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Zusammenfassung

In der Bevdlkerung steigt mit zunehmendem Alter die Inzidenz chronischer Erkrankungen.
Eine haufig diskutierte Ursache chronischer Erkrankungen ist oxidativer Stress. Dieser
entsteht im Korper, wenn es zu einem Ungleichgewicht zwischen der Bildung und
Inaktivierung von sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) kommt. Diesem
Ungleichgewicht kdnnen endogene Faktoren (z.B. korpereigenes Glutathion (GSH)) und
exogene Antioxidantien (z.B. Flavonoide) entgegenwirken. Epidemiologische Daten zeigen,
dass eine Ernahrung mit einem hohen Anteil an Flavonoiden préaventive Eigenschaften zeigt
und mit einem inversen Effekt bezlglich des Risikos chronischer Krankheiten korreliert.
Beerenfrichte (vor allem Wildheidelbeeren) stellen eine wichtige Quelle an diesen
Flavonoiden dar. Fur die Wildheidelbeere werden neben anderen Polyphenolen haupt-
sachlich die Anthocyane flr deren Wirkung verantwortlich gemacht. Vor allem antioxidative
und antiinflammatorische Eigenschaften von Anthocyanen werden derzeit diskutiert. Der
Nachteil von Anthocyanen im Vergleich zu anderen Polyphenolen resultiert allerdings aus
deren geringen Bioverflgbarkeit. In vielen Studien lag die Bioverflgbarkeit von verzehrten
Anthocyanen im Urin meist unter 1%. Ein Grund fir die geringe Aufnahme von Anthocyanen
ist deren limitierende Stabilitat. Im Darm, welcher als Hauptresorptionsort fir Anthocyane gilt,
liegt ein Milieu von pH 6-8 vor. Unter diesen pH-Bedingungen sind die Strukturen der
Anthocyane nur begrenzt stabil. Daraus begrindete sich in der Vergangenheit unter
anderem das Forschungsziel, Anthocyane aus Heidelbeerextrakt (HBE) mit Hilfe ver-
schiedener Verkapselungstechniken wahrend der Darmpassage zu stabilisieren und gezielt
am Wirkort freizusetzten (DFG/AIF-Cluster 1, 2008-2011). Die effektivsten Verkapselungs-
techniken basierten dabei auf Molkenprotein- und Pektinbasis. In vitro konnten durch die
Verkapselung im Vergleich zum unverkapselten Extrakt hdhere Anthocyankonzentrationen
im (simulierten) Dunndarmmilieu erreicht werden. Auf3erdem zeigte sich in vitro keine
Verringerung der biologischen Aktivitat (ROS, DNA-Strangbriche, GSH) durch die Ver-

kapselung.

Ziel war es, die bisherigen in vitro Ergebnisse zur biologischen Aktivitait des HBE
(unverkapselt und verkapselt) und der Bioverflugbarkeit der Anthocyane aus dem HBE bzw.
Kapselmaterial auf die in vivo Situation zu Ubertragen und zu verifizieren. Die zentralen
Fragen waren, in welchem Ausmaf} Anthocyane aus HBE, die Bioaktivitat beeinflussen
kénnen, unverandert in den Dickdarm gelangen, welche Rolle Prozesse der Dickdarm-
mikrobiota spielen und inwieweit dies durch Stabilisierungs-(Verkapselungs-)Techniken
moduliert werden kann. Der Losungsweg fur diese Fragestellungen wurde durch eine
humane Pilotstudie an Probanden realisiert. Welchen Einfluss der Darm bezuglich der

Bioaktivitat und Bioverfiigbarkeit von HBE besitzt, kann anhand von Probanden mit intaktem



ZUSAMMENFASSUNG Xl

Gastrointestinaltrakt (GIT) nur limitierend erfasst werden. Aus diesem Grund wurde die
Studie zum einen mit Probanden, die ein Stoma am terminalen lleum besitzen und zum
anderen analog mit Kontrollprobanden mit intaktem Kolon durchgefiihrt. Die Pilotstudie
wurde 2011 am Universitatsklinikum Wurzburg durchgefuhrt und unterteilte sich in zwei
Abschnitte. Dabei erfolgte wahrend Teil | die Verabreichung von Heidelbeerextrakt (HBE)
und wahrend Teil Il die Verabreichung von HBE-beladenen Molkeproteinkapseln (hergestellt
durch U. Kulozik, TU Minchen) und HBE-beladenen Citruspektinkapseln (hergestellt durch
K. Schwarz, Univ. Kiel), jeweils mit aquimolaren Anthocyankonzentrationen. Durchgefuhrt
wurde die Pilotstudie mit Probanden mit intaktem Gastrointestinaltrakt (mit Kolon) und
lleostomaprobanden (ohne Kolon). Wéhrend der Studie wurden von allen Probanden Blut-
und Urinproben und von den lleostomieprobanden zusatzlich lleostomabeutel gesammelt.
Durch den Vergleich der beiden Probandengruppen konnte somit erfasst werden, welchen
Einfluss der Dickdarm auf die Bioverfugbarkeit und biologische Aktivitat besitzt und inwieweit

im Dickdarm gebildete Metabolite fir biologische Wirkungen verantwortlich sind.

Nach Heidelbeerextraktverzehr ergaben sich bei Probanden mit intaktem GIT im Vergleich
zu lleostomaprobanden hdhere Gehalte an Anthocyanen (Urin 44% und Plasma 79%) und
Abbauprodukten (Urin 75% und Plasma 100%). Durch Molkeproteinverkapselung (MPK) und
Citruspektinverkapselung (CPK) wurden im Vergleich zum HBE die Gehalte in Dinndarm-
flussigkeiten, Urin und Plasma der Probanden moduliert. Die Ausscheidungsmengen uber
den Urin zeigen, dass die Molkeproteinverkapselung die systemische Konzentration und die
Kurzzeitbioverfigbarkeit der Anthocyane erhdéhen kann. Nach Citruspektinverkapselung
erfolgte eine Modulation und Stabilisierung der intestinalen Anthocyankonzentrationen
lokalisiert am Ende des Dinndarms. Die Erfassung der DNA-Schaden zeigte eine
tendenzielle Abnahme der DNA-Strangbriche in den Blutzellen beider Probandengruppen
wahrend der Studie nach unverkapseltem HBE-Verzehr. Die starksten Effekte der
Reduzierung oxidativer DNA-Schaden (mit FPG-Behandlung) wurden nach Verzehr des
citruspektinverkapselten Extraktes (CPK) in beiden Probandengruppen detektiert. Nach
MPK-Verzehr konnten hingegen nur geringe Effekte beobachtet werden. Der GSH-Status
der Probanden wurde innerhalb der Studie nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Verkapselung von Anthocyanen deren
Bioverfugbarkeit im Vergleich zu nichtverkapselten Anthocyanen modulieren kann, wobei die
Bioverfugbarkeit der Anthocyane im Allgemeinen wahrend dieser Studie sehr gering war.
Weiterhin wurden Effekte zur antioxidativen Wirksamkeit der verwendeten Extraktsysteme
beobachtet. Der Dinndarmmetabolit Phloroglucinolaldehyd wurde als potentielle Wirk-
komponente identifiziert (Forschungsstelle Il, Wien). Die vorliegenden Ergebnisse werden

anhand der Betrachtung der DNA-Schadigung und der ermittelten Plasmakonzentrationen
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aber nicht vollstandig erklart. Weitere Anthocyanmetabolite, die im Rahmen dieser Arbeit

nicht untersucht wurden, kdnnen fir die Wirkung des Extraktes verantwortlich sein.
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Summary

The incidence of chronic diseases increases with advancing age of the population. A
commonly discussed cause of chronic diseases is oxidative stress, which occurs in the body
when there is an imbalance between the formation and inactivation of so-called reactive
oxygen species (ROS). Endogenous factors (e.g. endogenous glutathione (GSH)) and
exogenous antioxidants (e.g. flavonoids) may counteract this imbalance. Epidemiological
data suggests that a diet, rich in flavonoids indicates preventive properties and correlats with
an inverse effect in respect to the risk of chronic diseases. Berries (especially bilberries) are
an important source of these flavonoids. They contain besides other polyphenols high
amounts of anthocyanins, which might be responsible for the positive effects of bilberries.
Presently, the most discussed properties of anthocyanins include antioxidative and anti-
inflammatory properties. However a disadvantage of anthocyanins in contrast to other
polyphenols is their low bioavailability. In many studies, the bioavailability of anthocyanins
after consumption was usually less than 1%, measured in urine. A reason for the low
absorption capacity of anthocyanins might be their limited stability in the gastrointestinal
tract. The intestine, comprising a pH milieu of pH 6-8, is regarded as the main site of
absorption for anthocyanins. However, under these pH conditions, the stability of the
anthocyanins is limited. In previous studies, we focused on stabilizing anthocyanins from
bilberry extract (BE) during the intestinal passage by the use of various encapsulation
techniques and to trigger a controlled release at the site of action in vitro (DFG / AiF
cluster 1, 2008-2011). The most effective encapsulation techniques based on whey protein
and pectin basis. The encapsulation of bilberry extract increased the amounts of
anthocyanins in the (simulated) small intestinal milieu in comparison to non-encapsulated
extract. Furthermore, there was no reduction in the level of biological activity (ROS, DNA
strand breaks, GSH) by encapsulation.

The objective of our research project was the transfer and confirmation of previous in vitro
results into the in vivo level of the biological activity and bioavailability of anthocyanins from
the BE (non-encapsulated and encapsulated). The central questions were how anthocyanins
from bilberry extract may affect the biological activity, passing unchanged into the large
intestine, which role play fermentative processes of colonic microbiota and how stabilization
(encapsulation) techniques might modulate these parameters. The approach of this research
project was realized by a human pilot study with human volunteers. The influence of the
large intestine on the bioactivity and bioavailability of BE can be addressed by the use of
volunteers with healthy gastrointestinal tract, but the data is limited. Furthermore, the study
was performed with ileostomy volunteers, who have a terminated artificial small bowel outlet

(without the colon, and the effluents from the small intestine can be collected for further
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analysis) and with control subjects, with an intact colon. The pilot study was performed at the
University Hospital of Wuerzburg in 2011. It was divided into two parts: During the part | of
the study, bilberry extract (BE) was administered, while in the part Il there was the
administration of BE-loaded whey protein capsules (provided by U. Kulozik, TU Munich) and
the administration of BE-loaded citrus pectin capsules (provided by K. Schwarz, Univ. of Kiel)
each in equimolar anthocyanin amounts. The study was performed with volunteers with an
intact gastrointestinal tract and subjects who had an ileostomy outlet (stoma). During the
study, blood and urine samples were collected from all subjects; additionally the ileostomy
effluents from ileostomy volunteers were collected. The comparison of the two groups of
subjects provides data on the influence of the colon on the bioavailability and the biological
activity of BE and to what extent colonic metabolites could be responsible for the biological

activities.

According to bilberry extract consumption, higher contents of anthocyanins (urine 44% and
plasma 79%) and degradation products (urine 75% and plasma 100%) were found in healthy
volunteers compared to ileostomist. The contents in small intestinal fluid, urine and plasma of
the subjects were modulated by whey protein encapsulation (WPC) and citrus pectin
encapsulation (CPC) in comparison to BE. The selected whey protein encapsulation of
anthocyanins has increased the short-term systemic bioavailability. After citrus pectin
encapsulation the intestinal concentrations of anthocyanins localized in the small intestine
were modulated and stabilized. Detection of the DNA damage showed a tendency-specific
decrease in the DNA strand breaks in the blood cells of both volunteer groups during the
study after unencapsulated BE consumption. The most potent effects of the reduction of
oxidative DNA damage (with FPG treatment) were detected after consumption of the citrus
pectin-encapsulated extract (CPC) in both groups of subjects. The GSH status of subjects

was not influenced within the study.

The bioavailability of the anthocyanins under study was generally low, but the results of this
study indicate that the encapsulation of anthocyanins modulates the bioavailability compared
to non-encapsulated anthocyanins from bilberry extract. Furthermore, effects on the
antioxidative activity of the used extract systems were observed. Phloroglucoinolaldehyde, a
metabolite of the small intestine was identified as a potential active component
(Forschungsstelle 11, Wien), but does not completely explain the obtained results on the basis
of the analysis of DNA damage and the determined plasma concentrations. Further
metabolites of anthocyanins, which have not been investigated in this work, can be

responsible for the effect of the extract.
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1. Einleitung

1.1 Ursachen chronischer Erkrankungen

Die Wissenschaft beschéftigt sich schon seit einigen Jahren mit erndhrungsspezifischen
Effekten im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen. Dabei wurde in vielen Studien
die Beziehung von Inhaltsstoffen in Nahrungsmitteln und deren potentielle Wirkung auf den
menschlichen Organismus untersucht (Hooper et al., 2008; Knekt et al., 2002; Muraki et al.,
2013).

Daten des statistischen Bundesamtes in Deutschland zeigen ebenso wie Statistiken der
Weltgesundheitsorganisation (WHO), dass die haufigsten Todesursachen nicht an-
steckender chronischer Erkrankungen des vergangenen Jahrzehntes auf kardiovaskulére
Erkrankungen, Lungenerkrankungen und Tumorerkrankungen zurlickzufihren sind (Sta-
tistisches Bundesamt Destatis-Datenbank, 2017). Aufgrund der vermehrten Rate an Neu-
erkrankungen, adressieren viele wissenschaftliche Studien neben der Ursachenforschung
oder Entwicklung spezifischer Arzneimittel auch Methoden zur erndhrungsspezifischen
Pravention (Krems et al., 2006). Hierzu dienen z.B. nationale Verzehrstudien, die u.a. das
Ernahrungsverhalten und Korpergewichtangaben von Personen erheben. Diese Studien
dienen als Grundlage fur die Bewertung gesundheitlicher Risiken im Zusammenhang mit
dem Verzehr von Lebensmitteln (Krems et al., 2006). Eine haufig diskutierte Ursache
chronischer Erkrankungen ist oxidativer Stress (Waris & Ahsan, 2006). Dieser kann durch
verschiedene Ursachen, z.B. Alkylierungsreagenzien, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), UV-
Licht, Radio- und Chemotherapie induziert werden (Zhou & Elledge, 2000). Unter oxidativem
Stress wird das Ungleichgewicht zwischen der Bildung und Inaktivierung von ROS
verstanden (Halliwell & Gutteridge, 2008) und kann zu Schadigungen von Biomolekilen wie
der DNA, Proteinen und Lipiden fiihren (Hollman et al., 2011). Die Oxidation von Nuklein-
sauren kann DNA-Strangbriiche erzeugen, wodurch Mutationen entstehen konnen.
Zellspezifische Mechanismen wie den Zellzyklus, apoptotische und transkriptorische Vor-
gange werden dadurch beeinflusst, die zur Entstehung von Inflammationen und Tumoren
fuhren kénnen (Abbildung 1) (Zhou & Elledge, 2000). Die Oxidation von Proteinen kann zu
funktionellen Stdérungen fuhren, da die Funktion von Enzymen und Strukturproteinen
beeintrachtigt sein kann. So kann z.B. bei Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen wie
Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson oder Diabetes mellitus eine erhdhte Proteinoxidation
nachgewiesen werden (Stadtman & Levine, 2000). Die Oxidation von Lipiden kann einen
negativen Einfluss auf die Fluiditdit von Membranen zur Folge haben. Als Ursache fur die
meisten kardiovaskuldren Erkrankungen wird Atherosklerose beschrieben (Palmefors et al.

2014). Hierbei konnen durch oxidiertes Cholesterin (hauptséachlich dem LDL = engl. Low



EINLEITUNG 2

Density Lipoprotein) sogenannte Plaques entstehen, welche das arterielle Lumen nachteilig
behindern (Hollman et al., 2011).

Diesen negativen Eigenschaften, ausgelost durch oxidativen Stress, kdnnen korpereigene
oder korperfremde Mechanismen entgegen wirken. Endogene Faktoren, wie z.B.
korpereigenes Glutathion (GSH) und exogene Faktoren, wie z.B. Antioxidantien, kdnnen die
Bildung von oxidativem Stress verringern (Valko et al., 2007). Auch kann die Zelle durch
Mechanismen der DNA-Reparatur Schaden der DNA beseitigen, bevor sich Mutationen

manifestieren (Yan et al. 2014).

UV-Licht )
Reaktive Sauerstoff- Radio-&

spezies (ROS) ‘ Chemotherapie

Replikations-
/stress

Alkylierungs- »
? Signale

agenzien

t ‘ Sensoren
Inaktivierung: . Transduktoren
»# Glutathion l’

» Antioxidatien

1
(Polyphenole) // \

Zellzyklus- DNA
Ubergange Apoptose Transkription Reparatur

Effektoren

Reparaturmechanismen

Inflammation, Tumor

Abbildung 1:  Schematische Darstellung der Auswirkung von DNA-Schadigungen, ausgeldst durch

oxidativen Stress auf intrazelluléare Prozesse (modifiziert nach Zhou & Elledge 2000).

1.2 Pravention chronischer Erkrankungen durch sekundare Pflanzen-
inhaltsstoffe

Der mdgliche Einfluss exogener Stoffe auf die Inzidenz chronischer Erkrankungen, deren
Entstehung im Zusammenhang mit oxidativem Stress steht, kann anhand verschiedener
Studien aufgezeigt werden. So zeigten z.B. epidemiologische Studien inverse Effekte
beziiglich des Risikos bei der Entstehung chronischer Erkrankungen und dem Verzehr
bestimmter Lebensmittel (Hooper et al., 2008; Knekt et al., 2002; Muraki et al., 2013). Zu den
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aktiven Inhaltsstoffen in Lebensmitteln werden vor allem die sekundaren Pflanzen-
inhaltsstoffe gezahlt. Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe finden sich in allen pflanzlichen
Organismen und werden von diesen produziert, um Wechselwirkungen mit ihrer Umwelt zu
regulieren. Neben Geschmack, Geruch, Aussehen und Farbe der Pflanze fungieren
sekundéare Pflanzeninhaltstoffe auch als Schutz gegeniber Fraf3feinden, Viren und Bakterien
und werden oft mit einer positiven biologischen Wirkung assoziiert (Bennett & Wallsgrove,
1994). Uber den Lebensmittelbereich hinausgehend werden pflanzliche Inhaltstoffe aufgrund
ihrer vielféaltigen pharmakologischen Eigenschaften zur Phytopharmakaherstellung genutzt.
So beruhen schatzungsweise 40% aller Arzneimittel aktiv auf der Wirkweise von Naturstoffen
(Gershenzon & Kreis, 1999).

Polyphenole stellen eine Gruppe sekundéarer Pflanzeninhaltstoffe dar und z&ahlen zu den
wichtigsten ihrer Art. Bezogen auf die gesamte Biomasse sind sie nach den Zuckern die
zweithaufigste Gruppe aller organischen Verbindungen (Kuhnert, 2013). Als Polyphenole
bezeichnet man Verbindungen mit phenolischen Einheiten, die mehr als zwei Phenolringe
tragen (Quideau et al. 2011). Polyphenole werden in verschiedene Untergruppen eingeteilt
und z&hlen zu den in der Natur vorkommenden phenolischen Antioxidantien (Abbildung 2).

Phenolische Antioxidantien

synthetisch natiirlich
Butylhydroxytaluol (BHT) . _ _ _ _
Butylhydroxyanisol (BHA) Phenolséuren‘ ‘ Flavonoide ‘ Stilbene ‘ ‘ Coumarine ‘ ‘ ngnane‘ ‘Tannlne ‘
Tertidres Butylhydroguinon (TEHC)
Prapylgallat (P5)

Hydroxyhenzoe- Hydroxyzimt- Resveratrol

sauren sauren
Gallussaure p-Coumarséure
p-Hydroxyhenzoeséure Kaffeesaure Hyclrolisierte Kondensierte
Wanilinsaure Ferulaséure . .
Syringasaure Sinapinsaure Tannine Tannine
Protokatechusaure Chlorogenséure (Pmanthocyane)
Ellagséure
Ellagtannine Manomere
Gallotannine Dimnere
Trimere
4-6 mere
7-10mere
Polyrmere

‘ Flavonole‘ ‘ Flavanonole‘ ‘ Flavone ‘ ‘ Flavanole‘ ‘ Flavanone‘ ‘Anthocyanidine ‘ ‘ Isoflavonoide ‘

Cluercetin Apigenin Catechin Maringenin Delphinidin Genistein
Kaempferal Chrysin Epicatechin Eriadietyal Cyanidin Daidzein
Isorharmnetin Luteclin Epicatechin-3-gallat Malvidin
Rutin Gallacatechin Petunidin
Epigallocatechir-3-gallat Peonidin

Abbildung 2: Uberblick (ber synthetische und natirlich vorkommende, antioxidativ wirkende

phenolische Verbindungsklassen (modifiziert nach Shahidi & Ambigaipalan, 2015).
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Neben Phenolsauren, Stilbenen, Coumarinen, Lignanen und Tanninen werden auch die
Gruppe der Flavonoide mit antioxidativen Eigenschaften assoziiert (Shahidi & Ambigaipalan,
2015). Diese zeichnen sich durch ein Flavangrundgerist aus, welches aus einem
Benzopyran, an dem ein Benzolring kondensiert ist, aufgebaut ist (Quideau et al., 2011).

Knekt et al. untersuchten in einer epidemiologischen Kohortenstudie die Modulation des
Risikos von chronischen Erkrankungen im Zusammenhang mit einer flavonoidreichen
Ernahrungsweise (Knekt et al., 2002). Uber ein Jahr wurden Erndhrungsdaten von iber
10.000 finnischen Frauen und M&nnern gesammelt. Die Daten zeigten, dass eine Ernahrung
mit einer hohen Flavonoidexposition eine mdgliche Verringerung des Risikos von Lungen-
tumoren, Asthma, Diabetes Mellitus und kardiovaskularen Erkrankungen zur Folge hat
(Knekt et al., 2002).

In der Metaanalyse von Hooper et al. wurde der Zusammenhang des Verzehrs von
verschiedenen Klassen an Flavonoiden (Anthocyanen, Flavonolen und Flavanonen) und
flavonoidreichen Lebensmitteln untersucht und auf deren epidemiologische Evidenz
analysiert (Hooper et al., 2008). Uber 130 Studien wurden mechanistisch und statistisch auf
die Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen verglichen. Vor allem die Biomarker wie Lipo-
proteine (LDL, HDL: High Density Lipoprotein), Blutdruck und Relaxation der GefalRwéande
wurden quantitativ ausgewertet. Auch hier kristallisierte sich ein praventiver Effekt bezuglich
des regelméRigen Verzehrs von Flavonoiden heraus. So konnte ein positiver Einfluss der
Flavonoidaufnahme auf den diastolischen Blutdruck gezeigt werden (Hooper et al., 2008).

Vor allem Beerenfriichte stechen aus verschiedenen epidemiologischen Studien hervor.
Muaki et al. wiesen innerhalb drei verschiedener Kohortenstudien die starksten praventiven
Effekte bezlglich der Inzidenz an Diabetes Typ Il zu erkranken fir Heidelbeeren nach.
Neben Heidelbeeren wurden weitere Frichte der taglichen Erndhrung wie z.B. Trauben,
Rosinen, Erdbeeren, Apfel, Birnen, Bananen, sowie Citrusfriichte und verschiedene Kern-
obstsorten betrachtet (Muraki et al., 2013).

Epidemiologische Studien sind ein wichtiges Instrument der Wissenschaft, um Lebensmittel
und deren mogliche positive Inhaltstoffe zu ermitteln und bilden somit eine interessante
Basis flr systematische Studien. Jedoch st6éf3t die Aussagekraft epidemiologischer Daten
allerdings auch oftmals an ihre Grenzen. Es sollte nicht nur die eigentliche Erndhrungsweise
sondern der gesamte Lebensstil der untersuchten Kohorten betrachtet werden. Aul3erdem
kann oft keine Aussage Uber Dosis-Wirkungseffekte und notwendige Aufnahmedauer
gemacht werden. Weiterhin ist auch unklar, welche klinisch relevanten Endpunkte betrachtet

werden missen (Hooper et al., 2008; Knekt et al., 2002).
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1.3 Vorkommen von Anthocyanen in Wildheidelbeeren (Vaccinium
myrtillus L.)

Heidelbeeren, vor allem Wildheidelbeeren (Vaccinium myrtillus L.) enthalten als aktive
Substanzen vor allem die flavonoidartigen Anthocyane (Muller et al. 2012), welche bislang
insbesondere fir deren biologische Wirkung verantwortlich gemacht werden (Atalay et al.,
2003; Bermudez-Soto & Tomas-Barberan, 2004; Kahkonen & Heinonen, 2003; Kay & Holub,
2002; Miller et al., 1996; Rice-Evans & Miller, 1996; Schantz, 2011; Schantz et al., 2010;
Triebel et al., 2012). Anthocyane werden in einer Vielzahl von Pflanzen gebildet (Jaakola et
al., 2002; Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta, 2008) und sind als natirliche Farbstoffe fir
die Blau- bis Rotfarbung zahlreicher Frichte, Bliten und Gemdusesorten verantwortlich
(Mazza & Miniati, 1993). Cyanidin, Delphinidin, Petunidin, Peonidin, Pelargonidin und

Malvidin sind die sechs haufigsten vorkommenden Anthocyanidine (Tabelle 1).

Tabelle 1: Substitutionsmuster der sechs haufigsten vorkommenden Anthocyanidine.

Substitutionsmuster

Anthocyanidin R, R,
Pelargonidin H H
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Peonidin OCH;4 H
Petunidin OCH;4 OH
Malvidin OCH; OCH;

Als Anthocyanidin (= Aglykon) wird das Molekil ohne Zuckerkomponente bezeichnet. Die
Grundstruktur besteht aus drei Ringen, welche durch die Buchstaben A, B und C in der

Nomenklatur unterschieden werden. Typisch ist, dass der C-Ring als Flavylium-Kation
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vorliegt (Tabelle 1). Die verschiedenen Anthocyanidine unterscheiden sich durch
unterschiedliche Reste der Substitution am B-Ring voneinander. Dabei handelt es sich um
Wasserstoff, Hydroxy- oder Methoxygruppen. Die in Pflanzen am héaufigsten vorkommenden
Strukturen sind die Anthocyane, welche durch Glucosilierung der Anthocyanidine an 3- oder
3', 5'- Position mit Glukose, Galaktose, Arabinose, Rhamnose oder Xylose charakterisiert
sind (glucosilierte Anthocyanidine = Anthocyane) (Clifford, 2000).

Die folgenden 15 Anthocyane sind in Heidelbeeren enthalten und variieren in funf
verschiedenen Aglyka (Cyanidin, Delphinidin, Malvidin, Peonidin und Petunidin) und drei

verschiedenen Zuckerkomponenten (Galaktose, Glukose, Arabinose) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Auflistung der 15 wichtigsten vorkommenden Anthocyane in Heidelbeeren.

Anthocyan Aglykon Zuckerrest
Cyanidin-3-O-glukosid Cyanidin Glukose
Cyanidin-3-O-galaktosid Cyanidin Galaktose
Cyanidin-3-O-arabinosid Cyanidin Arabinose
Delphinidin-3-O-glukosid Delphinidin Glukose
Delphinidin-3-O-galactosid Delphinidin Galaktose
Delphinidin-3-O-arabinosid Delphinidin Arabinose
Malvidin-3-O-glukosid Malvidin Glukose
Malvidin-3-O-galaktosid Malvidin Galaktose
Malvidin-3-O-arabinosid Malvidin Arabinose
Peonidin-3-0O-glukosid Peonidin Glukose
Peonidin-3-O-galaktosid Peonidin Galaktose
Peonidin-3-O-arabinosid Peonidin Arabinose
Petunidin-3-O-glukosid Petunidin Glukose
Petunidin-3-O-galaktosid Petunidin Galaktose

Heidelbeeren (Vaccinium) gehéren zur Gattung der Heidegewachse (Ericaceae) und kdnnen
in zwei Klassen eingeteilt werden, die sogenannten Wildheidelbeeren und Kulturheidel-
beeren. Vor allem die européaische Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus L.) ist mit ca. 1000
mg/100g Frischgewicht reich an Anthocyanen (Mueller et al., 2012). Neben anderen Frich-
ten wie z.B. Preiselbeeren, schwarzen Johannisbeeren oder blauen Weintrauben (Tabelle 3)

weisen vor allem Wildheidelbeeren (Vaccinium myrtillus L.) hohe Anthocyangehalte in
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frischen Frichten und Saften auf (Mueller et al., 2012). Auch das breite Spektrum an
verschiedenen Anthocyanen (siehe Tabelle 2) zeichnet die Heidelbeere als eine der
wichtigsten Quellen von Anthocyanen aus (Latti et al., 2008; Mdller et al., 2012; Prior et al.,
2001).

Tabelle 3: Uberblick der Anthocyangehalte verschiedener Friichte.

Frischgewicht

Frucht Spezies Literatur
[mg/100g]
_ o o (Kahkonen et al., 2003)
Preiselbeere Vaccinium vitis-idea L. 68
Schwarze Ribes nigrum 476 (Wu et al., 2006a)

Johannisbeere

Blaue Weintraube  Vitis vinifera 73 (Kallithraka et al., 2005)

_ Vaccinium myrtillus L. 1017
Heidelbeeren o (Mueller et al., 2012)
Vaccinium corymbosum L. 438

1.4  Wirksamkeit von Anthocyanen aus Heidelbeeren im Zusammenhang mit
Ursachen chronischer Erkrankungen

Anthocyane werden mit verschiedenen biologischen Wirkungen assoziiert. Verschiedene
Studien zeigen deren Antitumoraktivitat, antiinflamatorische Aktivitat, neuroprotektive
Aktivitat, Pravention im Zusammenhang kardiovaskuléarer Erkrankungen und antidiabetische
Aktivitat (Khoo et al., 2017; Li et al., 2017). Anthocyane aus Heidelbeeren zeigen in ver-
schiedenen systematischen Studien vor allem antioxidative (Del Bo et al., 2015; Schantz et
al., 2011; Spormann et al., 2008; Wu et al., 2004) und antiinflammatorische Eigenschaften
(He & Giusti, 2010; Montrose et al., 2011; Triebel et al., 2012). Die antioxidative Wirkung von
Anthocyanen ist auf ihre chemische Struktur zuriickzufuhren. Aufgrund ihres Elektronen-
mangels (Flavyliumkation) sind sie gegeniiber ROS sehr reaktiv (Galvano et al., 2004) und
fungieren als Radikalfanger, was durch die Catecholstruktur (ortho-Dihydroxysubstitution) am
B-Ring begtinstigt wird (Terao, 2009).

Schantz et al. konnten die antioxidative Wirkung eines anthocyanreichen Heidelbeer-

extraktes (HBE) in vitro an verschiedenen Darmzellen (Caco-2, HT-29) zeigen (Schantz et
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al., 2011). Die signifikante Verringerung von ROS sowie induzierter DNA-Schaden konnte
nach der Applikation von HBE in einem Konzentrationsbereich von 5-50 g/ml beobachtet
werden. Ebenso wurde in dieser Studie die Konzentration des endogen antioxidativ wirken-
den tripeptidischen Glutathions (GSH) erfasst. Die Inkubation von 50 und 500 g/ml HBE
fuhrte in vitro zu einer Erhéhung des GSH-Status (Schantz et al., 2011). In einer Folgestudie
von Juadijur et al. wurde dieser Heidelberextrakt fraktioniert und die einzelnen Fraktionen auf
die bei Schantz et al. beschriebenen Biomarker untersucht (Juadjur et al., 2015; Schantz et
al., 2011). Es zeigte sich, dass die Reduktion von DNA-Schéden auf den gesamten Extrakt
(in seiner originalen Form) und auf die Fraktion aus Phenolcarbonséuren zuriick zufiihren
war. Der GSH-Status wurde durch den gesamten Heidelbeerextrakt, der Phenolcarbonsaure-
fraktion und der Polymerfraktion geringfligig erhdht. Die Fraktion aus Anthocyanen zeigte
hier keine Effekte (Juadjur et al., 2015). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht nur
die eigentlichen Anthocyane fir die positive Wirkung von Heidelbeeren verantwortlich sind,

sondern auch enthaltene Phenolcarbonsauren und Polymere.

Die biologische Aktivitdt von Heidelbeeren wird auch durch verschiedene in vivo Daten
untermauert (siehe Tabelle 4) (Alvarez-Suarez et al., 2014; Johnson et al., 2015; Kardum et
al., 2014; Kuntz et al., 2014; Pandir & Kara, 2014; Spormann et al., 2008; Tulipani et al.,
2014; Weisel et al.,, 2006). Pandir & Kara untersuchten an Ratten die Effekte von
Heidelbeeren (Vaccinium myrtillus L.) auf Cisplatin-induzierten oxidativen Stress (Pandir &
Kara, 2014). Sie zeigten, dass die intraperitoneale Applikation mit Heidelbeeren eine
Verringerung von DNA-Schaden, eine Verringerung von Malondialdehyd (MDA, Marker fir
oxidative  Lipidschadigung) und erhohte Aktivititen endogener Enzyme  wie
Superoxiddismutase (SOD), Katalase (CAT) und Glutathionperoxidase (GPx) im Vergleich
zur unbehandelten Gruppe zur Folge hatten (Pandir & Kara, 2014). In einer Humanstudie
von Weisel et al. konsumierten gesunde Probanden einen roten Mehrfruchtsaft lber vier
Wochen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten die Probanden durch den Verzehr des
anthocyanreichen Saftes verringerte oxidative DNA-Schaden im Blut sowie einen
signifikanten Anstieg des GSH-Status (Weisel et al., 2006). Vergleichbare Ergebnisse
konnten auch an einer Gruppe von Hamodialysepatienten gezeigt werden. Spormann et al.
detektierte an dieser Gruppe von Probanden nach vierwdchigem Verzehr eines Fruchtsaftes
ebenso eine Verringerung von DNA-Schaden und eine Erh6hung des GSH-Status
(Spormann et al.,, 2008). Eine weitere Humanstudie von Kuntz et al. untersuchte das
antioxidative und antiinflammatorische Potential eines anthocyanreichen Fruchtsaftes (Kuntz
et al., 2014). Dabei zeigte sich unter anderem, dass die Aktivitdit der im Plasma
vorkommenden Enzyme, Superoxiddismutase und Katalase durch den Verzehr des

Fruchtsaftes im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant anstieg und die Konzentration von
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Malondialdehyd im Plasma und Urin der Probanden verringert wurde (Kuntz et al., 2014).

Eine Auswahl weitere Studien ist in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Ausgewadhlte Studien zur Wirksamkeit anthocyanreicher Friichte, Extrakte und Séfte
auf ausgesuchte Biomarker fg¢gr oxidativen
Superoxiddismutase, GPx: Gluthationperoxidase, GSH: Glutathion, MDA: Malon-
dialdehyd, 8-OHdG: 8-Hydroxy-2-deoxyguanosine) modifiziert nach Del Bo et al.,
2015.

Anthocyan- Konzentration Studie Biomarker Literatur

quelle

Heidelbeerextrakt 5-500 g/mi in vitro DNA-Sc h® der Schantzetal, 2011

(HT-29, ROSZ
Caco-2) GSHY
Heidelbeeren 200 mg/kg KG in vivo MDA Z, SOD Pandir & Kara, 2014
Heidelbeeren (10 (Ratte) CATY, GPx
Tage)

Anthocyanreicher 700 mi/d in vivo MDAZ, GSH Weisel et al., 2006

Fruchtsaft (28 Tage) (Mensch) DNA-Sc hadetr

Anthocyanreicher 200 mi/d in vivo MDAZ, GSH Spormannetal., 2010

Fruchtsaft (28 Tage) (Mensch) DNA-Sc hadetr

Saft aus 22 g getrocknete  in vivo SDOYy Johnson et al., 2015

getrockneten Heidelbeeren/ (Mensch)

Heidelbeeren 240 ml Wasser

(4-8 Wochen)
Erdbeeren 5009 Frichte/d in vivo DNA-Sc h& der  Tulipanietal., 2014
(2-4 Wochen) (Mensch)

Anthocyanreicher 330 ml/d in vivo SODy, CAT Kuntz et al., 2014

Fruchtsaft (2 Wochen) (Mensch) MDA Z

Aroniasaft 100 mi/d in vivo SODy , Kardum et al., 2014

(3 Monate) (Mensch) GPx Yy

MDA Z
Erdbeeren 500g Friichte/d in vivo 8-OHd G z Alvarez-Suarez et al.,
(30 Tage) (Mensch) MDA Z 2014
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1.5 Bioverfugbarkeit, Metabolismus und Abbau von Anthocyanen

Unter dem Begriff Bioverfiigbarkeit versteht man den Anteil einer Dosis, der nach Applikation
einer Substanz in den Organismus Ubergeht, bzw. der Anteil der unverédndert ins Blut
gelangt. Die Bioverfuigbarkeit bezeichnet das Verhaltnis zwischen der dem Organismus
zugefuhrten und der resorbierten Menge eines Stoffes (Roempp, 2017). Nach intravendser
Gabe liegt die Bioverfugbarkeit bei 100%, da die gesamte Dosis im Blut zur Verfligung steht.
Zur Beurteilung der Bioverfigbarkeit wird eine Plasmakonzentration-Zeit-Kurve erstellt,
deren Flache unter der Kurve (AUC engl. area under curve) die Gesamtexposition des
Kdrpers gegeniiber dem Wirkstoff aufzeigt (Naidu et al., 2008). Die Orale Bioverfligbarkeit
wird nach oraler Gabe einer Substanz mittels Bateman-Funktion der Plasmakonzentration-
Zeit-Kurve dargestellt (Garrett, 1994), wobei die AUC meist geringer im Vergleich zur
intravendsen Gabe ist. Durch orale Gabe gelangt die Substanz nicht sofort in den
Blutkreislauf, sondern muss erst durch den Magen-Darm-Trakt resorbiert werden. Der
Vergleich der Bioverflgbarkeit nach intraventser Gabe mit der oralen Bioverfigbarkeit stellt
die absolute Bioverfligbarkeit dar (Naidu et al., 2008). Im Folgenden wird von der Bio-
verflgbarkeit von Anthocyanen im Sinne deren oralen Bioverfligbarkeit gesprochen. Die
prozentualen Angaben der Bioverfiigbarkeit beziehen sich auf die verzehrte Ausgangsmenge
an Anthocyanen. Von einer absoluten Bioverfligbarkeit kann im Folgenden nicht gesprochen
werden, da in den beschriebenen Studien keine intravendse Injektion der Anthocyane
moglich war. Neben Plasmagehalten wird in vielen Studien mit Anthocyanen auch deren
Urinausscheidung in Zusammenhang mit der Bioverfligbarkeit betrachtet (Felgines et al.,
2003; Felgines et al., 2005; Gonzalez-Barrio, Borges et al., 2010; Wiczkowski et al., 2010).
Anthocyane, welche Uber die Niere im Urin ausgeschieden werden, missen zuvor den
systemischen Kreislauf erreicht haben. Allerdings kann die Bioverfiugbarkeit per Definition
nicht Uber die Elimination des Urins erfolgen, da die Niere nicht der einzige Eliminationsweg
dieser Verbindungen darstellt (Czank et al., 2013). Weiterhin kénnen in der Niere die
Ausgangsverbindungen durch den Metabolismus strukturell veréandert werden (Vanzo et al.,
2011).

Die in vielen Studien ermittelten positiven Eigenschaften von Anthocyanen steht deren
limitierende Stabilitdt im alkalischen Bereich und deren geringe Bioverfligharkeit entgegen
(Fernandes et al., 2015; Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta, 2008). Unter physiologischen
Bedingungen herrschen in den verschiedenen Bereichen des Gastrointestinaltraktes
erhebliche pH-Unterschiede. So erfahren die Anthocyane wahrend der Passage vom Magen
in den Diunndarm einen Anstieg von pH 2 auf pH 6-8, wodurch die Deglykosilierung
begunstigt und das Gleichgewicht der Anthocyane in Richtung der ringoffenen, weniger

stabilen Chalkone verschoben wird (Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta, 2008). Dies hat
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eine geringe Bioverfugbarkeit der Anthocyane zur Folge, wodurch diese nur zu einem
limitierenden Anteil unverandert ins Blut gelangen (Cooke et al., 2006; Felgines et al., 2005;
Gonzalez-Barrio et al., 2010; Hollands et al., 2008). Tabelle 5 bietet einen Uberblick aus-
gewahlter Studien zur Bioverfugbarkeit von Anthocyanen aus verschiedenen Fruchten und
Séaften (Czank et al., 2013; Felgines et al., 2003; Felgines et al., 2005; Kalt et al., 2014; Kay
et al., 2005; Mazza, Kay et al., 2002; Milbury et al., 2010; Nurmi et al., 2009; Ohnishi et al.,
2006; Vitaglione et al., 2007; Wiczkowski et al., 2010; Wu et al., 2002).

Tabelle 5: Ausgewahlte Humanstudien zur Wiederfindung von Anthocyanen in Urin, gesammelt

in verschiedenen Zeitintervallen (modifiziert nach Fernandes et al., 2015).

Verzehrte Ausscheidung

Anthocyan- Crnax .
Anthocyane Urin [%] tmax [N] Literatur
quelle [nmol/l]
[mg] (Zeitintervall)
Heidelbeersaft 216 0,08 (24 h) - - Kalt et al., 2014
13Cs-Cy-3-glc 500 5,37 (48 h) 5970 10,3 Czank et al.,
2013
Preiselbeeren 95 0,79 (3 h) 4,64 3 Milbury et al.,
2010
: Wiczkowski et
Aroniasaft 56 0,25 (24 h) 62,9 2 al., 2010
Heidelbeeren/ Nurmi et al
Lingonbeeren 650 - (48h) 138 15 2009
Blutorangesaft 71 1,2 (24 h) 1,9 0.5 Vitaglione et
’ ’ ’ al., 2007
. Ohnishi et al.,
Preiselbeeren 651 5,0 (24 h) - - 2006
Aronia 721 0,15 (24 h) 96,1 2,8 Kay et al., 2005
Brombeere 431 0,16 (24 h) . ) Felgines et al.,
’ 2005
Erdbeere 77 1,9 (24 h) . i Felignes etal,,
' 2003
Heidelbeere 1200 0,003 (4 h) 29,2 4,0 Mazza ezto%lé

Heidelbeere 690 0,0004 (6 h) - - Wu et al., 2002
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Die Wirksamkeit von Substanzen im Organismus wird vor allem durch deren pharmako-
kinetischen Eigenschaften (Bioverfugbarkeit, Stoffwechsel, Ausscheidung) beeinflusst.
Anthocyane, die den systemischen Kreislauf erreichen, werden nicht nur intakt in den ver-
schiedenen Kompartimenten detektiert, sondern kénnen auch metabolisiert bzw. abgebaut
werden (Aura et al., 2005) (Abbildung 3). Anthocyane, die Uber die Mukosa entlang der
Magen-Darm-Passage aufgenommen werden, kénnen utber das Blut in die Leber oder Niere
gelangen und in diesen Kompartimenten metabolisiert werden (Sakakibara et al., 2009).
Neben Sulfatierung und Methylierung findet dort hauptsachlich die Glucuronidierung statt
(Fleschhut et al., 2006; Kay et al., 2006). Literaturdaten zeigen, dass im Urin neben intakten
Anthocyanen vor allem Anthocyanglucuronide und methylierte Metabolite ausgeschieden
wurden (Czank et al.,, 2013), wobei sulfatierte Anthocyane nur in vereinzelten Studien
detektiert wurden (Felgines et al., 2003). Als Hauptabsorptionsort wird der Dinndarm
diskutiert (He & Giusti, 2010). Intakte Anthocyane werden aufgrund ihrer Polaritat eher nicht
passiv Uber den Dunndarm aufgenommen, sondern bendétigen einen spezifischen Trans-
porter. Studien zeigen, dass Anthocyane mittels Natrium-abhangigen Glukosetransporter
(SGLT 1) durch die basolaterale Membran ins Blut transportiert werden kénnen (He & Giusti,
2010; Kay, 2006; Mulleder et al., 2002). Alternativ kann auch eine enzymatische Abspaltung
des Zuckerrestes unter Freisetzung der unpolaren Spezies erfolgen, welche aufgrund ihrer
Hydrophobie durch die basolaterale Membran passiv ohne aktiven Transport diffundieren
kann (Kay, 2006).

Orale Bioverfiigbarkeit Polyphenole

Aufnahme
\l, stemischer Kreislauf
passive Diffusion
Magen '

""""""" v "
\l} Galle /I Gewebe
Dinndarm mE Leber

Phasell
passive Diffusion 5€

ol \I{ SGLT1, GLUT2

Dickdarm A

Mikrobieller
Metabolismus

Fazes ----- > Ausscheidung <---- Urin

Abbildung 3: Bioverfugbarkeit und Verteilung von Anthocyanen im Organismus (SGLT1: Natrium-
abhéangiger Glukose Transporter, GLUT2: Glukosetransporter II).
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Der Abbau von Anthocyanen erfolgt meist durch die Mikrobiota im Darm (Keppler & Humpf,
2005). Denkbar ist auch, dass intakt ins Blut aufgenommene Anthocyane durch die pH-
Bedingungen (pH 7,4) in den A- und B-Ring gespalten werden, aus denen unter anderem
Phloroglucinolaldehyd (A-Ring) und die Anthocyanidin-spezifischen Phenolsauren (B-Ring)
entstehen (Felgines et al., 2010; Kay, 2006; Nurmi et al., 2009) (Abbildung 4). In den meisten
Studien wird ein grol3er Anteil der verzehrten Anthocyane nicht resorbiert und in intakter oder
abgebauter Form Uber Fazes ausgeschieden (He et al., 2005; McGhie & Walton, 2007).

Physiologische Bedingungen

OH OH
___oH Ao
B H
HO. (3\_\ /J/:_\_:/q +OH HO. . O \O/J J
DUl DU
pH 1-3 I 77 om
OH OH
Flavylium Kation Chromenol
pH 1-3, rot pH 4-5, farblos
B R T R S E G- TTmmmm---p--- 3 T—|— -
H,O
. _on = Lo
OH
HO\L//‘:\“ O:;T/{\‘*// HO. - O o~ .7
= | t \
pH 6-8 AL, =5 L[_,/.._\V,,\OH
OH OH
Chalkon chinoide Anhydrobase
pH 7-8, gelb pH 6-7, purpur
Tl OH
Mikroflora =~ 1O~ /;‘:; _OH 5;,1\_ _OH
“\ /I 0 HO.. LBJ
T I
OH
Phloroglucinolaldehyd Protokatechuséaure

Abbildung 4: Abbau von Anthocyanidinen unter physiologischen pH-Bedingungen (modifiziert nach
Mc Gieh et al., 2007, Kay, 2006).

Weitere Faktoren, die Einfluss auf die systemische Verfugbarkeit haben kdnnten, sind zum
einen die physikalischen Faktoren der Molekulgrof3e, Polaritét, die Matrix in der die Substanz
vorliegt, Dosierung, Bestandteile, die durch die tagliche Nahrung bereits im GIT vorliegen,
sowie inter-individuelle Unterschiede wie Geschlecht, Mikrobiotazusammensetzung,
Passagezeit und mdogliche Polymorphismen (Heim, Tagliaferro, & Bobilya, 2002). Einige
Studien zeigten in der Vergangenheit eine geringe Bioverfigbarkeit von <1% der auf-
genommenen intakten Anthocyane im Urin von Probanden (Felgines et al., 2005; Gonzalez-
Barrio et al.,, 2010; Hollands et al., 2008). Einher gehen Plasmakonzentrationen meist
unterhalb der Bestimmungsgrenzen (Gonzalez-Barrio et al., 2010). Diese Ergebnisse
begriinden sich analog zu den oben genannten Einflussfaktoren dadurch, dass die meisten
Studien ausschlie3lich die intakten Anthocyane und deren Phase |l Metaboliten

(Methylierung, Glucuronidierung, Sulfatierung) detektieren. Somit ergibt sich fur Anthocyane
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meist eine geringere Bioverfugbarkeit im Vergleich zu anderen Strukturen der Flavonoid-
Familie (Manach et al., 2005). Obwohl die limitierende Stabilitat von Anthocyanen bekannt
ist, gibt es nur wenige aktuelle Studien, die die Vielzahl an moglichen Abbauprodukten
identifiziert und quantifiziert haben und diese zur Kalkulation der gesamten Bioverfugbarkeit
mit bertcksichtigen. Eine Studie von Czank et al. betrachtet hierbei den komplexen Abbau
von einem einzelnen Anthocyan in vivo. Nach der Aufnahme von **C-markiertem Cy-3-glc
konnten bis zu 49 Metabolite und Abbauprodukte mit **C-Markierung, resultierend aus dem
Ausgangsanthocyan, im Menschen detektiert werden (Czank et al., 2013). Die relative Bio-
verfugbarkeit des intakten Anthocyans einschliel3lich dessen Metaboliten und Abbau-
produkten betragt in dieser Studie ca. 12% und zeigt, wie vielfaltig Anthocyane und deren
Metabolite im systemischen Kreislauf vorliegen kénnen (Czank et al., 2013). Diese Daten
zeigen, dass je nach Art der Methodik und Betrachtung der Anthocyane und deren Vielzahl
an Metaboliten &ahnlich hohe Bioverfligbarkeiten im Vergleich zu anderen Gruppen von
Polyphenolen (Manach et al., 2005) erreicht werden kénnen. Die meisten bisherigen Studien
zeigen dies allerdings nicht, da die Erfassung der komplexen Anthocyanmetabolite eine hohe
methodische und analytische Herausforderung bedeutet. Um ein einzelnes Anthocyan und
dessen Metabolismuswege in vivo verfolgen zu kénnen, ist eine Isotopenmarkierung des
Molekils unabdingbar. Die Generierung dieser isotopenmarkierten Standards mit ausreich-
ender Reinheit ist sehr schwierig, wodurch nur wenige solcher humanen Studien zur

Erarbeitung zuverlassiger Ergebnisse existieren.

Anhand der aktuellen Datenlage stellt sich die Frage, in wie weit die Bioverfligbarkeit der
Anthocyane bisher meist nur durch Analyse der Hauptstrukturen unvollstandig erfasst wurde
und welchen Einfluss die Vielzahl an mdglichen Abbauprodukten auf die aktive Wirkung
haben. Je komplexer das Anthocyanprofil im Nahrungsmittel (oder des daraus hergestellten
Extrakts), desto unterschiedlicher und vielfaltiger kann sich das Spektrum der gebildeten
Metaboliten und Abbauprodukte darstellen. Neben Phase Il Metaboliten, den bekannten
Abbauprodukten Phenolcarbonséauren (resultierend aus dem B-Ring) und Phloroglucinol-
aldehyd sind auch weitere Phenolderivate wie Phenylalkohole, Phenylaldehyde, Phenyl-
essigsauren und Phenylpropionséuren beschrieben (Cooke et al., 2006; Czank et al., 2013;
Felgines et al., 2010; Fleschhut et al., 2006; Mueller et al., 2017; Nurmi et al., 2009;
Stalmach et al., Crozier, 2012). Weitere Metabolite dieser Grundstrukturen sind ebenso
denkbar wie Anthocyanpolymere oder Chalkonstrukturen, die je nach Bedingungen gebildet
werden konnen (Mueller et al., 2017). Der komplexe Metabolismus und Abbau der
Anthocyane gibt somit Anlass nicht nur die intakten Verbindungen nach Verzehr von
Anthocyanen in humanen Matrices zu untersuchen, sondern auch die veranderten

Strukturen, die durch im Korper vorkommende enzymatische Reaktionen (z.B. Methylierung,
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Glucuronidierung, hydrolytische Spaltung) oder nichtenzymatische Reaktionen (z.B.

Ring6ffnung durch pH-Veréanderungen) entstehen kénnen.

1.6 Biologische Wirksamkeit von Anthocyanabbauprodukten

Wie bereits in Kapitel 1.4 beschrieben zeigte die Studie von Juadjur et al.,, dass die
antioxidative Wirkung des eingesetzten Heidelbeerextraktes vor allem auf die
Phenolcarbonsauren zurtickzuftiihren war (Juadijur et al., 2015). In dieser Fraktion konnten 20
Verbindungen wie Quercetin, Myricetin, p-Coumarséaure, Phloroglucinolaldehyd, Kaffee-
saure, Protocatechusdure, 5-Hydroxyvanillinsdure, Quercetin-rhamnosid, Quercetin-ara-
binosid, Gallusséaure, Epicatechin, Catechin, Coumarséaure-Derivate, Quercetin-Glucuronid,
Quercetin-galactosid, Chlorogensaure, Myricetin-glucosid, Myricetin-galactosid und
Coumaroyl-iriodid identifiziert werden. Verschiedene Studien zeigen weitere Hinweise, dass
neben Anthocyanen auch deren Metabolite und Abbauprodukte fir die biologische Wirkung
verantwortlich sein kénnen (Cassidy, 2017; Kay et al., 2017; Khoo et al., 2017; Li et al.,
2017). Die Datenlage fur Anthocyanabbauprodukte und Metabolite ist jedoch limitiert (Kay et
al., 2017). Zur Beurteilung der Effekte von Anthocyanabbauprodukten auf die biologische
Wirkung koénnen derzeit nur bisherige Studien, welche Verbindungen wie Ferulaséaure,
Vanillinsaure, Protocatechusaure und Hippursdure betrachteten, herangezogen werden (Kay
et al., 2017). Diese Verbindungen werden vor allem mit antiatheriosklerotischen,
antidiabetischen, antiinflammatorischen und antikanzerogenen Eigenschaften assoziiert
(Kakkar & Bais, 2014; Krga et al., 2016; Ou & Kwok, 2004).

Pfeiffer et al zeigten z.B. die inhibierende Wirkung von Protocatechuséure auf die Ent-
stehung von Tumoren der Speiserdhre bei Ratten (Peiffer et al., 2014). Die Studie von
Forester et al. demonstriert, dass Anthocyanmetabolite wie Gallussdure, 3-O-Methylgallus-
saure und 2,4,6-Trihydroxybenzaldehyd (Phloroglucinolaldehyd) die Viabiliat und Apoptose
in Caco-2 Zellen beeinflussen (Forester et al., 2014). Auch Kern et al. zeigte eine signifikante
Abnahme der Proliferation von HT-29-Zellen nach Inkubation mit Gallussaure (Kern et al.,
2007). Warner et al. untersuchten die Effekte verschiedener Anthocyanmetaboliten auf das
vaskulare Zelladhasionsmolekil VCAM-1. Dabei wurden die stéarksten inhibierenden Effekte

fur Protocatechusaure beschrieben (Warner et al., 2016).

Verschiedenen Studien zeigen, dass vor allem Getreide reich an Phenolsduren wie z.B.
Ferulasaure, Kaffeesaure, Vanillinsaure, p-Coumarsaure, Syringasaure, Protocatechusaure
und Gallusséaure sind (Alvarez et al., 2006; Masisi et al., 2016; Zhao et al., 2006). Human-
studien, welche die antioxidative Wirkung von verschiedenen Getreidearten untersuchten,
kdénnen somit als erste Hinweise fur die antioxidative Wirkung von Anthocyanabbau-

produkten dienen (Tabelle 6). Hierbei ist allerdings zu beachten, dass in verschiedenen
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Getreidearten noch weitere aktive Komponenten enthalten sind, und die Matrix sich von

anthocyanreichen Friichten und Extrakten unterscheidet. Ein weiterer Nachteil ist, dass die

meisten Studien die Wirkkomponenten im Einzelnen nicht identifizieren sondern einen

Gesamtphenolgehalt bestimmen (Alvarez et al., 2006; Hsieh et al., 2005; Qingming et al.,
2010; Surendiran et al., 2013; Zhang et al., 2009).

Tabelle 6: Ausgewahlte in vivo Studien zur Wirksamkeit phenolreicher Getreidesorten auf ausge-
wahlte Biomarker fiir oxidativen Stress. (§ Erhéhung, Z Verringerung, SOD: Superoxid-
dismutase, GPx: Gluthationperoxidase, GSH: Glutathion, MDA: Malondialdehyd,
modifiziert nach Masisi et al., 2016.)

Phenol- potentielle

quelle bioactive Studie Biomarker Literatur

Verbindungen

SODY

Hirse Phenole in vivo (Maus) GPxy Qingming et al., 2010
MDA Z

. . L SODy .

Wilder Reis Phenole in vivo (Maus) CATY Surendrian et al., 2013

Roggen Ferulasaure in vivo (Ratte) 8-OHd GZ Hsieh et al., 2005
GSHY

Weizen Phenole in vivo (Maus) CATY Alvarez et. al., 2006
MDA Z

. . SODY
Weizen Phenole in vivo (Ratte) MDA 7 Zhang et al., 2009

Welche Verbindungen hauptsachlich fir die biologische Aktivitdt von anthocyanreichen

Frichten verantwortlich sind, kann derzeit nicht beantwortet werden. Hierzu sind weitere

Studien notwendig, die die Effekte von Anthocyanen, deren Metaboliten und Abbau-

produkten gegenuberstellen.
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1.7 Madoglichkeiten zur Modulation der Bioverfugbarkeit und biologischen
Aktivitat von Anthocyanen

Neben dem mdglichen Einfluss gebildeter Abbauprodukte auf die biologische Wirkung von
Anthocyanen stellt sich die Frage, inwieweit die Verfugbarkeit der intakten Anthocyane
beeinflusst werden kann. Vor allem die Stabilitdt scheint in diesem Zusammenhang eine
zentrale Rolle zu spielen. Verschiedene Verkapselungstechniken bieten die Mdglichkeit die
Stabilitédt von Substanzen zu erh6hen. Vor allem im pharmazeutischen Bereich finden diese
Techniken ihre Anwendung (Orlu-Gul et al.,, 2014). Unter Verkapselung versteht man
grundsatzlich die kontinuierliche Umhillung von Substanzen mit Polymermaterialien (wie
z.B. Cellulose, Kohlenhydrate, Proteine) (Jyothi et al., 2012). Verschiedene Faktoren kénnen
durch solch eine Verkapselung beeinflusst werden. Zu diesen Faktoren zahlen Techniken,
die z.B. zur Maskierung von unangenehmem Geruch und Geschmack von Substanzen,
Schutz vor auBeren Einflissen (z.B. Sauerstoff, UV-Licht, Feuchtigkeit), Verminderung der
Flichtigkeit von Substanzen, Verringerung der Reizung des Gastrointestinaltraktes,
verzogerte Freisetzung oder Beeinflussung des Absorptionsorts dienen (Bansode et al.,
2010; Betz & Kulozik, 2011; Tiwari et al., 2012). Auch fir den Lebensmittelbereich sind
solche Techniken etabliert (Desai & Jin Park, 2005b). So zeigte Desai & Park z.B. eine
Verkapselung von Vitamin C mit dem Polysaccharid Chitosan (Desai & Park, 2005a).
Vitamin C wird in vielen Lebensmitteln als Konservierungs- und Antioxidationsmittel
eingesetzt. Die Ascorbinsdure ist dabei sehr instabil gegeniiber Sauerstoff, Feuchtigkeit,
Hitze und UV-Licht und wird schnell in inaktive Komponenten umgewandelt (Burdurlu et al.,
2006). Eine Verkapselung von Vitamin C mit Chitosan durch Sprihtrocknung kann den
Abbaueffekten entgegenwirken und die Stabilitdt von Vitamin C verlangern, wodurch dessen
Einsatzspektrum in der Lebensmittelindustrie verbessert wird (Desai & Jin Park, 2005b).

Die Verkapselung von anthocyanreichen Extrakten kann ein definiertes Mikroumfeld fur
Anthocyane schaffen. Vor allem der pH-Wert kann durch eine Verkapselung reguliert werden
und eine Stabilisierung der Anthocyane bewirken. Auch die gezielte Freisetzung am
potentiellen Wirkort (Darm), kann moglicherweise die systemische Bioverfiigbarkeit positiv
beeinflussen (Betz et al., 2010). Wenige in vitro Studien existieren, die den Einfluss der
Verkapselung auf die Stabilitdt und biologische Aktivitdt von Anthocyanen betrachten
(Oehme et al.,, 2011; Oidtmann et al.,, 2012; Schantz et al.,, 2014). Oidtmann et al.
untersuchten die Stabilitdt von verkapselten und unverkapselten Anthocyanen eines Heidel-
beerextraktes und zeigten, dass die Verkapselung einen friihzeitigen Abbau der Anthocyane
im Dunndarm verhindert. Die Verkapselung basierte auf verschiedenen Materialien zur
Umhillung, wie Pektin-Amid, Schellack und Molkeprotein. Die Konzentration der Anthocyane

konnte bis zu 30% im untersuchten simulierten Dinndarmkompartiment durch die Ver-
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kapselung erhdht werden. Eine vorzeitige Freisetzung entlang der simulierten Magen-

passage konnte nicht verhindert werden (Oidtmann et al., 2012).

Bisher existieren keine in vivo Daten, die den Einfluss der Verkapselung von Anthocyanen
auf deren systemischen Verflgbarkeit, Stabilitdt und Metabolismus und deren biologische
Aktivitat untersuchten. Da in vitro Studien auf Modellen basieren und diese nicht die Gesamt-
heit eines Organismus abbilden kdnnen, erfordert es Humanstudien, die die Ergebnisse aus

in vitro Studien unterstitzen und in den physiologischen Zusammenhang stellen.
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2. Zielsetzung

Ein zentrales Ziel dieser Dissertation war es, auf der Basis einer humanen Pilotstudie
Ansatzpunkte zu erarbeiten, inwieweit ausgewahlte Verkapselungstechniken die Stabilitat
von Heidelbeerextraktinhaltsstoffen am Beispiel der Anthocyane im Verdauungstrakt modu-
lieren und die Bioaktivitat und die Bioverfugbarkeit beeinflusst werden kann. Als Basis dieser
Humanstudie dienten die Erkenntnisse und die sowohl in vitro und ex vivo ermittelten

Ergebnisse des durchgefihrten Vorgangerprojektes.

2011-2013
.Bioverfugbarkeit von Heidelbeeranthocyanen* (AiF 10739 N)

Pilotstudie zur Bioverfigbarkeit und biologischen Aktivitat von anthocyanreichen Heidelbeerextrakten in verkapselter und
urverkapselter Form im Menschen (AiF 17032 W)

in vivo

o

in vitro/ex vivo

2008-2011
,verkapselung von Heidelbeer-Anthocyanen®* (DFG/AIF-Cluster 1)

Biologische Wirksamkeit von Blaubeer-Anthocyanen im Yergleich zu mikro-/nano-verkapselten Anthocyan Praparaten:
Modulation van intestinaler Yerfigbarkeit, Fermentation, antioxidativerWirksamkeit und Wirkungen auf die DMNA Integritat
(Teilprojekt 7 im DFG/AIF-Cluster 1, AiF 15614 M)

Abbildung 5: Beteiligung der Forschungsstelle Kaiserslautern am AiF Projekt 15614 N
"Verkapselung von Heidelbeer-Anthocyanen" und dem resultierenden Folgeprojekt
AiF 170739 N "Bioverfugbarkeit von Heidelbeeranthocyanen".

Im Rahmen eines DFG/AIF-Cluster-Verbundprojekts mit dem Titel ABi oakt i ve

nhal't

aus mi krostrukturierten -2Bi) lagi deraSclowerpunky sauf deme n i ( 2

Entwicklung neuer Verkapselungstechniken, wobei der verfahrenstechnische Aspekt im
Vordergrund stand. Die Forschungsstellen Kaiserslautern und Wien lieferten dabei in ihrem
Teil proj ekt ABi ol ogi s c h eAnthadyan&nsim nrkrgleich zu vmikro-
/nano-verkapselten Anthocyan-Préparaten: Modulation von intestinaler Verfugbarkeit,
Fermentation, antioxidativer Wirksamkeit und Wirkungen auf die DNA-I nt e g r i t281,i
AiF 15614 N) eine erste Charakterisierung der biologischen Aktivitat des Heidelbeerextraktes
und entsprechender verkapselter Préparationen. Die biologische Charakterisierung fand
dabei ausschlie3lich in in-vitro-Modellsystemen statt (Schantz et al.,, 2011). Die Unter-
suchungen wurden an Darmzellkulturen durchgefiihrt. Das Modell der Darmzelle wurde

gewdéhlt, da der Darm eines der ersten Zielgewebe fir tber die Nahrung aufgenommene

Bl aube

(200 ¢



ZIELSETZUNG 20

Stoffe darstellt und hohe lokale Anthocyankonzentrationen erreicht werden kdnnen. Diese
Studien erfassten die Wirksamkeit des verkapselten Heidelbeerextraktes in vitro auf
zellularer Ebene und schlossen damit systemische Wirkungen auf den Organismus nicht ein.
Des Weiteren wurden im Rahmen dieses Projektes erste in vitro-Untersuchungen zur Frage
durchgefuhrt, welchen Einfluss intestinale Prozesse (Magen, Dick- und Dunndarm) auf die
Stabilitéat der Anthocyane in Heidelbeerextrakten mit und ohne Verkapselung besitzen. Diese
Untersuchungen wurden in gastromimetischen Modellen in vitro und ex vivo durchgefihrt

(Magen- und Dinndarmsimulation und Inkubation mit lleostomabeutelinhalt).

Nach Abschluss dieses Clusterprojektes blieb jedoch die Frage offen, inwieweit die in vitro
beobachtete Veranderung der Stabilitat anthocyanreicher Heidelbeerextrakte durch Ver-
kapselung auf den menschlichen Organismus Ubertragbar ist. Des Weiteren wurde nicht
beantwortet, ob durch die Verkapselungen die biologische Wirkqualitat des Heidelbeer-
extraktes im Menschen verandert wird. An diese Fragen knupfte diese Dissertation an. Kern
dieser Arbeit war eine kontrollierte Interventionsstudie mit lleostomieprobanden und gesun-
den Probanden, die sowohl den unverkapselten Heidelbeerextrakt als auch extraktbeladene
Kapselsysteme (auf Basis von Molkeprotein bzw. Citruspektin) verzehren. Diese Dissertation
entstand im Rahmen des IGF-Vorhaben AiF 17039 N der Forschungsvereinigung
Forschungskreis der Ernahrungsindustrie e.V. ((FEI) AiF Godesberger Allee 142-148, 53175
Bonn), und wurde Uber die AiF im Rahmen des Programms zur Férderung der Industriellen
Gemeinschaftsforschung (IGF) vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie
aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages finanziert. Verschiedene
Forschungsstellen waren in Kooperation an der Bearbeitung fir dieses Projekt beteiligt
(Abbildung 6).
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Melcher (Wirzburg)

- Rekrutierung der Probande

- Verabreichung der
unterschiedlichen
Préparationen

- Probenentnahmen

®

Schwarz (Kiel)

- HerstellungCoaten und
Charakterisierung von
Mikrokapseln auf
Pektinbasis

Richling (Kaiserslautern)

- Konzeption der humanen
Interventionsstudien

- Erfassung von Markern fur
Antioxidantien im Blut

- Erfassung von
Metabolitenspektren in Blut,
Urin und Darm

- Analytik der
lleostomabeutelinhalte

®-

Marko (Wien)

- Untersuchungen der Modulation
der Genbatterie fir
Detoxifizierung/ Antioxidantion
(AREabhéangig)

- ex viveUntersuchung des
Einflusses des lleostomainhalte
auf RTKs und Topoisomerasen

Kulozik (Freising

Weihenstephan)

- Verkapselung und
Charakterisierung (Kapseln
auf Molkenproteinbasis)

Abbildung 6: Konzeption des Projektes AiF 17039 N - Interaktionen der Forschungsstellen und

Leistungen Dritter. Die in der Studie verzehrten Kapseln wurden von der Arbeits-

gruppe Schwarz (Kiel) und der Arbeitsgruppe Kulozik (Weihenstephan) hergestellt.

Die Rekrutierung der Probanden und die Durchfiihrung der Interventionsstudie wurden am

Universitatsklinikum Wurzburg (Arbeitsgruppe Melcher) in Kooperation mit den Forschungs-

stellen Kaiserslautern und Wien durchgefiihrt. Der in der Studie eingesetzte Heidelbeer-

extrakt (HBE) stammt von der Firma Symrise (Holzminden, Deutschland). Die verwendeten

Molkenproteinkapseln wurden von der Arbeitsgruppe Kulozik (TU Minchen, D) und die

Citruspektinkapseln von der Arbeitsgruppe Schwarz (Univ. Kiel, D) hergestellt. Die Proben-
verarbeitung, Analytik (HPLC-DAD, HPLC-MS/MS) und Erfassung der Biomarker wurden je

nach Kompetenzbereich von den beiden Forschungsstellen Kaiserslautern und Wien be-

arbeitet.
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Folgende Ziele sollten im Rahmen dieser Arbeit von der Forschungsstelle Kaiserslautern

erarbeitet werden:

Die Bioverfugbarkeit des unverkapselten HBE sollte anhand der Pilotstudie Teil | erfasst
werden. Hierbei sollten die Konzentrationen von verzehrten Anthocyanen in Urin- und
Plasmaproben der Probanden mittels HPLC-DAD und HPLC-MS/MS bestimmt werden.
Weiterhin sollte ein Screening gebildeter Metabolite und Abbauprodukte mittels HPLC-
MS/MS erfolgen. Ebenso sollten die Konzentrationen von Anthocyanen und Abbauprodukten
in den Dinndarmausflissen von Illeostomaprobanden untersucht werden, um Ruckschlisse
auf die intestinale Verfugbarkeit der Anthocyane des verzehrten Heidelbeerextraktes zu

ziehen.

In Teil 1l der Pilotstudie sollte der Einfluss der eingesetzten Verkapselungstechniken auf den
Heidelbeerextrakt untersucht werden. Hierzu sollten die im Teil | der Studie ermittelten
Anthocyane und Abbauprodukten analog in den Urin-, Plasma- und lleostomaproben der
Probanden nach Verzehr der verkapselten Extrakte ermittelt werden. Durch den Vergleich
mit den Daten des unverkapselten HBE sollten dadurch die moglichen Effekte der
Verkapselung von Anthocyanen auf deren Stabilitdt, Abbau, intestinale und systemische
Verfugbarkeit aufgezeigt werden.

In Teil 1l der Arbeit sollte die biologische Aktivitat sowohl des unverkapselten HBE wie auch
der verkapselten Extrakte vergleichend untersucht werden. Als Biomarker zur Beurteilung
der Wirksamkeit sollten der Glutathion-Status und die oxidative DNA-Schadigung mittels
Comet Assay im Blut der Proben im Rahmen der Pilotstudie Teil | sowie Teil Il ermittelt
werden. Die Daten sollen zum einen die potentielle Wirksamkeit des reinen Heidelbeer-
extraktes aufzeigen und zum anderen den Einfluss der verschiedenen Verkapselungs-

techniken auf dessen Aktivitat.
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3. Humane Interventionsstudie

3.1 Konzept der Pilotstudie Teil I: Verzehr von unverkapselten HBE von
Probanden ohne Kolon und Probanden mit Kolon

Welche Bioverfiigbarkeit und antioxidative Wirkung Anthocyane und deren Abbauprodukte
nach heutigem Stand der Wissenschaft nach dem Verzehr anthocyanreicher Extrakte im
Menschen aufweisen, ist eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit. Ein Lésungsweg flr diese
Fragestellung wurde durch Teil | der hier beschriebenen Humanstudie beantwortet. Die
Humanstudie wurde am Universitatsklinikum Wdirzburg im Jahr 2011 anhand zweier
Probanden Gruppen durchgefuhrt. Der Ethikantrag (Nr. 32/10) zur Durchfiihrung der Studie
erfolgte ebenso durch die Universitat Wirzburg. Zum einen wurden gesunde Probanden mit
intaktem Gastrointestinaltrakt (mit Kolon) gewéhlt und zum anderen lleostomaprobanden mit
einem kunstlichen Dunndarmausgang (ohne Kolon) (Abbildung 7).

Interventionsstudie

Studie A (lleostomaprobanden)

Vaccinium Myrtillus L.

-

Heidelbeerextrakt (HBE)

. * Studie B (Kontrollprobanden)

®e e
0

5y

é&

Abbildung 7:  Prinzip der Interventionsstudie Teil | - Verabreichung von Heidelbeerextrakt (HBE) an

lleostomaprobanden ohne Kolon (Studie A) Probanden mit Kolon (Studie B).

Die intestinale Verfugbarkeit und der Einfluss des Darms auf die Bioverfligbarkeit und

biologische Aktivitdt kann anhand Probanden mit intaktem GIT nur limitiert erfasst werden.
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Aus diesem Grund bedienten wir uns dem Modell der lleostomaprobanden, bei welchen
durch die nichtinvasive Untersuchung der Dinndarmausfliisse wéahrend der Studie Ruck-
schlisse auf die intestinalen Konzentrationen von Anthocyanen und Abbauprodukten
moglich sind. In der Pilotstudie Teil | erfolgte zunachst fur alle Probanden eine Washout-
Phase mit anschlieBendem Verzehr von unverkapseltem HBE (siehe Abbildung 13,
Studiendesign). Die Spezifikation des eingesetzten Extraktes ist in Kapitel 3.3 beschrieben.

3.2 Konzept der Pilotstudie Teil II: Verzehr von verkapselten Extrakten (MPK,
CPK) von Probanden ohne Kolon und Probanden mit Kolon

Eine weitere zentrale Frage der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung méglicher Effekte
von verschiedenen Verkapselungstechniken auf die Bioverfugbarkeit und biologische
Aktivitat eines Heidelbeerextraktes. Hierzu wurde analog zu Teil | die Pilotstudie Teil Il
sowohl an gesunden Probanden wie auch lleostomaprobanden mit verkapselten Heidelbeer-
extrakten durchgefiihrt (siehe Abbildung 13, Studiendesign).

Vaccinium Myrtillus L. Interventionsstudie
% Studie A (lleostomaprobanden)

Heidelbeerextrakt (HBE)

Verkapselter HBE

C In (CPK)

(MPK)

Abbildung 8: Prinzip der Interventionsstudien i Teil I: Verabreichung von Heidelbeerextrakt
(HBE), Teil II: Verabreichung von Molkeproteinkapseln (MPK) und Citruspektinkapseln
(CPK) an lleostomaprobanden ohne Kolon (Studie A) und Kontrollprobanden mit Kolon
(Studie B).
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Wahrend der Studie wurden den Probanden zwei unterschiedliche Kapselarten verabreicht.
Zum einen wurde der Heidelbeerextrakt auf Basis von Molkeprotein (MPK) und zum andern
auf Basis von Citruspektin (CPK) verkapselt (Abbildung 8). Die Spezifikationen der
eingesetzten Kapseln sind in Kapitel 3.3 naher beschrieben.

Durch einen Vergleich der beiden Studien (Teil | und Teil Il) konnte erfasst werden, welchen
Einfluss der Dickdarm auf Metabolismus, Aufnahmekinetik und biologische (antioxidative
responsive element (ARE)-aktivierende) Wirkungen hatte und inwieweit im Dickdarm ge-
bildete Metaboliten fir biologische Wirkungen verantwortlich waren. Ebenso konnte der
Einfluss der Verkapselung der Anthocyane untersucht werden (Abbildung 9). Die verwen-
deten HBE-Préparate wurden so verabreicht, dass aquimolare Anthocyanmengen (jeweils
2,4 g Anthocyane) verzehrt wurden und die Ergebnisse bezlglich der Verfuigbarkeit und
biologischen Wirkung direkt miteinander verglichen werden konnten.

Abbildung 9: Konzept des Forschungsprojektes zum Vergleich der unterschiedlichen Probanden (mit
und ohne Kolon) und der unterschiedlichen Extrakte (unverkapselter und verkapselter
HBE).

3.3 Spezifikation des Heidelbeerextraktes und der verwendeten Kapsel-
systeme

In der Interventionsstudie wurden die im Folgenden beschriebenen extraktbeladenen Kapsel-

systeme im Vergleich mit dem unverkapselten Heidelbeerextrakt am Menschen untersucht.
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3.3.1 Heidelbeerextrakt (HBE)

Der in der Studie eingesetzte Heidelbeerextrakt (HBE) stammt von der Firma Symrise (Holz-
minden, Deutschland, Produkt-Nr. 399916, Charge 29). Es handelt sich um einen
dunkelvioletten Extrakt aus Heidelbeertrester, der mittels Ethanolextraktion gewonnen und
anschliel3end Uber eine Festphasenextraktion aufgereinigt wurde. Der Anthocyangehalt des
eingesetzten Extraktes betrug laut Herstellerinformationen 25,5 % und wurde Uber die flnf
Leitverbindungen (Delphinidin, Cyanidin, Petunidin, Malvidin und Peonidin) charakterisiert.
15 verschiedene Anthocyane (3-O-Glykoside), kombiniert aus finf Anthocyanidinen
(Delphinidin, Cyanidin, Petunidin, Malvidin und Peonidin) sowie drei Zuckerresten (Glucose,
Galactose und Arabinose) konnten in den Extrakten mittels HPLC-DAD nachgewiesen
werden. Weiterhin enthalten waren die bioaktiven Verbindungen Quercetin, Chlorogensaure
und in Spuren freie Anthocyanidine. Eigene analytische Untersuchungen des Heidelbeer-

extraktes sind im Folgenden dargestellt (Mueller et al. 2012, Mueller et al. 2017).

Bestimmung der Anthocyangehalte des unverkapselten HBE

Die Konzentrationen von 15 fur die Heidelbeere spezifische Anthocyane (Delphinidin,
Cyanidin, Petunidin, Malvidin und Peonidin mit den Zuckerresten Glucose, Galactose und
Arabinose) wurden bestimmt. Als interner Standard diente Delphinidin-3,5-diglukosid
(Delphin), welches gewohnlich nicht in der Wildheidelbeere vorkommt (Abbildung 10).

100
80 - 23

60

mV

Zeit [min]

Abbildung 10: HPLC-UV/VIS-Chr omat ogr amm des HBE ( Belptinidie-35-anl ;

diglukosid (IS: Interner Standard)), Del-3-O-gal (1), Del-3-O-glc (2), Cy-3-O-gal (3),
Del-3-O-ara (4), Cy-3-O-glc (5), Pet-3-O-gal (6), Cy-3-O-ara (7), Pet-3-O-glc (8), Peo-
3-O-gal (9), Pet-3-O-ara (10), Peo-3-O-glc (11), Mal-3-O-gal (12), Peo-3-O-ara (13),
Mal-3-O-glc (14), Mal-3-O-ara (15), Aglyka (16) (Methode siehe Kapitel 6).

520
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Die Kalibrierung der im Extrakt enthaltenen Anthocyanidinglukoside erfolgte als Cyanidin-3-
O-glukosid Aquivalente und ist im Kapitel 6 naher beschrieben. Fur den Extrakt wurde ein
Gesamtanthocyangehalt von 24% ermittelt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammensetzung und Konzentrationen der einzelnen Anthocyane in mg, die in 1 g HBE

enthalten sind (n=3).

Quantifizierung als Cy-3-glc

Anthocyan
[mg Anthocyane/l g HBE]
Del-3-gal 25+ 1
Del-3-glc 37+£2
Cy-3-gal 32+1
Del-3-ara 231
Cy-3-glc 36+1
Pet-3-gal 7104
Cy-3-ara 11+1
Pet-3-glc 15+1
Peo-3-gal 2+0,2
Pet-3-ara 6+04
Peo-3-glc 10+ 04
Mal-3-gal 5+£0,1
Peo-3-ara 1+0,1
Mal-3-glc 18+1,1
Mal-3-ara 6+04
Gesamtgehalt 236+ 11

Die prozentualen Anteile der Anthocyane im Heidelbeerextrakt charakterisieren dessen
Profil. 15 Anthocyane sind in unterschiedlicher Verteilung im Extrakt enthalten, wobei
Delphinidin-3-O-glukosid  (15,6%), Cyanidin-3-O-glukosid (15,3%) und Cyanidin-3-O-
galaktosid (13,6%) neben Delphinidin-3-O-galaktosid, Delphinidin-3-O-arabinosid und
Malvidin-3-O-glucosid die Hauptkomponenten darstellen (Abbildung 11). Diese Ergebnisse
stimmen mit der Literatur Gberein (Hosseinlan & Beta, 2007; Nyman & Kumpulainen, 2001).
Die Gehalte freier Anthocyanidine, Procyanidine und Chlorogenséuren wurden in der Studie

von Juadjur et al. quantifiziert (Juadjur & Winterhalter, 2012).
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Peo-3-ara 0,6% Mal-3-ara 2,6%

Mal-3-gal 2,3% \
\ Del-3-gal

Peo-3-glc 4,4%
10,5%

Peo-3-gal 1,0% . Del-3-glc
15,6%
Pet-3glc6,3%

Pet-3-ara 2,4%

Cy-3-gal

13,6%
Cy-3-glc T

15,3%

Del-3-ara
9,8%

Cy-3-ara 4,8%

Pet-3-gal 3,1%

Abbildung 11: Zusammensetzung der im HBE enthaltenen Anthocyane, angegeben in %.

3.3.2 Molkeproteinkapseln (MPK)

Die von AG Kulozik (TU Minchen) hergestellten MPK wurden analog dem HBE mittels
HPLC-UV/Vis (siehe Methode, Kapitel 3.3.1 und Mueller et al, 2017) auf ihre
Anthocyangehalte untersucht. Die Probenaufbereitung erfolgte mittels Extraktionsmethode A
(siehe Kapitel 6 und Mueller et al., 2018). Ein Vergleich des Anthocyangehalts in den
Kapseln zu den im reinen unverarbeiteten HBE enthaltenen Konzentrationen an Antho-
cyanen gab Rickschlisse auf die HBE-Konzentration in den Kapseln. Es konnte in den
Kapseln ein Extraktanteil von 7% nachgewiesen werden. Damit ergaben sich fur 144 g MPK
gleiche Mengen an Anthocyanen, die mit 10 g reinem HBE aufgenommen werden kdnnen
(Tabelle 8). Die Herstellung der Kapseln wird in Kapitel 6 und von Mueller et al., 2018 im

Detail beschrieben.

3.3.3 Citruspektinkapseln (CPK)

Auch die Analyse der CPK erfolgte analog dem HBE (siehe Methode, Kapitel 3.3.1 und
Mueller et al. 2017) und die Probenvorbereitung wurde zuvor mittels Extraktionsmethode B
(siehe Kapitel 6 und Mueller et al., 2018) durchgefuhrt. In den Citruspektinkapseln konnten
34% HBE nachgewiesen werden. Durch den Verzehr von 30 mg Citruspektinkapseln
konnten die Probanden vergleichbare Anthocyanmengen, wie in 10 g unverkapseltem HBE
enthalten sind, aufnehmen (Tabelle 8). Die Herstellung der Kapseln wird in Kapitel 6 und von
Mueller et al., 2018 im Detail beschrieben.
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Tabelle 8: HBE-Anteil [%] von Kapselsystem MPK + CPK, &aquivalente Kapselmenge die dem
Anthocyangehalt von 10 g reinem Extrakt entspricht (n=5).

Basis Herstellung HBEAnNteil [%] 10 g reiner HBEbKapseln

]
MPK Molkeprotein AG Kulozik 71 144+8
CPK Citruspektin AB Schwarz 345 30%5

3.4  Studiendesign und Durchfuhrung

Die Interventionsstudien Teil | und Teil Il wurden im Zeitraum von Juli bis Oktober 2011 von
der Forschungsstelle Kaiserslautern mit funf lleostomieprobanden und funf Probanden mit
intaktem GIT am Universitatsklinikum Wurzburg, Gastroenterologie, durchgefiihrt (Rekrutier-
ung und Behandlung der Probanden erfolgte durch Uniklinikum Wiurzburg). Die Studien-
teilnehmerinnen durchliefen nacheinander insgesamt drei Studientage (siehe Tabelle 9)
wahrend dessen der unverkapselte HBE (10 g) sowie der verkapselte Extrakt als MPK
(144 g) bzw. CPK (30 g) jeweils einmalig verabreicht wurde (Abbildung 12).

Tabelle 9: Zeitpunkte der Studienphasen Teil | (HBE) und Teil Il (MPK, CPK) fur Probanden mit und

ohne Kolon.

Teil | (HBE) Teil Il (MPK) Teil Il (CPK)

Probanden ohne Kolon 04.06.2011 25.06.2011 08.10.2011

Probanden mit Kolon 01.06.2011 22.06.2011 05.10.2011
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HBE MPK CPK

Heidelbeerextrakt Molkeprotein-basierte Verkapselung Pektin-basierte Verkapselung
= Symrise, Heidelbeertrester (Vacc. Myrtillus L.) eingesetzte Mengen: eingesetzte Mengen:
= Gewonnen durch Ethanolextraktion = 10% Extrakt, 20% Molkeprotein = 40% Extrakt, 42% Trehalose,
= Anthocyangehalt 24% = pH-Einstellung mit HCI (pH 1,5) = 5% CitruspektinHV, 13% Zitronenséaure

= Weitere Bestandteile: * Coating mit Schellack

Polymere, Chlorogenséuren

Herstellung: AG Kulozik (Miinchen) Herstellung: AG Schwarz (Kiel)
Hauptkomponenten: ) : - ) .
Del-3-glc, Cy-3-glc, Cy-3-gal Emulgieren Tg;mgj:g ﬁscr:'.li:en Granulieren i+ Coating
24% Anthocyane 7% HBE 34% HBE
Verzehrvon 10 g HBE Verzehrvon 144 g MPK Verzehrvon 30 g CPK
Aufnahme von Aufnahme von Aufnahme von
2400 mg Anthocyane 2400 mg Anthocyane 2400 mg Anthocyane

Abbildung 12: Uberblick der verschiedenen Heidelbeerextrakte. In allen drei Phasen der Studie

wurden agquimolare Mengen an Anthocyanen (2,4 g) verzehrt (siehe Kapitel 3.3).

Vor den jeweiligen Anthocyan-Extrakten (Extrakt oder Kapseln) erfolgte eine 48-stiindige
Washout-Phase, wahrend der die Probanden eine polyphenolarme Diat (kein Verzehr von
Obst und Gemise, Frucht- und Gemdiseséafte, Rotwein, Bier, Grintee, Schokolade und
Vitaminpraparate) einhielten (Abbildung 13). Wahrend des Verzehrs von MPK in Studie Teil
Il wurde den Probanden die Zugabe von SiRstoff (auf Basis von Aspartam und Acesulfam-
K) ermdglicht, um der starken Astringenz beim Verzehr der Molkeproteinkapseln entgegen
zu wirken. Von allen Probanden wurden an den jeweiligen Studientagen Blut- (5 Proben-
nahmezeitpunkte; 0, 1, 2, 4, 8 h) und Urinproben (5 Probennahmeintervalle; 24-0 h vor
Probenverzehr, 0-2h, 2-4h, 4-8h, 8-24 h) gesammelt, um eine Gesamtbilanzierung
(Bioverfugbarkeit) und Ausscheidungskinetik zu ermitteln. Die Ileostomaausfliisse von
Probanden der Studie A wurden nach Gabe des jeweiligen Praparates tber einen Zeitraum
von 8 h (sechs Probennahmezeitpunkte; 0, 1, 2, 4, 6 und 8 h) gesammelt. Aus den
Blutproben wurden weiterhin jeweils von der Forschungsstelle Kaiserslautern der Glutathion-
Status und die oxidativen DNA-Schéaden ermittelt und von der Forschungsstelle Wien die
Induktion der Expression von Nrf2-regulierten Phase Il Enzymen. Die Lange der Intervalle

zwischen der Verabreichung der unterschiedlichen Zubereitungen betrug aufgrund der
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langwierigen Rekrutierung der lleostomieprobanden zwischen den einzelnen Studientagen
zwei bzw. zehn Wochen (Abbildung 13).

D washout-Phase (48h) DStudientag D rekrutierungsbedingte Zwischenphase

HBE MPK CPK
¢ ‘ * Studien-
washout | 1 2 Wochen washout | 2 10 Wochen washout | 3 zeitraum
o — (Tage)

Studientag
(Stunden) 112[3|4(5[6|7|8|9|10/11{12|13|14][15|16/17|18|19|20|21|22|23|24

Probenverabreichung

]
Ty

(-24-0h) ‘&(O—Zh) 1(2-4h)
v .

44 o 3

Blutproben

(4-8h) (8—24h)¢

Sammelurinproben

(—_

lleostomaproben (nur bei
lleostomieprobanden)

Abbildung 13: Studiendesign der Pilotstudie Teil | und Teil Il fir Probanden mit intaktem GIT und
lleostomieprobanden.

3.5 Bioimpedanzdaten der Studienprobanden

Fur alle Probanden wurde am ersten Studientag nach der Washout-Phase von der
Forschungsstelle Kaiserslautern eine Bioimpedanzmessung durchgefihrt. Hierbei wurden

folgende Parameter bestimmt:

1 Gewicht

1 Kdrperfettanteil (FM)

1 Gesamtkorperwasser (TBW)
1 Fettfreie Masse (FFM)
T Kalorien-Grundumsatz

Diese sind in der folgenden Tabelle zusammen gefasst:
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Tabelle 10: Alter, GroRe, Gewicht und Kdrperzusammensetzung der Probanden (lleo:
lleostomieprobanden; Ges: gesunde Probanden, BMI: Body Mass Index, TBW:

Gesamtkorperwasser, FFM: fettfreie Masse, BCM: Korperzellmasse, FM: Korper-

fettmasse).
Alter Geschlecht GroRRe Gewicht BMI TBW FFM BCM FM Grundumsatz
Proband

[a] [w/m] [cm] [ka] [kg/m?] [%] [%] [%] [%] [keal]

Pilotstudie A
lleo_1 43 w 163 70,4 26,5 45,6 62,0 47,0 38,0 1350
lleo_2 50 w 156 73,6 30,2 46,6 64,0 53,0 36,0 1480
lleo_3 44 w 167 84,2 30,2 44,7 61,0 45,0 39,0 1420
lleo_4 39 w 175 91,5 29,9 44,0 60,0 47,0 40,0 1500
lleo_5 29 w 158 51,1 20,5 52,8 72,0 47,0 28,0 1250

Pilotstudie B
Ges_1 34 w 171 66,2 22,6 52,7 72,0 53,0 28,0 1480
Ges_2 42 w 170 69,5 24,1 47,6 65,0 53,0 35,0 1440
Ges_3 33 w 178 70,4 22,2 48,4 66,0 51,0 34,0 1440
Ges_4 24 w 162 54,2 20,7 56,5 77,0 48,0 23,0 1340
Ges_5 30 w 172 73,1 24,7 50,9 70,0 51,0 30,0 1500

Insgesamt nahmen an der Pilotstudie finf weibliche Probandinnen teil, die an Morbus Crohn
erkrankt sind und einen kinstlichen Diunndarmausgang (lleostoma) besitzen. Sie waren im
Alter von 41 = 7 Jahren und hatten einen BMI von 27 = 4 kg/m2. Funf gesunde weibliche
Probanden (ohne kinstlichen Darmausgang) im Alter von 33 + 7 Jahren und einem BMI von
23 £ 2 kg/m2 nahmen ebenso an der Pilotstudie teil. Das Gesamtkdrperwasser (TBW) betragt
im ldealfall bis zu 2/3 des Korpergewichtes. Der TBW-Wert lag bei den lleostomieprobanden
bei 47 + 4% und bei den Probanden mit Kolon bei 51 + 4%. Die fettfreie Masse (FFM)
schlie3t das Knochenskelett, 73% der Kdrperflissigkeiten, die Gesamtheit der Kérperzellen
ein und das Korperfett aus. Ein gesunder korperlicher Zustand setzt einen FFM-Wert von 70-
88% voraus. Die FFM-Werte fur die lleostomieprobanden lagen bei 64 + 5% und fir die
Probanden mit Kolon bei 70 £ 5%. Die K°rperzell masse (BCM) i st
im menschlichen Korper, die fur alle Stoffwechselvorgdnge wie Sauerstoffaustausch,
Kaliumversorgung des Gewebes, Glukoseoxidation verantwortlich ist. Die Struktur- und
Funktionsproteine des Kdorpers sind vollstdndig Teil der Korperzellmasse. Daher stellt die

Kdrperzellmasse die entscheidende Grof3e dar, aus der die physiologische Situation der
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Messperson, sein Erndahrungszustand abzulesen ist. Die Prozentangaben beziehen sich auf
den Anteil der FFM und liegen idealerweise bei 50%. Die in der Studie ermittelten BCM-
Werte lagen bei den lleostomieprobanden bei 48 £ 3% und bei den Probanden mit Kolon bei
51 = 2%. Die Korperfettmasse (FM) betragt im Idealfall bei Frauen zwischen 18-26% und
setzt sich aus dem Speicherfett und dem essentiellen Fett, zum Schutz der inneren Organe,
zusammen. Die FM-Werte lagen bei den Ileostomieprobanden bei 36 + 5% und bei den
Probanden mit Kolon bei 30 = 5% (Piccoli et al.,1994; Talluri & Maggia, 1995). Der
Grundumsatz ist die Energiemenge, die der Koérper im niichternen Zustand bei volliger Ruhe
und Raumtemperatur bendtigt, um seinen Grundstoffwechsel und seine Korpertemperatur
aufrecht zu erhalten (Kleiber, 1947). Der Grundumsatz an Kilokalorien lag bei den
lleostomieprobanden bei 1400 + 102 kcal und bei den Probanden mit Kolon bei 1440 + 62
kcal (Tabelle 10). Fur Frauen wird in der Literatur grundsatzlich ein geringerer Grundumsatz
mit 1534 + 314 (n=121) im Vergleich zu Mannern mit 1785 + 352 (n=114) beschrieben
(Ferraro et al.,, 1992) und zeigt, dass die in dieser Pilotstudie beschriebenen einen

Grundumsatz im Normalbereich aufweisen.

3.6 Bestimmung der Passagezeiten von Nahrungsmittelinhaltstoffen

Nach Aufnahme von Nahrungsmitteln durchlaufen die darin enthaltenen Inhaltsstoffe
verschiedene Kompatimente im Gastrointestinaltrakt (Mund-Magen-Dinndarm-Dickdarm). Je
nach Art der aufgenommenen Nahrung und des jeweiligen Individuums kénnen sich die
Passagezeiten unterscheiden. Bei Menschen mit intaktem Gastrointestinaltrakt wird der
Nahrungsbrei im Magen zerkleinert und homogenisiert und kann bis zu 1-6 h in diesem
Kompartiment verweilen (Verdauung von Starke und Proteinen). Danach gelangt der Ver-
dauungsbrei in den Dinndarm (Duodenum-Jejunum-lleum). Hier werden die bereits gespal-
tenen Nahrungsbestandteile noch weiter zerlegt (Oligosacharide-Zucker; Peptide-Amino-
séuren) und die Lipide verdaut. Die Verweildauer betragt ca. 2-5 h bis der Dickdarm (Kolon)
erreicht wird. Im Dickdarm wird dem Verdauungsbrei das Wasser entzogen und Uber das
Rektum als Fézes ausgeschieden. Die Verweildauer im Kolon kann je nach Individuum
zwischen 5-70 h dauern (Mutschler et al., 2007). lleostomaprobanden (Probanden mit kiinst-
lichem Dunndarmausgang) fehlt der Dickdarm und damit ein grof3er Teil der Darmpassage.
Hier wird der Nahrungsbrei am Ende des Dinndarms ausgeschieden und wird in lleostoma-
beuteln gesammelt. Damit verkirzt sich die Darmpassagezeit im Gegensatz zu gesunden
Probanden, was fir die Aufnahme und Ausscheidung von Stoffen (Anthocyanen) wahrend

der Verzehrsstudie im laufenden Projekt eine Rolle spielt.

Zur Bestimmung der individuellen Dinndarmpassagezeiten von Nahrungsinhaltsstoffen der

einzelnen lleostomaprobanden (lleol-5) wurde von allen Probanden vor Studienbeginn
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330 ml Heidelbeersaft getrunken und die Passagezeiten durch die Farbung der lleostoma-
inhalte bestimmt. Die Daten sind fur die einzelnen Probanden in Tabelle 11 zusammen-
gefasst und die Dinndarmpassagezeiten liegen im Durchschnitt zwischen 45-60 min, wobei
Proband lleo4 eine kiirzere Passagezeit von 15 min aufwies.

Tabelle 11: Dunndarmpassagezeiten von Nahrungsinhaltstoffen (Anthocyanen) fir lleostoma-

probanden (lleo1-5) nach Gabe des Heidelbeersaftes.

Proband ‘ lleol lleo2 lleo3 lleo4 lleo5

Transitzeit [min] | 45 45 45-60 15 45

Parallel dazu wurde von den gesunden Probanden (Gesl1-5) der Heidelbeersaft (330 ml) zur
Bestimmung der Darmpassagezeit getrunken. Hierbei zeigte sich, dass bei allen Probanden
maximal nach 24 h eine Farbung der Fazes vorlag.

3.7 Mikrobiota der lleostomaprobanden

Es zeigte sich, dass es individuelle Unterschiede in der mikrobiellen Zusammensetzung der
Dunndarmausflisse der einzelnen Probanden gab, wobei die Mehrheit der untersuchten

Bakterien im Toleranzbereich lag.

Der pH-Wert der Ausflisse variierte bei allen Probanden mit Stoma zwischen pH 6 und
pH 7,5 (Tabelle 12) vergleichbar mit der Literatur, welche im Dinndarm, je nach Lokalisation,
ein pH-Bereich zwischen 5,9-7,6 beschreibt (Fallingborg, 1999; Falungborg et al., 1994). Bei
Probanden mit gesundem Gastrointestinaltrakt liegt der pH-Wert im Kolon, laut Literatur
zwischen 5,7-6,8 (Kahle et al., 2006). Im terminalen Abschnitt des Diunndarms (lleum)
betragt die Bakterienanzahl 10°-10° ml/Chymus, wobei hauptséchlich die beiden Spezies
Enterococcus und Lactobacillus vorhanden sind (Mutschler et al., 2007). Beim Ubergang von
lleum zum Dickdarm steigt die Bakterienzahl sprunghaft an und betragt 10'-10%/ml
Chymus, wobei die Mehrzahl dieser Bakterien zu den Familien Clostridium, Bacteroides,
Bifidobacterium, E. coli, Eubacterium, Fusobacterium, Ruminococcus und Roseburia
gehoren (Fallingborg, 1999; Mutschler et al., 2007).
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Tabelle 12: Ergebnisse der Mikrobiotauntersuchungen [KbE/g] der lleostomabeutelinhalte (lleol
bis lleob).
lleo_1 lleo_2 lleo_3 lleo_4 lleo_5
aerob
E. coli 8420’ <10* 140° 140° 160°
E. coli-Varianten <10* / <10* <10* /
E. coli-Variante 6
Laktneg. / / / / 3¢0
E.coli-Variante a8 - 5
haem. / 140 / / 8¢0
Klebsiella sp. 3407 / 24G0* / /
Enterobacteriaceae / <10* / <10* <10*
Enterococcus sp. 64207 2407 4G0° 5G0° 840’
Andere Aerobe <10* <10* <10* <10* <10*
anerob
Bacteroides sp. 140° 240° 6(20° 3@0° 140°
Clostridium sp. <10° <10° <10° <10° <10°
Bifidobacterium sp. 640" 4G0’ 140* 140° 140°
Lactobacillus sp. 160° 160* 140* 140° 340°
Andere Aerobe <10° <10° <10° <10° <10°
Pilze
Candida sp. <10? <10? 4G0° <10° 140°
Geotrichum sp. <10? <10° <10? <10° <10?
Andere Pilze <10? <10? <10? <10° <10?

pH-Wert 7,5 7,5 7,5 6,0 7,0
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4. Ergebnisse und Publikationen

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden kumulativen Arbeit sind in vier

unterschiedliche Teile gegliedert.

Teil | dieses Kapitels beschreibt die Studiendurchfiihrung mit beiden Probandengruppen und
dem Verzehr des unverkapselten Heidelbeerextraktes (Interventionsstudie Teil [). Die
Ergebnisse zur Bioverfugbarkeit der Heidelbeeranthocyane und Abbauprodukte sind in der
Publikation Mueller et al., 2017 n&her erlautert.

Teil 1l der Ergebnisse und Publikationen schliel3t an dieses Thema an und beschreibt die
Studiendurchfiihrung mit beiden Probandengruppen und dem Verzehr der verkapselten
Heidelbeerextrakte (Interventionsstudie Teil 1l). Die Auswertung der Bioverflgbarkeit von
verkapselten Heidelbeeranthocyanen und der Einfluss der Verkapselung auf die Stabilitat,
den Abbau und die Bioverfligbarkeit von Anthocyanen werden in der Publikation Mueller et
al., 2018 im Detail ausgefuhrt.

Teil 11l dieses Kapitels beschreibt sowohl im Bezug zur Interventionsstudie Teil | und Teil Il
die Biologische Aktivitdt von unverkapselten und verkapselten Heidelbeeranthocyanen. Die
Erfassung der Biomarker im Blut der Probanden (nach HBE-, MPK- und CPK-Verzehr)
wurden in Kooperation mit der Forschungsstelle 11 (Prof. Marko, Universitat Wien)
durchgefiuihrt. Die Ergebnisse der Forschungsstelle | (Prof. Richling, Technische Universitat
Kaiserslautern) zum Glutathionsstaus und das Ausmald der DNA-Schaden im Blut der
Probanden sind in Kapitel 4.3.1 und 4.3.2 naher erlautert. Kapitel 4.3.3 beschreibt anhand
des verdffentlichten Manuskriptes Kropat et al., 2013 die Modulation Nrf2 abhangiger Gene
im Blut der Probanden (Forschungsstelle II) und nimmt Bezug auf die Ergebnisse zur
Modulation des Glutathionstatus und der DNA-Schaden, welche anhand der durchgefihrten

Studien ermittelt werden konnten.

Teil IV der Ergebnisse und Publikationen beschreibt ein zur Veréffentlichung geplantes
Manuskript von Mueller et al. zur Bestimmung von Kreatinin aus Urin. Im Laufe der Studie
stellte sich heraus, dass zur Normierung der Urinproben der Probanden die geplante
photometrische Bestimmung von Kreatinin fur die vorliegenden Proben nicht verwendet
werden konnte. Dies fihrte zu einer erfolgreichen Etablierung einer alternativen Methode zur

Bestimmung von Kreatinin mittels quantitativer "H-NMR Spektroskopie.
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4.1

Bioverfugbarkeit von Heidelbeeranthocyanen (Teil 1)

Konzept zur Veroffentlichung:

"Humanstudie zur Untersuchung der intestinalen Verfligbarkeit und Bioverfligbarkeit
von Heidelbeeranthocyanen"

'Human intervention study to investigate the intestinal accessibility and bioavailability
of anthocyanins from bilberries'

Dolores Mueller, Kathrin Jung*, Manuel Winter*, Dorothee Rogoll?, Ralph Melcher?
and Elke Richling'” (2017) Food Chemistry 231, 275-286.

Interventionsstudie

Studie A (lleostomaprobanden)

Vaccinium Myrtillus L.
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Bioverfiigbarkeit
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4.1.1 Einleitung

Die Mehrzahl bisher bekannter Bioverfiigbarkeitsstudien von Anthocyanen beschrénkt sich vor
allem auf Anthocyane als Hauptstrukturen und deren Phase Il Metaboliten (Felgines et al.,
2003; Kay et al., 2004). Trotz der bekannten Instabilitat von Anthocyanen gibt es derzeit nur
wenige Studien, die auch die Vielzahl an moglichen Abbauprodukten zur Ermittlung der
Gesamtbioverfugbarkeit mitbericksichtigen (Czank et al., 2013; Ferrars et al., 2014). Vor allem
der Abbau von Anthocyanen zu Phloroglucinolaldehyd und Phenolcarbonséduren durch
fermentative Prozesse unter mikrobieller Darmumgebung ist schon seit einigen Jahren bekannt
(Keppler & Humpf, 2005). Aktuelle Studien zeigen noch viel deutlicher, wie komplex der Abbau
von Anthocyanen in vivo ist (Czank et al., 2013; Ferrars et al., 2014). Aus einem speziellen
Anthocyan (Cy-3-glc) wurden in vivo 49 Metabolite und Abbauprodukte erfasst. Durch die Be-
ricksichtigung dieser Strukturen konnte eine relative Bioverfligbarkeit von 12% ermittelt werden
(Czank et al., 2013). Neben Phenolséduren und Phenylaldehyden wurden auch Phenylalkohole,
Phenylessigsauren und Phenylpropionsauren identifiziert (Fernandes et al., 2014; Ferrars et al.,
2014). Auch weitere Strukturen, die durch intermolekulare Interaktionen von Anthocyanen
untereinander oder mit anderen Molekilen stattfinden kénnen sind denkbar, wobei deren Bio-
verfligbarkeit und Bedeutung auf die biologische Wirkung im Menschen noch nicht ausreichend
geklart ist. Weitere Humanstudien sind notwendig, um die bisherigen Ergebnisse und das in

vivo Verhalten von Anthocyanen zu klaren.

4.1.2 Zielsetzung der Studie

In unserer Studie sollen nach dem Verzehr eines Heidelbeerextrakt (vielfaltige Anthocyan-
guelle) die Gehalte von Anthocyanen und ausgewahlten Abbauprodukten in Plasma-, Urin- und
Dunndarmflissigkeiten ermittelt werden, um die intestinale und systemische Bioverfiigbarkeit
der Anthocyane zu erfassen. Die Studie wurde an Probanden mit intaktem GIT und lleostoma-
probanden durchgefuhrt. Letztere stellen den vorhandenen kunstlichen Dinndarmausgang ein
gutes Modell dar, um die Verfligbarkeit von Substanzen im Darm ohne zusatzliche invasive

Methode zu untersuchen.

4.1.3 Zusammenfasssung der Ergebnisse

Die Analyse der lleostomaflissigkeiten zeigte, dass 30% der verzehrten Anthocyane utber 8 h
wahrend der Passage durch den oberen Gastrointestinaltrakt stabil blieben. Abbauprodukte
wurden nur zu 20% gebildet, hauptsachlich wurden intakte Anthocyane im Dinndarmmilieu der
lleostomaprobanden gefunden. Nach Heidelbeerextraktverzehr konnten héhere Gehalte von
Abbauprodukten im Vergleich zu Anthocyanen im Plasma beider Probandengruppen detektiert

werden. Der Vergleich der Bioverfigbarkeit von Anthocyanen in gesunden Probanden zu lleo-
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stomaprobanden zeigt im Urin um 44% und im Plasma um 79% hohere Gehalte. Auch die
Abbauprodukte liegen im Urin um 75% und Plasma um 100% hdher beim Vorhandensein eines
intakten Gastrointestinaltraktes (gesunde Probanden) (Abbildung 14).

- Kolon

Urin
& intakter GIT (mit Kolon)

44% T Anthocyane

o 75% T Abbauprodukte

lleostoma-
flussigkeit Im Vergleich (ohne Kolon)

*

Abbildung 14: Zusammenfassung der zentralen Ergebnisse aus Teil | der Studie: Bestimmung der Kon-
zentrationen von Anthocyanen und Abbauprodukten in Urin- und Plasmaproben von Pro-
banden mit Kolon und Urin-, Plasma- und lleostomaflissigkeiten von Probanden mit
Stoma (ohne Kolon). Die prozentualen Angaben (Urin, Plasma) zeigen die Erh6hung der

Gehalte der gesunden Probanden im Vergleich zu den lleostomaprobanden.

4.1.4 Fazit

Der innovative Aspekt dieser Studie ist der direkte Vergleich der Bioverfligbarkeit von gesunden
Probanden und lleostomaprobanden, wodurch der Einfluss des Diinndarms aufgezeigt werden
konnte. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Kolon ein signifikanter Resorptionsort fir
Anthocyane als auch deren Abbauprodukte darstellt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Abbauprodukte im Plasma und Urin auf das 20 bzw. 38-fache im Verhaltnis zu den resorbierten
intakten Anthocyanen in vivo anstiegen. Somit verdeutlicht diese Studie die Relevanz der

resorbierten Abbauprodukte auf die Gesamtbioverfligbarkeit von Anthocyanen.
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ABSTRACT

We investigated the importance of the large intestine on the bioavailability of anthocyanins from bilber-
ries in humans withfwithout a colon. Low bioavailability of anthocyanins in plasma and urine was
observed in the frame of this study. Anthocyanins reached the circulation mainly as glucuronides.
Analysis of ileal effluents (at end of small intestine) demonstrated that 30% of ingested anthocyanins
were stable during 8 h passage through the upper intestine. Only 20% degradants were formed and
mostly intact anthecyanins were absorbed from the small intestine. Higher amounts of degradants than
anthocyanins reached the circulation after bilberry extract consumption in both groups of subjects.
Comparison of the bioavailability of anthocyanins in healthy subjects versus ileostomists revealed sub-
stantially higher amounts of anthocyanins and degradants in the plasma/urine of subjects with an intact
gut. The results suggested that the colon is a significant site for absorption of bioactive components such
as anthocyanins and their degradation products.
© 2017 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

(Felgines et al., 2003; Kay, Mazza, Holub, & Wang, 2004). Despite
the known limited stability of anthocyanins, only a few studies

Most previous studies investigating the bioavailability of antho-
cyanins focused on their respective parent structure and phase II
metabolites (such as methylated, glucuronated and sulfated forms)

Abbreviations: Ara, Arabinoside; BE, Bilberry extract; Cy, Cyanidin; Del,
Delphinidin; Del-3,5-diglc, Delphinidin-3,5-diglucoside; GA, Gallic acid; Gal, Galac-
tose; Glc, Glucose; Gluc, Glucuronide; HBA, 4-Hydroxybenzoic acid; HBAL, 4-
Hydroxybenzaldehyde; IS, Internal standard; Iso-FA-dj, Isoferulic acid dj; Mal,
Malvidin; MGA, 3-0-Methylgallic acid; PCA, Protocatechuic acid; PGAL, Phloroglu-
cinol aldehyde; Peo, Peonidin; Pet, Petunidin; VA, Vanillic acid; SA, Syringic acid.

# Corresponding author.
E-mail address: richling@chemie.uni-kl.de (E. Richling).

http://dx.doi.org/10.1016(j.foodchem.2017.03.130
0308-8146/@ 2017 The Authors. Published by Elsevier Ltd.

have measured the different degradation products and their
respective metabolites potentially formed in vivo and attempted
to estimate the total bioavailability of anthocyanins (Czank et al.,
2013; Ferrars et al, 2014). In vitro fermentation studies have
demonstrated a degradation pathway of anthocyanins to
phloroglucinol aldehyde (from the A-ring) and phenolic acids
(from the B-ring) (Keppler & Humpf, 2005) depending on the pat-
tern of substitution of the parent anthocyanin. Recent studies have
revealed the complexity of the degradation in vivo (Czank et al,,
2013; Ferrars et al., 2014). Czank et al. reported that after ingestion
of single '*C-labeled cyanidin-3-glycoside, up to 49 metabolites

This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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and degradation products could be detected in vivo associated with
the ingested parent anthocyanin due to the stable isotope labeling.
The relative bioavailability of the metabolites and degradants was
estimated as 12% (Czank et al., 2013).

Fig. 1 shows the possible metabolism and degradation path-
ways of anthocyanins under physiological conditions. Beside phe-
nolic acids and phenylaldehydes, other degradants, such as
phenylalcoholes, phenylacetic acids and phenylpropenoic acids,
have been identified (Fernandes, Faria, Calhau, de Freitas, &
Mateus, 2014; Ferrars, Cassidy, Curtis, & Kay, 2014). Depending
on the constitution and polarity of these compounds, they may also
be present systemically as metabolites,

Phenolic acids have mainly been detected as glucuronides, sul-
fates or methylated forms (Felgines et al., 2003; Kay et al., 2004).
The glycine conjugated hippuric acid was shown to be the major
metabolite in urine over several days (Czank et al, 2013; Ferrars
et al., 2014). To date, few studies have investigated intermolecular
interactions of anthocyanins with themselves and other molecules
(e.g., polyphenols, phenolic acids, proteins, etc.) or their complex-
forming properties in vivo (Cavalcanti, Santos, & Meireles, 2011;
Eiro & Heinonen, 2002; He, Xu, Zeng, Qin, & Chen, 2016; Ribnicky
et al., 2014; Soares, Mateus, & De Freitas, 2007; Tang, Zuo, & Shu,
2014), Thus, the role of these in vitro confirmed characteristics
on the human bioavailability and biological effectiveness is still
unclear. Thus, prospective investigations are essential to identify
the importance of dietary anthocyanin intake and their effects
and distribution in humans (Czank et al, 2012; Rodriguez-
Mateos, Feliciano, Cifuentes-Gomez, & Spencer, 2016; Williamson
& Clifford, 2010) especially given their previously underestimated
bioavailability. More studies on the bioavailability, site of absorp-

Anthocyanidin metabolite ‘
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tion and metabolism of anthocyanins in humans are useful to clar-
ify previous results (Fernandes, Faria, de Freitas, Calhau, & Mateus,
2015; Kay, Pereira-Caro, Ludwig, Clifford, & Crozier, 2017).
Bilberries (Vaccinium myrtillus L.) contain 15 anthocyanins
which differ in functional groups of the aglyca and the binding
sugar. So, bilberry extract represents a broad spectrum of antho-
cyanins compared to other fruits and extracts (Miiller, Schantz, &
Richling, 2012). For this reason our pilot interventions were
designed to elucidate the amounts of bilberry anthocyanins reach-
ing the human intestine and circulation. Thus, the studies were
performed on volunteers with or without a colon. lleostomists
(with a terminated artificial small bowel outlet) represent an ade-
quate model to demonstrate how anthocyanins reach the small
intestine. Information obtained from analyzing ileostomy effluents
at the end of the small intestine can be used to identify compounds
available to the colon, and therefore possible candidates for colonic
absorption in healthy subjects with an intact colon. Following
anthocyanin intake, their effluents were collected in bags at the
end of the small intestine and analyzed after simple preparation
to determine the amounts of anthocyanins and degradation prod-
ucts present. This non-invasive method allows direct comparison
of data for healthy subjects and ileostomists to investigate the
bioavailability of anthocyanins and formation of degradation prod-
ucts. We employed two groups of volunteers using the same inter-
vention design. Each subject was administered one bolus of 10 g
anthocyanin rich bilberry extract (BE) and blood and urine samples
were collected within 8 and 24 h and ileostomy fluid within 8 h.
The samples were analyzed for their content of intact anthocyanins
and glucuronides and specific degradation products (e.g., phenolic
acids, phenylaldehydes) to identify any differences or similarities
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Fig. 1. Potential pathways of anthocyanin metabolism and degradation under physiological conditions.
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in their accessibility and bioavailability. However, not all antho-
cyanin degradation products were recorded owing to the complex
mixture of anthocyanins in the BE (15 different compounds
ingested). The spectrum of metabolites generated from each antho-
cyanin may be multifarious, as reported by Czank et al. (2013).
Thus, only a few specific metabolites were selected to investigate
the role that the small intestine and colon play in the absorption
kinetics of consumed bilberry anthocyanins.

2. Materials and methods
2.1. Study design

Details of this human pilot study were first described in Kropat
et al, relating to an investigation of physiological effects in the
blood cells of subjects (Kropat et al., 2013). Specific details relating
to the pharmacokinetic analyses are given below. After approval
from the ethics commission of the University of Wuerzburg (No.
32/10), the study was carried out with two groups of subjects.
Group A were ileostomists (N=5 females, BMI=27+4,
age =41 + 8). Owing to Crohn’s disease, these volunteers had been
fitted with an artificial gut outlet at the end of their small intestine
(stoma of the terminal ileum). The volunteers of group B were
healthy subjects with an intact gut (N=5 females, BMI =23 £3,
age=33+7). The time axis of the study is shown in Fig. 2. Prior
to ingestion of the bolus of anthocyanin rich BE, a wash out phase
was employed of 48 h on an anthocyanin- and polyphenol-free
diet, whereby foods such as red fruits, vegetables, chocolate and
coffee were omitted. Samples of urine (—24-0h), blood (Oh,
immediately before extract consumption), and additionally for
group A, ileostomy fluid (—12-0h), were collected to check for
background and compliance. After the wash out period, each sub-
ject consumed a single portion of 10 g BE stirred into 150 g of low
fat yogurt (3.4% cow milk protein, 1.5% fat, 5.0% carbohydrates),
corresponding to 4.95 mmol anthocyanins (2.4 g). The following
samples were collected for both groups (A and B) after extract con-
sumption: total volume of urine at four time intervals (0-2 h, 2—
4 h, 4-8 h, 8-24 h) and about 27 ml of blood drawn from vena bra-
chialis at four time points (1 h, 2 h, 4 h, 8 h). In addition, the total
volume of ileostomy fluid collected from participants of group A
was measured at five time intervals (0-1h, 1-2 h, 2-4h, 4-6 h,
6-8 h). For further details, see the section entitled “Sample prepa-
ration” below. During the 24 h of intervention (after BE consump-
tion), all subjects received the same diet. After 1 h, a breakfast was
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provided of white bread and artificial honey. At lunch time (after
5 h), the volunteers received white bread with cheese and ham,
and after 9 h, they were provided with wheat pasta with carbonara
sauce. It is known that the stability and absorption of anthocyanins
can be influenced by food ingredients (e.g. whey proteins, sugar)
(He et al., 2016; Schantz et al., 2014; Williamson, 2013). Besides
these effects, the volunteers got the bolus of anthocyanins in com-
bination with yogurt (without extra sugar) to make the intake of
astringent BE as pleasant as possible.

2.2, Chemicals, standards and bilberry extract

The BE (Symrise GmbH & Co. KG, Holzminden, Germany, pr. No.
399916, batch 29) was produced from bilberries (Vaccinium myr-
tillus L.) pomace via ethanolic and subsequent concentration of
polyphenols by column chromatography. The BE consisted of
24 + 1% of 15 different anthocyanins based on the five aglyca del-
phinidin (del), cyanidin (cy), petunidin (pet), malvidin (mal) and
peonidin (peo) and the three sugar residues glucose (glc), galactose
(gal), and arabinose (ara) in the 3-0 position. The anthocyanin pro-
file is shown in Fig. 5A. Further components, such as quercetin gly-
cosides, phenolic acids, tannins, carbohydrates, fibers and traces of
free anthocyanidins, may also be present (Juadjur & Winterhalter,
2012). The degradation products under this study (GA, PCA, HBA,
HBAL, MGA, PGA, SA, VA) were 0.4% in the ingested BE.

All standards had at least a purity of 95%. Anthocyanin standards
were obtained from three sources: cy-3-glc, delphinidin-3,5-0-
diglucopyranoside (del-3,5-diglc, internal standard, IS) and cy were
purchased from Extrasynthese (Genay Cedex, France); cy-3-gal,
cy-3-ara, peo-3-glc, peo-3-gal, peo-3-ara, del-3-glc, pet-3-glc, and
mal-3-glc were purchased from Polyphenols (Sandes, Norway);
del-3-gal, del-3-ara, pet-3-gal, pet-3-ara, mal-3-gal, and mal-3-ara
were kindly provided by Peter Schreier and Michael Kraus (Univer-
sity of Wuerzburg, Germany). The possible degradation products 4-
hydroxybenzoic acid (HBA), gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic
acid, GA) and syringic acid (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid,
SA) were obtained from VWR International (Radnor, Pennsylvania,
USA); protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid, PCA), vanil-
lic acid (4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid, VA) and phloroglucinol
aldehyde (2,4,6-trihydroxybenzaldehyde, PGA) were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA); 3-0-methylgallic acid
(3,4-dihydroxy-5-methoxybenzoic aid, MGA) was purchased from
Abcr GmBH & Co. KG (Karlsruhe, Germany); and the internal stan-
dard isoferulic acid-ds (3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid-ds,

Single bolus: 10 g BE
(= 4.95 mmol anthocyanins)

. 4

wash out breakfast lunch dinner
| } | |
_________________________ T T I I AN
L L L
-48 -24 -12 012 4 6 8 24 [h]
i 79t
Total ileostomy fluid r T T T 1
Total urine':2 e — - T T T \—l
Blood sample'? ] ! }

Fig. 2. Time axis and sample collection ('ileostomists without colon, *healthy subjects with colon) of the human intervention trial.
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Fig. 3. Representative HPLC chromatogram with MRM transitions of analyzed anthocyanins and degradation products. 1: Del-gal, 2: Del-glc, 3: Cy-gal, 4: Del-ara, 5: Cy-glc, 6:
Cy-gluc, 7: Pet-gal, 8: Cy-ara, 9: Pet-glc, 10: Peo-gal, 11: Pet-ara, 12: Peo-glc, 13: Mal-gal, 14: Peo-gluc, 15: Peo-ara, 16: Mal-glc, 17: Mal-gluc, 18: Mal-ara, a: GA, b: PCA, c:

MGA, d: HBA, e: VA, f: SA, g: HBAL, h: PGAL.

iso-FA-d;) was from Toronto Research Chemicals Inc. (Toronto,
Canada). HPLC solvents were of analytical grade and purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) and VWR Interna-
tional (Radnor, Pennsylvania, USA).

2.3. Sample storage
The blood samples were centrifuged at 4000 rcf and 4 °C for

10 min. Afterwards, the plasma was separated and the pH adjusted
to pH 3 with formic acid (50% (v)): To 1 ml of plasma, 24 pl of for-

mic acid was added. Immediately after, the samples were frozen
with liquid nitrogen and stored at —80 °C until analysis. Before
the urine sampling started, the urine containers were prepared
with 2-10 ml of hydrochloric acid (1 M) depending on the collec-
tion interval to ensure rapid acidic stabilization of the antho-
cyanins. After collection, all urine samples were adjusted to pH
2.5, then dispensed into aliquots and stored at —80 °C prior to anal-
ysis. The ileostomy effluents of group A were collected in standard-
ized bags, immediately frozen with liquid nitrogen and stored at
-20°C.
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Fig. 4. Kinetics of anthocyanins and degradation products in ileostomy fluid (A, B), plasma (C, D) and urine (E, F) of ileostomists and healthy subjects after BE consumption.

2.4. Sample preparation

lleostomy fluid was lyophilized to dryness (90h, —54°C,
0.47 mbar) and then homogenized. For anthocyanin analysis, the
ileostomy samples were extracted with solvent A (87% acetoni-
trile/3% water/10% formic acid (v/v/v)) using an ultra turrax (60 s,
20.000 rcf) and centrifuged (20 min, 4500g, 25 °C). For further anal-

yses, the supernatants were used. For degradant analysis, ileost-
omy fluid samples were extracted with 90% water/10% formic
acid (v/v) for 2 h with a thermomix (23 °C, 1400 rpm). The suspen-
sions obtained were centrifuged (1 h, 4 °C, 20.000 rcf) and the
supernatants were diluted 1:1 with ice cold ethanol, mixed, and
cooled at —80 °C at least for 1 h to precipitate the proteins. This
was followed by a second centrifugation, supernatants were
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Fig. 5. Profiles of anthocyanins and glucuronides in BE, ileostomy fluid and plasma samples of healthy subjects (A), profiles of degradation products in ileostomy fluid, plasma

and urine of healthy subjects (B).

evaporated and the residues were redissolved in 90% water/10%
formic acid prior to analysis. Urine was purified and concentrated
via solid phase extraction (SPE method 1) using a reversed phase
Strata C18 U (500 mg/3 ml) from Phenomenex (Aschaffenburg,
Germany). First the solid phase was conditioned with 4 ml metha-
nol (100%), equilibrated with 4 ml of water/formic acid (95%/5%,
v/v) and then loaded with urine (6 ml for the samples at —12-

Oh, 0-2, 2-4, 4-8 h and 9 ml for the samples at 8-24 h). The
following elution step was carried out with 4 ml water/formic acid
(95%[5%, v|v). Each eluate was dried in a vacuum centrifuge and
the pellet redissolved in 300 pul 87% acetonitrile/3% water/10%
formic acid (v/v/v).

This solid phase extraction method without a washing step (see
SPE method 1) was insufficient for the plasma samples. Plasma
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contains a lot of proteins that can influence the analysis. Conse-
quently, it was necessary to develop an alternative extraction
method to provide adequate recoveries and sufficient purification.
Using a washing step during SPE method 1, the recovery of the low
molecular weight phenolic acids and aldehydes was low. The inter-
action between the polar solvent (water) and the phenolic acids/
aldehydes seemed to be stronger than the interaction with the
solid phase. Hence, we developed a method employing two com-
bined sorbent materials to ensure adequate recovery of antho-
cyanins and phenolic acids/aldehydes in the same step. We
overlaid two different sorbent materials. The lower sorbent was
Strata X material (60 mg), a reversed phase of styrol divinylbenzol
chains with y-lactam moieties. The upper sorbent was the Strata
C18 U sorbent (200 mg), which consists of C18 hydrocarbon chains.
The first step of SPE method 2 was conditioning using 4 ml metha-
nol (100%, v) followed by equilibration with 4 ml water/formic acid
(95%/5%, v|v). The next step was loading with 4 ml of the plasma
sample (diluted 1:1 with water/formic acid (95%/5%, v/v)) followed
by a washing step with 2 ml water/formic acid (95%/5%, v/v). The
sample loading step (with 4 ml plasma/water) and washing step
(2 ml water/formic acid) were then repeated. The samples were
eluted with 3 ml methanol/formic acid (95%/5%, v/v). This protocol
was carried out in parallel to the preparation of urine samples (see
above).

The sample preparation of urine and ileostomy fluid was per-
formed in triplicate, whereas single plasma samples were analyzed
owing to limited collection volumes. Prior to HPLC-analysis inter-
nal standards were added to all samples: 10 pg/ml del-3,5-diglc
for HPLC-DAD and 0.1 pg/ml del-3,5-diglc for HPLC-MS/MS, and
0.2 ng/ml iso-FA-d; for HPLC-MS/MS analysis, respectively. The
recovery from ileostomy fluid was 95 + 7% for anthocyanins and
95+ 10% for degradants. The recovery using SPE method 1 was
102 + 6% from water (pH 2.5) and 89 + 25% from an anthocyanin
free urine matrix for anthocyanins, and 102 + 4% from water (pH
2.5), and 106 + 5% from the urine matrix for degradation products.
SPE method 2 yielded an anthocyanin recovery values of 95+ 7%
from water (pH 2.5) and 91 + 15% from plasma, and degradant val-
ues of 95 + 10% from water (pH 2.5), and 84 + 15% from plasma.

2.5. Qualitative and quantitative analysis of anthocyanins and
degradation products

Standard references were used for optimization of the HPLC
instrument (Agilent 1200), which was coupled with a tandem mass
spectrometer system equipped with an ESI interface (API 3200,
ABSciex). The identification of analytes in plasma, urine and ileal
fluids was based on comparison of the chromatographic retention
times and MS® fragmentation with >3 parent-daughter ion-
fragmentation transitions to the reference data. Glucuronides and
sulfates were verified by neutral loss scan (cleavage of a glucuronyl
group with a loss of 176 amu and cleavage of a sulfate group with a
loss of 80 amu) and MS? fragmentation compared with published
data (Ferrars et al., 2014). The detected analytes in the different
types of matrix, ie., plasma, urine and ileal fluid, are shown in
Fig. 3.

Anthocyanins in BE, ileal fluids, and urine samples were quanti-
fied by a previously described HPLC-DAD method (Kropat et al.,
2013; Muller et al., 2012). For their quantification in plasma, a
HPLC-ESI-MS/MS instrument operating in the multi reaction mon-
itoring mode (MRM) was used. HPLC chromatographic separation
was carried out with a Luna C18 (u) column (Phenomenex, Aschaf-
fenburg, Germany) at 23 °C, with a flow rate of 0.5 ml/min and an
injection volume of 20 pl. The mobile phase consisted of water/
acetonitrile/formic acid (92%/3%/5%; v/v|v) solvent A and water/
acetonitrile/formic acid (45%/50%/5%, v/v/v) solvent B. The gradient
comprised 0-20 min, 2-14% B; 20-40 min, 14% B; 40-50 min, 14—

15% B; 50-55 min, 15-19% B; 55-65 min, 19-20% B; linear step to
99% B for 5 min; and return to initial condition of 2% B for 10 min.
The ESI-MS instrument-parameters were carried out in positive
mode: curtain gas, 30psi; ion spray, 5000V; temperature,
450 °C; gas 1, 50 psi; gas 2, 40 psi. The substance-specific parame-
ters of individual compounds and transitions are listed in Table 15
~ see supplementary data. Semi-quantification was performed
with external calibration of cy-3-glc in polyphenol-free plasma
(every 25 measurements) and the internal standard del-3,5-diglc.
Calibration curves ranged from 0.002 to 2 pmol/L with linearity
coefficient of 0,999 R? and a limit of quantification (LOQ) of
0.002 pmol/L.

Degradation products in plasma, urine, and ileal fluids were
quantified after extraction using HPLC-ESI-MS/MS in the negative
MRM mode. Separations of phenolic acids and aldehydes were per-
formed using the same column as reported before. The mobile
phase was pumped at a flow rate of 0.5 ml/min and contained
0.5% aqueous acetic acid (A) and 100% acetonitrile (B). The injec-
tion volume was 20 pl and the following gradient protocol was
used: 0 min, 10% B; 15 min, 10% B; 25 min, 15% B; 35 min, 15% B;
40 min, 35% B; 52 min, 35% B; 52.1 min, 90% B; 55 min, 90% B:
55.1 min, 10% B; and 60 min, 10% B. To enhance the selectivity of
the individual mass traces, the method was divided into three sep-
arate time periods: the instrument-specific parameters during Per-
iod 1 (0-26 min) were set to 30 psi curtain gas, —4500 V ion spray,
700 °C temperature, 60 psi gas 1 and 40 psi gas 2, whereas during
Period 2 (26-44 min) and Period 3 (44-59 min), they were chan-
ged to 25 psi curtain gas, —4000 ion spray, 50 psi gas1 and 70 psi
gas 2. The substance-specific parameters are listed in Table 15 -
see supplementary data. The references and internal standard
(iso-FA-d3) were added to samples of polyphenol-free ileal fluid,
urine and plasma to generate individual calibration curves and
compensate for suppression of ionization by the matrix. Calibra-
tion curves ranged between 0.003 pmol/L to 6 pmol/L (R* > 0.99)
and the LOQ was 0.003-0.190 pmol/L depending on the analytes.

2.6. Determination of intestinal passage time

To determine how fast food components (anthocyanins) were
excreted, the volunteers under study drank 330 ml of conventional
bilberry juice. For the group of ileostomists, the individual intesti-
nal passage time was defined as the time of coloring of ileostomy
fluid, whereas for the subjects with intact gastrointestinal passage,
the coloring of feces was monitored and documented.

2.7. Statistical analysis and calculations

Due to the low number of subjects in this study, no significant
testing was meaningful. This study is a pilot intervention and gives
hints and motivation to design more powerful intervention studies.
Pharmacokinetic parameters (see Table 1), such as the area under
the curve (AUC) of plasma analytes, were determined by integra-
tion of the concentration curves between 0 to 8 h using the linear
trapezoidal rule. The time point where maximum of plasma con-
centration (Cpax) was reached was defined as Ty, The plasma
concentrations of anthocyanins and degradants were expressed
as a Bateman function, which is representative of oral ingestion.
Elimination started at Tmayx and followed first order kinetics for
an approximate one compartment system. For calculation of the
half life, T2, we plotted the natural logarithm (In) of the concen-
tration against time and fitted the data to a linear equation to cal-
culate the elimination rate constant from the slope: T;; was then
calculated from the slope using a quotient of In (2). All parameters
must be considered with appropriate insecurities corresponding to
the low number of subjects.
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