mg/l) Uber einen Zeitraum von 4 Wochen eine
signifikante Erniedrigung der oxidativen DNA-Schaden, beobachtet [Spormann et al., 2008].
Eine Abnahme oxidativer DNA-Schaden in Lymphozyten wurde in einer aktuellen Studie von
Henning et al. nachgewiesen. Daflr verzehrten 21 gesunde weibliche Probanden Uber einen
Zeitraum von 3 Wochen taglich 250 g Erdbeeren [Henning et al., 2010].

Die in der vorliegenden Dissertation erzielten in vitro Ergebnisse durch Vorinkubationen der
Zelllinien (Caco-2, HT-29) mit HBE und den HBE-Subfraktionen zeigten, dass es nicht
einfach ist, die Wirkkomponente eines Fruchtextrakts zu identifizieren bzw. den
Mechanismus der Wirksamkeit des HBE zu erklaren. Dies kdnnte zum einen dadurch erklart
werden, dass die Aktivitaten der Fraktionen zum Teil durch die Fraktionierung verloren
gingen. Zum anderen konnte ein synergistischer Effekt der einzelnen Fraktionen flur die
Wirksamkeit des HBE ursachlich verantwortlich sein.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der in vitro Ergebnisse der Inkubationen des HBE mit den
eingesetzten  HBE-beladenen  Kapselsystemen  (Pektinamidhohl-,  Molkenprotein-,
multidisperse Hiill- und Apfelpektinkapseln) zu gewahrleisten, wurden alle Ergebnisse dieser
Arbeit in Tab. 8.3 zusammengefasst dargestellt. Bei den Molkenprotein- und
Apfelpektinkapseln sollte zusatzlich untersucht werden, inwieweit ein vor der Inkubation
durchgefiihrter Aufschluss der Kapseln deren Wirksamkeiten veranderten.

Im Vergleich der HBE-beladenen Kapselsysteme mit dem HBE wurde deutlich, dass weder
die Pektinamidhohlkapseln noch die multidispersen Hiullkapseln einen Einfluss auf die
Zellvitalitét zeigten (siehe Abb. 7.16 (1)(J) und Abb. 7.17 (M)(N)). Vermutlich war bei den
multidispersen Hiillkapseln dafiir die duBere Olphase der Kapsel verantwortlich (siehe Kap.
6.3.4). Dadurch kdnnen keine Interaktionen mit dem Medium bzw. den Zellen stattfinden und
die Kapseln verblieben intakt, was offensichtlich weder nach 1 noch nach 24 h Inkubation zu
einer Freisetzung der wirksamen Komponenten des HBE flhrte. Dieses Ergebnis ist im
Einklang mit einer aktuellen Studie, die sich mit dem Einfluss von proteinstabilisierten
Nanoemulsionen auf die Vitalitdt von Caco-2 Zellen befasste. Dabei wurde festgestellt, dass
die Zytotoxizitat der Emulsionen vom verwendeten Emulgator und dessen Konzentrationen
abhangig waren. Wurde beispielsweise der Emulgator Tween-80 in den Konzentrationen 0.5,
2 und 3 mg/ml zugegeben und ber 72 h mit Caco-2 Zellen inkubiert, so konnten signifikante
Einflisse auf die Zellvitalitdt um 30%, 90% und > 90% nachgewiesen werden [He et al., 2011].
Wie schon erwahnt, zeigten die Pektinamidhohlkapseln keinen Einfluss auf die Zellvitalitat
von Caco-2 Zellen im Alamar Blue Assay. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass ein
zytotoxischer Effekt in vitro von dem eingesetzten Pektin und dessen Konzentration
abhangig ist. In einer Studie von Cheng et al. wurden aus Ginseng isolierte Pektine in
unterschiedlichen Konzentrationen (0 - 5 mg/ml) mit HT-29 Zellen inkubiert. Dabei zeigte
sich, dass abhangig vom eingesetzten Pektin ein signifikanter zytotoxischer Effekt nach 72 h
Inkubation ab 2.5 mg/ml Pektin zu beobachten war [Cheng et al., 2011]. Bei Untersuchungen
eines modifizierten Pektins aus Zitrus auf die Vitalitdt von Prostatakrebszellen (LNCaP und
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PC3) konnten nach 48 h Inkubation bei einer Konzentration von 1% (w/v) signifikante Effekte
nachgewiesen werden [Yan et al., 2010]. Demgegenlber wurden weder nach 3 h noch nach
16 h Inkubationen von Caco-2 Zellen mit Pektinamid in einer Konzentration von 0.5% (w/v)
zytotoxische Effekte beobachtet [Bernkop-Schnurch et al., 2006].

Des Weiteren konnten im Rahmen dieser Arbeit sowohl nach 1 h als auch nach 24 h
Inkubation mit Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln im Konzentrationsbereich > 50 ug/ml
HBE signifikante zytotoxische Effekte auf Caco2- Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 7.16
(K)(L) und Abb. 7.17 (O)(P)). Mittels dieser beiden Systeme sollte zusatzlich untersucht
werden, inwieweit ein vor der Inkubation durchgeflihrter Aufschluss der Kapseln mittels Ultra
Turrax die Wirksamkeit der Systeme verandert. Dadurch musste der in den Kapselsystemen
enthaltene HBE nicht erst aus den Kapseln freigesetzt werden, sondern lag direkt in einem
Gemisch mit den Kapselmaterialien vor. Bei den Inkubationen mit Caco-2 Zellen und
aufgeschlossenen bzw. intakten Kapseln zeigte sich, dass die Ergebnisse von
aufgeschlossenen Kapseln mit denen der intakten Kapseln vergleichbar waren (siehe Abb.
7.16 (K)(L) und Abb. 7.17 (O)(P)).
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Tab. 8.3: Zusammenfassung der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit HBE und HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-, multidisperse Hiill-
Molkenprotein-, Apfelpektinkapseln; mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) auf die Zellvitalitét, intrazelluldre ROS, GSH-Level und (oxidative)
DNA-Schéden in Caco-2 Zellen nach 1 und 24 h Vorinkubation.

Biomarker Wirkung
HBE i?)itli::;;zigl- Molkenproteinkapsel mﬁg:ﬁggg:e Apfelpektinkapsel
1h 24 h 1h 24 h 1h 24 h 1h 24 h 1h 24 h 1h 24 h 1h 24 h
aufgeschlossen intakt aufgeschlossen intakt intakt aufgeschlossen
Zellvitalitat - | - - S A Y o T B (1 S A O (1 L A B 0
e I L | L v - - B
GsHLevel | = ()" | (O | F [ @ | @F | @ | - | - [@° @ | @ | @
s B ¢ ] ] [l e

(): Wirksamkeit im Konzentrationsbereich > 250 ug/ml

# Tendenz zu erkennen

-: kein Effekt
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Die signifikant zytotoxischen Einflisse der beiden Kapselsysteme (ob intakt oder
aufgeschlossen) auf Caco-2 Zellen kénnten auf den niedrigen pH Wert (pH 1.5) der Kapseln
(siehe Kap. 6.3.5) zurtckzufuhren sein. Der Einsatz dieser Systeme in der Zellkultur hatte
vermutlich zur Folge, dass die optimalen Kulturbedingungen (pH 7.4) fir Caco-2 Zellen
[DSMZ, 2004] gestort waren und dadurch zytotoxische Effekte auftraten. Ein zusatzlicher
Effekt auf die Zellvitalitdt von Caco-2 Zellen kénnte durch die Kapselmaterialien selbst
ausgelost werden. Wie in Tab. 6.2 gezeigt enthalten die Apfelpektinkapseln ein Pektin, dass
nicht in den zuvor diskutierten Pektinamidhohlkapseln eingesetzt wurde. Aufgrund dessen
ware ein zusatzlicher zytotoxischer Einfluss, unabhangig vom pH-Wert, auf Caco-2 Zellen
durch das Apfelpektin durchaus denkbar [Bernkop-Schnurch et al., 2006; Yan et al., 2010]. Im
Vergleich dazu, wurden nach 48 h Inkubation von MilzZlymphozyten der Maus mit
Molkenproteinkonzentraten (1.6 - 0.0015 mg/ml) keine zytotoxischen Effekte nachgewiesen
[Cross et al., 1999]. In einer aktuellen Studie von Gosh et al. konnte ein vergleichbares
Ergebnis erzielt werden. Dabei wurden nach 48 h Inkubation von Mausefibroblasten (L929
Zellen) mit unterschiedlichen Molkenproteinldsungen keine zytotoxischen Effekte beobachtet
[Ghosh et al., 2011].

Ein Vergleich der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse nach Vorinkubation mit HBE und den
verwendeten HBE- beladenen Kapselpraparaten (Pektinamidhohl-, multidisperse Hiill-,
Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln) auf deren antioxidatives Potential in vitro (Caco-2
Zellen) zeigte, dass die Wirksamkeit des HBE abhangig von der Verkapselungstechnik
beeinflusst wurde. Am deutlichsten wurde dieser Aspekt bei den multidispersen Hiuillkapseln,
die aufgrund der duReren Olphase (siehe Kap. 6.3.4) im Zellkulturmedium aufschwammen
und somit die Freisetzung der wirksamen Komponenten des HBE verhindert wurde. Dadurch
konnten keine Effekte (1 und 24 h Inkubation) auf die untersuchten Biomarker des oxidativen
Stresses in den verwendeten Testsystemen auf Caco-2 Zellen nachgewiesen werden (siehe
Abb. 7.20 (J), Abb. 7.21 (N), Abb. 7.24 (J), Abb. 7.25 (N), Abb. 7.29 (J) und Abb. 7.30 (N)).
Dieser negative Einfluss (aufschwimmen der Kapseln im Zellkulturmedium) aufgrund der
auBeren Olphase muss jedoch nur bei in vitro Testsystemen beachtet werden. Pflanzendl,
wie es fur die Herstellung dieses Kapseltyps verwendet wurde (siehe Tab. 6.2), wird taglich
mit der Nahrung aufgenommen und im Korper abgebaut. Dies bedeutet, dass bei
kontrolliertem Konsum dieser multidispersen Hullkapseln in vivo keine negativen Effekte zu
erwarten sind. Die Olphase der Kapsel kann durch unterschiedliche Enzyme (Lipasen)
wahrend der Magen-Darm-Passage abgebaut und der enthaltene Wirkstoff freigesetzt
werden [Singh et al., 2011]. Es ist aus der Literatur bekannt, dass solche Wasser in Ol-
Emulsionen schon seit langerem verwendet werden, um Substanzen erstens zu stabilisieren
und zweitens deren Transport durch den Magen-Darm-Trakt zu kontrollieren [Singh et al.,
2011].

Durch Inkubationen mit den HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-,
Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln) an Caco-2 wurden mit dem HBE vergleichbare
Ergebnisse erhalten. Es zeigte sich, dass sowohl eine signifikante Erniedrigung TBH-
induzierter intrazellularer ROS (siehe Abb. 7.29 (I)(K)(L) und Abb. 7.30 (M)(O)(P)) und eine
Reduzierung Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schaden (siehe Abb. 7.20 (1)(K)(L) und
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Abb. 7.21 (M)(O)(P)) als auch eine tendenzielle Erh6hung des Glutathiongehalts (siehe Abb.
7.24 ()(K)(L) und Abb. 7.25 (M)(O)(P)) in Caco-2 Zellen nachgewiesen werden konnten.
Dies bedeutet, dass die Verkapselungsmethoden fir HBE dessen potente antioxidative
Wirksamkeit auf die untersuchten Biomarker in Caco-2 Zellen nach der Freisetzung im
Zellkulturmedium  nicht beeinflussten. Ein additiver antioxidativer Einfluss der
Kapselmaterialien auf die in Caco-2 Zellen untersuchten Biomarker wurde nicht beobachtet,
da durch Inkubationen mit HBE-beladenen Kapseln keine potenteren Effekte als die des
HBE erreicht wurden. Dass jedoch ein zusatzlicher Einfluss der Kapselmaterialien in vitro
bericksichtigt werden sollte, zeigte eine Studie von Kent et al. Dabei wurden
Molkenproteinisolate mit humanen Prostataepithelzellen inkubiert und eine signifikante
Erhdhung (64%) des Glutathiongehalts der Zellen im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen
[Kent et al., 2003].

Wird die in vitro Situation jedoch der in vivo Situation gegeniibergestellt so wird deutlich,
dass die Kapselmaterialien weiter an Bedeutung gewinnen. Beispielsweise Pektin, welches
in zwei Kapselsystemen enthalten war (Pektinamidhohl- und Apfelpektinkapseln; siehe Tab.
6.2), wird auch durch die tagliche Nahrung (Obst und Gemiuse) aufgenommen [Thakur et al.,
1997]. Es ist bekannt, dass Pektin durch enzymatischen und bakteriellen Abbau im
Dinndarm und Dickdarm gespalten wird. Dadurch kdnnen weitere Substanzen mit einem
mdglichen protektiven Wirkpotential gebildet werden. So wurde bei Inkubationen von
amidiertem Pektin mit humanem Dinndarm- und Dickdarminhalt gezeigt, dass zwischen
70% und 80% der Ausgangsmenge zu SCFA’s (engl. short chain fatty acid, kurzkettige
Fettsauren) abgebaut wurden [Knaup et al., 2008]. Es ist weiterhin literaturbekannt, dass die
entstandenen SCFA's, vor allem Butyrat, die Bildung von Bifido- und Lactobakterien im Darm
unterstitzten kdénnen. Zusatzlich wird vermutet, dass SCFA’s positive Wirkungen auf die
Zellproliferation, Apoptose und die Muzin Produktion haben [Roy et al., 2008].

Ein weiteres in vivo bedeutsames Kapselmaterial ist Molkenproteinisolat, das bei der
Herstellung der Molkenproteinkapseln verwendet wurde (siehe Tab. 6.2). Molkenproteine
(20%) sind neben Casein (80%) Hauptbestandteile der Milch und werden durch die tagliche
Nahrung (tagliche Aufnahme an Mich pro Person in Deutschland betrug 2007 100 - 130 g;
[Rimbach et al., 2010]) aufgenommen. Nachdem Molkenproteine unmetabolisiert den Magen
passierten und intakt den Dunndarm erreichten, findet dort eine Spaltung zu unter-
schiedlichen, teilweise essentiellen, Aminosduren (Leucin, Isoleucin, Methionin, Valin,
Cystein, etc.) statt. Diese kdénnen wiederum vom Korper resorbiert und verteilt werden
[Luhovyy et al., 2007]. So ist aus der Literatur bekannt, dass Molkenproteine nach der
Spaltung zu Aminosauren (Cystein) bei der Bildung von Glutathion beteiligt sein kdnnen und
dadurch die intrazellulare antioxidative Kapazitat erhéhen kénnten [Marshall, 2004].
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8.3.1 Fazit zur antioxidativen Wirksamkeit

Bei den Untersuchungen zur antioxidativen Wirksamkeit des HBE im Vergleich zu den HBE-
beladenen Kapselsystemen stellte sich heraus, dass die multidispersen Hiullkapseln
aufgrund der &uReren Olphase in dieser Formulierung nicht fir die Verwendung in den in
vitro Experimente geeignet waren. Durch Inkubationen mit HBE-beladenen Kapselsystemen
wurden im Konzentrationsbereich 50 - 500 uyg/ml durch HBE-beladene Molkenprotein- und
Apfelpektinkapseln ein signifikanter Einfluss auf die Zellvitalitat beobachtet. Eine tendenzielle
Erhéhung des Glutathiongehalts der Zelle (100 - 500 ug/ml), eine Reduzierung der ROS mit
steigender Konzentration (100 - 500 pg/ml) und ein positiver Einfluss auf die Bildung von
oxidativen DNA-Schaden (5 - 10 yg/ml) wurden nach Inkubation mit den HBE-beladenen
Kapselsystemen - Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln - nachgewiesen.
Die biologischen Wirkungen der Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln
waren mit denen des nicht verkapselten HBE vergleichbar.

Aus diesem Grund lasst sich sagen, dass der Einsatz von Verkapselungstechniken in vitro
zu keiner Reduzierung der biologischen Wirksamkeit der Wirkkomponenten flihrten. Damit
stellen die getesteten Kapselsysteme (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektin-
kapsenin) eine gute Mdglichkeit dar, bioaktive Stoffe zu verkapseln, um Zielorte im Kérper zu
erreichen, ohne dass die Wirksamkeit in vitro beeinflusst wird. Die in dieser Arbeit
beobachteten in vitro Effekte auf ausgewahlte Biomarker des oxidativen Stresses, missen in
der Zukunft in in vivo Studien verifiziert werden.
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10Anhang

In diesem Kapitel werden alle Daten die nicht im Ergebnisteil der Arbeit gezeigt wurden
zusammengefasst dargestellt.

10.1 Testung auf Zellvitalitat (Alamar Blue Assay)

Zur Erfassung der Zellproliferation und zytotoxischer Effekte wurde der Alamar Blue Assay
verwendet. Es handelt sich hierbei um einen Farbreaktionstest, bei dem die Reduktion von
Resazurin zu Resorufin in direktem Verhaltnis zu metabolischen Intermediaten erfasst wird.
Diese Intermediate sind in proliferierenden Zellen im Gegensatz zu nicht proliferierenden
Zellen erhdht. Somit ist es mdglich, durch eine Absorptionszunahme eine Aussage Uber die
Vitalitat der Zellen (HT-29) zu treffen (siehe Kap. 6.5.1).

Im Folgenden sind die Ergebnisse zu den 1 und 24 h Inkubationen der HT-29 Zellen mit HBE
und den HBE-Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsaure- und Polymerfraktion)
dargestellt (siehe Abb. 10.1 und Abb. 10.2).
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10.1.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen
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Abb. 10.1: Testung auf zytotoxische Effekte in HT-29 Zellen nach 1 h Inkubation mit HBE und den drei
HBE-Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und Polymerfraktion) mittels Alamar
Blue Assay (n = 3; mean + SD) im Vergleich zur Medium-behandelten Kontrolle.
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10.2: Testung auf zytotoxische Effekte in HT-29 Zellen nach 24 h Inkubation mit HBE und den
drei HBE-Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und Polymerfraktion) mittels
Alamar Blue Assay (n = 3; mean + SD) im Vergleich zur Medium-behandelten Kontrolle.

Student's t-test: *p < 0.05.
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10.2 Testung auf (oxidative) DNA-Schaden (Comet
Assay)

Zur Erfassung von (oxidativen) DNA-Schaden wurde die alkalische Einzelzellgelelektro-
phorese, der sog. Comet Assay modifiziert nach Collins et al. und Singh et al. herangezogen
[Collins et al., 1996; Singh et al., 1988].

Hierbei wurden die zu untersuchenden Zellen (HT-29 und Caco-2) in Agarosegel auf
Objekttrager aufgetragen, die Zellmembran lysiert, mit oder ohne Enzym (Formamido-
pyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG)) behandelt (um eine Aussage Uber das Ausmal
oxidativer DNA-Schaden zu erhalten), die DNA entwunden und anschlieBend die
Elektrophorese gestartet. Dabei wandern entstandenen DNA-Fragmente im Gel, die nach
Anfarben mit Ethidiumbromid mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet werden
kénnen. Aufgrund der GroRe des Kometenschweifes ist es moglich, eine Aussage uber
vorhandene und induzierte Strangbriche zu treffen (siehe Kap. 6.5.3).

In den Folgenden Kapiteln (siehe 10.2.1 bis 10.2.4) wird sowohl auf die Etablierung des
Comet Assay (Konzentrations-Wirkungsverlaufe) fir HT-29 und Caco-2 Zellen als auch auf
die Ergebnisse zu den Inkubationen mit HBE und HBE-Subfraktionen mit und ohne FPG-
Behandlung eingegangen (siehe Abb. 10.3 bis Abb. 10.9).

10.2.1 Etablierung des Comet Assay
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Abb. 10.3: Konzentrations-Wirkungsverlauf von Menadion (Md) auf die sogenannte tail intensity in
Caco-2 und HT-29 Zellen (mit und ohne FPG), (n = 3-8, mean + SD), Student's t-test:
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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10.2.2 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen (ohne
FPG-Behandlung)
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Abb. 10.4: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in Caco-2 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM; 1 h; nur Inkubationen
ohne FPG-Behandlung; n = 3-5; mean + SD.
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Abb. 10.5: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in Caco-2 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 6 uM; 1 h; nur Inkubationen
ohne FPG-Behandlung; n = 3-5; mean + SD, Student's t-test: *p < 0.05.
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10.2.3 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen (ohne
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Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in HT-29 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsdure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 20 uM; 1 h; nur Inkubationen
ohne FPG-Behandlung; n = 3-5; mean + SD.
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Abb. 10.7: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schdden in HT-29 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 20 uM; 1 h; nur Inkubationen
ohne FPG-Behandlung; n = 3-5; mean + SD.
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10.2.4 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen (mit FPG-
Behandlung)
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Abb. 10.8: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in HT-29 Zellen nach 1h
Vorinkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 20 uM; 1 h; nur Inkubationen
mit FPG-Behandlung; n = 3-5; mean + SD.
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Abb. 10.9: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schdden in HT-29 Zellen nach 24 h
Vorinkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsdure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit Menadion (Md); 20 uM; 1 h; nur Inkubationen
mit FPG-Behandlung; n = 3-5; mean £ SD.
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10.3 Bestimmung des Glutathiongehalts

Die Bestimmung des zellularen Glutathiongehalts in Caco-2 Zellen wurde mit einer nach
Gallagher et al. modifizierten Methode bestimmt [Gallagher et al., 1994]. Hierbei wurde in einer
NADPH-abhangigen Reaktion Uber eine Glutathionreduktase (GSR) GSSG zu GSH oxidiert
und dabei 5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) kontinuierlich zu 5-Thio-2-nitrobenzoat
(TNB) reduziert. Die Zunahme der Extinktion (Bildung von TNB) kann bei 412 nm verfolgt
und photometrisch ausgewertet werden (siehe Kap. 6.5.4).

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Inkubationen (1 und 24 h) der HT-29 Zellen mit HBE
und den HBE-Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsdure- und Polymerfraktion)
dargestellt (siehe Abb. 10.10 und Abb. 10.11)

10.3.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen
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Abb. 10.10: Modulation des Glutathiongehalts in HT-29 Zellen nach 1 h Vorinkubation mit HBE und
dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsédure- und Polymerfraktion) und
Nachbehandlung mit Menadion (Md); 20 uM; 1 h; n = 3-5; mean + SD.
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10.4 Bestimmung intrazellularer ROS (DCF Assay)

Der Dichlorfluorescin (DCF) Assay ermoglicht die Bestimmung intrazellularer reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die durch oxidativen Stress in der Zelle gebildet werden. Er beruht
auf einem relativen Fluoreszenzanstieg durch Oxidation des intrazelluldren Fluoreszenz-
farbstoffs Dichlorfluorescindiacetat (DCFH-DA) zu Dichlorfluorescein (siehe Kap. 6.5.2).

Im Folgenden sind die Ergebnisse zu den 1 und 24 h Inkubationen der HT-29 Zellen mit HBE
und den HBE-Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsadure- und Polymerfraktion)
dargestellt (siehe Abb. 10.12 und Abb. 10.13)

10.4.1 Testung des HBE und der HBE-Subfraktionen
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Abb. 10.12: Modulation des TBH-induzierten intrazelluldren ROS-Levels in HT-29 Zellen nach 1 h
Inkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonsédure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit TBH; 250 uM; 40 min); n = 3-5; mean + SD;
Student's t-test: *p < 0.05.
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Abb. 10.13: Modulation des TBH-induzierten intrazelluldren ROS-Levels in HT-29 Zellen nach 24 h
Inkubation mit HBE und dessen Subfraktionen (Anthocyan-, Phenolcarbonséure- und
Polymerfraktion) und Nachbehandlung mit TBH; 250 uM; 40 min); n = 3-5; mean + SD.
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