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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die Enzyme a-Amylase und a-Glucosidase katalysieren die Hydrolyse von Polysacchariden in
resorbierbare  Monosaccharide und damit die Glucosefreisetzung ins Blut. Durch
Glykogenphosphorylase a wird ebenfalls Glucose ins Blut freigesetzt, hier jedoch durch die
Hydrolyse von Leber- oder Muskelglykogen. Dipeptidylpeptidase IV spielt eine zentrale Rolle bei der
Freisetzung von Insulin, indem sie das Inkretinhormon Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) abbaut.
Hemmstoffe dieser Enzyme finden in der therapeutischen Behandlung und Préavention von Diabetes
mellitus Anwendung. Neben synthetischen Inhibitoren sind bereits einige natiirliche Stoffe mit
hemmender Wirkung bekannt, die in unterschiedlichen Lebensmitteln vorkommen. So erwiesen sich
vor allem Flavonoide als potente Hemmer. Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss
verschiedener Extrakte aus neun roten Frichten auf die Aktivitat der Enzyme a-Amylase,
a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a und Dipeptidylpeptidase IV in vitro und in vivo sowie der
Identifizierung der verantwortlichen Inhaltsstoffe und entstand in Kooperation mit der TU
Braunschweig. Alle Saftextrakte enthielten potente Inhibitoren der untersuchten Enzyme. Zu den
aktivsten Extrakten zahlten die aus Aronia (Aronia melanocarpa), Granatapfel (Punica granatum)
und roter Traube (Vitis vinifera). Zur ldentifizierung der aktiven Inhaltsstoffe wurden diese drei
Extrakte in ihre Anthocyan-, Copigment- und Polymerfraktion getrennt und die ersten beiden
Fraktionen in Braunschweig weiter subfraktioniert. Auch hier zeigten sich alle (Sub-)Fraktionen als
potente Inhibitoren der getesteten Enzyme. Eine Studie mit einzelnen Anthocyanen und
Copigmenten belegte diese Ergebnisse und gab Hinweise auf die Strukturabhangigkeit des
Inhibitionspotentials. So beeinflussen die Anwesenheit und Anzahl der Hydroxyl- sowie
Methylgruppen, die Molekulgrof3e und synergistische Effekte die inhibitorische Aktivitdt. Um eine
irreversible Inaktivierung der Enzyme auszuschlieBen, wurde der Hemmmechanismus der Extrakte
und Fraktionen ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass alle untersuchten Proben die Aktivitat der
a-Amylase und a-Glucosidase reversibel hemmten.

Im Rahmen einer humanen Interventionsstudie wurde der Einfluss eines Extraktes aus
Aroniadirektsaft sowie eines roten Traubensaftkonzentrats auf den Blut- und Gewebsglucosespiegel
als auch auf die Blutinsulinkonzentration untersucht. Fiur den ersten Extrakt zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Glucosespiegel, wahrend der zweite die Insulinkonzentration signifikant
erhohte. Fiur alle Parameter konnten interindividuelle Unterschiede festgestellt werden, die eine
Einteilung der Probanden in ,Responder® und ,Nicht-Responder® ermoglichte. In der vorliegenden
Arbeit konnte das inhibitorische Potential verschiedener Extrakte aus roten Frichten sowie
unterschiedlicher Polyphenole auf a-Amylase, a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a und
Dipeptidylpeptidase 1V in vitro nachgewiesen sowie relevante Struktureigenschaften von Inhibitoren
ermittelt werden. Im Rahmen einer humanen Interventionsstudie konnten die beobachteten Effekte
auch in vivo bestatigt werden. Die Ergebnisse dieser Pilotstudie sollten zuklnftig mit einer héheren
Anzahl an Probanden und einer héheren Dosierung der Extrakte abgesichert werden.
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Abstract

Abstract

The enzymes a-amylase and a-glucosidase catalyze the hydrolysis of polysaccharides into
absorbable monosaccharides and thus the release of glucose into the blood. Glycogen
phosphorylase a also releases glucose into the blood, but here by cleaving liver or muscle glycogen.
Dipeptidyl peptidase IV plays a central role in the release of insulin by degrading the incretin hormone
glucagon-like-peptide-1 (GLP-1). Inhibitors of these enzymes are used in the therapeutic treatment
and prevention of diabetes mellitus. In addition to synthetic inhibitors, some natural substances with
inhibitory effects are already known to occur in various foods. Flavonoids, in particular, have been
shown to be potent inhibitors. This work deals with the influence of different extracts from nine red
fruits on the activity of the enzymes a-Amylase, a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a and
Dipeptidylpeptidase IV in vitro and in vivo as well as the identification of the responsible constituents
and was done in cooperation with the TU Braunschweig. All juice extracts contained potent inhibitors
of the enzymes studied. Among the most active extracts were those from aronia (Aronia
melanocarpa), pomegranate (Punica granatum) and red grape (Vitis vinifera). To identify the active
constituents, in Braunschweig these three extracts were separated into their anthocyanin,
copigment, and polymer fractions, and the first two fractions were further subfractionated. Again, all
(sub)fractions were shown to be potent inhibitors of the enzymes tested. An investigation of single
anthocyanins and copigments substantiated these results and provided evidence for the structure
dependence of the inhibition potential. Thus, the presence and number of hydroxyl as well as methyl
groups, the molecular size and synergistic effects influenced the inhibitory activity. To exclude
irreversible inactivation of the enzymes, the inhibition mechanism of the extracts and fractions was
determined. This showed that all samples tested reversibly inhibited the activity of a-amylase and
a-glucosidase.

In a human intervention study, the influence of an extract from aronia direct juice and a red grape
juice concentrate on blood and peripheral glucose levels as well as blood insulin concentration was
investigated. For the first extract, there was a significant reduction in glucose levels, while the second
significantly increased insulin concentration. Interindividual differences were found for all
parameters, which allowed the classification of the subjects into ‘responders’ and ‘non-responders’.
In the present work, the inhibitory potential of different extracts of red fruits as well as different
polyphenols on a-amylase, a-glucosidase, glycogen phosphorylase a, and dipeptidyl peptidase IV
was demonstrated in vitro and relevant structural properties of inhibitors were determined. In a
human intervention study, the observed effects could also be confirmed in vivo. The results of this
pilot study should be validated in the future with a higher number of subjects and a higher dosage of
the extracts.
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Einleitung

1 Einleitung

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die auf eine Stérung im Insulinstoffwechsel
zuriickgeht und durch einen chronisch erhéhten Blutzuckerspiegel gekennzeichnet ist. Es werden
drei Typen von Diabetes (Typ-I-, Typ-1l- und Gestationsdiabetes) unterschieden, wobei tiber 95%
aller Diabetiker in Deutschland an Diabetes mellitus Typ Il leiden [Jacobs und Rathmann, 2019].
Weltweit wurde bei ca. 463 Millionen Menschen eine Diabeteserkrankung diagnostiziert, wobei 9,5
Millionen auf Deutschland entfallen. AuRerdem ist eine weiter steigende Tendenz zu beobachten
[Gorban de Lapertosa et al., 2019]. Personen, die an Diabetes mellitus erkrankt sind, haben ein
hohes Risiko schwerwiegende Folgeerkrankungen zu entwickeln, wie Schlaganfalle, Retinopathie,
Nephropathien oder Neuropathien [International Diabetes Federation, 2013]. Die Ursachen fir eine
Entwicklung von Diabetes mellitus sind vielfaltig. Neben einer genetischen Veranlagung spielt auch
der Lebensstil (Alter, Ubergewicht, kérperliche Untatigkeit) eine entscheidende Rolle [Concannon et
al., 2009; McMullan et al., 2013].

Der Kohlenhydratstoffwechsel nimmt direkten Einfluss auf den Blutzuckerspiegel. Die Verdauung
und Resorption von Kohlenhydraten dienen der Aufnahme von Monosacchariden aus komplexen
Polysacchariden, wie z.B. Stéarke. Diese wird sowohl durch a-Amylasen, wie die Speichel- und die
Pankreasamylase, als auch durch spezifische membrangebundene Disaccharidasen
(a-Glucosidase, Saccharase, Lactase) katalysiert. AnschlieRend werden diese Monosaccharide
Uber die Enterozyten in die Blutbahn abgegeben [Biesalski und Grimm, 2011; Léffler et al., 2006].
Ein weiterer Weg der Glucosefreisetzung ins Blut findet sich im Glykogenstoffwechsel. Hierbei wird
Glykogen, die hepatische und muskuldre Speicherform der Glucose, durch die
Glykogenphosphorylase a in mehrere Glucose-1-phosphat-Einheiten abgebaut, welche nach einer
anschlielenden Umwandlung durch die Glucosephosphat-Mutase als Glucose-6-phosphat ins Blut
abgegeben wird [Berg et al., 2013]. Ein zentraler Bestandteil im Glucosestoffwechsel spielt auch das
Hormon Insulin. Dieser ermdglicht die Aufnahme von Glucose in verschiedene Zellen, wie
beispielsweise in Muskulatur und Fettgewebe [Rehner und Daniel, 2010]. Das Enzym
Dipeptidylpeptidase IV beeinflusst hierbei die Dauer der Insulinfreisetzung [Deacon, 2019].

Zur Behandlung und in der Pravention von Diabeteserkrankungen spielt die Regulation der
beschriebenen Stoffwechselwege eine wesentliche Rolle. Hierbei gibt es verschiedene
Angriffspunkte fir mdgliche Inhibitoren. Einerseits kann die Enzymaktivitat der a-Amylase und
a-Glucosidase im Speichel, Magen und Darm gehemmt werden, andererseits aber auch die
Glucosetransporter in den Enterozyten des Dinndarms [Ali et al., 2006; Subramanian et al., 2008;
Sands et al.,, 2015]. Eine weitere Mdoglichkeit stellt die Inhibition der Aktivitdit der Enzyme
Glykogenphosphorylase a und Dipeptidylpeptidase IV dar [Ablat et al., 2014; Connolly et al., 2014].
Es gibt einige bekannte Regulatoren des Glucosestoffwechsels. Dazu zahlen die therapeutisch

eingesetzten synthetischen Wirkstoffe Acarbose®, Voglibose® und Miglitol®, welche als a-Amylase-
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Einleitung

und a-Glucosidase-Hemmer wirken [DiNicolantonio et al., 2015; Vichayanrat et al., 2002; Ueno et
al., 2015]. Aber auch Gliptine (z.B. Sitagliptin), die Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV sind, finden
ihren Einsatz in der Diabetesbehandlung [Cahn und Raz, 2013]. Bei der Entwicklung neuartiger
antidiabetischer Wirkstoffe sind auch Inhibitoren der Glykogenphosphorylase a, die das Enzym im
inaktivierten Zustand halten, in den Fokus der Forschung geriickt [Loughlin et al., 2008].

Eine weitere Substanzklasse, welche sich beziglich ihrer Wirkung auf die Reduzierung des
Blutglucosespiegels und dadurch einer langfristigen Reduzierung des Diabetesrisikos in der
Diskussion befindet, stellen sekundare Pflanzeninhaltsstoffe (Polyphenole) dar. Ihnen werden
insbesondere antioxidative, antiinflammatorische, antidiabetische und chemopraventive Wirkungen
zugeschrieben. Vor allem die Gruppe der Flavonoide zeigte ein hohes Potential, die Aktivitat von
a-Amylase und a-Glucosidase zu hemmen. Die darin vorhandenen Hydroxylgruppen kénnen Uber
Wasserstoffbriickenbindungen besonders effektiv an das katalytische Zentrum der beiden
Verdauungsenzyme binden und so deren Aktivitdt herabsetzen [Lo Piparo et al., 2008]. Hierbei
konnte auch festgestellt werden, dass die Inhibition der a-Glucosidase eher durch Anthocyane
beeinflusst wird, wahrend die Inhibition der a-Amylase verschiedenen Polyphenolklassen
zugeschrieben werden kann [Cheplick et al., 2007]. Das Inhibitionspotential gegeniiber den beiden
Enzymen konnte auch schon in verschiedenen polyphenolhaltigen Extrakten, aus beispielsweise
Granatapfel, Blaubeeren, Cranberry, Erdbeeren oder Maulbeeren, nachgewiesen werden
[Adisakwattana et al., 2012]. Die Inhibition der Glykogenphosphorylase a durch einige
Pflanzeninhaltsstoffe, wie Catechingallate, Flavonole und Anthocyane, sowie polyphenolhaltige
Extrakte aus beispielsweise verschiedenen Traubensorten, wurde ebenfalls bereits beobachtet
[Kamiyama et al., 2010; Jakobs et al., 2006; Kantsadi et al., 2014]. Die Beeinflussung der Aktivitat
von Dipeptidylpeptidase IV konnte ebenfalls fiir verschiedene Extrakte nachgewiesen werden. Im
Fokus der Untersuchungen standen bisher Uberwiegend Proteinhydrolysate aus beispielsweise
Treber, Amaranth, Soja, Lupinen, Milch, Algen und Fisch, da diese die Enzymaktivitat durch Bildung
prolinreicher Peptide regulieren konnen [Connolly et al., 2014; Power et al., 2014]. Allerdings konnte
auch fur Aroniasaft und verschiedene darin enthaltene Anthocyane eine enzymhemmende Wirkung
nachgewiesen werden, wobei diese hauptsachlich auf Cyanidin-3,5-diglucosid zurickgefihrt
werden konnte [Kozuka et al., 2015].

Um den Einfluss von roten Frichten auf Enzyme des Glucose- und Glykogenstoffwechsels zu
untersuchen sowie erste Einblicke in das inhibitorische Potential gegenuber Dipeptidylpeptidase 1V
zu erhalten, wurden im Rahmen dieser Arbeit von der TU Braunschweig hergestellte Extrakte in
verschiedenen zellfreien photometrischen Testsystemen betrachtet. Die Fraktionierung der
Fruchtextrakte durch den Kooperationspartner diente der ldentifizierung der verantwortlichen
Inhaltsstoffe sowie Strukturelemente. Eine anschlieBende Humanstudie sollte Gberprifen, ob die in

vitro gewonnen Ergebnisse in vivo bestatigt werden kénnen.




Stand der Wissenschaft

2 Stand der Wissenschaft

2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die auf einen Insulinmangel oder eine
Insulinresistenz zuriickzufuhren ist. Glucose kann von einer Person, die an Diabetes mellitus
erkrankt ist, nicht in die Zellen aufgenommen werden und verbleibt somit im Blut. Ein chronisch
erhohter Blutzuckerspiegel, auch Hyperglykdmie genannt, ist die Folge. Der Name ,Diabetes
mellitus“ stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,honigsifer Durchfluss®, er beschreibt das
dominierende Symptom, namlich die Ausscheidung von Zuckern tber den Urin [Karlson et al., 1988].
Man unterscheidet drei Hauptarten von Diabetes: Typ-I-Diabetes, Typ-llI-Diabetes und
Gestationsdiabetes.

Das Hormon Insulin wird in den -Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas produziert und
fordert die Glucoseaufnahme in die Zellen des menschlichen Kérpers. Insulin hat drei grundlegende
Funktionen im Stoffwechsel. Es zahlt zu den wichtigsten Regulatoren des Glucosemetabolismus
und tragt somit zur Senkung des Blutzuckerspiegels bei. Hier spielt nicht nur die Steigerung der
Glucoseaufnahme in die menschlichen Zellen eine Rolle, sondern auch eine Hemmung der
Glykogenolyse bzw. der Gluconeogenese. Eine weitere Funktion ist die Regulierung des
Aminosaurespiegels im Blut und die Stimulation der Proteinsynthese. Dies geschieht durch die
Steigerung der Aminosaureaufnahme in die Zelle und des Aminoséaureeinbaus in Proteine sowie
durch die Hemmung des Proteinabbaus. Die dritte Funktion ist die Steigerung der
Triglyceridspeicherung. So regt Insulin die Aufnahme der Triglyceride aus dem Blut in
Adipozytenzellen an und hemmt gleichzeitig die Lipolyse sowie die Freisetzung von Fettsduren aus
den Fettzellen [Berg et al., 2013]. Insulin bewirkt unter anderem die Translokation des
Glucosetransporter Typ 4 (GLUT 4) aus einem intrazellularen Pool an die Plasmamembran der
Zellen. Uber ihn wird dann Glucose in die Zelle transportiert (s. Abbildung 2-1). Sinkt der
Insulinspiegel, 16st sich der Membrantransporter wieder von der Zellmembran. Dadurch wird die
Glucoseaufnahme beendet. Die Sekretion von Insulin  wird hauptsédchlich durch den
Blutglucosespiegel reguliert. Nach Nahrungsaufnahme wird vermehrt Insulin produziert, wodurch
der Spiegel sinkt und sich dadurch wieder normalisiert. Im Hungerzustand wird weniger Insulin
produziert, der Spiegel steigt wieder an und normalisiert sich so. Die Insulinproduktion wird aber
auch durch verschiedene gastrointestinale Hormone sowie das vegetative Nervensystem reguliert
[Berg et al., 2013].
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Abbildung 2-1: Die Rolle von Insulin bei der Aufnahme von Glucose Uber GLUT 4 [modifiziert nach
[SwissHealthMed, 2016].

2.1.1 Typ-I-Diabetes

Der Typ-I-Diabetes, auch ,insulinpflichtiger® Diabetes genannt, beruht darauf, dass infolge einer
Zerstdrung der insulinproduzierenden B-Zellen kein oder kaum Insulin produziert werden kann. Die
Zerstorung wird durch eine Autoimmunreaktion eingeleitet, welche dafiir sorgt, dass die Zellen durch
das korpereigene Immunsystem angegriffen werden [Li et al., 2017].

Glucose

Insulln .
Insulinrezeptor .

0
Pankreas

Abbildung 2-2: Mechanismus von Typ-I-Diabetes [modifiziert nach SwissHealthMed, 2016].

Durch diesen Insulinmangel kann Glucose nicht mehr von den insulinabhdngigen Zellen
aufgenommen werden und verbleibt im Blut. Gleichzeitig wird tber den Darm oder die Leber
weiterhin Glucose ausgeschittet. Das fuhrt zu einem stark erhdhten Blutzuckerspiegel, der
charakteristisch fiir Diabetes-Patienten ist. Aufgrund des damit einhergehenden Glucosemangels in
den Korperzellen, wird zur Energiegewinnung Fett abgebaut. Die dadurch vermehrt ins Blut
abgegebenen Ketonkdrper fuhren zu einer starken Ansauerung des Blutes, was als Ketoazidose

bezeichnet wird. Im Extremfall kann dies zu einem ketoazidotischen Koma fuihren, welches typisch
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fur den Typ-I-Diabetes ist. Die nicht aufgenommene Glucose wird in den Urin abgegeben und tber
diesen ausgeschieden. Dies fiihrt zu einer erhdhten Urinausscheidung und damit verbunden auch
zu einem trockenen Mund und einem Ubermafigen Durstgefuhl [Bluestone et al., 2010].

Die Ursachen fir die Entstehung von Typ-I-Diabetes sind vielféltig. Die genetischen Faktoren spielen
eine wichtige Rolle. Es gibt mehr als 20 Gene, denen ein Zusammenhang mit der Entstehung von
Diabetes mellitus Typ | nachgewiesen werden konnten. Allerdings kann sich die Erkrankung nur
polygenetisch entwickeln, das heil3t, dass mehrere genetische Veranderungen vorliegen missen
[Concannon et al., 2009]. Auch die Umweltfaktoren spielen eine bedeutende Rolle. Die anfangs
erwahnte Autoimmunreaktion kann durch kérperfremde Antigene, die den kdrpereigenen Proteinen
ahneln, hervorgerufen werden. Das Immunsystem richtet sich in der Folge sowohl gegen diese
Antigene als auch gegen die korpereigenen Oberflachenproteine auf den [B-Zellen der
Langerhans’schen Inseln des Pankreas. Des Weiteren spielen noch Diabetes auslésende Viren, wie
z.B. das Rubivirus oder Herpesviren, sowie Bafilomycine, die sich unter anderem an faulenden
Stellen von Wurzelgemise vermehren kénnen, und ein Vitamin-D-Mangel eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von Typ-I-Diabetes [Lee et al., 2013; Hettiarachchi et al., 2006; Zipitis und Akobeng,
2008].

Diabetes mellitus Typ | kann bei Personen jeden Alters auftreten. Allerdings liegt die
Neuerkrankungsrate bei Kindern und Jugendlichen am hdchsten. Am haufigsten tritt er zwischen
dem elften und dreizehnten Lebensjahr auf. Daher wird er auch jugendlicher bzw. juveniler Diabetes

genannt [Gorban de Lapertosa et al., 2019].

2.1.2 Typ-lI-Diabetes

Der Typ-lI-Diabetes, auch nicht-insulinpflichtiger Diabetes genannt, beruht in erster Linie auf einer
Insulinresistenz. Hierbei reagieren die Kérperzellen, die Insulin bendtigen, um Glucose aus dem Blut
aufzunehmen, zunehmend unempfindlicher auf Insulin. Zu Beginn der Erkrankung kann die
Bauchspeicheldriise dem durch erhdhte Insulinproduktion entgegenwirken. Allerdings kann diese
stark erhohte Produktion irgendwann nicht mehr aufrechterhalten werden. Zur Kontrolle des

Blutzuckerspiegels reicht die nun produzierte Menge Insulin nicht mehr aus [Padhi et al., 2020].
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Abbildung 2-3: Mechanismus von Typ-lI-Diabetes [modifiziert nach SwissHealthMed, 2016].

Aufgrund der anfanglich moéglichen kérpereigenen Kompensation der Resistenz zeigen sich bei Typ-
lI-Diabetikern meist jahrelang keine Symptome. Nur unspezifische Symptome, wie z.B. Midigkeit,
treten auf. Daher bleibt Diabetes mellitus Typ Il meist lange unerkannt und wird in einigen Fallen
erst sehr spét diagnostiziert. Trotz eines Hyperinsulinismus kommt es zu einem stark erhéhten
Blutzuckerspiegel. Eine weitere mogliche, aber seltene, Folge ist das so genannte hyperosmolare
Koma, welches typisch fur Typ-ll-Diabetes ist. Hierbei kommt es aufgrund des hohen
Blutzuckerspiegels zu einer vermehrten Wasserausscheidung Uber die Niere. Der erhohte
Flissigkeitsverlust kann hierbei nicht mehr durch Wasseraufnahme ausgeglichen werden und so
kommt es zu einer Dehydrierung des Kdrpers und zu einem Nierenversagen [Hensen et al., 2006].
Die Ursachen fir die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ Il sind vielfaltig. Dazu z&hlt zum einen
Ubergewicht. Hierbei spielt vor allem das Viszeralfett, das die inneren Organe umgebende
Bauchfett, eine entscheidende Rolle. Dieses bildet sich durch eine Uberwiegend zucker- und
fetthaltige Ernahrung aus [Gorban de Lapertosa et al., 2019]. Daneben spielt auch die genetische
Veranlagung eine grofRe Rolle. Auch hier erfolgt die Entwicklung der Erkrankung polygenetisch.
Neben der genetischen Vorbelastung zahlt auch die ethnische Angehodrigkeit zu den
beeinflussenden Faktoren. Wie bei bereits bei Typ-I-Diabetes erhéhen auch hier eine erhdhte
korpereigene Gluconeogenese, ein Vitamin-D-Mangel, hohes Alter, korperliche Untatigkeit und ein
hoher Blutzuckerspiegel wahrend der Schwangerschaft die Wahrscheinlichkeit an Typ-lI-Diabetes
zu erkranken [McMullan et al., 2013].

Diabetes mellitus Typ Il ist der haufigste Diabetestyp und macht 90 % aller Falle aus. Er tritt meist
erst im hdheren Lebensalter auf, weswegen er friher auch als ,Altersdiabetes” bezeichnet wurde.
Allerdings ist ein starker Anstieg in der Erkrankungsrate bei Kindern und Jugendlichen zu sehen

[Gorban de Lapertosa et al., 2019].
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2.1.3 Gestationsdiabetes

Der Gestationsdiabetes, auch ,Schwangerschaftsdiabetes” genannt, tritt erstmals wahrend der
Schwangerschaft auf. Frauen entwickeln hierbei meist um die 24. Schwangerschaftswoche eine
Insulinresistenz und damit einhergehend einen hohen Blutzuckerspiegel. Die vermehrt im Korper
vorliegenden Steroidhormone, wie z.B. Cortisol und Ostrogen, wirken dem Insulin entgegen und
fuhren so zu der Insulinresistenz der Kérperzellen [Deutsche Diabetes Gesellschaft, 2008].

Der Gestationsdiabetes wird meist nicht bemerkt, da Symptome oft ausbleiben. Auftreten kénnen
jedoch ein gesteigertes Durstgefuhl, UbermaRige Gewichtszunahme, erhohter Blutdruck oder
Veranderungen der Fruchtwassermenge. Entscheidender sind jedoch die Auswirkungen, die eine
solche Insulinresistenz auf den Fétus haben kann. Neben Wachstumsstérungen, gehért dazu auch
die Gefahr einer Mangelversorgung des Fotus aufgrund einer gestérten Entwicklung der Plazenta.
Des Weiteren entwickelt sich im Fotus ebenfalls ein erhdhter Blutzuckerspiegel, dem durch eine
vermehrte Insulinproduktion entgegengewirkt werden soll. Nach Beendigung der Glucosezufuhr
durch die Mutter nach der Geburt, entsteht eine Unterzuckerung im Neugeborenen, die weitere
Nebenwirkungen, wie Lethargie oder Atemaussetzer, nach sich ziehen kann [The HAPO Study
Cooperative Research Group, 2008].

Wie bei den beiden anderen Diabetes-Typen, gibt es auch beim Gestationsdiabetes einige
Risikofaktoren, die die Entwicklung der Krankheit férdern. Dazu zahlen Ubergewicht oder das Alter
der Mutter. Auch Vorerkrankungen, wie friiherer Schwangerschaftsdiabetes oder ein gehauftes
Auftreten von Typ-lI-Diabetes in der Familie, erhdhen das Risiko diese Form des Diabetes zu
entwickeln [World Health Organization, 2014].

Der Gestationsdiabetes verschwindet in der Regel nach Beendigung der Schwangerschaft,
allerdings besteht fur die Mutter ein deutlich hdheres Risiko bei einer folgenden Schwangerschaft
erneut zu erkranken oder spater Diabetes mellitus Typ Il zu entwickeln. Auch fir die Kinder erhdht
sich die Gefahr spéater an einem der beiden anderen Diabetes-Typen oder an einem metabolischen

Syndrom zu erkranken [Gorban de Lapertosa et al., 2019].

2.1.4 Spatfolgen von Diabetes

Personen, die an Diabetes mellitus erkrankt sind, haben ein erhohtes Risiko schwerwiegende
Folgeerkrankungen zu entwickeln. Durch den konstant erhéhten Blutzuckerspiegel werden neben
dem Blutkreislauf auch das Herzkreislaufsystem, das zentrale Nervensystem und verschiedene

Organe beeinflusst.
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Abbildung 2-4: Die haufigsten Spatfolgen von Diabetes [modifiziert nach [International Diabetes Federation,
2013].

Die kardiovaskularen Erkrankungen zeigen sich vor allem als Herzinfarkt und sind die haufigste
Todesursache unter Diabetikern. Hervorgerufen werden sie durch eine Makroangiopathie, bei der
die groRBen Arterien durch Ablagerungen und Verkalkungen Durchblutungsstérungen aufweisen.
Diese Angiopathie kann sich aufgrund des hohen Blutzuckerspiegels, des ebenfalls erhdhten
Cholesterinspiegels und des erhéhten Blutdrucks entwickeln [Tschoépe et al., 2019].

Diabetes ist eine Hauptursache flir chronische Nierenschaden. Hervorgerufen werden sie durch eine
Mikroangiopathie, bei der die kleinen arteriellen Blutgefal3e eine gestdrte Durchblutung aufweisen.
Dadurch kann die Nierenaktivitat eingeschrankt werden oder sogar komplett ausfallen und so zu
einem kompletten Nierenversagen fuhren. Auch hier erhdht der durch die Diabeteserkrankung
hervorgerufene Bluthochdruck das Risiko einer Nephropathie [Merker, 2019].

Retinopathien, die das Sehvermégen einschréanken oder gar zur Blindheit fihren kénnen, sind eine
haufige Folge von Diabetes mellitus. Sie werden durch den erhohten Blutdruck, den ebenfalls
erhohten Cholesterinspiegel, den hohen Blutzuckerspiegel und die damit einhergehende
Schédigung der NetzhautgefalRe hervorgerufen. Betroffen sind hierbei vor allem die Netzhaut und
die Hornhaut [Lutty, 2013].

Bei mehr als jedem dritten Diabetiker entwickeln sich diabetische Neuropathien, bei denen die
motorischen, vegetativen und sensiblen Nervenfasern betroffen sein kbnnen. Hervorgerufen wird sie
durch die Ablagerungen in den Blutgefal3en, welche zu einer Unterversorgung der Nervenzellen mit

Nahrstoffen und Sauerstoff fihrt. Es lassen sich zwei Hauptformen unterscheiden. Die autonome

s
8




Stand der Wissenschaft

und die periphere Neuropathie. Die autonome Neuropathie ist die Erkrankung des vegetativen
Nervensystems. Sie kann fast jedes Organ betreffen und hat eine Vielzahl von Symptomen, wie
Blutdruckabfall, Ubelkeit oder trockene Haut zur Folge [Said, 2013]. Die periphere Neuropathie ist
die Erkrankung des somatischen Nervensystems. Hierbei werden vor allem die peripheren
Nervenfasern zerstort. Das kann zu Schmerzen, Kribbeln und Sensibilitatsverlust in den
GliedmalRen, vor allem in den FURen, fuhren. Dadurch kann es zu unbemerkten Entziindungen
kommen, die zu Infektionen, Geschwirbildung oder zu Amputationen fuhren. Die haufigste
Manifestation dieser Neuropathie ist die distal-symmetrische sensomotorische Polyneuropathie
(DSPN) [Ziegler, 2019].

Die diabetische Neuropathie ist neben der Mikro- und der Makroangiopathie die Hauptursache des
diabetischen Ful3ssyndroms (DFS). Es zeigt sich durch schlecht heilende Wunden am Unterschenkel
oder am FuBR. Eine Folge des DFS sind Amputationen. Uber 70 % aller in Deutschland
durchgefuihrten Amputationen werden bei Menschen mit Diabetes mellitus durchgefuhrt. Eine
Sonderform des diabetischen Fu3syndroms ist die sogenannte diabetische Osteoarthropathie
(DOAP), bei der es zu einer durch eine Entziindung hervorgerufenen Zerstérung von Knochen und
Gelenken kommt [Lawall und Lobmann, 2019].

2.1.5 Epidemiologie

9,5 Mio. der 20 — 79 — Jahrigen in Deutschland sind an Diabetes mellitus erkrankt. Damit liegt
Deutschland europaweit auf Platz eins der Lander mit der hochsten Zahl an Erkrankten und zahlt
somit weltweit als einziges europaisches Land zu den zehn L&ndern mit der hochsten absoluten
Anzahl an Diabetikern (Platz acht). Hierzu gehéren auch die USA, die mit ca. 31 Mio. Betroffenen
auf Platz drei liegen. Spitzenreiter ist China mit 116,4 Mio. Diabetikern. Weltweit wurde bei ca.
463 Mio. Menschen zwischen 20 und 79 Jahren eine Diabeteserkrankung diagnostiziert. Circa
352 Mio. Menschen davon - und damit ca. 76 % aller Diabetiker - sind zwischen 20 und 64 Jahren
alt [Gorban de Lapertosa et al., 2019].

Uber 95 % aller Diabetiker in Deutschland leiden an Diabetes mellitus Typ Il. Aufgrund verschiedener
Anderungen der Lebensbedingungen der Bevélkerung steigt die Haufigkeit von Typ-Il-Diabetes
immer mehr an und konnte sich so zu einem betrachtlichen Gesundheitsproblem entwickeln [Jacobs
und Rathmann, 2019].

In stadtischen Gegenden leben fast doppelt so viele Diabetiker wie in landlichen Gegenden. Das
liegt daran, dass eine direkte Korrelation zwischen der Entwicklung einer Diabeteserkrankung und
der Lebensweise herrscht. Vermehrte Zuckeraufnahme, verminderter Verzehr von Obst und
Gemiuse sowie weniger kdrperliche Aktivitat sind Risikofaktoren, die zu Diabetes fiihren kénnen und

aufgrund der urbanen Lebensweise gehauft in Stadten auftreten [Gorban de Lapertosa et al., 2019].
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Auch in den nachsten Jahren ist mit einem kontinuierlichen Anstieg der Zahlen zu rechnen.
Schatzungen zufolge soll die Zahl weltweit bis 2024 auf 700 Mio. Menschen ansteigen, wovon China
allein 147,2 Mio. ausmachen soll. Auch in Europa sollen die Zahlen weiterhin steigen, in Deutschland
sollen 2030 schatzungsweise bereits 10,1 Mio. Erkrankte leben. Der grofdte Anstieg ist jedoch in
Landern zu erwarten, die sich von Landern mit geringem Einkommen zu Landern mit einem mittleren
Einkommen entwickeln (Schwellenlander), wie z.B. Pakistan, wo sich die Zahlen Schatzungen

zufolge von 2019 bis 2045 verdoppeln sollen [Gorban de Lapertosa et al., 2019].

2.2 Verdauung und Resorption von Kohlenhydraten
2.2.1 Der Kohlenhydratstoffwechsel

Unter Verdauung versteht man die Spaltung komplexer Nahrungsbestandteile in resorbierbare
Einheiten mit Hilfe von Verdauungsenzymen. Durch enzymatische Hydrolyse werden hierbei
Kohlenhydrate in die kleinstmdglichen Verbindungen (Monosaccharide) gespalten, die im weiteren

Verlauf zur Energiegewinnung beispielsweise tber Glykolyse genutzt werden kann [Sanders, 2016].
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Abbildung 2-5: Prinzip des Starkeabbaus [modifiziert nach Goodman, 2010].

Die Verdauung beginnt bereits im Mund mit Hilfe der Speichelamylase, die von den Speicheldriisen
der Mundhohle gebildet wird. Diese spaltet die durch die Nahrung aufgenommene Starke
hydrolytisch durch Trennung der inneren a-1,4-glykosidischen Bindungen in das Disaccharid
Maltose. Im Magen denaturiert die Speichelamylase aufgrund des dort herrschenden sauren Milieus
und verliert so nach einiger Zeit ihre Wirksamkeit [Goodman, 2010]. Die Verdauung setzt sich im

Dunndarm, genauer im Duodenum, mit Hilfe der Pankreasamylase, die in den Azinuszellen der
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Bauchspeicheldriise gebildet wird, fort. Sowohl die Speichel- als auch die Pankreasamylase
gehdren zur Gruppe der a-Amylasen (EC 3.2.1.1, s. Abbildung 2-6, A) [Kam et al., 2013].

Abbildung 2-6: Rontgenstruktur der a-Amylase (A, PDB 1SMD) [Ramasubbu, 1996] und der a-Glucosidase
(B, PDB 3TON) [Shen et al., 2011] .

Das durch a-Amylasen gebildete Disaccharid Maltose wird nun durch eine spezifische
Disaccharidase, die sich in der Membran der Enterozyten des Dinndarms befinden, durch Hydrolyse
der a-1,4-glykosidischen Bindung in Monosaccharide gespalten. Diese Dissacharidase katalysiert
zwar eine ahnliche Reaktion wie die y-Amylasen, gehéren aber nicht zur Gruppe der Amylasen.
Maltose wird durch a-Glucosidase (EC 3.2.1.20, s. Abbildung 2-6, B) - oder friiher auch Maltase
genannt - in zwei Molekile a-D-Glucose gespalten. a-Glucosidase ist an den Mikrovilli des
Dunndarms lokalisiert und wird in den Granulozyten und den Nieren gebildet [Matsui et al., 2001].
Eine weitere Gruppe der Glucosidasen bilden die Cellulasen (EC 3.2.1.4), die in Pilzen und Bakterien
vorkommen und das Polysaccharid Cellulose in B-D-Glucose spalten [Lin et al., 2009]. B-
Glucosidasen (EC 3.2.1.21) kommen ebenfalls in Pilzen und Bakterien vor und sind dort fir die
hydrolytische Abspaltung terminaler 3-D-Glucose von B-D-Glucanen verantwortlich [Belitz et al.,
2008]. Die vierte und letzte Gruppe der Glucosidasen bildet das Glykogen-debranching-Enzym (EC
3.2.1.33). Es kommt in Saugetieren und Pilzen vor und ist dort fir den Abbau der a-1,6-
glykosidischen Verzweigung des Glykogens in Leber- und Muskelzellen verantwortlich [Song et al.,
2010].

Uber den Natrium/Glucose-Symporter 1 (SGLT-1), ein Zellmembranprotein, das mittels Symport
Monosaccharide und Natriumionen in die Zelle transportiert, gelangt die entstandene Glucose aktiv
in die Mukosazelle (s. Abbildung 2-7). Aufgrund der niedrigen Natriumkonzentration in der Zelle lauft
der Transport nach innen gerichtet ab, wobei das Carriermolekil stets zwei Natriumionen und ein
Molekil Glucose bindet und durch die Membran transportiert [Loffler et al., 2006]. Die Natriumionen
werden mit Hilfe einer Natrium-Kalium-ATPase wieder aus der Zelle entfernt und Glucose wird mit

Hilfe des Glucosetransporter Typ 2 (GLUT-2), der in verschiedenen Zelltypen in der Membran
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lokalisiert ist, aufgrund der hohen intrazellularen Glucosekonzentration tber erleichterte Diffusion

ins Blut abgegeben und kann so zu den Zielzellen transportiert werden [Kellett et al., 2008].

Natrium
_/ Kalium
Natrium Natrium
Glucose Glucose
Glucose
Lumen Enterozyte Blut

Abbildung 2-7: Modell der Glucoseabsorption durch die Enterozyten im Dinndarm [modifiziert nach [Wright,
1998]].

Glucose kann nur von Zellen in der Leber, dem Gehirn und von Erythrozyten direkt aufgenommen
werden. Die anderen Zellen benétigen spezielle Membrantransporter, die sich im intrazellularen Pool
befinden. Insulin bewirkt die Translokation dieser Transporter an die Zellmembran, wodurch dort die
Aufnahme von Glucose erméglicht wird [Ezeh et al., 2020].

Die Leber ist das zentrale Organ der Glucosehomoostase, also der Aufrechterhaltung des
Blutzuckerspiegels. In sie wird ein Grof3teil der im Blut zirkulierenden Glucose aufgenommen und
als Glykogen gespeichert, um dieses bei Bedarf wieder abzubauen und als Glucose ins Blut
freizusetzen und zu den jeweiligen Zielzellen zu transportieren. Durch ein Rickkopplungssystem,
an dem die Hormone Insulin und Glucagon beteiligt sind, wird die Blutglucosekonzentration konstant
gehalten (s. Abbildung 2-8). Hierzu muss die Glucoseaufnahme bzw. -produktion und der
Glucoseverbrauch im Gleichgewicht sein. Insulin ermdglicht die Aufnahme von Glucose in
bestimmte Organe und flihrt somit zu einer Senkung des Blutzuckerspiegels. Die Sekretion von
Insulin korreliert mit dem herrschenden Blutzuckerspiegel. Glucagon, das als Gegenspieler des
Insulins angesehen werden kann und in den a-Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas
produziert wird, ist fur die Blutzuckererhéhung verantwortlich, indem es den Glykogenabbau fordert
und gleichzeitig die Glykogensynthese hemmt. Seine Sekretion verhélt sich invers zum vorhandenen
Blutzuckerspiegel [Maid-Kohnert, 2001].
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Abbildung 2-8: Modell der Glucosehomoostase [nach [Biesalski und Grimm, 2011].

2.2.2 Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels und therapeutische Targets

Die Regulation der Verdauung und der Resorption von Kohlenhydraten spielt vor allem in der
Behandlung von Diabetes-Erkrankungen und der Pravention von Diabetes-Folgeerkrankungen eine
bedeutende Rolle. Minimiert werden soll hierbei die Glucoseabgabe ins Blut, da so der erhéhte
Blutzuckerspiegel gesenkt werden kann. Hierbei gibt es verschiedene Angriffspunkte fir mdgliche
Inhibitoren.

Zum einen kann die Aktivitat der a-Amylase gehemmt werden. Dadurch wird die Hydrolyse der durch
die Nahrung aufgenommenen Stéarke in der Mundhéhle und im Darm in Maltose verringert, wodurch
die weitere Verdauung reguliert wird [Ali et al., 2006].

Eine weitere Mdglichkeit ist die Hemmung der a-Glucosidase-Aktivitat. Durch diese Hemmung wird
die Spaltung des gebildeten oder auch des durch die Nahrung aufgenommenen Disaccharids
Maltose an der Dinndarmmukosa in das Monosaccharid Glucose vermindert [Subramanian et al.,
2008].

Das letzte therapeutische Target der Kohlenhydratverdauung und -resorption ist die Hemmung des
Transports der Glucose ins Blut. Durch Hemmung der Glucosetransporter SGLT-1 oder GLUT-2
wird der Transport der Glucose in die Mukosazelle und anschlieBend ins Blut verringert [Sands et
al., 2015].

Die Hemmung von Verdauungsenzymen des Kohlenhydratstoffwechsels fuhrt aufgrund einer
verminderten Verfugbarkeit von Glucose im Darm ebenso wie die Hemmung der Glucosetransporter
zu einer reduzierten intestinalen Glucoseresorption und somit zu einem sinkenden
Blutzuckerspiegel.

Es gibt einige bekannte Inhibitoren der Glucoseaufnahme. Zu den therapeutisch eingesetzten
synthetischen Antidiabetika gehéren Verbindungen wie Acarbose (0O-4,6-Didesoxy-4-
{[(1S,4R,5S,6S)-4,5,6-trihydroxy-3-(hydroxymethyl)-2-cyclohexen-1-yllamino}-a-D-glucopyranosyl-
(1,4)-O-0-D-glucopyranosyl-(1,4)-D-glucopyranose), Voglibose ((1S,2S,3R,4S,5S5)-5-(1,3-
Dihydroxypropan-2-ylamino)-1-(hydroxymethyl)cyclohexane-1,2,3,4-tetraol) und Miglitol
((2R,3R,4R,5S)-1-(2-Hydroxyethyl)-2-(hydroxymethyl)piperidine-3,4,5-triol) (s. Abbildung 2-9) [Al
Kazaz et al., 1998].
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Acarbose Voglibose Miglitol

Abbildung 2-9.: a-Amylase- und a-Glucosidase-Inhibitoren als Wirkstoffe in Diabetesmedikamenten.

Der seit 1990 aufgrund seiner hohen Hemmwirkung haufigste eingesetzte Wirkstoff ist Acarbose.
Dieses Pseudotetrasaccharid bindet Uber kompetitive Hemmung an die aktiven Zentren dreier
Enzyme der Kohlenhydratverdauung (a-Amylase, Saccharase und a-Glucosidase), wobei es eine
hohere Inhibitionsaktivitat gegentber a-Glucosidase im Vergleich zur a-Amylase zeigt. Starke
Schwankungen im Glucosespiegel kbénnen zur Bildung reaktiver Sauerspezies fiihren und somit zu
oxidativem Stress, welcher wiederum ein Ausloser fir endotheliale Dysfunktionen sein kann. Durch
die Regulierung der Glucosekonzentration im Blut senkt Acarbose das Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen. Neben seinem Einsatz in der Behandlung von Diabeteserkrankungen, kann es auch
in der Diabetespravention angewendet werden [DiNicolantonio et al., 2015; Wehmeier und
Piepersberg, 2004]. Der neueste a-Glucosidase-Inhibitor ist Voglibose. Da die kompetitive
Hemmung dieses Wirkstoffes jedoch nahezu keine Wirkung auf die a-Amylase-Aktivitat zeigt, ist er
weniger effizient als Acarbose und wird deshalb seltener eingesetzt [Vichayanrat et al., 2002]. Ein
weiterer a-Glucosidase-Inhibitor ist Miglitol. Da er allerdings sehr schnell und fast komplett im
Dunndarm absorbiert wird und dadurch nur kurzen Kontakt mit dem membrangebundenen Enzym
hat, ist seine Wirkung eher gering. Dafiir zeigt Miglitol jedoch noch zusatzlichen Einfluss auf die
Insulinausschuttung der B-Zellen der Bauchspeicheldrise [Ueno et al., 2015].

Zahlreiche Polyphenole werden im Zusammenhang mit einer Reduzierung des Blutglucosespiegels
durch Hemmung der a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitat diskutiert. In verschiedenen zellfreien
in vitro-Studien wurde dieses Inhibitionspotential bereits untersucht. Hierbei zeigten vor allem die
Gruppe der Flavonoide ein hohes Potential. Eine Untersuchung von Extrakten aus der
Montmorency-Kirsche zeigte eine signifikante Hemmung der Aktivitdt von a-Amylase sowie eine
leichte Hemmung der a-Glucosidase-Aktivitat. Diese Beobachtung kann vor allem auf die darin
enthaltenen Anthocyane wie Cyanidin-3-rutinosid und Cyanidin-3-glucosid zurtickgefuihrt werden
[Kirakosyan et al., 2018]. Die Untersuchung von Anthocyanen aus Heidelbeeren und schwarzen
Johannisbeeren zeigte ein hohes Potential auf die a-Glucosidase-Aktivitat zu hemmen mit
ICso-Werten von 0,232 und 0,133 mg/ml fur die Heidelbeer-Anthocyane und 0,152 und 0,005 mg/ml

fur die aus schwarzen Johannisbeeren [Zhang et al., 2019]. Um zu ermitteln, welche Verbindung fur
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die hypoglykdmische Wirkung von schwarzen Johannisbeeren zustandig ist, wurde die
enzymhemmende Wirkung eines Extraktes aus schwarzen als auch eines aus grinen
Johannisbeeren untersucht. Hierbei zeigte sich, dass der Extrakt aus schwarzen Johannisbeeren
sowohl die Aktivitat der a-Glucosidase als auch der a-Amylase signifikant hemmte, wahrend der
Extrakt aus grinen Johannisbeeren lediglich gegeniber a-Amylase wirkte. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Inhibition der a-Glucosidase eher spezifisch durch Anthocyane beeinflusst wird,
wahrend die Inhibition der a-Amylase verschiedenen, anderen Polyphenolen zugeschrieben werden
kann [Barik et al., 2020]. Dies bestétigte sich auch bei der Untersuchung verschiedener Extrakte aus
Traubenschalen und -fruchtfleisch. Hier war die inhibitorische Aktivitat aller Proben gegentber
a-Glucosidase hoher als gegen a-Amylase [Tkacz et al., 2019]. Den u.a. in Muskatellertrauben
vorkommenden Anthocyanen konnte ebenfalls ein Inhibitionspotential gegenliber a-Glucosidase
nachgewiesen werden. Fur Cyanidin und das Cyanidin-3,5-diglucosid konnte ein ICso von 0,04 bzw.
6,01 mg/ml ermittelt werden [You et al., 2011]. Auch fur Extrakte aus Friichten der blauen
Heckenkirsche konnte bereits eine enzymhemmende Wirkung beobachtet werden. So konnte die
Aktivitat der a-Glucosidase mit ICso-Werten von 1130 bis 2120 pg/ml und die der a-Amylase mit
ICso-Werten zwischen 2380 und 5080 pug/ml gehemmt werden. Das Hauptanthocyan dieser Friichte
ist Cyanidin-3-glucosid [Silva und Rupasinghe, 2020]. Xie und Mitarbeiter betrachteten verschiedene
Anthocyane in einem strukturbasierten Designansatz, um strukturelle Voraussetzungen fir die
Eignung als Inhibitor des Verdauungsenzyms a-Amylase zu ermitteln. Hierbei zeigte sich vor allem
Malvidin-3-arabinosid als potenter Inhibitor. Die Erklarung hierflr liegt in der Struktur dieser
Verbindung. Sowohl der Anthocyanidinkern als auch der Glykosylrest nehmen Einfluss auf die
aktivitatshemmende Wirkung. So bindet Malvidin-3-arabinosid Uber stabile
Wasserstoffbriickenbindungen an die katalytischen Schliisselreste des Enzyms. Aulerdem wurde
die a-Helix-Fraktion des Enzyms durch Anwesenheit des Anthocyans reduziert und die B-Faltblatt-
Fraktion erhtht [Xie et al., 2020] Untersuchungen der Ellagitannine des Granatapfels haben
ergeben, dass auch diese Polyphenole potente Inhibitoren der beiden Verdauungsenzyme sind. So
waren Extrakte aus Granatapfel starke Inhibitoren der a-Glucosidase (ICso = 922,8 uM) und
schwache Inhibitoren der a-Amylase (42% Hemmung bei einer Konzentration von 3 mM) [Bellesia
et al., 2015].

2.3 Auf-und Abbau von Glykogen

2.3.1 Der Glykogenstoffwechsel

Die leicht mobilisierbare Speicherform von Glucose ist das Glykogen, welches hauptséachlich in der
Leber und der Skelettmuskulatur von Tieren und Menschen vorkommt. Das groR3e, verzweigte

Polymer besteht aus mehreren Glucosemolekiilen, die Uber a-1,4-glykosidische Bindungen
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miteinander verknipft sind, wahrend die Verzweigungen auf a-1,6-glykosidischen Bindungen
beruhen [Goodman, 2010].

Die Glykogensynthese und der -abbau wird durch unterschiedliche Enzyme katalysiert und erfolgt
Uber gegenlaufige Reaktionen.

Zur Aufrechterhaltung eines konstanten Blutglucosespiegels sowie zur Versorgung des Gehirns mit
Glucose und bei plétzlicher intensiver Aktivitat, wird Glucose aus Glykogen freigesetzt [Adeva-
Andany et al., 2016].

Durch eine hohe Glucosekonzentration im Blut wird die Glykogensynthese initiiert. Hierfur wird die
aktivierte Form der Glucose, Uridindiphosphatglucose (UDP-Glucose), bendtigt, die aus
Glucose-1-Phosphat und Uridintriphosphat (UTP) gebildet wird. Die Glykogen-Synthase (EC
2.4.1.11) fugt anschliel3end neue Glykosyleinheiten an die nichtreduzierenden endstandigen Reste
eines von Glykogenin ausgehenden Glykogenmolekiils hinzu. Das branching enzyme (Amylo-a-1,4
— 0-1,6-Transglykosylase, EC 2.4.1.18) bildet die Verzweigungen. Hierzu werden a-1,4-Bindungen
gespalten und sieben Glucoseeinheiten Ubertragen, die anschlieBend Uber a-1,6-Bindungen
mindestens vier Einheiten weiter im Inneren des Molekiils wieder verknipft werden. Durch die
Verzweigungen wird die Anzahl endstandiger Glucoseeinheiten erhdht und somit die
Geschwindigkeit von Glykogensynthese und -abbau gesteigert [Voet et al., 2019].

Der Glykogenabbau, auch Glykogenolyse genannt, besteht aus drei Schritten. Zum einen die
Freisetzung von Glucose-1-Phosphat aus Glykogen, der Transfer von Glucoseeinheiten von einem
aulleren Zweig auf den anderen und die anschlieBende Umwandlung von Glucose-1-Phosphat zu
Glucose-6-Phosphat. Insgesamt werden hierfir vier Enzyme benétigt. Eins fur den ersten Schritt,
zwei flr den Umbau des Molekiils und eins um das Abbauprodukt schlieB3lich nutzbar zu machen
[Dashty, 2013]. Abbildung 2-10 zeigt eine schematische Darstellung der ersten drei Schritte des
Glykogenabbaus.
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Abbildung 2-10: Die schematische Darstellung der ersten drei Schritte der Glykogenolyse [nach [Berg et al.,
2013]. Die Kreise stehen fir einzelne Glucoseeinheiten. Farblich hervorgehobene Kreise markieren die
Glucoseeinheiten, die durch diesen Schritt abgespalten werden.

Der erste Schritt wird durch das Schlisselenzym Glykogenphosphorylase a (EC 2.4.1.1) katalysiert.
Hierfur wird in einer sogenannten Phosphorolyse Glykosylreste von den nichtreduzierenden Enden
durch Anfligen von Orthophosphat abgetrennt. Liegt das Gleichgewicht in vivo auf Seite des Abbaus,
ist diese Reaktion in vitro reversibel [Livanova et al., 2002]. Die Glykogenphosphorylase a ist ein
Homodimer (s. Abbildung 2-11) aus zwei identischen 97-kd-Untereinheiten mit einer
aminoterminalen Domane mit Glykogenbindungsstelle und einer carboxyterminalen Doméne,
dessen katalytisches Zentrum sich in einem Spalt zwischen diesen beiden Domé&nen befindet.
Dieser erste Abbauschritt 1auft Gber ein Carbeniumion-Zwischenprodukt und stoppt vier Einheiten

vor einer Verzweigung des Glykogens [Voet et al., 2019].
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Abbildung 2-11: Réntgenstruktur der Glykogenphosphorylase a (PDB 4L22) [Lihan et al., 2014].

Der nachste Schritt gliedert sich in zwei Teilschritte, die von verschiedenen Enzymen katalysiert
werden. Als erstes Ubertragt die 4-a-Glucanotransferase (EC 2.4.1.25) drei Glucoseeinheiten von
einem auReren Zweig auf den anderen. Somit bleibt ein einzelner, verzweigter Glucoserest Ubrig.
Das debranching enzyme - eine Amylo-a-1,6-Glucosidase (EC 3.2.1.33) - spaltet die Verzweigung
durch Hydrolyse dieses Restes. Das so entstandene Glucosemolekul wird anschliel3end durch eine
Hexokinase (EC 2.7.1.1) phosphoryliert. Die daraus resultierende lineare Glykosylkette kann
anschliel3end wieder durch Glykogenphosphorylase a abgebaut werden [Voet et al., 2019].

Im Laufe des Glykogenabbaus entstehen somit mehrere Glucose-1-Phosphat-Molekile. Um diese
fur andere Stoffwechselwege nutzbar zu machen, missen sie Uber die Zwischenstufe
Glucose-1,6-bisphosphat in Glucose-6-Phosphat umgewandelt werden (Glykolyse). Diese Reaktion
wird von der Glucosephosphat-Mutase (EC 5.4.2.2) katalysiert und bildet den letzten Schritt der
Glykogenolyse. Glucose-6-Phosphat erflllt verschiedene Funktionen im Korper. Zum einen ist es
das primare Substrat fir die Glykolyse. Au3erdem kann es im Rahmen des Pentosephosphatwegs
zu NADP und Ribosederivaten umgewandelt werden. Von der Leber wird Glucose-6-Phosphat
jedoch als Glucose in den Blutstrom freigesetzt. Dies katalysiert ein weiteres Enzym, die
Glucose-6-Phosphatase (EC 3.1.3.9), welche das Molekil in Glucose und Orthophosphat spaltet,
damit die Glucose anschlieRend aus der Leber transportiert werden kann. Die Muskelzellen besitzen
dieses Enzym nicht und kénnen dementsprechend keine Glucose ins Blut abgeben. Hier wird das

gebildete Glucose-6-Phosphat tUber die Glykolyse fir die Energiegewinnung [Dashty, 2013].

2.3.2 Regulation des Glykogenstoffwechsels und therapeutische Targets

Aufgrund der Beteiligung mehrerer Enzyme beim Glykogenstoffwechsel, ist dessen Regulation
komplex. Sie verlauft hauptséchlich tGber die allosterische Kontrolle der beteiligten Enzyme durch

Metabolite. AuRBerdem kénnen Signaltransduktionskaskaden durch Hormone beeinflusst werden,
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wodurch sich die katalytischen Eigenschaften der Enzyme verandern. Auch wenn sich die Grundlage
der Kontrolle in Leber und Muskulatur unterscheidet, steht die Glykogenphosphorylase a hierbei im
Mittelpunkt [Voet et al., 2019].

Die Regulation der Enzymaktivitat verlauft Gber eine Feedback-Hemmung. Im Muskel wird die
Glykogenphosphorylase Uber Effektoren wie Adenosinmonophosphat (AMP), ATP und Glucose-6-
Phosphat reguliert. Durch eine hohe AMP-Konzentration wird ein niedriger Energiestatus signalisiert
und das Enzym wird aktiviert, wahrend eine hohe Konzentration an ATP und Glucose-6-Phosphat
aufgrund des hohen Energiestatus die Aktivitat der Glykogenphosphorylase hemmt [Loughlin et al.,
2008]. In der Leber erfolgt die Kontrolle tber den Blutglucosespiegel, wobei ein erhdhter
Blutzuckerspiegel zu einer Inaktivierung des Enzyms fuhrt [Hanhineva et al., 2010]

Aber auch hormonelle Einflisse spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation. Die Ausschiittung
von Adrenalin durch Angst oder die Erwartung einer Muskelaktivitat sowie die Sezernierung von
Glucagon bei niedriger Blutglucosekonzentration I6sen eine Signaltransduktionskaskade aus. Durch
Bindung dieser Hormone an einen G-Protein-gekoppelten Membran-Rezeptor wird die
Proteinkinase A aktiviert, welche wiederum die Phosphorylase-Kinase anregt. Diese uUberfiihrt die
inaktive Glykogenphosphorylase  durch Phosphorylierung in ihre aktive a-Form. Wahrend
Adrenalin diese Kaskade in den Muskeln auslost, wirkt Glucagon in der Leber [Adeva-Andany et al.,
2016].

Uber diese Kaskade wird ebenfalls die Glykogensynthese kontrolliert, wobei die Regulation reziprok
erfolgt. Das bedeutet, dass die Glykogensynthase durch Phosphorylierung inaktiviert wird. Fir die
Dephosphorylierung der Glykogenphosphorylase und -synthase, wodurch die Glykogenolyse
gestoppt und die Synthese gestartet wird, ist die Proteinphosphatase 1 zustandig. Aber auch ein
hoher Blutglucosespiegel und die dadurch ausgeltste Insulinausschuttung fihren zu einer Anregung
der Glykogensynthese. Durch das Insulin wird die Glykogen-Synthase-Kinase gehemmt, welche die
Glykogen-Synthase im inaktiven Zustand héalt [Sargsyan und Herman, 2019].

Die Regulation der Glykogenphosphorylase spielt daher auch bei der Behandlung von Diabetes
mellitus eine bedeutende Rolle. Es wurden bereits einige Pflanzeninhaltsstoffe untersucht, die tber
die Inhibition des Schlisselenzyms der Glykogenolyse zu einer Senkung des Blutzuckerspiegels
fuhren koénnen [Ablat et al., 2014]. Fir polyphenolhaltige Extrakte verschiedener Traubensorten
sowie fur Catechingallate aus grinem Tee wurde eine Hemmung der Glykogenphosphorylase
bereits nachgewiesen [Kantsadi et al., 2014; Kamiyama et al., 2010]. Diese naturlichen
Leitsubstanzen dienen der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien von Hyperglyk&mie [Loughlin
et al.,, 2008]. So konnten bisher eine groRe Anzahl an regulatorischen Angriffspunkten der
Glykogenphosphorylase identifiziert werden. Zum einen eine katalytische Bindungsstelle, welche
Glykogen, Glucose-1-Phosphat, Glucose und Glucoseanaloga bindet. Zum anderen ein
inhibitorisches Purin-Nukleosid-Zentrum, an das Coffein, Purinderivate oder heterocyclische

Verbindungen binden kénnen, des Weiteren ein allosterisches Zentrum fur AMP, ATP und Glucose-
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6-Phosphat. Aul3erdem gibt es ein Serin-14-Phosphat-Zentrum und ein Glykogen-Speicher-Zentrum
[Jakobs et al., 2006]. Die Glykogenphosphorylase soll hierbei im inaktivierten Zustand gehalten
werden, wodurch die Freisetzung der Glucose reduziert wird [Oikonomakos et al., 1999;
Oikonomakos et al., 2000].

2.4 Insulinstoffwechsel
2.4.1 Der Insulinstoffwechsel

Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas produziert. Wahrend der
Transport von Glucose in Leber, Gehirn und Erythrozyten (ber Glucosetransporter
insulinunabhéngig erfolgt, ist er in Muskulatur und Fettgewebe abhéangig von Insulin. Hier wird die
Glucose mittels erleichterter Diffusion Gber GLUT-4 in die Zellen transportiert. Durch Insulin wird die
Anzahl dieser Transporter erhdht. Zudem stimuliert es die Speicherung von Glucose in Form von
Glykogen in der Leber und in den Muskelzellen. Zusammen mit Glucagon, welches in den a-Zellen
der Langerhans’schen Inseln des Pankreas gebildet wird, reguliert Insulin die
Blutglucosekonzentration. Steigt sie an, wird vermehrt Insulin ausgeschittet und die
Glucoseaufnahme in Skelettmuskel- und Fettzellen wird stimuliert. Eine Senkung des
Blutzuckerspiegels fuhrt jedoch zu einer Anregung der Glucagonproduktion, wodurch der
Glykogenabbau geférdert und gleichzeitig die Glykogensynthese gehemmt wird. Die beiden
Pankreashormone beeinflussen sich im Stoffwechsel gegenseitig. Die Insulinkonzentration ist
aulerdem von sekretionsfordernden Hormonen, wie Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) abhangig
[Koeslag et al., 2003].

Das Enzym Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV; EC 3.4.14.5) ist eine ubiquitéar exprimierte Typ-II
Transmembran-Exopeptidase bzw. -Serinprotease, die zur Familie der Prolyloligopeptidasen z&hlt
[Brandt et al., 2005]. Es ist ein dimeres Glykoprotein (vgl. Abbildung 2-12), das aus drei Doméanen
besteht. Neben der N-terminalen und Transmembran-Doméne, besitzt es eine extrazellulare
Domaéne, die sowohl glykosyl- und cysteinreich ist als auch das katalytische Zentrum in Form einer

hydrophoben Tasche tragt [Ogata et al., 1989].
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Abbildung 2-12: Réntgenstruktur der Dipeptidylpeptidase IV (PDB 1PFQ) [Oefner et al., 2003].

Lokalisiert ist das Enzym auf der Oberflache von Endothel- und Epithelzellen, vor allem im Darm, in
der Leber, Lunge, Niere und in den T-Lymphozyten, kommt aber auch geldst im Blutplasma vor
[Glorie et al, 2016]. Die losliche Form des Enzyms unterscheidet sich von der
transmembrangebundenen Variante durch den zytoplasmatischen Schweif sowie das Fehlen der
Transmembranregion [Durinx et al., 2000].

Im aktiven Zentrum der Dipeptidylpeptidase IV werden spezifisch Dipeptide mit L-Prolin oder
L-Alanin in vorletzter Position des N-terminalen Endes abgespalten. Befindet sich an Position drei
ebenfalls die Aminosaure L-Prolin, kann die Spaltung jedoch nicht erfolgen [Deacon, 2019]. Neben
dieser katalytischen Funktion kann DPP IV ebenfalls als Ligand und Bindungsprotein mit zahlreichen
extrazellularen Molekillen, wie Adenosin-Desaminase, Kollagen und Fibronektin, interagieren, aber
auch costimulatorisch als T-Zellenaktivator oder als Exopeptidase [Lambeir et al., 2003; Deacon,
2019].

Die Dipeptidylpeptidase IV spielt eine wichtige Rolle beim sogenannten Inkretineffekt. Dieser
beschreibt die Tatsache, dass bei oraler Glucosegabe die Insulinantwort hoher ist als bei
intravendser Gabe. Das Inkretinhormon GLP-1 ist ein Peptidhormon, das vor allem in der
Dickdarmschleimhaut gebildet wird und nach Kohlenhydratverzehr ausgeschiittet wird. Indem es die
Sensibilitdt der Bauchspeicheldriise fiur Glucose herabsetzt, fordert es die Insulinfreisetzung
[Drucker und Nauck, 2006]. Durch Erhéhung des cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP)-Levels
und der Aktivierung der Proteinkinase A wird der Inkretineffekt von GLP-1 eingeleitet [Kashima et
al., 2001]. Durch die Aufnahme von Glucose steigt die ATP-Konzentration in den B-Zellen des
Pankreas an. Dadurch werden ATP-sensitive Kaliumkanéle geschlossen und es kommt zu einer
Depolarisation der Membran. Die anschlieRende Erhéhung der Calciumkonzentration in der Zelle
fuhrt zu einer vermehrten Insulinsekretion und -freisetzung und zeitgleich zu einer verminderten

Glucagonproduktion [MacDonald et al., 2002]. Spezifische G-Protein gekoppelte
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Transmembranrezeptoren bewirken diesen Effekt des Inkretinhormons (vgl. Abbildung 2-13)
[Hansotia und Drucker, 2005].

DPP IV baut das Inkretinhormon GLP-1 ab, indem es proteolytisch zwei Aminosauren vom
N-terminalen Ende dieses Hormons abspaltet. Dadurch wird die Interaktion mit den Rezeptoren

verhindert, was zu einer Unterdriickung der Insulinsekretion fuhrt [Deacon, 2019].
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Abbildung 2-13: Mechanismus der Insulinfreisetzung aus den (3-Zellen mit ATP = Adenosintriphosphat, GLP-1
= Glucagon-like Peptide 1 und GLUT-2 = Glucosetransporter Typ 2 [nach [Rehner und Daniel, 2010].

2.4.2 Regulation des Insulinstoffwechsels und therapeutische Targets

Durch die indirekte Beeinflussung der Insulinausschiittung spielt die Dipeptidylpeptidase 1V auch
eine Rolle bei der Regulation des Glucosespiegels. Da GLP-1 von DPP IV abgebaut wird, fuhrt die
Inhibition der katalytischen Aktivitdt des Enzyms zu einer Verlangerung der Wirkung von GLP-1.
Durch die zusatzliche Stimulation der Insulinsekretion, der Reduzierung der Glucagonsekretion und
der Verbesserung der Glucosetoleranz und der Funktion der 3-Zellen, kann ein chronisch erhéhter
Blutzuckerspiegel durch Inhibitoren der DPP IV gesenkt werden. Die Bioverfligbarkeit potentieller
Inhibitoren spielt dabei eine untergeordnete Rolle, da diese Mechanismen im Darm ablaufen
[Grunberger, 2014; Liao et al, 2017; Drucker, 2003]. Potentielle Hemmer der
Dipeptidylpeptidase-IV-Aktivitat sind die Spaltprodukte der Enzymwirkung sowie ihre
decarboxylierten Derivate. Therapeutische Anséatze hierzu findet man bei den (3-Aminoacylamiden,
wozu die Klasse der Gliptine zahlt. Die bekanntesten Vertreter stellen Sitagliptin und Vildagliptin dar.
Weitere Wirkstoffe, die in der klinischen Behandlung Anwendung finden, sind Saxagliptin, Linagliptin
und Alogliptin (s. Abbildung 2-14) [Deacon, 2019; Gerich, 2010; Duez et al., 2012; Hung et al., 2012].
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Abbildung 2-14: Dipeptidylpeptidase-1V-Inhibitoren als Wirkstoffe in Diabetesmedikamenten.

Im Gegensatz zu GLP-1-Rezeptoragonisten filhren sie nicht zu einer Hypoglykdmie, da die
Inkretinsekretion glucoseabhéngig ist. Allerdings weisen sie andere Nebenwirkungen auf, wie
beispielsweise Herzfehler oder Pankreatitis, da eine Hemmung der Enzymaktivitat zu einem
immunmodulierenden Effekt fuhren kann [Doggrell und Dimmitt, 2014; Scirica et al., 2013].
AuRerdem kdnnen sie mit weiteren Medikamenten unerwiinscht reagieren und muissen in einem
aufwendigen Prozess chemisch hergestellt werden. Daher gibt es bereits Untersuchungen zu
mdglichen natiirlichen DPP-IV-Inhibitoren. Studien zeigten, dass Proteinderivate in Abhangigkeit
von der verwendeten Proteinase die Enzymaktivitéat durch Bildung prolinreicher Peptide regulieren
kénnen. Hierzu zahlen Proteinhydrolysate aus Treber, Amaranth, Soja, Lupinen, Milch, Algen und
Fisch [Connolly et al., 2014; Power et al., 2014]. Aber auch flr anthocyanreiche Friichte wie
beispielsweise Aronia in Form eines Saftes konnte bereits ein inhibitorisches Potential in vitro
nachgewiesen werden. Eine aktivitatsgeleitete Fraktionierung zeigte hierbei, dass die inhibitorische
Aktivitat des Saftes hauptsachlich auf das darin enthaltene Cyanidin-3,5-diglucosid zurtickzufiihren
ist [Kozuka et al., 2015]. In einer weiteren Studie wurden verschiedene, isolierte Anthocyane aus
Beerenweinmischungen sowie weitere phenolische Bestandteile aus Beeren, Trauben, Sojabohnen
und Zitrusfrichten auf ihr Potential die Aktivitat der Dipeptidylpeptidase IV zu hemmen untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass vor allem die anthocyanreichen Fraktionen einer Mischung aus Heidelbeer-
und Brombeer-Wein effektiv die DPP-IV-Aktivitat hemmten. Als Einzelsubstanzen zeigten sich
jedoch andere getesteten Polyphenole, wie Resveratrol, Luteolin, Apigenin und Flavone, als

potentere Inhibioren [Fan et al., 2013].

2.5 Polyphenole

Polyphenole sind phenolische Verbindungen mit mehreren Hydroxylgruppen. Sie kommen als

biologisch aktive sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe in Form von Abwehr-, Farb-, Duft- und
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Aromastoffen in Obst und Gemdse vor. Sie dienen den Pflanzen als Schutz vor Fral3feinden oder
dem Anlocken von Insekten zur Befruchtung durch die starke Farbung ihrer Bluten [Belitz et al.,
2008]. Aktuell sind tber 8000 Polyphenole bekannt, die sich in vier Hauptgruppen aufteilen: Die
Stilbene, die Lignane, die phenolischen Sauren sowie die Flavonoide [Somerville et al., 2017].
Flavonoide bilden die groRte Gruppe innerhalb der Polyphenole und umfassen ca. 6500
Verbindungen. Obwohl sie viele Funktionen in den Pflanzen erflllen, haben sie doch besondere
Bedeutung als Blutenfarbstoffe. Die Flavonoide liegen meist nicht frei vor, sondern gebunden als
Glykoside, zum Teil aber auch als Ester mit Sauren. Die Biosynthese dieser Verbindungen wird Uber
den Shikimsaureweg eigeleitet, durch den das Grundgertste der Flavonoide, das Flavan
(s. Abbildung 2-15) gebildet wird [Belitz et al., 2008].

o
C

Abbildung 2-15: Die Grundstruktur der Flavonoide, Flavan (2-Phenylchroman) [nach Belitz et al., 2008].

Flavonoide unterteilen sich je nach Oxidationsgrad der Kohlenstoffatome C2, C3 und C4 in
verschiedene Gruppen, wobei sechs grof3e Untergruppen unterschieden werden kdnnen, die am
haufigsten auftreten (s. Tabelle 2-1). Durch Hydroxylierung und Methoxylierung der Grundstruktur
unterteilen sich diese sechs Gruppen noch einmal in viele verschiedene Substanzen [Belitz et al.,
2008].
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Tabelle 2-1: Die Untergruppen der Flavonoide [modifiziert nach [Havsteen, 1983].

Untergruppe Grundstruktur Beispiel

OH

R
Flavanole Ho O ° O R Catechin
OH
R

Flavanone He O ° R Naringenin
OH o]
R
OH
Flavone He O O‘ O R Luteolin
OH (o]

R Quercetin

Flavonole Ho O 0‘

Anthocyane no O O R Cyanidin
/
OH
HO Q
DU
Isoflavone O Genistein
OH Q
OH
R

2.5.1 Anthocyane

2511 Allgemeines

Die Anthocyane, eine Untergruppe der Flavonoide, sind die wichtigsten wasserlgslichen Farbstoffe
im Pflanzenreich. Sie kommen in Frichten, Obst, Gemuse und Bliten vor und sind dort fir deren
rote, violette oder blaue Farbung verantwortlich. Der Farbton der Anthocyane héngt sowohl vom
pH-Wert als auch von der Anwesenheit bestimmter Copigmente ab [Ghosh und Konishi, 2007].
LAnthocyane“ ist der Uberbegriff fur Anthocyanidine und Anthocyanine. Anthocyanine sind die
glykosidierten Formen der Anthocyanidine und kommen in der Natur hauptsdchlich vor. Als

Zuckerrest finden sich verschiedene Zucker wie Glucose, Galactose, Arabinose und Rhamnose
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sowie Di- und Trisaccharide. Die strukturelle Besonderheit der Anthocyane ist die positive Ladung
am Sauerstoffatom des C-Ringes (s. Abbildung 2-16) [Anderson und Jordheim, 2013].

Abbildung 2-16: Die Grundstruktur der Anthocyane [nach [Wallace und Giusti, 2015].

Die einzelnen Anthocyanidine unterscheiden sich durch verschiedene Hydroxy- und
Methoxysubstituenten am B-Ring (s. Tabelle 2-2).
Tabelle 2-2: Die sechs haufigsten Anthocyane [modifiziert nach [Wu et al., 2006].

Anthocyanidin R1 R2
Pelargonidin H H
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Malvidin OCH;s OCHs
Petunidin OCHs OH
Peonidin OCHzs H

Wie schon erwéhnt, sind die Anthocyane fir die rot-blau-violette Farbung von Beeren, Friichten und
bestimmten Gemiusearten verantwortlich. AuRerdem sind sie als Extrakt aus beispielsweise
Traubenschalen als E 163 als Farbstoff in Lebensmitteln zugelassen [Khoo et al., 2017]. Der Farbton
wird maf3geblich durch den pH-Wert bestimmt. Bei einem pH-Wert von 1 bis 3 liegt ein roter Farbstoff
vor. Bei einem pH-Wert von 4 bis 6 sind sie farblos und bei einem héheren pH-Wert wechselt die
Farbe zu violett und schlief3lich zu blau [Khoo et al., 2017].

2512 Gehalt in Lebensmitteln und Aufnahmemengen
Anthocyane sind in Pflanzen sehr weit verbreitet. Besonders hohe Gehalte finden sich in Aronia,

schwarzen Johannisbeeren und Brombeeren (s. Tabelle 2-3). Diese zahlen somit zu den
anthocyanreichsten essbaren Friichten. Die Schwankungen in den Gehalten sind durch die
veranderte Zusammensetzung der Lebensmittelinhaltsstoffe je nach Reifegrad, Lagerung, Anbau

(Dlingung, Bodentyp, etc.) und Witterung zu erklaren [Rozanska und Regulska-llow, 2018].
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Tabelle 2-3: Anthocyangehalt verschiedener Lebensmittel [modifiziert nach [Neveu et al., 2010].

. Anthocyangehalt

EEDERSMILE! [mg/100g Frischgewicht]
Cranberry 49,9
Sauerkirsche 54,4
Rote Traube 72,1
Erdbeere 73,0
Brombeere 172,6
Schwarze Johannisbeere 592,2
Aronia 878,1

Rote Zwiebel 9,0

Rotkohl 25,0
Rotwein (Cabernet Sauvignon) 22,3
Portwein 109,3

Die durchschnittliche tagliche Aufnahmemenge von Anthocyanen liegt in Deutschland bei 22 mg mit
einer hohen Schwankungsbreite [Vogiatzoglou et al., 2015]. Die Aufnahme erfolgt hauptséchlich
Uber den Verzehr von Frichten, Gemise und Séften. So stellen beispielsweise Erdbeeren die
Hauptquelle bei Kindern und Jugendlichen dar [Drossard et al.,, 2013]. Zudem gibt es auch
verschiedene industriell gefertigte Produkte, in denen Anthocyane vorkommen, da sie als
Lebensmittelfarbstoff E 163 erlaubt sind. 50 % der aufgenommenen Anthocyane stammen aus
Frichten, vor allem Trauben und Beeren. Aber auch der Konsum von Wein tragt zu ca. 21 % zur
Anthocyanversorgung bei [Zamora-Ros et al., 2011]. Allerdings schwankt die Aufnahmemenge stark
in Abhangigkeit von den Essgewohnheiten, die von verschiedenen lebensstilbezogenen Faktoren
beeinflusst werden. So gibt es auch Teile der Bevilkerung, die keine Anthocyane aufnehmen
[Zamora-Ros et al., 2011]. Zu den Landern mit der hochsten Aufnahmemenge an Anthocyanen
zahlen die skandinavischen Lander (vgl. Tabelle 2-4), aufgrund des traditionell hohen Konsums roter
Beeren, gefolgt von den Landern in Stideuropa [Vogiatzoglou et al., 2015].

Tabelle 2-4: Durchschnittliche Aufnahmemenge (mg/d) verschiedener Anthocyane in Erwachsenen (18 - 64
Jahre) in Europa [Vogiatzoglou et al., 2015].

Anthocyan Nordeuropa Zentraleuropa Sudeuropa Europa, gesamt
- Cyanidin 101  8+1 101 = 9x1
Delphinidin 5+0 320 4+1 4+0
Malvidin 51 320 4+1 320
Pelargonidin 20 1+0 1+0 1+0
Peonidin 1+0 1+0 1+0 1+0
Petunidin 1+0 1+0 1+0 1+0

27



Stand der Wissenschaft

2513 Bioverfugbarkeit
Die biologische Aktivitat einer Substanz im menschlichen Kérper hangt von ihrer Absorption und der

Metabolisierung im Kdrper ab. Anthocyane sind in vielen Lebensmitteln in relativ hohen Mengen
vorhanden. Daher gibt es zahlreiche Untersuchungen zu ihrer Bioverfligbarkeit. Borges et al.
bestimmten die Wiederfindungsraten der in einem Himbeersaft enthaltenen Anthocyane in
verschiedenen Matrices in Ratten. Im Plasma konnten nur geringe Mengen an Anthocyanen ermittelt
werden, wobei diese nach einer Stunde ihr Maximum erreichten. Nach zwei Stunden hatte sich das
Plasmalevel bereits halbiert und nach vier Stunden waren keine Anthocyane mehr nachweisbar. Die
Wiederfindungsrate im Urin lag nach 24 Stunden bei 1,2 % [Borges et al., 2007]. In einer Studie mit
sechs Erwachsenen, die 500 mg eines Aroniaextraktes als Einzeldosis aufnahmen, wurde die
Wiederfindung von Anthocyanen im Plasma sowie im Blut ermittelt und mit anderen Polyphenolen
verglichen. Im Plasma konnten lediglich Peonidin-3-galactosid und Cyanidin-3-glucosid
nachgewiesen werden mit Wiederfindungsraten von 2,4 % bzw. 1,8 %. Im Urin konnten zusatzlich
zu diesen beiden Verbindungen Cyanidin-3-arabinosid sowie Cyanidin-3-galactosid gefunden
werden. Allerdings ist die Wiederfindungsrate im Urin deutlich geringer (Cyanidin-3-glucosid:
0,004 %; Cyanidin-3-arabinosid: 0,004 %; Peonidin-3-galactosid: 0,002 %; Cyanidin-3-galactosid:
0,001 %). Die Konzentration an Cyanidin-3-glucosid im Plasma steig bis 30 Minuten nach Verzehr
an, was die Vermutung nahelegt, dass Anthocyane durch den Magen absorbiert werden kénnen [Xie
et al., 2016]. In einer Studie mit der Magenkarzinomzelllinie MKN-28 konnte bereits nachgewiesen
werden, dass Anthocyane ohne Metabolisierung von den Magenzellen absorbiert werden kdénnen.
Dies verlauft hochstwahrscheinlich Uber einen konzentrationsabhangigen Transportmechanismus
[Fernandes et al., 2012]. Da das Hauptanthocyan von Aronia, Cyanidin-3-galactosid, im Plasma
nicht und im Urin nur in geringen Mengen nachgewiesen werden konnte, ist dieses vermutlich das
primére Edukt fir die Metabolisierung im Darm. Im Vergleich zu anderen in Aronia enthaltenen
Polyphenolen war die Konzentration an Anthocyanen sowohl im Plasma als auch im Urin deutlich
geringer. Dies kann sowohl auf ihre hohe Metabolismusrate als auch ihre geringe Bioverfligbarkeit
zurickgefiuhrt werden [Xie et al., 2016]. Diese geringen Resorptionsraten von 2 % bis zu weniger
als 1 % konnten auch in weiteren Humanstudien bestatigt werden [Lila et al., 2016]. Es gibt jedoch
auch Hinweise darauf, dass die Bioverfiigbarkeit von Anthocyanin moglicherweise hoher sein
kénnten als bisher angenommen wurde. So konnte in einer Humanstudie mit stabilisotopen-
markiertem Cyanidin-3-glucosid eine Resorptionsrate von 12,4 % beobachtet werden [Czank et al.,
2013]. In einer humanen Interventionsstudie mit gesunden Probanden sowie lleostomiepatienten
(Probanden mit einem kinstlichen Darmausgang), die einen anthocyanreichen Heidelbeerextrakt
konsumierten, konnte beobachtet werden, dass der Dickdarm die Bioverfugbarkeit von Anthocyanen
beeinflussen kann. So erreichte der Anthocyangehalt im Plasma bei den lleostomiepatienten bereits
nach einer Stunde sein Maximum wahrend es in den gesunden Probanden erst nach zwei Stunden

erreicht wurde. Die Bioverflgbarkeit der Anthocyane lag hier bei 0,02 %, allerdings zeigte sich, dass
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der Plasmagehalt der Abbauprodukte bis zu 20-fach héher war [Mueller et al., 2017]. In einer darauf
aufbauenden Studie wurde untersucht, wie sich die Verkapselung des Extraktes entweder mit
Molkeprotein oder mit Zitruspektin auf die Bioverfigbarkeit auswirken kann. Hierbei zeigte sich, dass
die Molkeproteinverkapselung dazu fuhrte, dass sich die Konzentration an Anthocyanen und ihren
Abbauprodukten im Urin erhdhte. Somit kbnnte diese Art der Verkapselung eine Verbesserung der
Kurzzeit-Bioverfligbarkeit zur Folge haben. Die Stabilisierung durch Zitruspektin und die Umhullung
aus Schellack scheinen dazu zu fihren, dass die Anthocyane unbeeinflusst in den Darm gelangen
kénnen. Somit kann diese Art der Verkapselung eine Stabilisierung der Anthocyane und damit einen
verzdgerten Abbau zur Folge haben [Mueller et al., 2018]. Eine weitere Mdoglichkeit, die
Metabolisierung von Anthocyanen zu reduzieren und somit auch die Bioverfligbarkeit zu erhéhen,
ist die Verkapselung durch Nanobiopolymere. So zeigten verschiedene Studien eine verbesserte
Stabilitat von nanoverkapselten Anthocyanen in Lebensmitteln sowie eine kontrolliertere Freisetzung
dieser Verbindungen im Magen-Darm-Trakt. Damit verbunden ist eine effektivere Absorption der
intakten Form sowie die Erhaltung der biologischen Wirkung. Die Grundlagen dieser Verkapselung
kénnen sowohl Polysaccharide, als auch Proteine und Lipide sein [Rosales et al., 2022]. Im
Vergleich zu anderen Flavonoiden ist die Bioverfugbarkeit von Anthocyanen sehr gering. Die
Instabilitdt der Anthocyane im Dinn- und Dickdarm aufgrund des niedrigen pH-Wertes oder auch
eine mogliche Metabolisierung durch die Darmflora, konnen Griinde fur diese geringe
Bioverfugbarkeit sein [Kuntz et al., 2015]. Es konnte auf3erdem nachgewiesen werden, dass
Anthocyane, wahrend sie den Korper passieren, zu einer Vielzahl von Metaboliten, wie Methyl-,
Sulfat- oder Glycinderivaten, abgebaut werden [Ludwig et al., 2015], wobei die Glucoside auch in
ihrer Reinform transportiert werden kdnnen allerdings mit einer sehr geringen Transporteffizienz
[Kuntz et al., 2015]. Die geringe Bioverfligbarkeit verglichen mit der anderer Flavonoide spiegelt sich
auch in der geringen prozentualen Wiederfindung der Anthocyane in Untersuchungen beim
Menschen (0,004 - 0,23 %) wider [Nielsen et al., 2003].

2514 Biologische Wirkungen
Trotz deren geringer Bioverfugbarkeit, sind Anthocyane fur ihre vielfaltigen gesundheitsférdernden

Eigenschaften bekannt, die auf verschiedene Wirkmechanismen zuriickgehen. So zeigen sie
antioxidative, antidiabetische, chemopréventive, antikanzerogene, antibakterielle und antivirale
Effekte [Yousuf et al., 2016].

Reaktive Sauerstoffspezies, wie Wasserstoffperoxid, Singulettsauerstoff und verschiedene
Radikale, sowie Stickstoffmolekile konnen im Korper DNA-, Protein- und Lipidschaden verursachen
und somit vielféaltige Folgereaktionen hervorrufen. Die antioxidative Wirkung in vitro der Anthocyane
beruht auf ihrer effektiven Wirkung als Radikalfanger durch den Transfer von Elektronen auf die
freien Radikale, wodurch sie die Radikalkettenreaktionen abstoppen kénnen. Die antioxidative

Kapazitat von Anthocyanen zeigt eine Abhéangigkeit zu ihrer chemischen Struktur. So Uben Art,
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Position und Anzahl der Methyl- und Hydroxylgruppen einen direkten Einfluss aus [Blando et al.,
2018]. Der antioxidative Effekt konnte mit Hilfe der TEAC- und ORAC-Methode mit verschiedenen
anthocyanreichen Lebensmittelextrakten (z. B. Traubensaft, schwarzer Johannisbeernektar,
Sauerkirschnektar, Blaubeeren) nachgewiesen werden [Frohling et al., 2012; Cardefiosa et al.,
2016]. Zusatzlich konnte fiir verschiedene Anthocyane aus schwarzen Johannisbeeren in vitro das
Potential die Aktivitat der 5-Lipoxygenase sowie die Oxidation des low-density lipoprotein (LDL) zu
inhibieren beobachtet werden [R&hrig et al., 2020]. Die Kapazitat, reaktive Sauerstoffspezies direkt
abzufangen, konnte auch im Rahmen einer humanen Interventionsstudie beobachtet werden.
Limitiert wird dieses Potential jedoch durch die sehr geringe Bioverfugbarkeit und der damit
verbundenen niedrigen Plasmakonzentration der Anthocyane [Kropat et al.,, 2013]. In einer
Humanstudie von Bakuradze et al. nahmen 57 mannliche gesunde Probanden 750 mL eines
anthocyanreichen Saftes (aus rotem Traubensaft, Preiselbeer- und Aroniasaftkonzentrat sowie
Apfel-, Blaubeeren-, Erdbeer- und Acerolapiree) oder eines Placebogetrankes zu sich. Nach 8-
wochigem Konsum konnte bei den Probanden, die das anthocyanreiche Getrank zu sich nahmen,
eine signifikante Erhdhung der Aktivitat des antioxidativen Enzyms Superoxid-Dismutase (SOD) im
Plasma beobachtet werden [Bakuradze et al., 2019b]. Nach dem Konsum von 330 mL eines
anthocyanreichen Testgetrankes konnten Kuntz et al. nach 14 Tagen zusatzlich auch eine
signifikante Zunahme der Katalase (KAT) - Aktivitat im Plasma beobachten [Kuntz et al., 2014]. In
beiden Studien konnte der jeweilige Effekt in der Placebogruppe nicht nachgewiesen werden. In
einer Humanstudie von Kropat et al. wurde der Kurzzeiteffekt von Anthocyanen auf den
Transkriptionsfaktor Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), der die Expression
antioxidativer antioxidant response element (ARE)-abhangiger Enzyme reguliert, untersucht. Hierzu
wurden zehn weiblichen Probanden (finf gesunde und funf lleostomiepatientinnen) eine einzelne
10 g Dosis eines Heidelbeerextraktes (entspricht 2,5 g Anthocyanen) verabreicht und die Expression
der Nrf2/ARE-abhéngigen Gene Uber acht Stunden in Lymphozyten untersucht. In der Gruppe der
gesunden Probanden konnte eine Erhéhung des Transkriptionslevels von NAD(P)H dehydrogenase
[quinone] 1 (NQO1) und eine Senkung der Transkription von Hamoxygenase-1 (HO-1) beobachtet
werden. Aul3erdem zeigte sich eine Reduzierung der gesamten DNA-Schaden im Blut [Kropat et al.,
2013]. In einer Humanstudie mit gesunden mannlichen Probanden reduzierten sich die direkten und
gesamten DNA-Schaden in Lymphozyten signifikant. Des Weiteren stieg das Glutathionlevel im Blut
nach vierwéchigem Konsum von 700 mL eines anthocyanreichen Saftes. Diese Wirkungen kdnnen
auf die oben erwdhnte erhdhte Expression von antioxidativen Enzymen (SOD und KAT), sowie
y-Glutamylcystein im Blut zurtickgehen [Weisel et al., 2006]. Eine Humanstudie von Bakuradze et
al. untersuchte den Effekt eines Nahrungsergénzungsmittels auf Basis eines Aroniasaftkonzentrates
in 10 gesunden mannlichen Probanden auf die DNA-Integritét, verschiedene oxidationsbezogene
Parameter, wie Nrf2, SOD, LDL und KAT, sowie die Blutfette Gber 6 Wochen. Hierbei zeigte sich

sowohl bei den Gesamt- als auch bei den Hintergrund-DNA-Strangbrtichen sowie fir das Gesamt-
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sowie das LDL-Cholesterin eine rucklaufige Tendenz. Zusatzlich konnte eine Erhohung der
Transkriptionswerte von Nrf2 beobachtet werden [Bakuradze et al., 2019a].

Die Regulierung der durch oxidativen Stress ausgeltsten DNA-Schéden ist eine der Grundlagen fur
die chemopraventive Wirkung von Anthocyanen. Fir einen anthocyanreichen Aroniaextrakt konnte
zusatzlich eine antiproliferative Wirkung und damit die Inhibition des Zellzyklus in HT-29-Zellen
beobachtet werden [Malik et al., 2003]. In einer anderen Studie konnte die Hemmung der
Proliferation von Caco-2-Zellen durch verschiedene Anthocyanmetabolite festgestellt werden
[Forester et al., 2014]. Anthocyane koénnen ebenfalls sowohl den extrinsischen als auch den
intrinsischen Weg der Apoptose aktivieren. Dies wird durch die Reduzierung der Expression von
anti-apoptotischen Proteinen oder durch die Stimulation der Expression von pro-apoptotischen
Proteinen beeinflusst [Mazewski et al., 2018; Shih et al., 2005].

Zu den besonders relevanten gesundheitsfordernden Eigenschaften der Anthocyane zahlt auch ihre
blutzuckersenkende Wirkung. Hierbei gibt es drei verschiedene Wirkweisen, die dem zugrunde
liegen. Zum einen Uber die Beeinflussung der Insulinsensitivitat, der postprandialen Glykdmie sowie
der postprandialen Insulisekretion. So zeigte Cyanidin in isolierten Rattenadipozyten eine erhéhte
Sekretion von Adiponectin und Leptin [Tsuda et al., 2004]. Die Serumkonzentration dieser beiden
Substanzen korreliert positiv mit der Insulinsensitivitdt [R6zanska und Regulska-llow, 2018]. In
humanen omentalen Adipozyten sowie in 3T3-L1 Zellen aus Mausen wurde der Einfluss von
Cyanidin-3-glucosid und dessen Metabolit, der Protocatechusaure, auf eine vorangegangene
Schadigung mit oxidiertem LDL untersucht. Die Vorbehandlung flhrte zu einer reduzierten
Glucoseaufnahme und einer verringerten Konzentration an GLUT-4. Dem konnte durch die
Behandlung mit diesen beiden Substanzen entgegengewirkt werden [Scazzocchio et al., 2011]. In
vitro wurden neun Substanzen auf ihre Wirkung auf die Insulinsekretion in pankreatischen 3-Zellen
von Nagern, welche zuvor mit 4 bzw. 10 mM Glucose behandelt wurden, untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass aufer Malvidin und Petunidin alle getesteten Anthocyane in der Lage waren die
Insulinsekretion deutlich zu stimulieren [Jayaprakasam et al., 2005]. Auch die Hemmung der beiden
Verdauungsenzyme a-Glucosidase und a-Amylase stellen einen zugrundeliegenden Mechanismus
fur die blutzuckersenkende Wirkung von Anthocyanen dar, der sowohl in zellfreien Testsystemen
als auch in Rattenzellen beobachtet werden konnte [Akkarachiyasit et al., 2010; Adisakwattana et
al., 2011]. In einer Studie mit diabetischen Ratten, denen ein Extrakt aus der Samenschale der
schwarzen Sojabohne, welcher reich an Cyanidin-3-glucosid, Delphinidin-3-glucosid und Petunidin-
3-glucosid war, gefiuttert wurde, konnte eine signifikante Reduzierung des Blutzuckerspiegels
beobachtet werden [Nizamutdinova et al.,, 2009]. Diese Effekte kdnnen auf verschiedene
Mechanismen zurtickgefuhrt werden. Zum einen zeigte sich in einer Studie mit Mausen nach Gabe
von Anthocyanen aus Kirschen eine verbesserte Glucosetoleranz [Jayaprakasam et al., 2006]. Sun
et al. beobachteten in einer Studie mit diabetischen Mausen, dass Cyanidin-3-glucosid die

Pankreaszellen durch Verhitung des Zelltodes, Verbesserung der Zellviabilitat und
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Runterregulierung der mitochondrialen Expression von reaktiven Sauerstoffspezies schitzt [Sun et
al., 2012]. Mausen, denen lber sieben Wochen 10 mg/kg Kérpergewicht eines Anthocyanextraktes
aus lila Mais verabreicht wurde, zeigten in einem oralen Glucosetoleranztest einen geringeren
Nuchternblutzuckerwert im Vergleich zur Placebogruppe. AuRerdem stieg der Blutglucosespiegel
nach Gabe von 2 mg/kg Kérpergewicht Glucose nicht so hoch wie der der Kontrollgruppe [Hong et
al., 2013]. Landrault et al. untersuchten diabetische Ratten und konnten eine Stimulation der
Insulinfreisetzung aus den B-Zellen des Pankreas nachweisen. Dadurch kann die beim Typ-II-
Diabetes vorherrschende Resistenz der insulinabhangigen Zellen tbergangen werden und so der
Blutzuckerspiegel normalisiert werden [Landrault et al., 2003]. Die Beeinflussung der
Insulinsensitivitdt durch Anthocyane konnte auch bereits in verschiedenen Humanstudien
beobachtet werden. So fihrte der Konsum von Anthocyanen aus Heidelbeeren bei Ubergewichtigen
Menschen nach sechs Wochen zu einer verbesserten Insulinsensitivitat [Stull et al., 2010]. Eine
erhohte Insulinresistenz durch Konsum von anthocyanreichem Essen zeigte sich in einer weiteren
Humanstudie. Dieser Effekt konnte auf die Hochregulierung der GLUT-4-Genexpression
zuriickgehen [Jennings et al., 2014]. In einer humanen Interventionsstudie wurde der
Blutzuckerspiegel nach Konsum eines Pirees aus Heidelbeeren, schwarzen Johannisbeeren,
Cranberry, Erdbeere und Saccharose mit dem nach Gabe eines Getrankes, das nur Saccharose
enthielt, verglichen. Hier zeigte sich, dass der Blutglucosespiegel in der Pireegruppe nach 15 und
30 Minuten signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe war, nach 150 min jedoch hdher. Auch
waren die Maxima verschieden. Die Gruppe, die das anthocyanreiche Getrank konsumierte,
erreichte das Maximum nach 45 Minuten, die Kontrollgruppe nach 30 Minuten. Der Konsum
anthocyanreicher Friichte kann somit nicht nur zu einer reduzierten Glucoseabsorption sondern
auch zu einer verzogerten glykdmischen Antwort fihren [T6rrénen et al., 2010]. Diese Beobachtung
konnte in einer weiteren Humanstudie nach Gabe eines Getrankes aus Saccharose, schwarzer
Johannisbeere und Preiselbeere bestéatigt werden. Hier zeigte sich auch eine verringerte
Insulinkonzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe [Torronen et al., 2012]. Auch die Senkung des
Insulinlevel im Blut konnte nach Konsum eines Getrénkes aus Erdbeerextrakt in Gibergewichtigen
Erwachsenen bereits beobachtet werden [Edirisinghe et al., 2011]. Neben der blutzuckersenkenden
Wirkung kann auch die Inzidenz von Diabetes-induzierten Retinopathien und Grauem Star durch
Anthocyane erniedrigt werden, indem die Aldosereduktase inhibiert wird [Ghosh und Konishi, 2007].
AulRRerdem regen Anthocyane die Vasorelaxation, die bei Diabeteserkrankten gestort ist, an
[Nakamura et al., 2002].

Die antibakterielle und antivirale Wirkung ist eine weitere positive Eigenschaft der Anthocyane. Diese
beruht auf der Bindung und Denaturierung lebenswichtiger Enzyme in Viren, Bakterien und Pilzen
sowie der Verhinderung der Anhaftung von Viren an Wirtszellen [Zakay-Rones et al., 2004]. Zudem
wirken sie antiinflammatorisch in vitro, durch die Inhibierung von Cyclooxygenase | und Il und

anderen Prostaglandinsynthasen, welche fir die Synthese von Prostaglandinen und damit fir die
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Entstehung von Entziindungsfaktoren zusténdig sind [Joseph et al., 2014]. Eine Verbesserung der
Dunkeladaption des menschlichen Auges ist eine weitere positive Wirkung, die durch Anthocyane
hervorgerufen werden kann [Ghosh und Konishi, 2007].

2.5.2 Copigmente

Wie bereits erwahnt, hangt der Farbton der Anthocyane sowohl vom pH-Wert und der chemischen
Struktur als auch von der Anwesenheit sogenannter Copigmente ab. Copigmente sind farblose
Flavonoide, die mit Anthocyanen einen Uber nicht-kovalente Bindungen verbundenen Komplex
bilden, und so durch bathochrome oder hyperchrome Effekte die optischen Eigenschaften des
Anthocyans verandern. Dieser Vorgang wird als ,Copigmentierung“ bezeichnet [Trouillas et al.,
2016].

Zahlreiche Verbindungen koénnen als Copigmente agieren. Zu den wichtigsten zéhlen
hydrolysierbare Tannine, Flavonoide und Phenolséuren, wobei sich Flavon und Flavonole (z. B.
Quercetin, Kaempferol und Rutin) als besonders effektiv zeigten [Yan et al., 2013]. Aber auch
Hydroxyzimtséduren und deren Derivate, wie Kaffee-, Coumar-, Ferula-, Chlorogen- und Caftarsaure,
zeigen ein vergleichbar hohes Potential als Copigmente zu wirken. Verstarkt wird dieser Effekt, wenn
sie durch Acylierung einer Glykosolgruppe so an das Anthocyan binden, dass nicht-kovalente,
intramolekulare Wechselwirkungen gebildet werden kénnen [Fanzone et al., 2015]. Aber auch
Phenolsauren wie Ellagsdure konnen mit verschiedenen Anthocyanen Komplexe zur
Farbverstarkung bilden [Zhang et al., 2018]. In Abbildung 2-17 sind Beispiele verschiedener
Flavonoidgruppen — zwei Flavonole (Quercetin, Kaempferol), zwei Hydroxyzimtsdurederivat
(Chlorogen- und Caftarsaure) und eine Phenolsaure (Ellagsdure) — dargestellt, die als Copigmente

wirken kénnen.
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Abbildung 2-17: Beispiele fur Flavonoide, die als Copigmente wirken kdnnen.
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Einen Spezialfall der ,,Copigmentierung” bildet die Selbstassoziation mehrere Anthocyane, wobei

der Einfluss auf die Farbeigenschaften hier weniger stark ausgepragt ist [Trouillas et al., 2016].

2.5.3 Polymere

Phenolische Polymere sind Substanzen, die sich aus mehreren Polyphenolen zusammensetzen und
eine Vielzahl von Klassen umfasst, wie beispielsweise Tannine und Lignine.

Viele Friichte sind reich an phenolischen Polymere, wobei hier vor allem die Klasse der Tannine
eine bedeutende Rolle spielt. Diese lassen sich in hydrolysierbare und nicht-hydrolysierbare bzw.
kondensierte Untergruppen unterteilen [Panzella und Napolitano, 2017].

Zu den kondensierten Tanninen zahlen beispielsweise die polymeren Proanthocyanidine (s.
Abbildung 2-18), die vor allem in Aronia, aber auch in den Schalen und Kernen von Trauben
vorkommen [Miller et al., 2021; Zhou et al., 2022]. Granatapfel enthalten groRe Mengen an
Ellagitanninen, welche zu den hydrolysierbaren Tanninen zahlen und sich aus einer oder mehreren
Hexahdroxydiphenoyl-Gruppen und einem veresterten Zucker (meist Glucose) zusammensetzen.

Die Hauptverbindungen sind Punicalagin und Punicalin (s. Abbildung 2-18) [Sharifi-Rad et al., 2022].
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Abbildung 2-18: Beispiele fur phenolische Polymere.

2.6 Bioaktive, anthocyanreiche Frichte
2.6.1 Aronia (Aronia melanocarpa)

Aronia melanocarpa (schwarze Apfelbeere) ist ein Strauch in der Familie der Rosaceae
(Rosengewachse), welcher urspringlich aus dem Nordosten Amerikas stammt, nun aber auch in
Ost- und Mitteleuropa verbreitet ist. Die rundlichen, schwarz-glanzenden Frichte mit ihrem rétlichen

Fruchtfleisch haben einen herb-siRlichen, adstringierenden Geschmack. Daher werden sie meist
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zu Konfitiren, Gelees, alkoholischen Getranken oder Saft verarbeitet. Aber auch als Farbstoff oder
Nahrungsergdnzungsmittel spielen sie eine bedeutende Rolle [Jurikova et al., 2017].

Abbildung 2-19: Aronia melanocarpa, Strauch und Frucht [eigene Aufnahme].

In der traditionellen Volksmedizin wird Aronia vor allem in Russland vielféltig genutzt. Die reifen
frischen oder getrockneten Frichte werden zur Behandlung von Bluthochdruck,
Magenschleimhautentziindungen, Harnwegsinfektionen oder Arteriosklerose eingesetzt. |hnen
werden zahlreiche positive physiologische Wirkungen zugeschrieben. Extrakte aus Aroniafriichten
zeigen eine hohe antioxidative Wirkung, indem sie reaktive Sauerstoffspezies abfangen und die
Lipidperoxidation verringern [Malinowska et al., 2012; Rop et al., 2010; Kedzierska et al., 2012]. Der
antiinflammatorische Effekt von Aroniasaftkonzentrat wurde in einer Studie mit Hilfe von Enzyme-
linked Immunosorbent Assays (ELISA) und enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (EIA)
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Freisetzung von proinflammatorischen Markern wie
Interleukin 6 (IL-6) und 8 (IL-8) sowie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) inhibiert wurde [Appel et al.,
2015]. Dieser Mechanismus bietet die Basis zur Therapie verschiedener chronischer Krankheiten,
wie Diabetes, kardiovaskulare Krankheiten sowie chronischen Erkrankungen des Immunsystems
[Appel et al., 2015; Xu und Mojsoska, 2013]. Die Gabe eines Aroniasaftes in einer Studie mit Mausen
fuhrte Uber die Inhibierung der Aktivitdt von a-Glucosidase und Dipeptidylpeptidase-IV zu einer
Reduzierung des Blutzuckerspiegels [Yamane et al., 2016]. Der Konsum von Aroniasaft reduzierte
in einer Studie mit Ratten aufgrund der positiven Beeinflussung des oxidativen Status das Auftreten
von Darmlasionen und zeigte somit einen gastroprotektiven Effekt [Valcheva-Kuzmanova et al.,
2005]. In einem Zellversuch mit Endothelzellen der Koronararterien von Schweinen konnte ein
kardioprotektiver Effekt eines Aroniasaftkonzentrates beobachtet werden [Kim et al., 2013]. Zu den
weiteren gesundheitsférdernden Wirkungen zahlen antibakterielle und antivirale Eigenschaften
[Liepina et al., 2013; Park et al., 2013].

Die oben erwdahnten vielfaltigen gesundheitsférdernden Wirkungen gehen auf die chemische
Zusammensetzung der Frichte zurtick. Sie enthalten zahlreiche Polyphenole, wie zum Beispiel
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phenolische Sauren, Anthocyane, Proanthocyanidine, Flavanole und Flavonole [Jakobek et al.,
2012]. Der Gesamtpolyphenolgehalt von Aronia ist auch im Vergleich mit anderen roten Frichten
sehr hoch (690 — 2560 mg GAE/100 g) [Jurikova et al., 2017]. Das Anthocyanprofil ist von
verschiedenen Cyanidin-Derivaten gepragt [Oszmianski und Lachowicz, 2016]. Zu den insgesamt
54 phenolischen Bestandteilen zahlen ebenfalls die Hydroxyzimtsauren, wie Kaffeeséaure,
Chlorogenséaure und deren Stellungsisomere sowie Flavonole, vor allem gepragt durch Quercetin-
Derivate [Jurikova et al., 2017; Neveu et al., 2010]. Neben den Polyphenolen enthélt Aronia noch
weitere bioaktive Komponenten. Hierzu zdhlen Vitamine, vor allem Vitamin C und E, sowie
verschiedene Mineralstoffe (Calcium, Magnesium und Kalium), Carotinoide, Pektin und organische
Sauren [Jurikova et al., 2017]. Zusatzlich sind vergleichsweise groRe Mengen an Sorbitol in Aronia
zu finden [Mikulic-Petkovsek et al., 2012].

2.6.2 Granatapfel (Punica granatum)

Der Granatapfel (Punica granatum) ist ein kleiner Baum der Familie der Weiderichgewachse
(Lythraceae) und kommt vor allem in West- und Mittelasien, sowie im Mittelmeerraum vor. Die
runden Frichte des Granatapfelbaums sind durchschnittlich zwischen flnf und zwolf Zentimeter
grol3 bei einem Gewicht von 150 — 500 g, kénnen aber auch bis zu 20 cm grof3 werden und bis Uber
1000 g schwer. Die Schale hat eine orangerote bis rote Farbe, die Kerne sind rubinrot bis rosafarben
und in das Mesokarp eingebettet. Die reifen Frichte weisen einen herbsifRen Geschmack auf.
Neben dem Verzehr der frischen Ware werden Granatapfel vor allem zur Produktion von Saft, aber
auch Wein und friher Grenadinesirup, verwendet [Shaygannia et al., 2016].
~ NN

= T

Abbildung 2-20: Punica granatum, Baum und Frucht [eigene Aufnahme].

Traditionell wurde Granatapfel zur Behandlung von beispielsweise Diabetes, Geschwiiren und
anderen Darmbeschwerden genutzt, aber auch bei Erkrankungen der Gallenblase [Shaygannia et
al., 2016]. Die schon mehrfach beschriebene hohe antioxidative Aktivitat in vitro geht unter anderem
auf die Regulation der oxidativen Aktivitat von Superoxiden und 2,2-Diphenyl-1-Pikryl-Hydrazyl

(DPPH) - Radikalen sowie auf die Hemmung der Lipidperoxidation zuriick, die bereits in
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verschiedenen zellfreien Studien mit Granatapfelsaft beobachtet werden konnte [Seeram et al.,
2008]. Auch wurden bereits verschiedene antikanzerogene Effekte beschrieben. So sind Extrakte
aus Granatapfel unter anderem in der Lage die Redifferenzierung sowie Apoptose von humanen
HL-60 Promyelozytenleukdmiezellen zu induzieren [Kawaii und Lansky, 2004]. Aber auch die
Wachstumshemmung von humanen MCF-7 Brustkrebszellen durch  Granatapfelsaft
und -polyphenole konnte in Zellkulturversuchen bereits beschrieben werden [Kim et al., 2002].
Aufgrund seiner antiinflammatorischen Wirkung werden Granatapfelextrakte auch haufig im
Zusammenhang mit der Behandlung von Arthritis diskutiert [Shukla et al., 2008]. Zu weiteren
beschriebenen positiven physiologischen Wirkungen gehoért die Senkung des Blutdrucks [Sahebkar
et al., 2017]. Ebenfalls konnte sowohl in gesunden als auch in ,diabetischen Ratten nach Gabe
eines Granatapfelextraktes mit Hilfe eines oralen Glucosetoleranztestes eine Senkung des
Blutzuckerspiegels beobachtet werden [Jafri et al., 2000].

Die Frichte des Granatapfels enthalten besonders viele Polyphenole, was sich auch in einem
vergleichsweise hohen Gesamtpolyphenolgehalt widerspiegelt. Neben Anthocyanen, wobei
Cyanidin-3,5-diglucosid und Cyanidin-3-glucosid die Hauptkomponenten darstellen, umfasst das
Polyphenolprofil weitere Flavonoide, wie auch Gallotannine. Hierzu z&hlen vor allem die
Ellagitannine Punicalin und Punicalagin, die spezifisch fir Granatépfel sind [Fischer et al., 2011].

2.6.3 Rote Traube (Vitis vinifera)

Vitis vinifera (Weinrebe) ist ein Strauch mit Sprossranken aus der Familie der Vitaceae
(Weinrebengewachse), der weit verbreitet ist, unter anderem im Mittelmeerraum, Mitteleuropa, aber
auch in Sldwestasien sowie Sidafrika. Je nach Rebsorte variiert die Farbe der langlichen oder
runden Friichte von gelb Uber grin, violett bis dunkelblau. Das Geschmacksprofil ist ebenfalls breit
gefachert und reicht von s bis sauerlich. Die Trauben der Unterart Vitis vinifera subsp. vinifera
(edle Weinrebe) werden zur Weinproduktion genutzt. Neben dem Verzehr der frischen Friichte
werden Trauben auch zur Herstellung von unter anderem Saften, Gelees und verschiedenen

alkoholischen Getréanken verwendet [This et al., 2006].
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Abbildung 2-21: Vitis vinifera. Strauch und Frucht [eigene Aufnahme].

Sowohl die Weintrauben als auch der Wein selbst und andere Bestandteile der Weinrebe finden
Anwendung als Heilmittel. So werden Extrakte aus Weinblattern zur Behandlung von chronischer
Veneninsuffizienz in den Beinen verwendet, wahrend fur Traubenschalenextrakten sowohl eine
antikanzerogene Wirkung durch das enthaltene Resveratrol als auch eine antioxidative Wirkung
aufgrund der enthaltenen oligomeren Proanthocyanidinen beschrieben wird [Xia et al., 2010]. Die
letztgenannten sind ebenfalls in Traubenkernextrakten vorhanden, weswegen diese in
Nahrungserganzungsmitteln als Beitrag zur kardioprotektiven Wirkung eingesetzt werden [Xia et al.,
2010]. Die bedeutendste physiologische Wirkung ist der antioxidative Effekt. In einer Humanstudie
konnte nach Konsum eines roten Traubensaftes eine Senkung der IL-6-Werte sowie eine Erhéhung
der SOD-Aktivitat beobachtet werden, aber auch ein Anstieg des nicht enzymatischen antioxidativen
Schutzes [Dani et al., 2021]. Die orale Gabe eines Traubensaft, der zuséatzlich mit Polyphenolen aus
roten Trauben angereichert war, flhrte in Mausen zu einer reduzierten Expression von Genen, die
an Entzindungs- und Oxidationsmechanismen beteiligt sind, sowie eine erhéhte Expression von
Genen, die mit dem Schutz vor oxidativem Stress korrelieren [Bobadilla et al., 2021]. Der Verzehr
von Resveratrol zeigte in Mausen eine reduzierte Bildung radikaler Sauerstoffspezies im Serum auf
ohne dabei die Mechanismen zum Abfangen freier Sauerstoffradikale zu beeinflussen [Petrella et
al., 2020]. Eine zusétzliche kardioprotektive Wirkung steht sowohl im Zusammenhang mit den bisher
beschriebenen Effekten, als auch beispielsweise mit der Hemmung der Phosphodiesterase-5 und
der damit einhergehenden polyphenolinduzierten Vasorelaxation durch die in roten Trauben
enthaltenen Anthocyane [Dell'Agli et al., 2005]. Polyphenole aus Traubenkernen fihrten zu einer
Verringerung der Zellviabilitdt sowie zur Induktion des apoptotischen Zelltodes in humanen
Brustkrebszellen der Linie MCF-7. Somit zeigen Polyphenole aus Trauben ebenfalls eine
antikanzerogene Wirkung [Leone et al., 2019]. Durch die Hemmung des Glucosetransports mittels

GLUT-2 oder durch eine verbesserte Aufnahme von Glucose in beispielsweise Leberzellen sowie
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die Stimulation der Glykogensynthese zeigen Polyphenole aus roten Trauben auch eine
blutzuckersenkende Wirkung [Pandey und Rizvi, 2014].

Diese Wirkungen sind auf die in roten Trauben enthaltenen Polyphenole zuriickzufiihren. Rote
Trauben weisen einen relativ hohen Gesamtpolyphenolgehalt auf und zeigen dabei ein breites
Spektrum an Anthocyanen [Neveu et al., 2010]. Sie enthalten hauptsachlich Glucosid-Derivate,
wobei die Hauptverbindung Malvidin-3-glucosid ist [Kammerer et al., 2004]. Rote Trauben sind
zusatzlich eine Quelle fir verschiedene Flavonole, Proanthocyanidine und Stilbene [Neveu et al.,
2010]. Weitere phenolische Komponenten sind Catechin, Quercetin, Resveratrol und
Hydroxyzimtsauren, sowie Derivate dieser Verbindungen [Xia et al., 2010]. Neben den Polyphenolen
enthalten rote Trauben auch weitere wichtige Bestandteile, wie zum Beispiel Kalium und Vitamin C
[Andersen et al., 2011].

2.6.4 Preiselbeere (Vaccinium vitis-idea)

Die Preiselbeere (Vaccinium vitis-idea) ist ein Strauch aus der Familie der Ericaceae
(Heidekrautgewéchse), der in Nordamerika und Eurasien verbreitet ist. Die Beeren sind leuchtend
rot, rund und weisen einen etwas bitteren bis sduerlichen Geschmack auf. Daher werden sie selten
roh verzehrt, sind aber als Marmelade oder Kompott beliebte Bestandteile der Erndhrung [Mane et
al., 2011].

Abbildung 2-22: Vaccinium vitis-idea, Strauch und Frucht [lizenzfrei, pixabay.com].

Traditionell finden Preiselbeeren Anwendung bei Nieren- und Harnblaseninfekten, sowie zur
Fiebersenkung. In Skandinavien werden sie vor allem in den Wintermonaten zur ausreichenden
Vitamin- und Nahrstoffversorgung verzehrt [Ho et al., 2001]. Preiselbeerextrakte konnen das Level
an oxidativen Spezies im DPPH Assay sowie im Cupric Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC)
Assay reduzieren und wirken so antioxidativ [Drézdz et al, 2017]. Aber auch ein
antiinflammatorischer Effekt wurde bereits beschrieben. Dieser zeigt sich vor allem in der Senkung

inflammatorischer Marker, aber auch in einer positiven Modifizierung der Zusammensetzung und

e
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Funktionalitat der Darmmikrobiota von Mausen [Heyman-Lindén et al., 2016]. Eine antidiabetische
Wirkung zeigte sich in Mausen durch Senkung des Nuchternblutzuckerwertes sowie des
Nuchterninsulinlevels nach langerem Konsum eines Preiselbeerpulvers [Ryyti et al., 2020]. Ein
antikanzerogenes Potential konnte ebenfalls bereits nachgewiesen werden. So verringerte ein
Preiselbeerextrakt die Proliferation der Darmkrebszelllinie HT29 und der Brustkrebszelllinie MCF-7
[Olsson et al.,, 2004]. AuRBerdem konnte die Induktion der Apoptose von humanen HL-60
Leukamiezellen beobachtet werden [Olsson et al., 2004; Wang et al., 2005]. Des Weiteren zeigten
die in Preiselbeeren enthaltenen Tannine eine antimikrobielle Wirkung [Ho et al., 2001]. Au3erdem
verhinderte der Konsum eines Preiselbeerpulvers in Mausen die Akkumulation von viszeralem Fett
[Ho et al., 2001; Ryyti et al., 2020].

Das Polyphenolprofil von Preiselbeeren setzt sich aus phenolischen Sauren, Flavanolen, wie
Quercetin und Kaempferol, Flavonolen und Anthocyanen zusammen. Die dominierende Saure ist
Cumarsaure, aber auch Kaffeesédure, Ferulasdure und Chlorogensaure kommen vor. Neben
Catechin und Epicatechin gehdren auch Procyanidin B1, B2 und A2 zum Flavanolspektrum.
Verschiedene Anthocyane kommen in den Frichten der Preiselbeere vor, wobei vor allem
Cyanidinglykoside dominieren. Die Hauptverbindung ist hierbei Cyanidin-3-galactosid. Neben
phenolischen Substanzen, enthalten Preiselbeeren auch viele Vitamine, wie Provitamin A in Form
von B-Carotin, Vitamin B;, B> und Bs, sowie Mineralstoffe, wie Kalium, Calcium und Magnesium
[Mane et al., 2011].

2.6.5 Cranberry (Vaccinium macrocarpon)

Vaccinium macrocarpon (Cranberry, auch grof3friichtige Moosbeere) ist ein Strauch der Familie der
Heidekrautgewachse (Ericaceae), der vor allem im dstlichen Nordamerika wachst. Die runden, rot
gefarbten Friichte schmecken frisch stark sauerlich, getrocknet herb-siiR. Daher werden Cranberrys
selten roh verzehrt, sondern beispielsweise zu Saft weiterverarbeitet oder sie finden getrocknet

Anwendung beim Kochen oder Backen [Blumberg et al., 2013].

Abbildung 2-23: Vaccinium macrocarpon. Strauch und Frucht [lizenzfrei, pixabay.com].
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In der traditionellen Volksmedizin findet Cranberry, vor allem in Form von Saft, Anwendung bei der
Behandlung von Blasen- und Niereninfekten [Blumberg et al., 2013]. In einer Humanstudie konnte
eine Erhéhung der antioxidativen Kapazitat im Plasma sowie die Reduzierung von Blutmarkern des
oxidativen Stresses nach Konsum eines Cranberrysaftes beobachtet werden [Ruel et al., 2005].
Aufgrund einer Reduzierung des Levels an inflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin 18, 6 und
8 und TNF-a, in Makrophargen zeigen Fraktionen aus Cranyberrysaftkonzentrat eine
antiinflammatorische Wirkung [Bodet et al., 2006]. Der Konsum von Cranberrypulver fihrte in Ratten
zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitat und einer damit einhergehend zur Senkung des
Blutzuckerspiegels [Khanal et al., 2010]. Eine bedeutende physiologische Eigenschaft von
Cranberrysaft ist die antibakterielle Wirkung. Dies zeigt sich vor allem im Zusammenhang mit
Harnwegsinfekten. In humanen Zellen zeigte sich das Potential das Anhaften von Bakterien an
Zellen der Blasenschleimhaut zu verhindern und somit eine Méglichkeit zur Behandlung aber auch
zur Prévention solcher Infekte bieten zu konnen [Howell et al., 2005]. Auf3erdem konnte in einer
anderen Studie eine Verbesserung des Lipoproteinprofils in Diabetespatienten nach Konsum eines
Cranberryextraktes beobachtet werden [Lee et al., 2008].

Das Polyphenolprofil von Cranberries umfasst sowohl Flavonole, wie Quercetin, Myricetin und
Kaempferol, als auch Flavan-3-ole, Proanthocyanidine (hier vor allem Epicatechin), Anthocyane und
phenolische Sauren, wie Hydroxybenzoe- und Hydroxyzimtsduren. Zu den Anthocyanen zéhlen
Glykoside von allen sechs haufigen Anthocyanidinen, wobei die Galactoside und Arabinoside von
Cyanidin und Peonidin die Hauptverbindungen darstellen. Unter den ebenfalls in Cranberries

enthaltenen Terpenen findet man besonders hohe Gehalte an Ursolséure [Blumberg et al., 2013].

2.6.6 Schwarze Johannisbeere (Ribes nigrum)

Die schwarze Johannisbeere (Ribes nigrum) ist ein Strauch der Familie der Stachelbeergewéchse
(Grossulariaceae), der vor allem in der geméaRigten und kalt-gemafigten Zone Eurasiens vorkommt.
Die kleinen, rundlichen, schwarzen Beeren schmecken bitter und adstringierend. Verzehrt werden
sie daher meist in verarbeiteter Form, beispielsweise als Gelee, Konfitire oder Saft, aber auch in

Form von Likdr und Sirup [Cortez und Gonzalez de Mejia, 2019].
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Abbildung 2-24: Ribes nigrum, Strauch [eigene Aufnahme] und Frucht [lizenzfrei, pixabay.com].

Traditionell wird schwarze Johannisbeere zur Starkung des Immunsystems verwendet, aber auch
bei Darmbeschwerden [Cortez und Gonzalez de Mejia, 2019]. Ein Extrakt aus schwarzer
Johannisbeere zeigte in einem zellfreien Testsystem das Potential freie Radikale abzufangen und
ist somit in der Lage oxidativen Stress zu reduzieren [Nour et al., 2013]. Extrakte aus schwarzer
Johannisbeere hemmen ebenfalls die Ausschiittung von Inflammationsmarkern, wie verschiedene
Zytokine, und wirken somit antiinflammatorisch [Shaw et al., 2017]. In diabetischen Mausen zeigen
Johannisbeerextrakte das Potential die Ausschittung von GLP-1 und Insulin zu verbessern sowie
die AMP-aktivierte Proteinkinase zu aktivieren, was letztendlich dazu fuhrt, dass der Blutzucker nach
Glucosezufuhr nicht Gbermafiig ansteigt (erhéhte Glucosetoleranz) und somit einer Hyperglykamie
entgegengewirkt wird [lizuka et al., 2018]. In Caco-2-Zellen fiihrte Johannisbeersaft sowohl dazu,
dass Bakterien nicht mehr an kérpereigene Zellen anhaften kénnen, als auch zu einer Inhibierung
der Bakterienzellproliferation [Parkar et al., 2014]. Aber auch die Anregung der Biosynthese von
Kollagen in humanen Hautfibroblasten sowie in Ratten wurde bereits beschrieben. Damit
einhergehend zeigte sich auch ein phytodstrogener Effekt [Nanashima et al., 2018]. Des Weiteren
wurde in einer Humanstudie das Potential die Fettoxidation zu erh6hen nachgewiesen [Strauss et
al., 2018]. Auch konnte fur Anthocyane aus schwarzen Johannisbeeren ein Potential die Aktivitat
der 5-Lipoxygenase sowie die Oxidation des LDL zu inhibieren beobachtet werden [R6hrig et al.,
2020].

Im Vergleich zu anderen Fruchten (wie Brombeere und Heidelbeere) enthalten schwarze
Johannisbeeren viele Polyphenole, insbesondere Anthocyane und Proanthocyanidine [Lee et al.,
2015]. Zu den Hauptanthocyanen zéhlen die Rutinoside von Delphinidin und Cyanidin, aber auch
deren Glucoside [Parkar et al., 2014; Neveu et al., 2010]. Dementsprechend gestaltet sich auch das
Proanthocyanidinspektrum. Zu den Procyanidinen z&hlen Catechin sowie Epicatechin, wahrend die

Prodelphinidine durch Gallocatechin und Epigallocatechin geprégt sind [Laaksonen et al., 2015].
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Neben den Polyphenolen sind Johannisbeeren vor allem eine gute Quelle fir Vitamin C. Ihr Gehalt
variiert von 50 bis hin zu 280 mg Vitamin C pro 100 g Frucht [Nour et al., 2013].

2.6.7 Heidelbeere (Viccinium myrtillus)

Viccinium myrtillus (Heidelbeere) ist ein Strauch aus der Familie der Heidekrautgewéachse
(Ericaceae), der hauptsachlich im Norden von Europa und Asien wachst. Die runden, teils platten
Frichte der eurasischen Heidelbeere sind durchgangig blau gefarbt. Die Beeren weisen einen sui3-
sauerlichen und schwach adstringierenden Geschmack auf. Neben dem Verzehr frischer oder
getrockneter Frichte, werden Heidelbeeren vor allem zu Marmelade, Eis, Saften und in

verschiedenen SuRspeisen verarbeitet [Chu et al., 2011].

Abbildung 2-25: Vaccinium myrtillus, Strauch [lizenzfrei, pixabay.com] und Frucht [eigene Aufnahme].

Heidelbeeren finden zahlreiche Anwendungen in der traditionellen Medizin. So kdnnen sie, je nach
Darreichungsform, fir unterschiedliche Darmbeschwerden genutzt werden, aber auch bei
Entziindungen im Mund- und Rachenraum verwendet werden [Chu et al., 2011]. In M&usen zeigte
ein Heidelbeerextrakt eine Reduzierung des Levels an reaktiven Sauerstoffspezies, wodurch die
Zellen vor oxidativen Schaden geschitzt werden kénnen [Bao et al., 2010]. In einer Studie mit
phenolischen Fraktionen aus Heidelbeeren wurde der Einfluss auf UV-induzierte DNA-Schaden in
HaCaT Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich eine Reduzierung der DNA-Strangbriiche. Des
Weiteren wurde die Expression von IL-6 teilweise verringert, sowie die Anzahl reaktiver Sauerstoff-
und Stickstoffspezies signifikant gesenkt [Svobodova et al.,, 2009]. Die Behandlung von
Makrophagen mit einem Heidelbeerextrakt fihrte zur Inhibition der Freisetzung verschiedener
antiinflammatorischen Faktoren in RAW?264 -Zellen [Chen et al., 2008]. Aber auch die spezifische
Hemmung des Wachstums von Darmkrebszellen in Ratten, sowie die Anregung der Apoptose von
Zellen der humanen Leukamiekrebszelllinie HL-60 wurde bereits beobachtet [Lala et al., 2006;
Katsube et al., 2003; Nguyen et al., 2010]. Die in Heidelbeeren enthaltenen Anthocyane wirken tber
die Anregung der Insulinsekretion in B-Zellen des Pankreas von Nagern blutzuckersenkend
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[Jayaprakasam et al., 2005]. Aber auch ein verbesserter Glucosetransport nach Behandlung von
Myoblastenzellen aus Mausen der Linie C2C12 mit einem Heidelbeerextrakt wurde bereits
beschrieben [Martineau et al., 2006]. Zu den weiteren positiven physiologischen Wirkung zé&hlen
kardio- und neuroprotektive Effekte, sowie eine Verbesserung der Nachtsicht und ein
antimikrobielles Potential [Chen et al., 2008; Matsunaga et al., 2010; Ghosh und Konishi, 2007; Lee
et al., 2006].

Das Polyphenolprofil von Heidelbeeren umfasst Flavonole, wie Quercetin und Catechin, Tannine,
Ellagitannine, phenolische Sauren und Anthocyane, wobei letzte den Hauptanteil ausmachen. In
Heidelbeeren konnten bis zu 1017 mg Anthocyane pro 100 Frischgewicht detektiert werden [Mdller
et al., 2012]. Glykoside von Delphinidin, hier vor allem Delphinidin-3-glucosid, aber auch
Cyanidinarabinosid sind die Hauptanthocyane in Heidelbeeren [Latti et al., 2008; Miiller et al., 2012].
Die phenolischen Sauren machen einen grof3en Anteil des Polyphenolprofils aus, wobei die Derivate

der Cumarséure hierunter am meisten vertreten sind [Liu et al., 2020].

2.6.8 Holunderbeere (Sambucus nigra)

Sambucus nigra (schwarzer Holunder) ist ein Strauch aus der Familie der Moschuskrautgewachse
(Adoxaceae) und z&hlt zu den haufigsten Straucharten in Mitteleuropa, ist aber auch im restlichen
Europa verbreitet. Die kleinen, runden Friichte des Holunderstrauchs sind schwarz gefarbt und
weisen einen herben Geschmack mit einem sii3en Nachgeschmack auf. Roh kénnen die Friichte
des Holunderstrauches nur begrenzt verzehrt werden, daher werden sie meist zu Gelees, Saften
oder Wein verarbeitet. Daneben finden sie auch Anwendung als Lebensmittelfarbstoff [Atkinson und
Atkinson, 2002].

s .

Abbildung 2-26: Sambucus nigra, Strauch und Frucht [lizenzfrei, pixabay.com].

Holunder findet sowohl als Beeren oder einem daraus hergestellten Saft Anwendung als Heilmittel
in der traditionellen Volksmedizin. So werden sie in der Volksmedizin bei Erkaltungen, Grippe, zur
Stérkung des Kreislaufs sowie bei Magenbeschwerden eingesetzt [Sidor und Gramza-Michatowska,
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2015]. Die antioxidative Aktivitat eines Holunderextraktes wurde durch die Beurteilung seiner
Fahigkeit, DPPH sowie Hydroxylradikale zu inaktivieren, untersucht. Hierbei zeigte sich ein hohes
Potential diese Radikale abzufangen und die Lipidperoxidation zu inhibieren [Stoilova et al., 2007].
Nach Aufnahme eines polyphenolreichen Extraktes aus Holunderbeere konnten im Serum von
hypertensiven Ratten eine hohere antioxidative Aktivitat sowie ein verbessertes Lipidprofil
beobachtet werden [Morosanu et al., 2011]. Auch kardioprotektive Effekte durch eine Reduzierung
des Harnsaurelevels und damit einhergehend ein geringeres Risiko flr Hypertonie konnten fur einen
Holunderextrakt nachgewiesen werden [Ciocoiu et al., 2012; Takayama et al., 2012]. Die in den
Holunderbeeren enthaltenen Polyphenole fihren in Zellsystemen zu einer Erhdéhung der
Glucoseaufnahme in beispielsweise Muskelzellen sowie zu einer Erhéhung der Insulinsekretion
[Bhattacharya et al., 2013]. In einer Humanstudie konnte ein Holunderbeerextrakt die Produktion
antiinflammatorischer Marker wie Interleukin 10 erhoht werden. Auferdem wurde das Level
proinflammatorischer Marker, wie Interleukin 13, 6 und 8 sowie TNF-q, reduziert [Barak et al., 2002].
Extrakte aus Holunderbeeren zeigen zusatzlich antibakterielle Wirkungen, wahrend fur Holundersaft
auch antivirale Effekte untersucht wurden [Krawitz et al., 2011; Kinoshita et al., 2012].

Flavonole, phenolische Sauren, Proanthocyanidine und Anthocyane prégen das Polyphenolprofil
von Holunderbeeren [Anton et al.,, 2013]. Cyanidin-Derivate gehtdren zu den vorherrschenden
Anthocyanen [Labun et al.,, 2011]. Zu den Hauptflavonolen z&hlen Quercetin, Kaempferol und
Isorhamnetin, wéhrend Chlorogensaure und ihre Derivate die dominierenden phenolischen S&uren
sind [Christensen et al., 2008; Lee und Finn, 2007].

2.6.9 Sauerkirsche (Prunus cerasus)

Die Sauerkirsche (Prunus cerasus) aus der Familie der Rosengewachse (Rosaceae) ist ein Baum,
der auf der gesamten Nordhalbkugel wachst. Die runden, hell- bis schwarzroten Friichte schmecken

sauerlich. Daher werden diese Kirschen auch selten roh verzehrt, sondern eher beim Kochen und

Backen verarbeitet bzw. als Saft konsumiert [Kelley et al., 2018].

VAN

Abbildung 2-27: Prunus cerasus, Baum und Frucht [lizenzfrei, pixabay.com].
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Sauerkirschen werden in der traditionellen Volksmedizin zur Behandlung von Darmbeschwerden,
aber auch bei entztindungsbedingten Erkrankungen, wie Gicht oder Arthritis, angewendet [Kelley et
al., 2018]. In Mausen konnte durch einen Sauerkirschsaft eine erhfhte Aktivitat der antioxidativen
Enzyme Superoxid-Dismutase in der Leber und im Blut und der Glutathionperoxidase in der Leber
sowie eine Abnahme der Lipidperoxidation beobachtet werden [Sari¢ et al., 2009]. Das Level von
inflammatorischen Markern wie IL-6 und IL-8 sowie TNF-a kann durch koérperliche Aktivitat erhoht
werden. In einer Humanstudie konnte beobachtet werden, dass der Konsum eines
Sauerkirschpulvers dazu fuhrt, dass die Bildung dieser Stoffe trotz korperlicher Belastung auf einem
niedrigen Niveau gehalten werden konnte [Levers et al., 2016]. Eine Humanstudie mit einem
Sauerkirschsaft zeigte, dass dieser den Harnsdurespiegel senken kann, wodurch ein Beitrag zur
Behandlung entziindungsassoziierter Erkrankungen, wie Arthritis und Gicht, geleistet werden kann
[Martin et al., 2011]. Auch ein antidiabetischer Effekt wurde bereits beschrieben. So konnten in
weiblichen Probanden nach Verzehr eines Sauerkirschsaftkonzentrates tiber sechs Wochen eine
signifikante Senkung des H&amoglobin Alc-Levels beobachtet werden. Im Rahmen dieser
Humanstudie zeigte sich ebenfalls eine signifikante Reduzierung des systolischen und diastolischen
Blutdrucks sowie des Cholesterinspiegels [Ataie-Jafari et al., 2008]. Der Verzehr von
Sauerkirschsaftkonzentrat fihrte in einer humanen Interventionsstudie zu einer Erhéhung des
Melatoninspiegels. Da Melatonin fur die Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus zustandig ist,
korreliert eine erhdhte Konzentration mit einer verbesserten Schlafzeit und -qualitat [Howatson et
al., 2012].

Sauerkirschen sind reich an Polyphenolen. Sie enthalten viele Anthocyane, wobei die Rutinoside
von Cyanidin und Peonidin die Hauptverbindungen darstellen [Neveu et al., 2010]. Daneben
enthalten die Friichte zusatzlich viele Hydroxyzimtsuren sowie Flavon-3-ole [Wojdyto et al., 2014].
Neben Inhaltsstoffen wie Vitamin A, Bi, B2, C und E sowie Folsdure und Kalium, enthalten
Sauerkirschen eine hohe Menge an Melatonin [Kelley et al., 2018; Howatson et al., 2012; Burkhardt
et al., 2001].

2.7 Kinetik der Enzymhemmung

2.7.1 Grundlegende Enzymkinetik

Die  Unterscheidung zwischen kompetitiven, unkompetitiven und nicht-kompetitiven
Hemmprozessen erfolgt Uber die kinetischen Parameter der allgemeinen Enzymkinetik. Die
Reaktion zwischen einem Enzym E und einem Substrat S kann hierbei als reversible Bildung eines
Enzym-Substrat-Komplexes ES und der anschlie3enden irreversiblen Bildung eines Produktes P

aus diesem Komplex beschrieben werden (vgl. Abbildung 2-28) [Voet et al., 2019].
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K, K,
E+S=——ES——=E+P
K,

Abbildung 2-28: Reaktionsschema der Enzymkatalyse erster Ordnung [Yung-Chi und Prusoff, 1973].

Mit dieser Formel kdnnen ebenfalls Reaktionen zweiter Ordnung angenahert werden, wenn eines
der Substrate im Uberschuss vorhanden ist [Kirsch, 2008].
In direktem Zusammenhang stehen dabei die Gleichgewichtskonstanten der Komplexbildung ks, der
Komplexldsung k; sowie der Produktbildungskonstante ko [Chen et al., 2010].
_ ket kear

M — kf
Durch Ermittlung der Produktionsrate v bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen [S] mithilfe
des Lineweaver-Burk-Plots (s. Abbildung 2-29) kann die Michaelis-Menten-Konstante Ky
experimentell bestimmt werden. Hierbei entspricht Ky der Substratkonzentration bei halbmaximaler,
gesattigter Bildungsrate Vizmax und wird aus dem Schnittpunkt mit der x-Achse (1/Ku) bestimmt. Aus
dem Schnittpunkt mit der y-Achse (1/vmax) kann die maximale Produktbildungsrate vmax ermittelt
werden [Bjornsson et al., 2003].

/

1v

/I 1/Vmax

1Ky O 18]

Abbildung 2-29: Lineweaver-Burk-Plot.

Durch die Substratkonzentration [S], die maximale Produktbildungsrate vmax und die Michaelis-
Menten-Konstante Ky wird die anfangliche Umsatzrate oder auch Anfangsgeschwindigkeit vo
definiert [Yung-Chi und Prusoff, 1973].

Vinax * S

Km * S

Ein Inhibitor ist in der Lage die Funktion eines Enzyms zu unterbrechen oder zu verlangsamen. Dies

vV =

kann reversibel oder irreversibel erfolgen. Wahrend die Wirkung eines reversiblen Inhibitors

s
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rickgéngig gemacht werden kann, wird die Aktivitat eines Enzyms durch einen irreversiblen Inhibitor
dauerhaft beeinflusst [Kirsch, 2008].

Inhibitoren kénnen Uber unterschiedliche Mechanismen auf die Enzymaktivitat wirken. Diese lassen
sich mit den Michaelis-Menten-Parametern beschreiben. Es gibt jedoch auch Mechanismen, die
nicht Uber diese Parameter beschrieben werden kénnen. Dazu zahlt die Kooperativitat, also die
Anderung der Substrataffinitat durch Bindung eines Liganden, die Enzymaktivierung oder die
Substratinhibition [Bjornsson et al., 2003].

Es gibt drei Klassen der reversiblen Inhibitoren. Dazu zahlen die kompetitiven, unkompetitiven und

nicht-kompetitiven Inhibitoren.

2.7.2 Kompetitive Hemmung

Die kompetitive Hemmung zeichnet sich dadurch aus, dass das Substrat S mit dem Inhibitor | um
die Bindungsstelle im aktiven Zentrum des Enzyms E konkurriert. Dadurch steht die Bildung des
Komplexes El in direkt Konkurrenz zur Bildung des Komplexes ES (Abbildung 2-30) [Waldrop, 2009].

+.-—- =
s

+ E+S = ES = E+P

E ES

El S E

Abbildung 2-30: Schematische Darstellung der kompetitiven Hemmung und Reaktionsschema mit E = Enzym,
El = Enzym-Inhibitor-Komplex, ES = Enzym-Substrat-Komplex, | = Inhibitor, P = Produkt und S = Substrat
[nach [Voet et al., 2019].

Die Produktbildungsrate v, hangt hierbei zusatzlich von der Inhibitorkomplexdissoziatinskonstante K|
und der Inhibitorkonzentration [I] ab [Yung-Chi und Prusoff, 1973].

Vmax * S
I
Der Zusammenhang zwischen K;, halbmaximaler, inhibitorischer Konzentration (ICso) und Ku wird
wie folgt beschrieben [Yung-Chi und Prusoff, 1973]:

\

S
IC50 = KI * (1 + _)
Kym
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2.7.3 Unkompetitive Hemmung

Bei der unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor | an den Komplex ES, wodurch ein neuer
Komplex ESI gebildet wird und somit die Spaltung des Enzym-Substrat-Komplexes verhindert wird
(s. Abbildung 2-31) [Waldrop, 2009].

+m—— @8
S

E

+ ES

' E+S == ES=——= E+P
+
|

JP ESI

4 |
. ESI E

Abbildung 2-31: Schematische Darstellung der unkompetitiven Hemmung und Reaktionsschema mit E =
Enzym, ES = Enzym-Substrat-Komplex, ESI = Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplex, | = Inhibitor, P = Produkt
und S = Substrat [nach Voet et al., 2019].

Die gleichen Zusammenhéange wie schon bei der kompetitiven Hemmung gelten auch hier fur die
Produktbildungsrate und die daraus abgeleiteten Parameter [Yung-Chi und Prusoff, 1973].

2.7.4 Nicht-kompetitive Hemmung

Die nicht-kompetitive Hemmung zeichnet sich dadurch aus, dass der Inhibitor sowohl an das Enzym
E als auch an den Komplex ES binden kann und dabei die Faltung des Enzyms andert, wodurch
das Binden von Substrat S an Enzym E und das Ldsen des Komplexes ES verlangsamt wird. Die
Enzymbindung kann hierbei beispielsweise allosterisch erfolgen, wodurch es zu einer
Konformations&nderung kommt. Diese Art der Inhibition kann auch reversibel sein, da der Inhibitor
nicht an die Bindungsstelle bindet (vgl. Abbildung 2-32) [Waldrop, 2009].
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+ l

5 ES

E+S =—= ES=——= E+P
B l | i
N | [
N El =—= ES
— —|
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Abbildung 2-32: Schematische Darstellung der nicht-kompetitiven Hemmung und Reaktionsschema mit E =
Enzym, ElI = Enzym-Inhibitor-Komplex, ES = Enzym-Substrat-Komplex, ESI = Enzym-Substrat-Inhibitor-
Komplex, | = Inhibitor, P = Produkt und S = Substrat [nach Voet et al., 2019].

Hierbei muss fir die Produktbildungsrate die Dissoziationskonstante Kis und K beriicksichtigt
werden [Yung-Chi und Prusoff, 1973].

Vmax * S

Ky (1+-£ )+S*(1+-—q

vy =

Somit ergibt sich fur den ICso-Wert [Yung-Chi und Prusoff, 1973]:
Ky +S

Ky, S

Kis * Kn

IC50 =

2.7.5 Ermittlung Hemmmechanismus

Mithilfe des Lineweaver-Burk-Plots kann der vorliegende Mechanismus bei einer Enzymhemmung
ermittelt werden. Durch Auftragung von 1/v gegen 1/[S] fur verschiedene Inhibitorkonzentrationen [I]
und die Lage der Geraden lasst sich der Inhibitionstyp ablesen. Die Geraden der kompetitiven
Hemmung schneiden sich auf der y-Achse, da vmax unabhangig von der Konzentration des
anwesenden Inhibitors ist. Bei der unkompetitiven Hemmung ist die Steigung unabh&ngig von [],
daher verlaufen die Geraden hier parallel zueinander. Da bei der nicht-kompetitiven Hemmung Kw
nicht beeinflusst wird, schneiden sich die Geraden hier auf der x-Achse (vgl. Abbildung 2-33)
[Waldrop, 2009]
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A i—O— mit kompetitivem Inhibitor B —e— mit nicht-kompetitivem Inhibitor
—=— ohne Inhibitor —=— ohne Inhibitor

1v
1iv

7 Y

18] 1/[8]

C —e— mit unkompetitivem Inhibitor
—=— ohne Inhibitor

v

/|

18]

Abbildung 2-33: Schematische Beispiele fur die Lineweaver-Burk-Auftragung eines kompetitiven (A), nicht-
kompetitiven (B) und unkompetitiven (C) reversiblen Inhibitors jeweils mit und ohne Inhibitor [nach [Waldrop,
2009]].
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3 Problemstellung

Diese Arbeit entstand im Rahmen des AiF-Projektes 18506 N in Kooperation mit dem Arbeitskreis
von Prof. Dr. Peter Winterhalter der Technischen Universitat Braunschweig. Das Hauptziel des
Projektes sowie der vorliegenden Arbeit war es, die Hemmung von Enzymen, die mit dem
Glucosestoffwechsel zusammenhéngen, durch anthocyanreiche Friichte zu untersuchen. Die
hierbei verfolgte zentrale Hypothese war, dass sekundére Pflanzeninhaltsstoffe aus Fruchtsaften -
insbesondere aus Buntsaften - in der Lage sind, Uber Aktivititshemmung verschiedener
Schlisselenzyme des Kohlenhydratstoffwechsels diesen zu regulieren. Zu den untersuchten
Enzymen gehorte unter anderem die a-Amylase. Diese katalysiert den ersten Schritt der
Kohlenhydratverdauung, die Spaltung von Nahrungspolysacchariden in das Disaccharid Maltose im
Speichel und im Magen. Sie zahlt damit zu einem der beiden Schliisselenzyme des
Glucosestoffwechsels. Das andere ist die ebenfalls untersuchte a-Glucosidase. Sie spaltet die so
gewonnene Maltose im Darm in das vom Koérper resorbierbare Monosaccharid Glucose. Ein weiterer
Mechanismus, der eine bedeutende Rolle in der Regulierung des Blutglucosespiegels spielt, ist der
Glykogenstoffwechsel. Diese katalysiert den ersten Schritt des Glykogenabbaus, der bei Bedarf
eingeleitet wird, um Glucose aus beispielsweise Leberzellen freizusetzen. Der Insulinstoffwechsel
spielt eine entscheidende Rolle im Blutzuckerhaushalt. Neben verschiedenen Mdéglichkeiten die
Insulinausschiittung direkt zu regulieren, kann man diese auch indirekt stimulieren. Beispielsweise
durch die Dipeptidylpeptidase IV, welche das Inkretinhormon GLP-1 abbaut und somit indirekt die
Insulinfreisetzung nach Kohlenhydratverzehr reguliert.

Diese Arbeit untergliederte sich in einen in vitro sowie einen in vivo Teil. Zu Beginn wurden die an
der TU Braunschweig aus verschiedenen rotgefarbten sortenreinen Séften hergestellten Extrakte
auf ihre biologische Aktivitat in vier zellfreien, photometrischen Testsystemen in vitro getestet. Das
Screening umfasste Direktsafte, Saftkonzentrate und Pirees aus insgesamt neun unterschiedlichen
Frichten. Um ein mdglichst breites Spektrum an phenolischen Inhaltsstoffen zu ermdglichen,
umfasste das Probenmaterial anthocyanreiche Buntséafte, wie Heidelbeer-, Holunderbeer-,
schwarzer Johannisbeer-, Sauerkirsch- und roter Traubensaft, anthocyan- und procyanidinreiche
Buntséafte, wie Aronia-, Cranberry- und Preiselbeersaft, sowie Produkte, die reich an Ellagitanninen
sind, wie Granatapfelsaft.

Als nachstes wurden die drei in den photometrischen Testsystemen aktivsten Fruchtsaftextrakte
(Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotes Traubensaftkonzentrat) an der TU Braunschweig
fraktioniert. Die so erhaltenen Anthocyan-, Copigment- und Polymerfraktionen wurden anschliel3end
auf ihre in vitro Aktivitat gegenlber a-Amylase, a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a und
Dipeptidylpeptidase IV untersucht. Aul3erdem wurden aus der Anthocyan- und Copigmentfraktion

weitere Subfraktionen hergestellt, um die aktiven Inhaltsstoffe in vitro zu identifizieren. Abschliel3end
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wurden ausgewahlte Copigmente sowie Anthocyane auf ihre inhibitorische Aktivitéat gegeniber den
vier Enzymen in vitro getestet.

Um den Mechanismus der Inhibierung zu erfassen, wurde zuséatzlich der Hemmmechanismus der
Anthocyan-, Copigment- und Polymerfraktion sowie der Ausgangsextrakte aus Aroniadirektsaft,
Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat bestimmt.

Darauffolgend wurden im Rahmen einer humanen Interventionsstudie die blutzuckerregulierenden
Eigenschaften eines Aroniadirektsaft- und eines roten Traubensaftkonzentrat-Extraktes in vivo
getestet. Hierbei sollte untersucht werden, ob Testgetrdanke aus Saftextrakten zu einer
Beeinflussung des postprandialen Glucosespiegels im Blut und in der Gewebsflissigkeit sowie der

Insulinkonzentration im Blut fuhrt.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien
4.1.1 Chemikalien

o 3-Caffeoylchinasdure, Reinheit = 95 % (Phytolab)
e 4-Caffeoylchinasdure, Reinheit 2 98 % (Phytolab)
e 2-Chloro-4-Nitrophenyl-a-D-Maltotriosid, CNPG3 (Sigma-Aldrich)
e CNPG3-Ldsung
26,3 mg CNPG3 in 10 mL 40 mM PBS lésen
e 3,5-Dinitrosalicylsaure, 3,5-DNS (Sigma-Aldrich)
e DNS-Farbreagenz-L6sung
3 g Kaliumnatriumtartrat und 0,1 g DNS in 2 mL 2 M NaOH Idsen
auf 10 mL mit bidestilliertem Wasser auffullen
e a-Amylase (Sigma-Aldrich)
e a-Amylase-Lésung
3,5 mg a-Amylase in 7 mL 40 mM PBS lésen
e Acarbose (Glucobay®, 50 mg Tabletten; Bayer Pharma AG)
e Acarbose-Stammlésung
1 Glucobay®-Tablette in 5 mL bidestilliertem Wasser I6sen
e a-D-Glucose-1-Phosphat Dinatriumsalz Hydrat (Sigma-Aldrich)
e a-Glucosidase (Sigma-Aldrich)
e a-Glucosidase-L6sung
7 U a-Glucosidase in 7 mL 0,1 M PBS losen
¢ Ammoniummolybdat (Carl Roth)
e Caftarsaure, Reinheit =2 95 % (Phytolab)
e Chlorogensaure, Reinheit 2 95 % (Phytolab)
e Coffein (Sigma Aldrich)
e Cyanidinchlorid, Reinheit = 90 % (Phytolab)
¢ Cyanidin-3,5-diglucosidchlorid, Reinheit = 98 % (Phytolab)
¢ Cyanidin-3-arabinosidchlorid, Reinheit 2 95 % (Extrasynthese)
e Cyanidin-3-galactosidchlorid, Reinheit = 97 % (Extrasynthese)
e Cyanidin-3-glucosidchlorid, Reinheit = 98 % (Phytolab)
e Cyanidin-3-rutinosidchlorid, Reinheit = 90 % (Phytolab)
¢ Delphinidin-3,5-diglucosidchlorid, Reinheit = 95 % (Phytolab)
¢ Delphinidin-3-galactosidchlorid, Reinheit 2 95 % (Extrasynthese)
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o Delphinidin-3-glucosidchlorid, Reinheit = 95 % (Phytolab)
¢ (Human) Dipeptidylpeptidase 1V, DPP IV (Active Bioscience)
e DPP IV-Enzym-L6sung
0,5 ul DPP IV-L6sung in 8,3995 mL Tris HCL Puffer mischen
o Ellagsaure, Reinheit = 98 % (Phytolab)
e Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Titriplex 11l (Serva)
e Ethylenglycol-Bis(Aminoethylether)-N,N,N,N‘-Tetraessigsaure, EGTA (Sigma-Aldrich)
e Glycyl-L-proline-7-amido-4-methylcoumarin Hydrobromide H-Gly-Pro-AMC (Apollo Scientific)
e H-Gly-Pro-AMC-L6sung
0,821 mg H-Gly-Pro-AMC in 10 mL Tris HCI Puffer I6sen
e Glykogen (Carl Roth)
e Glykogenphosphorylase a aus Hasenmuskel GPa (Sigma-Aldrich)
e GPa-Enzym-Ldsung
0,4 mg Glykogenphosphorylase a in 0,8 mL HEPES Iésen
80 L dieser Losung in 7,92 mL HEPES geben
e GPa-Farbreagenz-L6sung
5,7 mg Malachitgrin
150 mg Ammoniummolybdat
in 15 mL 1 M Salzs&ure |6sen
e GPa-Substrat-Losung
3,8 mg EGTA
29,8 mg Kaliumchlorid
2,0 mg Magnesiumchlorid
4 mg Glykogen
0,3 mg a-D-Glucose-1-Phosphat
in 4 mL HEPES l6sen
o HEPES, Pufferan® (Carl Roth)
e 50 mM HEPES (pH = 7,2)
11,9 g in 1 L bidestilliertem Wasser l6sen
pH-Wert mit 1 M Salzsaure einstellen
o Kaempferol-3-glucosid, Reinheit = 99 % (Extrasynthese)
e Kaliumchlorid (Merck)
e Magnesiumchlorid-hexahydrat (Merck)
e Malachitgriin-Oxalat (Carl Roth)
o Maltodextrin Powder (Elite Sports Nutrients)
¢ Malvidin-3-glucosidchlorid, Reinheit = 95 % (Phytolab)
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o para-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid, pNPG (Acros Chemicals)
e pNPG-LOsung
12,05 mg pNPG in 10 mL 0,1 M PBS lésen
e PBS-Stammldsungen
907,8 mg Kaliumdihydrogenphosphat mit bidestilliertem Wasser auf 100 mL auffillen
1,1876 g Dinatriumhydrogenphosphat mit bidestilliertem Wasser auf 100 mL auffillen
e 0,1 M PBS (pH=6,8)
49,2 ml Dinatriumhydrogenphosphat-L&sung
mit Kaliumdihydrogenphosphat-Lésung auf 100 mL auffullen
e 40 mM PBS (pH = 6,9)
55,2 ml Dinatriumhydrogenphosphat-Losung
mit Kaliumdihydrogenphosphat-Lésung auf 100 mL auffllen
1:2,5 verdiinnen
e 20 mM PBS (pH = 6,9) mit 6 mM NaCl
55,2 ml Dinatriumhydrogenphosphat-L&sung
mit Kaliumdihydrogenphosphat-L&sung auf 100 mL auffillen
1:5 mit bidest. Wasser verdinnen
35,1 mg NaCl dazugeben
¢ Pelargonidin-3-glucosidchlorid, Reinheit = 95 % (Phytolab)
e Peonidin-3-arabinosidchlorid, Reinheit 2 95 % (Extrasynthese)
e Peonidin-3-glucosidchlorid, Reinheit = 90 % (Phytolab)
e Petunidin-3-glucosidchlorid, Reinheit =2 95 % (Phytolab)
e Punicalagin (A + B Gemisch), Reinheit = 90 % (Phytolab)
e Punicalin (A + B Gemisch), Reinheit =2 95 % (Phytolab)
¢ Quercetin-3-galactosid, Reinheit = 95 % (Phytolab)
e Salzsaure (Mallinckrodt Baker B.V.; 37 %, rauchend)
e 1 M Salzsaure
82,6 mL 37 % Salzsaure mit bidestilliertem Wasser aus 1 L auffillen
e Sitagliptin (Januvia®, 50 mg Filmtablette; MSD Sharp & Dohme GmbH)
e Sitagliptin-Stammldsung
1 Januvia®-Tablette in 5 mL Tris HCI Puffer 16sen
o Starke (Merck)
e Starke-Losung
0,05 g Starke in 20 mM PBS heil3 losen
nach Abkihlen auf 10 mL mit 20 mM PBS auffillen
e Tris, Pufferan® (Carl Roth)
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0,02 M Tris HCI Puffer (pH = 8,0)
2,4 g Tris
5,8 g NaCl
0,29 g EDTA
mit bidest. Wasser auf 1 L auffiillen und mit 1 M HCI pH-Wert einstellen

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

e Spitzen fiur Eppendorf-Pipetten (Greiner Bio-One)

e Cellstar® Tubes (Greiner Bio-One; 15 mL, 50 mL)

o Mikroreaktionsgefal3e (Greiner Bio-One; 2 mL; 1,5 mL)
o 96-Well-Platte (Greiner Bio-One)

e 96-Well-Platten, F-Bottom, optical, schwarz (Thermo Scientific Nunc)

4.1.3 Gerate

o Eppendorf-Pipetten (5 mL; 1 mL; 200 uL; 100 uL; 20 pL; 10 pL; Eppendorf)

¢ Eppendorf-Pipette Eppendorf Xplorer (10 pl, elektrisch; Eppendorf)

¢ Mehrkanalpipette (30 — 300 pL, 30 — 300 uL elektrisch; 1 — 10 uL; Eppendorf)
o Feinwaage (BP 210 S; Sartorius)

¢ Plattenphotometer (Synergy 2, Biotek)

o Ultrafeinwaage (XP6-U Comparator, Mettler Toledo)

e Vortex (MSI Minishaker, IKA)

¢ Wasserbad (Kéttermann Labortechnik)

e Ultraschallbad (Sonorex Super RK 106, Bandelin)

o pH-Meter (HI 2210, Hanna Instruments)

4.2 Arbeiten des Kooperationspartners

Die vorliegende Arbeit entstand in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Peter Winterhalter
der Technischen Universitat Braunschweig. Hier wurden die Extrakte hergestellt und fraktioniert.
AuRerdem wurden Kompositionsanalysen durchgefuhrt.

Zur Extraktion aus den verschiedenen Fruchtsaften, -saftkonzentraten und -plrees wurde eine
Adsorptionschromatographie an Amberlite® XAD-7 durchgefuhrt. Die Plreeproben wurden dazu
vorher noch mit einem Ethanol-Wasser-Gemisch extrahiert. Der Gesamtpolyphenolgehalt der so
erhaltenen Extrakte wurde mittels Folin-Ciocalteu-Assay ermittelt [Berger et al., 2020].

Die Fraktionierung der Extrakte in Anthocyan- und Copigmentfraktion erfolgte mittels

Membranchromatographie. Das Trennverfahren beruht auf den Waechselwirkungen der

s
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Flavyliumkationen der Anthocyane mit denen der funktionalisierten Cellulosemembran. Die im
Sauren positiv geladenen Anthocyane binden an die Sulfonsauregruppen der Membran, wahrend
die Copigmente direkt eluieren. Des Weiteren wurde eine Hexanféllung durchgefiihrt. Dabei wurden
hoher molekulare phenolische Inhaltsstoffe von anderen Extraktbestandteilen abgetrennt. Die
Reaktion beruht darauf, dass mit dem Polymerisationsgrad die Loslichkeit der phenolischen
Verbindungen in unpolaren Losungsmitteln abnimmt. Dadurch konnte die Polymerfraktion der
Fruchtsaftextrakte gewonnen werden [Ostberg-Potthoff et al., 2019]. Uber eine
Gegenstromverteilungschromatographie (engl. countercurrent chromatography (CCC)) konnten die
einzelnen Fraktionen weiter subfraktioniert werden. Das Trennprinzip beruht auf zwei fliissigen, nicht
miteinander mischbaren Phasen, wobei es zu einer verteilungschromatographischen Auftrennung
der Substanzen kommt. Hierbei eluieren polarere Verbindungen, wie beispielsweise Delphinidin-
Glykoside, zuerst und finden sich in den vorderen Subfraktionen wieder, wahrend unpolarere
Verbindungen, wie Malvidin-Glykoside, spater eluieren [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Die Zusammensetzung der Extrakte, Fraktionen und Subfraktionen wurde mit Hilfe einer
HPLC/DAD/ESI-MS" Analyse bestimmt [Berger et al., 2020; Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Die Extrakte fur die Humanstudie wurden ebenfalls mittels Adsorptionschromatographie an einer
Amberlite® XAD-7 Saule gewonnen und anschlieBend mit einer Headspace-Gaschromatographie
auf ihren Restgehalt an Losungsmitteln untersucht [Berger et al., 2021].

4.3 Aufarbeitung der Extrakte und Reinsubstanzen zur Messung

Die Extrakte und Reinsubstanzen wurden im Gefrierschrank aufbewahrt.

Zur Bestimmung der %-Inhibition wurden aus den Extrakten finf Messlésungen unterschiedlicher
Konzentration in bidestilliertem Wasser hergestellt. Die Konzentrationen variierten hierbei von
Extrakt zu Extrakt und wurden so gewahlt, dass eine Inhibition von 50 % im mittleren Bereich der
Konzentrationsspanne lag und noch keine Sattigung in den héheren Bereichen erreicht wurde.

Zur Bestimmung der %-Inhibition der Reinsubstanzen wurde eine Konzentration von 2 mM gewahlt,
da die meisten Substanzen die Aktivitat der vier untersuchten Enzyme bei dieser Konzentration nicht
zu 50 % hemmen konnten und so kein ICso-Wert ermittelt werden konnte.

In den folgenden Erlauterungen zur Durchfiihrung der verschiedenen Testsysteme wird von den

Extrakten und Reinsubstanzen als ,Probe“ gesprochen.

4.4 a-Amylase-Inhibitions-Assay

Zur Untersuchung der Inhibitionsaktivitat der verschiedenen Extrakte gegeniber a-Amylase wurde
eine Methode mit CNPG3 als Substrat verwendet. Im Laufe der Messung zeigte sich jedoch, dass

diese Methode fir Reinsubstanzen ungeeignet ist. Das kdnnte auf das als Gegenionen in diesen
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Verbindungen vorhandene Chloridion zuriickzufiihren sein. Daher wurde eine zweite Methode mit

Stéarke als Substrat etabliert. Nachfolgend werden diese beiden Methoden beschrieben.

4.4.1 Methode mit 2-Chloro-4-nitrophenyl-a-D-maltotriosid als Substrat

4411 Prinzip
Der zellfreie, photometrische a-Amylase-Inhibitions-Assay nach Ashok Kumar et al. beruht auf der

Spaltung des Substrates 2-Chloro-4-nitrophenyl-a-D-maltotriosid (CNPG3) zu 2-Chloro-4-
nitrophenol.

a-Amy

2-Chloro-4-
CNPG3 Nitrophenol + Glucose

Abbildung 4-1: Zugrundeliegender Reaktionsmechanismus des a-Amylase-Inhibitions-Assays mit CNPG3 als
Substrat mit a-Amy = a-Amylase und CNPG3 = 2-Chloro-4-Nitrophenyl-a-D-maltotriosid.

Das entstandene 2-Chloro-4-nitrophenol weist eine gelbe Farbe auf und kann bei A 405 nm
photometrisch gemessen werden. Anhand der Intensitat der entstandenen Farbe kann auf die
Umsatzrate des Substrates riickgeschlossen werden und somit auf die durch die Testsubstanzen
erfolgte Inhibition der a-Amylase.

4412 Durchfiihrung
In eine 96-Well-Platte werden pro Well 20 pyL der Probe bzw. 20 uL der Positivkontrolle (Acarbose)

oder 20 pL der Negativkontrolle (40 mM PBS) vorgelegt. Zur Vorinkubation werden 70 pL ao-
Amylase-L6sung (c = 0,5 mg/mL) hinzugefiigt und fir 10 min bei 37 °C inkubiert.

AnschlieRend werden 100 pL 4 mM 2-Chloro-4-nitrophenyl-a-D-maltotriosid-Losung zugesetzt und
flr 8 min bei 37 °C inkubiert.

Das entstandene 2-Chloro-4-nitrophenol wird nun mit Hilfe eines Plattenphotometers bei A 405 nm
und 37 °C gemessen und Uber die Computer-Software Gen5 ausgewertet [Ashok Kumar et al.,
2011].

4.4.2 Methode mit Starke als Substrat

4421 Prinzip
Bei dieser Methode des a-Amylase-Inhibitions-Assays nach Subramanian et al. wird der Abbau von

Starke zu Maltose durch die a-Amylase und die anschlieBende Umsetzung des Substrates

3,5-Dinitrosalicylsaure (3,5-DNS) zu 3-Amino-5-nitrosalicylsdure durch Maltose gemessen.
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a-Amy

3,5-DNS

Abbildung 4-2: Zugrundeliegender Reaktionsmechanismus des a-Amylase-Inhibitions-Assays mit Starke als
Substrat mit a-Amy = a-Amylase und 3,5-DNS = 3,5-Dinitrosalicylsaure.

Durch die Zugabe des Enzyms a-Amylase wird zunadchst die zugegebene Starke in Maltoseeinheiten
gespalten. Die daraufhin zugegebene 3,5-Dinitrosalicylsdure wird durch den anwesenden
reduzierenden Zucker Maltose zu 3-Amino-5-nitrosalicylsdure reduziert. Die entstandene
Verbindung weist eine rote Farbe auf und kann bei A 540 nm photometrisch gemessen werden.
Anhand der Intensitat der entstandenen Farbe kann auf die Umsatzrate des Farbreagenz
rickgeschlossen werden und somit auf die vorhandene Menge an Maltose und so auf die durch die

Testsubstanzen erfolgte Inhibition der a-Amylase.

4422 Durchfiihrung
In eine 96-Well-Platte werden pro Well 10 pL der Probe bzw. 10 uL der Positivkontrolle (Acarbose)

oder 10 pL der Negativkontrolle (20 mM PBS mit 6 mM NacCl) vorgelegt. Zur Vorinkubation werden
70 pL a-Amylase-Losung (¢ = 0,5 mg/mL) hinzugefuigt und fur 10 min bei 25 °C inkubiert.
AnschlieRend werden 50 pL einer 0,5 %-igen Starkelésung hinzugegeben und fir weitere 10 min
bei 25 °C inkubiert.

Zum Schluss werden 50 pL 96 mM Dinitrosalicylsaure-Farbreagenz zugesetzt und zum Abstoppen
der Reaktion fur 5 min im kochenden Wasserbad inkubiert.

Die entstandene 3-Amino-5-Nitrosalicylsaure wird nach Abkuhlen auf Raumtemperatur mit Hilfe
eines Plattenphotometers bei A 540 nm und 25 °C gemessen und tber die Computer-Software Gen5

ausgewertet [Subramanian et al., 2008].

4.5 a-Glucosidase-Inhibitions-Assay
4.5.1 Prinzip

Im a-Glucosidase-Inhibitions-Assay nach You et al. wird die Spaltung des Substrates p-Nitrophenyl-

a-D-Glucopyranosid (pNPG) zu p-Nitrophenol und Glucose durch die a-Glucosidase gemessen.

a-Glu

PNPG para-Nitrophenol + Glucose

Abbildung 4-3: Zugrundeliegender Reaktionsmechanismus des a-Glucosidase-Inhibitions-Assays mit a-Glu =
a-Glucosidase und pNPG = p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid.
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Das entstandene p-Nitrophenol weist eine gelbe Farbe auf und kann bei A 405 nm photometrisch
vermessen werden. Anhand der Intensitdt der entstandenen Farbe kann auf die Umsatzrate des
Substrates ruckgeschlossen werden und somit auf die durch die Testsubstanzen erfolgte Inhibition

der a-Glucosidase.

4.5.2 Durchfuhrung

In eine 96-Well-Platte werden pro Well 20 uL der Probe bzw. 20 pL der Positivkontrolle (Acarbose)
oder 20 pL der Negativkontrolle (0,1 M PBS) vorgelegt. Zur Vorinkubation werden 70 puL
a-Glucosidase-Ldsung (c = 1 U/mL) hinzugefiigt und fir 10 min bei 25 °C inkubiert.

AnschlieRend werden 100 pl 4 mM p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid-Ldsung zugesetzt und fir 5
min bei 25 °C inkubiert.

Das entstandene para-Nitrophenol wird nun mit Hilfe eines Plattenphotometers bei A 405 nm und 25

°C gemessen und tber die Computer-Software Gen5 ausgewertet [You et al., 2011].

4.6 Glykogenphosphorylase-a-Inhibitions-Assay
4.6.1 Prinzip

Die Methode nach Ablat et al. beruht auf der Freisetzung von Phosphat im Rahmen der
Glykogensynthese aus Glucose-1-Phosphat. Durch Saurezugabe wird diese Reaktion unterbrochen
und das anorganische Phosphat kann mit Ammoniummolybdat (AM) einen farblosen Komplex

bilden, der mit Malachitgriin angeféarbt wird.

GPa AM
H+
Glucu. \ B / » Mo P m
Glucose Mo
Glykogen

Abbildung 4-4: Zugrundeliegender Reaktionsmechanismus des Glykogenphosphorylase-a-Inhibitions-Assays
mit AM = Ammoniummolybdat, GPa = Glykogenphosphorylase a, H* = Saure (HCI), MG = Malachitgriin, Mo
= Molybdat und Pi = Orthophosphat.

Der Komplex weist eine grinblaue Farbe auf und kann bei A 620 nm photometrisch gemessen

werden. Anhand der Intensitat der entstandenen Farbe kann auf die freigesetzte Menge an Phosphat

61



Material und Methoden

rickgeschlossen werden und somit auf die durch die Testsubstanzen erfolgte Inhibition der
Glykogenphosphorylase a.

4.6.2 Durchflhrung

In eine 96-Well-Platte werden pro Well 10 yL der Probe bzw. 10 uL der Positivkontrolle (Coffein)
oder 10 pL der Negativkontrolle (50 mM HEPES) vorgelegt. Zur Vorinkubation werden 40 L 0,25
mM Glucose-1-Phosphat-Lésung, sowie 80 pL Glykogenphosphorylase-a-Lésung (¢ = 5 pg/mL)
hinzugefiigt und fur 30 min bei 25 °C inkubiert.

AnschlieRend werden 150 L Ammoniummolybdat-Lésung (c = 10 mg/mL) zugesetzt und fur weitere
5 min bei 25 °C inkubiert.

Der entstandene Farbkomplex wird nun mit Hilfe eines Plattenphotometers bei A 620 nm und 25 °C

gemessen und anhand der Computer-Software Gen5 ausgewertet [Ablat et al., 2014].

4.7 Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitions-Assay
4.7.1 Prinzip

Die Methode nach Connolly et al. beruht auf der Freisetzung von 7-Amido-4-methylcumarin (AMC).
Hierbei nutzt man, dass Dipeptidylpeptidase IV bevorzugt nach der Aminosauresequenz Glycin-
Prolin spaltet.

DPP IV

H-Gly-Pro-AMC AMC + H-Gly-Pro

Abbildung 4-5: Zugrundeliegender Reaktionsmechanismus des Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitions-Assays mit
AMC = 7-Amido-4-Methylcoumarin, DPP IV = Dipeptidylpeptidase IV und H-Gly-Pro = Aminosauresequenz
Glycin-Prolin.

In gebundener Form fluoresziert AMC nicht, nach Abspaltung kann die Fluoreszenz jedoch
freigesetzt werden und photometrisch gemessen werden. Anhand der Intensitét der entstandenen
Fluoreszenz kann auf die freigesetzte Menge an AMC riickgeschlossen werden und somit auf die

durch die Testsubstanzen erfolgte Inhibition der Dipeptidylpeptidase IV.

4.7.2 Durchfihrung

In eine schwarze 96-Well-Platte werden pro Well 20 pL der Probe bzw. 20 pL der Positivkontrolle
(Sitagliptin) bzw. 20 pl der Negativkontrolle (Tris HCI Puffer) vorgelegt. Anschlie3end werden 70 pL
Tris-HCI Puffer, sowie 100 pL 0,2 mM H-Gly-Pro-7-amido-4-methylcoumarin-Losung hinzugefigt.
Zum Starten der Reaktion werden 20 pL Tris-HCI Puffer, welcher 6 mU/mL Dipeptidylpeptidase IV

enthalt, zugesetzt.
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Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei 37°C kann das entstandene 7-Amido-4-methylcoumarin mit
Hilfe eines Plattenphotometers gemessen und mit der Computer-Software Gen5 ausgewertet
werden. Die Lichtabsorption liegt bei A 360/40 nm und die Fluoreszenzemission bei A 460/40 nm
[Connolly et al., 2014].

4.8 Bestimmung der Inhibition und des ICso

Die Bewertung der Enzym-Inhibitionsaktivitét erfolgt Gber die %-Inhibition, die wie folgt berechnet

wird:

s Inhibit (Absorption Kontrolle — Absorption TeStSUbStanZ> 100
_ *
o Inhibiton Absorption Kontrolle

Die mittlere inhibitorische Konzentration, auch 1Cso genannt, gibt die Konzentration einer Substanz
an, bei der eine Inhibition von 50% beobachtet wird. Sie dient dazu, die Wirkstarke eines Inhibitors
anzugeben [Sebaugh, 2011].

Durch Auftragung der %-Inhibition gegen die eingesetzten Konzentrationen der Extrakte und
Fraktionen erhalt man mittels linearer Regression eine Ausgleichsgerade. Durch Umstellen der
Geradengleichung nach x lasst sich der ICso-Wert der zu untersuchenden Substanz, z.B. eines

Extraktes, ermitteln.

4.9 Kinetik

Um den Inhibitionsmechanismus ausgewahlter Extrakte zu ermitteln, wurden fir die CNPG3-L6sung
beim a-Amylase-Inhibitions-Assay bzw. fir die pNPG-L6sung beim a-Glucosidase-Inhibitions-Assay
Konzentration von 2, 3 und 4 mM gewahlt. Diese reagierten mit den Extrakten in einer Konzentration,
die dem ICso-Wert entspricht. Aus den erhaltenen Ergebnissen kann der Lineweaver-Burk-Plot mit
Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung erstellt werden. Die reziproke Anfangsgeschwindigkeit vo

wurde wie folgt bestimmt (mit t = Inkubationszeit):
1 t

Vo  Absorption Testsubstanz

Durch die Auftragung der Konzentrationen gegen das reziproke vo kann man mittels linearer

Regression den zugrundeliegenden Hemmmechanismus ermitteln [You et al., 2011].

4.10 Durchfihrung und Design der Humanstudie

Die Durchfihrung der Humanstudie wurde durch ein positives Ethikvotum (Nr. 2018-13279) am
29.05.2018 durch die Landesarztekammer Mainz genehmigt. Die Studie wurde mit zehn gesunden,

mannlichen Probanden zwischen 20 und 50 Jahren mit einem body mass index (BMI) zwischen 19

s
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und 25 kg/m?, kaukasischer Abstammung, die Nichtraucher waren und keine Medikamente
einnahmen, durchgefuhrt. Die Ausschlusskriterien umfassten die Einnahme von Medikamenten und
Nahrungserganzungsmitteln, ein BMI groRer 25 kg/m?, Tabakkonsum, die Ausibung von
Leistungssport, vorhandene Stoffwechselstdrungen, sowie die Teilnahme an Blutspenden. Nach
einer Voruntersuchung, bei der neben einer Anamnese und einer kérperlichen Untersuchung auch
klinische Marker (allg. kleines Blutbild, Kreatinin, gamma-Glutamyl-Transferase und C-reaktives
Protein) gepruft wurden, wurden zehn Probanden im Alter von 22 bis 29 Jahren mit einem BMI von
durchschnittlich 22,7 £ 2,4 kg/mz2 in die Studie eingeschlossen. An drei unabhangigen Studientagen,
die jeweils sieben Tage auseinander lagen, erschienen die Probanden nach zwdlf-stiindigem
Ubernachtfasten niichtern und konsumierten verschiedene Testgetranke. Das Kontrollgetrank
enthielt 75 g Maltodextrin und 400 mL Wasser. Das Getrank mit Aroniaextrakt bestand aus 75 g
Maltodextrin und 100 mg eines Extraktes aus Aroniadirektsaft (vgl. Kapitel 4.2) in 400 mL Wasser.
Das Getrank mit rotem Traubenextrakt setzte sich aus 75 g Maltodextrin und 120 mg eines Extraktes
aus italienischem, rotem Traubensaftkonzentrat (vgl. Kapitel 4.2) zusammen. Die Gabe der
Testgetranke erfolgte randomisiert. Wahrend der jeweiligen Studientage blieben die Probanden
nichtern und durften Mineralwasser ad libitum konsumieren. Kurz vor Verzehr sowie bis zu sechs
Stunden danach wurden Blutproben genommen zu den folgenden Zeitpunkten: 0, 30, 60, 90, 120,
180, 240 und 360 Minuten (s. Abbildung 4-6). In den erhaltenen Blutproben wurden der
Blutglucosespiegel und die Insulinkonzentration im  Westpfalzklinikum  (Institut  far
Laboratoriumsmedizin, Chefarzt Prof. Dr. Axel Stachon) bestimmt. Zusatzlich wurde Uber einen
minimalinvasiven Sensor der Marke FreeStyle Libre (Abbott Diabetes Care Inc.) Gber den gesamten

Zeitraum der Gewebezuckerspiegel in der Zwischenzellfliissigkeit bestimmt.

Bolus: 400 ml Testgetrénk aus

‘2,2;’ 400 ml Wasser
S 75 g Maltodextrin
. Extrakt (100 mg Aroniasaft-Extrakt (~ 10 ml Aroniasaft)
Ubernachtfasten bzw. 120 mg roter Traubensaft-Extrakt (~ 22 ml Traubensaft))
L | | | | | | | |
I I I I I I I I 1
-12h 0 306090120 180 240 360 [min]
Blutproben

Abbildung 4-6: Studiendesign der Humanstudie.

Zusétzlich konsumierten in einer unabhangigen Untersuchung zwei Probanden 75 g Maltodextrin in
400 mL Wasser mit einer Tablette Glucobay®, die 50 mg Acarbose enthielt. Mit Hilfe des FreeStyle
Libre Sensors wurde hier der Gewebsglucosespiegel tber einen Zeitraum von 180 min alle 15 min

erfasst.
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4.11 Bestimmung der AUC und Datenanalyse

Die Area under the curve (AUC) fir jede Zeitperiode wurde mit Hilfe der folgenden Gleichung
berechnet:

¢+ ¢,

AUC = * At

mit c; = Parameterkonzentration zu Beginn der Zeitperiode, ¢, = Parameterkonzentration am Ende
der Zeitperiode und t = Lange der Zeitperiode. Die Gesamt-AUC wurde durch Aufsummieren der
einzelnen AUC bestimmt.

Die statistische Auswertung (Anderson-Darling Test und Zwei-Stichproben-t-Test) wurde mit Hilfe
von Origin 2019b (Origin-Lab, Northampton, USA) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde mit
den p-Werten p < 0,05, p < 0,01 und p £ 0,001 bestimmt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Untersuchung der Fruchtextrakte

5.1.1 Vergleich der Extrakte aus neun verschiedenen Fruchtarten

Insgesamt wurden 39 Extrakte aus Produkten von Aronia, Cranberry, Granatapfel, Heidelbeere,
Holunderbeere, Preiselbeere, roter Traube, Sauerkirsche und schwarzer Johannisbeere hergestellt
und auf ihr Potential die Aktivitdit verschiedener mit dem Glucose-, Glykogen- und
Insulinstoffwechsel verbundenen Enzyme zu hemmen untersucht. Die Proben teilten sich auf in 27
Direktsafte (not from concentrate, NFC), 9 Saftkonzentrate (juice concentrate, JC) und 3 Plrees.
Die Extrakte wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. Peter Winterhalter an der TU Braunschweig mittels
einer XAD-7-Saule hergestellt und auf ihre Zusammensetzung untersucht (vgl. Kapitel 4.2). Tabelle
5-1 zeigt die Anthocyane sowie Copigmente der neun Frichte.

Tabelle 5-1: Auswahl an Anthocyanen und Copigmenten, die in den neun untersuchten roten Frichten
enthalten sind [Berger et al., 2020]. A = Aronia, C = Cranberry, G = Granatapfel, HB = Heidelbeere, HolB =
Holunderbeere, Neg. = Negativ, P = Preiselbeere, Pos. = Positiv, RT = Rote Traube, S = Sauerkirsche, SJ =
Schwarze Johannisbeere.

Substanz Modus lon  Fragment Fruchte
[M+H]" m/z m/z A C G HB HolB P RT S SJ
Anthocyane
Cyanidin-3- Pos. | 419 287 x | x X X
arabinosid
Cyanidin-3,5- Pos. | 611 | 449/287 X
diglucosid
Cyanidin-3- Pos. | 449 287 x | x X X
galactosid
Cyanidin-3-glucosid Pos. 449 287 X X X X X X X
TR
Cyanidin-3-(2° Pos. | 757 | 677/287 X
glucosylrutinosid)
Cyanidin-3-rutinosid Pos. 595 287 X X
Cyanidin-3- Pos. | 581 287 X
sambubiosid
Delphinidin-3,5- Pos. | 627 303 X
diglucosid
Delphinidin-3- Pos. | 465 303 X
galactosid
Delphinidin-3- Pos. | 465 303 x | x X X
glucosid
Delphinidin-3- Pos. | 611 303 X
rutinosid
Malvidin-3-glucosid Pos. 493 331 X X
Myricetin-3-glucosid Neg. 479 316 X
Peonidin-3- Pos. | 433 301 X
arabinosid
Peonidin-3- Pos. | 463 301 X
galactosid
Peonidin-3-glucosid Pos. 463 301 X X X
Petunidin-3-glucosid Pos. 479 317

s
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Substanz Modus lon  Fragment Frichte
[M +H]*" m/z m/z A C G HB HolB P RT S SJ
Copigmente
Caftarsaure Neg. 311 179 X
3-
Caffeoylchinasaure Neg. 353 |191/179/135| x X X
4-

Caffeoylchinasaure Neg. 353 |191/179/173| X X X
Chlorogenséaure Neg. 353 |191/179/161| X X X X X X
Cumaroyliridoid Neg. 535 371

Ellagsaure Neg. 301 229 X

Kaempferol-3- Neg. | 447 285 X

glucosid

Punicalagin Neg. 1083 601

Punicalin Neg. 781 601

Quercetin-3- Neg. 463 301 X X X X

galactosid

Quercetin-3- Neg. | 477 301 X
glucoronid

Quercetin-3- Neg. | 447 301 X
rhamnosid

Quercetin-3-

rutinosid Neg. 609 301 X

Die  Ergebnisse des a-Amylase-, a-Glucosidase-, Glykogenphosphorylase-a-  und

Dipeptidylpeptidase-IV-Assays werden nachfolgend beschrieben.
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Abbildung 5-1: ICso-Werte (ug/mL) des a-Amylase-Assays. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung, sowie die Einzelergebnisse der getesteten Extrakte aus Fruchtdirektséaften (NFC), -
saftkonzentraten (JC) und -purees neun verschiedener Frichte im Vergleich zur Positivkontrolle (PK)
Acarbose (n = 3).
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Im a-Amylase-Assay (s. Abbildung 5-1) konnte fur die Extrakte aus Aroniaprodukten (Direktséafte und
Saftkonzentrate), Preiselbeersaftkonzentrat und Cranberrypliree mit ICso-Werten von 273 + 57,
381 £ 57, 361 + 33 und 424 = 31 pg/mL ein hoheres Potential die Enzymaktivitat zu inhibieren als
fur die Positivkontrolle Acarbose (ICso = 441 + 30 ug/mL) beobachtet werden. Damit waren diese die
aktivsten Extrakte innerhalb der in dieser Arbeit getesteten. Allgemein zeigten Extrakte aus
Saftkonzentraten eine hoéhere inhibitorische Aktivitét als die Extrakte aus Direktsaft. Eine Ausnahme
bildete jedoch Aronia. Hier waren die Extrakte aus Direktsaften aktiver als die aus Saftkonzentraten.
Bei den Untersuchungen des a-Amylase-Assays waren alle Extrakte aus Plrees aktiver als die
dazugehdorigen Direktsaft- oder Saftkonzentrat-Extrakte. Die NFC-Extrakte von Sauerkirsche (ICso =
1943 + 615 pg/mL), Holunderbeere (ICso = 1373 £ 320 pug/mL), sowie Heidelbeere (ICso = 1088 +
192 pg/mL) zeigten die schwachste a-Amylase-Inhibition in diesem Testsystem.

In einem ausfiihrlichen Screening mehrerer Fruchtarten von Podsedek gehorte Aronia ebenfalls zu
den aktivsten Frichten im a-Amylase-Inhibitions-Assay, wahrend rote Traube, Granatapfel und
Preiselbeere mittlere inhibitorische Aktivitditen aufwiesen und schwarze Johannisbeere sowie
Sauerkirsche weniger aktiv waren [Podsedek et al., 2014]. Diese Beobachtungen decken sich mit
unseren Untersuchungen.
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Abbildung 5-2: ICso-Werte (ug/mL) des a-Glucosidase-Assays. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung, sowie die Einzelergebnisse der getesteten Extrakte aus Fruchtdirektsaften (NFC), -
saftkonzentraten (JC) und -plrees neun verschiedener Friichte im Vergleich zur PK Acarbose (n = 3).

Alle untersuchten Extrakte, auRer die aus Holunderbeerdirektsaft (ICso = 2014 + 743 pg/mL)
und -saftkonzentrat (ICso = 5201 + 232 pg/mL) gewonnenen, zeigten im a-Glucosidase-Assay

geringere ICso-Werte als die Positivkontrolle Acarbose (1439 + 85 pg/mL) und somit eine héhere
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inhibitorische Aktivitat (vgl. Abbildung 5-2). Die Extrakte aus Puree wiesen ein mit den jeweiligen
Extrakten aus Direktsaft vergleichbares Inhibitionspotential auf. Obwohl im a-Amylase-Assay die
Extrakte aus Saftkonzentraten Uberwiegend starkere Inhibitoren waren als die dazugehdrigen
Extrakte aus Direktsaft, zeigte sich gegenlber der a-Glucosidase ein gegenlaufiger Trend. Nur die
Extrakte aus Preiselbeer- und rotem Traubensaftkonzentrat zeigten die im anderen Testsystem
bereits beobachtete Tendenz im Vergleich zu den Direktsaftextrakten. Im Allgemeinen waren die
aktivsten Proben die Extrakte aus Aroniadirektsaft (ICso = 92,6 + 30,8 pg/mL), Granatapfeldirektsaft
(ICs0 = 114 + 32 pg/mL) und rotem Traubensaftkonzentrat (ICso = 148 + 2 ug/mL), wohingegen
Extrakte aus Holunderbeer-, Sauerkirsch- und Heidelbeerprodukten das geringste
Inhibitionspotential zeigten.

Sauerkirschen und auch Cranberry zeigten sich bereits im Vergleich mit verschiedenen roten
Frichten als weniger aktiv gegenlber a-Glucosidase wohingegen rote Trauben, schwarze
Johannisbeeren und Granatapfel hdheres Inhibitionspotential aufwiesen [Podsedek et al., 2014].
Diese Tendenz konnte bestatigt werden.
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Abbildung 5-3: ICso-Werte (ug/mL) des Glykogenphosphorylase-a-Assays. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung, sowie die Einzelergebnisse der getesteten Extrakte aus Fruchtdirektsaften (NFC), -
saftkonzentraten (JC) und -purees neun verschiedener Friichte im Vergleich zur PK Coffein (n = 3).

Die Ergebnisse des Glykogenphosphorylase-a-Assays sind in Abbildung 5-3 dargestellt. Mit
Ausnahme des Extraktes aus Holunderbeersaftkonzentrat (ICso: 908 + 93 pg/mL), der somit auch
der schwachste Glykogenphosphorylase-a-Inhibitor in diesem Testsystem war, zeigten alle Extrakte
niedrigere ICso-Werte als die Positivkontrolle Coffein (799 + 36 ug/mL) und somit eine hdhere

inhibitorische Aktivitat. Die potentesten Inhibitoren waren hierbei die Extrakte aus Granatapfel (ICso:
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NFC = 21,7 = 3,6 pg/mL; JC = 215 £ 15 pg/mL), sowie Aroniasaftkonzentrat (ICsp =
33,1 £ 0,7 pg/mL), roter Traube (NFC: 35,1 + 6,8 pg/mL und JC: 34,9 + 3,8 pg/mL) und dem Plree
aus schwarzen Johannisbeeren (ICso = 37,9 = 6,9 pg/mL). Allgemein waren alle Extrakte aus Puree
aktiver als die jeweiligen Extrakte aus Direktsaft oder Saftkonzentrat. Ein Unterschied in der
Inhibitionsaktivitat der Saftkonzentrate und der dazugehorigen Direktsafte konnte jedoch nicht
beobachtet werden.

In einer Untersuchung mit verschiedenen Extrakten aus Nebenprodukten der Weinherstellung
konnte eine Inhibition der Glykogenphosphorylase-a-Aktivitat beobachtet werden. Zuriickzufiihren
war diese vor allem auf das darin enthaltenen Quercetin [Kantsadi et al., 2014]. In unserem
Screening zeigten sich die Extrakte aus Granatapfel und roter Traube am aktivsten. Diese beiden
Friichte enthalten groRe Mengen an Quercetinderivate [Neveu et al.,, 2010]. Es lasst sich eine

Korrelation zwischen den Inhaltsstoffen der Extrakte und der inhibitorischen Aktivitat vermuten.
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Abbildung 5-4: I1Cso-Werte (ug/mL) des Dipeptidylpeptidase-IV-Assays. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung, sowie die Einzelergebnisse der getesteten Extrakte aus Fruchtdirektsaften (NFC), -
saftkonzentraten (JC) und -plrees neun verschiedener Frichte im Vergleich zur PK Sitagliptin (n = 3).

Abbildung 5-4 zeigt die Ergebnisse des Dipeptidylpeptidase-IV-Inhibitions-Assays. Hier erreichte
keiner der untersuchten Extrakte ein mit der Positivkontrolle Sitagliptin vergleichbares
Inhibitionspotential, fir die ein ICso-Wert von 40,2 + 2,9 ng/mL ermittelt werden konnte. Auch hier
wiesen die Extrakte aus Plree eine hohere inhibitorische Aktivitat als die jeweiligen
Direktsaftextrakte auf. Ein Trend beim Vergleich der Extrakte aus Direktsaft und Saftkonzentrat
konnte nicht beobachtet werden. Die aktivsten Proben waren die Extrakte aus dem Direktsaft und
dem Saftkonzentrat von Aronia (ICso: NFC = 874 + 31 pug/mL; JC = 963 + 78 ug/mL) sowie aus

s
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Granatapfel (ICso: NFC = 1022 = 46 pg/mL; JC = 560 £ 72 pg/mL). Wohingegen Extrakte aus
Holunderbeer-, Heidelbeer- und Preiselbeerprodukten die schwachsten Dipeptidylpeptidase-IV-
Inhibitoren in diesem Testsystem waren.

Fur Cyanidin-3,5-diglucosid konnte bereits ein inhibitorisches Potential auf die DPP-IV-Aktivitat in
vitro nachgewiesen werden [Kozuka et al., 2015]. Dieses Anthocyan ist sowohl in Aronia als auch
Granatapfel enthalten. Das konnte erklaren, warum die Extrakte aus diesen beiden Frichten in

unserem Screening die hdchste inhibitorische Aktivitat zeigten.

Alle vier Inhibitionsassays zeigten, dass die Extrakte aus Plrees die potentesten Inhibitoren
innerhalb der einzelnen Fruchtsorten waren. Da es sich um ein Kooperationsprojekt handelt, wurden
an der Technischen Universitat Braunschweig die Gesamtpolyphenolgehalte der Extrakte bestimmt

(vgl. Tabelle 5-2) [Berger et al., 2020].

Tabelle 5-2: Gesamtpolyhenolgehalte [g GAE/100 g] der Fruchtsaftextrakte der neun Friichte [Berger et al.,
2020].

Gesamtpolyphenolgehalt [g GAE/100 g]

Fruchtextrakte
Direktsaft Saftkonzentrat
Granatapfel 71,3+4,3 60,1 + 24,7
Aronia 69,9+ 14,1 65,4 + 6,6
Rote Traube 57,8 +6,3 61,3
Heidelbeere 56,6 + 2,9 59,1 48,3
Cranberry 50,3+5,7 53,0
Preiselbeere 49,3+2,6 51,6
Schwarze
Johannisbeere 4r.8x a4 >33 >18
Holunderbeere 478+ 1,3 61,8
Sauerkirsche 41,2+24

Betrachtet man diese Werte, zeigt sich hier eine Korrelation. So konnte fiir die Pirees tberwiegend
ein hoherer Gesamtpolyphenolgehalt als fir die Direktsafte ermittelt werden. Bei drei der
untersuchten Enzyme waren die Extrakte aus Saftkonzentrat aktiver als die aus dem jeweiligen
Direktsaft. Vergleicht man dies féllt auf, dass die Extrakte aus Saftkonzentrat auch einen héheren
Gesamtpolyphenolgehalt aufwiesen. Diese Ergebnisse konnten darauf hinweisen, dass die Menge
an Polyphenolen im Zusammenhang mit dem inhibitorischen Potential auf die verschiedenen
Enzyme steht.

Auch bei der Betrachtung der Friichte untereinander liel3 sich eine Korrelation der inhibitorischen
Aktivitat mit dem Gesamtgehalt an Polyphenolen teilweise feststellen. Z&hlten die Extrakte aus

Sauerkirsche zu den tendenziell weniger aktiven Extrakten, wurde hier auch der niedrigste

e
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Gesamtpolyphenolgehalt nachgewiesen. In allen vier zellfreien Testsystemen waren vor allem die
Extrakte aus Aronia und Granatapfel besonders potente Inhibitoren der Enzymaktivitat. Neben dem
hohen Gesamtpolyphenolgehalt der Granatapfelextrakte kann die inhibitorische Aktivitat aber auch
auf die darin enthaltenen Ellagitannine zuriickzufiihren sein, flr die bereits eine inhibitorische
Aktivitat, vor allem gegenlber a-Glucosidase, beobachtet werden konnte [Bellesia et al., 2015].
Gleichzeitig waren dies auch die Extrakte mit dem hochsten Gehalt an Polyphenolen. Fir
Aroniaextrakte wurde bereits eine hohere inhibitorische Aktivitat als fur Extrakte aus anderen roten
Frichten, wie z.B. Sauerkirsche, gegenuber den Verdauungsenzymen a-Amylase und
a-Glucosidase beschrieben [Podsedek et al., 2014]. Dies kénnte auf den hohen Polyphenolgehalt
zurlckzufuhren sein. Die Extrakte aus Heidelbeere und Holunderbeere gehérten in allen vier
Enzym-Inhibitions-Assays zu den schwachsten Inhibitoren. Wahrend in den Extrakten aus
Holunderbeeren ebenfalls weniger Polyphenole bestimmt werden konnten, gehérten die Extrakte
aus Heidelbeeren zu den vier Extrakten mit dem hdchsten Gehalt an Polyphenolen. Die Extrakte
aus Preiselbeere und Cranberry wiesen ebenfalls tendenziell hdhere inhibitorische Aktivitaten auf
trotz eines geringeren Total phenolic content (TPC). Daher lasst sich vermuten, dass die
inhibitorische Aktivitat der Fruchtsaftextrakte nicht nur auf den Gesamtpolyphenolgehalt, sondern
auch auf spezifische Untergruppen der Polyphenole oder andere Substanzen zuriickzuflihren ist
[Benzie et al., 2011]. So wurde bereits beschrieben, dass Cyanidin-3-glucosid-haltige Extrakte, wie
die aus Friuchten der blauen Heckenkirsche oder der Montmorency-Kirsche, die Aktivitat der
a-Amylase und a-Glucosidase besonders effektiv hemmen kénnen [Silva und Rupasinghe, 2020;
Kirakosyan et al., 2018]. Diese Verbindung war beispielsweise in unseren Extrakten aus Aronia,
Granatapfel und schwarzer Johannisbeere vorhanden, welche zu den aktivsten Extrakten in allen
vier Enzymassays zaéhlten. Fir die untersuchten Preiselbeerproben konnte im
Glykogenphosphorylase-a- sowie dem Dipeptidylpeptidase-IV-Assay ein relativ niedriges
Inhibitionspotential ermittelt werden, wahrend sie beim a-Amylase- sowie a-Glucosidase-Assay zu
den aktiveren Extrakten zahlten. Dieselben Extrakte und im Folgeschluss auch dieselben
Polyphenole scheinen somit eine unterschiedlich stark ausgepragte Inhibition der Aktivitat der
verschiedenen Enzyme zu zeigen. Dass die untersuchten Enzyme unterschiedlich durch
Polyphenole beeinflusst werden, wurde bereits in der Literatur beschrieben. Hierbei zeigte sich, dass
beispielsweise die a-Glucosidase eher durch Anthocyane beeinflusst wird, wahrend die a-Amylase
durch verschiedene Polyphenole inhibiert wird [Cheplick et al., 2007]. Das Polyphenolprofil der
Cranberry- und Preiselbeerextrakte wies aufgrund der Artverwandtschaft groRe Ahnlichkeiten auf.
So wurde das Copigmentprofil von Chlorogenséure und Quercetin-3-galactosid gepréagt, wahrend
bei den Anthocyanen vor allem Cyanidin-3-arabinosid und Cyanidin-3-galactosid vorhanden waren.
Die Extrakte aus Heidelbeere, die diese vier Substanzen ebenfalls enthielten, zeigten tGberwiegend

eine vergleichbare inhibitorische Aktivitat in den Inhibitionsassays. Die Unterschiede kdnnten sich
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durch die restlichen Polyphenole sowie die Menge der einzelnen Substanzen und Verhaltnisse
zueinander erklaren.

Insgesamt zeigten die Extrakte der untersuchten roten Fruchtsafte ein deutlich hoheres
Inhibitionspotential als die jeweils verwendete Positivkontrolle bei a-Glucosidase und
Glykogenphosphorylase a, wahrend sie vergleichsweise eher schwachere Inhibitoren der
a-Amylase und deutlich schwéachere der Dipeptidylpeptidase IV waren. Unsere Ergebnisse fir
Acarbose standen im Einklang mit Literaturdaten, in denen bereits eine gro3e Bandbreite von
ICso-Werten beschrieben wurde. So reichte er beispielsweise fur a-Amylase von 50 pg/ml bis 10
mg/ml [Sales et al., 2012].

Wie bereits beschreiben zeigen Anthocyane eine sehr geringe Bioverflugbarkeit [Lila et al., 2016].
Dies kann fir die Beurteilung der Ergebnisse des a-Amylase-, a-Glucosidase- und
Dipeptidylpeptidase-IV-Assays jedoch vernachlassigt werden, da diese Enzyme im Speichel, im
Magen oder im Darm vorliegen und somit direkt mit den Polyphenolen aus der Nahrung interagieren
und von diesen beeinflusst  werden kénnen. Fur die Ergebnisse des
Glykogenphosphorylase-a-Assays ist dies jedoch nicht der Fall. Dieses Enzym ist in Leber- und
Adipozytenzellen lokalisiert und kann somit erst nach der Aufnahme der Polyphenole in diese Zellen
und teilweise auch nur durch deren Abbauprodukte stimuliert werden. Damit Inhibitoren aus
anthocyanreichen Saften an den Zielorten ankommen und eine signifikante Reduzierung der
Enzymaktivitat auslosen, missten grof3e Mengen der Saftprodukte verzehrt werden. Dass die
Hemmung der Aktivitat der Glykogenphosphorylase a firr die blutzuckersenkende Wirkung von roten
Frichten eine groRe Relevanz spielt, ist somit eher ausgeschlossen. Stoffwechselwege, die
unabhangig von der Bioverfligbarkeit potentieller Inhibitoren sind, werden hierbei einen gréZeren
Einfluss nehmen.

Fur die folgende aktivitatsgeleitete Fraktionierung wurde aufgrund dieser Ergebnisse je ein Extrakt
aus Aroniadirektsaft sowie aus Granatapfeldirektsaft gewéhlt. Zuséatzlich sollte mit einem Saftextrakt
aus roten Trauben weitergearbeitet werden (vgl. Kapitel 5.1.2). Somit wurden ebenfalls drei Extrakte
mit sehr unterschiedlichen Polyphenolprofilen gewahlt. Aronia wies einen besonders hohen Gehalt
an Anthocyanen und Proanthocyanidinen auf, hierbei handelte es sich vor allem um Cyanidin-
Glykoside [Oszmianski und Lachowicz, 2016]. Rote Trauben wiederum zeigten ein breites Spektrum
an unterschiedlichen Anthocyanidinen, die hauptsachlich als Glucoside vorlagen [Kammerer et al.,
2004]. Durch den Granatapfel konnte im weiteren Verlauf zusatzlich der Einfluss von Ellagitanninen,

wie Punicalin und Punicalagin, untersucht werden [Fischer et al., 2011].

5.1.2 Vergleich der Extrakte aus verschiedenen roten Traubensorten

An der TU Braunschweig wurden Extrakte aus sorten- oder herkunftsreinen roten
Traubendirektsaften (NFC) und -konzentraten (JC) (s. Tabelle 5-3) hergestellt. Dies diente der
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Uberpriifung, ob die jeweilige Traubensorte fir die inhibitorische Aktivitat gegentiber a-Amylase und
a-Glucosidase eine Rolle spielte.

Tabelle 5-3: Ubersicht der Extrakte aus verschiedenen roten Traubendirektsaften (NFC) und -konzentraten
(JC)

Extrakt Sorte Herkunftsort
Accent, NFC Accent Deutschland
Concord JC 1 Concord USA
Concord JC 2 Concord Nicht bekannt

Deutschland NFC Nicht spezifiziert Deutschland
Frankreich NFC Nicht spezifiziert Frankreich
Italien NFC Nicht spezifiziert Italien
Italien JC 1 Nicht spezifiziert Italien
Italien JC2 Nicht spezifiziert Italien

Lambrusco NFC Lambrusco Italien
Lambrusco JC Lambrusco Italien
Spanien JC Nicht spezifiziert Spanien

In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse der elf verschiedenen Traubenproben (5 NFC-
Proben und 6 JC-Proben) im a-Amylase-Assay und a-Glucosidase-Assay dargestellt (Abbildung

5-5). Als Positivkontrolle (PK) wurde Acarbose, in Form des im Handel erwerblichen Medikamentes
Glucobay® der Firma Bayer, verwendet.
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Abbildung 5-5: ICso-Werte (ug/mL) des a-Amylase- (A) und a-Glucosidase-Assays (B). Dargestellt sind die
Ergebnisse der getesteten Extrakte aus roten Traubendirektséaften (NFC) und -konzentraten (JC) als
Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur Positivkontrolle (PK) Acarbose (n = 3).

Die elf Extrakte aus unterschiedlichen Traubenvarietaten zeigten im a-Amylase-Assay alle eine
geringere inhibitorische Aktivitat als die Positivkontrolle Acarbose mit einem ICso-Wert von
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440 + 30 pg/mL. Vier Extrakte aus Saftkonzentraten (Italien JC 1, Concord JC 2, Concord JC 1 und
Lambrusco JC) sowie Lambrusco NFC zeigten das grof3te inhibitorische Potential mit ICso-Werten
zwischen 497 + 42 pg/mL und 639 = 28 pg/mL. In einem ICso-Bereich von 825 + 30 pg/mL bis
1018 £ 112 pg/mL befand sich eine Gruppe mit drei Extrakten aus Direktsaft (Frankreich NFC,
Deutschland NFC und Italien NFC) und einem Extrakt aus Saftkonzentrat aus spanischen Trauben.
Weniger aktiv waren ein Extrakt aus Saftkonzentrat von italienischen Trauben (ltalien JC 2:
ICs0=1493 + 198 pg/mL), sowie ein Extrakt aus Direktsaft der Traubensorte Accent
(ICso = 1951 + 45 pg/mL).

Im a-Glucosidase-Assay konnten die elf Extrakte aus unterschiedlichen Traubensorten ebenfalls in
drei verschiedene Aktivitatsgruppen eingeteilt werden. Acht Extrakte (Lambrusco NFC, Frankreich
NFC, sowie alle Konzentratproben) zeigten ein besonders hohes inhibitorisches Potential mit
ICso-Werten im Bereich von 109 + 9 ug/mL bis 268 + 12 ug/mL. Eine geringfligig niedrigere
Inhibitionsaktivitdt wiesen die Extrakte aus Italien NFC und Deutschland NFC auf mit ICso-Werten
von 497 £ 12 pg/mL, respektive 535 + 29 pg/mL. Der einzige Extrakt, der die Aktivitat der
a-Glucosidase weniger potent hemmte als die Positivkontrolle Acarbose (ICso = 1439 + 85 pg/mL),
war der Extrakt aus Direktsaft der Traubensorte Accent (ICso = 6775 + 177 pg/mL).

Um die aktivste Probe in beiden Testsystemen bestimmen zu kdnnen, wurden die erzielten
Ergebnisse normiert und anschlieRend in einem Streudiagramm gegeneinander aufgetragen (s.
Abbildung 5-6). Der Extrakt, der den geringsten Abstand zum Ursprung aufwies, zeigte das grofdte
inhibitorische Potential sowohl gegeniber a-Amylase als auch a-Glucosidase. Der Abstand zum

Ursprung wurde mit Hilfe des Satzes des Pythagoras ermittelt.
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Abbildung 5-6: Normierung der Ergebnisse aus a-Glucosidase- und a-Amylase-Assay der Extrakte aus roten
Traubendirektsaften (NFC) und -konzentraten (JC). Probennummer 1 - 11: s. Tabelle 5-4.
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Tabelle 5-4: Vergleich der Extrakte aus roten Traubendirektsaften (NFC) und -konzentraten (JC). Sortiert nach
aufsteigendem Abstand zum Ursprung

4 Italien JC 1 25,5
9 Lambrusco NFC 26,0
8 Concord JC 2 30,0
7 Concord JC 1 32,4
10 Lambrusco JC 33,0
6 Spanien JC 42,3
2 Frankreich NFC 44,1
1 Deutschland NFC 46,5
3 Italien NFC 52,7
5 Italien JC 2 76,5
11 Accent NFC 141

Wie in Abbildung 5-6 gezeigt, bestatigten sich die Resultate der einzelnen Tests. Obwohl die
Unterschiede in der inhibitorischen Aktivitat der elf Traubensaftextrakte berwiegend nicht stark
ausgepragt waren, konnten verschiedene Aktivitatsgruppen eingeteilt werden. ,Accent NFC* war in
beiden Einzeltests am wenigstens aktiv und hob sich auch bei der Normierung mit einem Abstand
von 141 (vgl. Tabelle 5-4) deutlich von den anderen ab. Aufgrund des geringen Inhibitionspotentials
im a-Amylase-Assay zéhlte auch ,ltalien JC 2“ zu den weniger aktiven Extrakten. Die restlichen
getesteten Traubensaftextrakte wiesen insgesamt eine vergleichbare inhibitorische Aktivitat aus,
wobei die Probe ,Italien JC 1“ insgesamt am potentesten die Aktivitat der beiden Verdauungsenzyme
hemmte, gefolgt von ,Lambrusco NFC*. Einen Unterschied in der Aktivitat zwischen Extrakten aus
Direktséaften und Saftkonzentraten konnte hier nicht beobachtet werden.

Es lasst sich eine Tendenz erkennen, dass sowohl die Traubenvarietat als auch -herkunft keinen
signifikanten Einfluss auf das Inhibitionspotential gegeniber a-Amylase und a-Glucosidase hatte.
So waren Extrakte aus italienischen Trauben sowohl unter den aktivsten, im mittleren
Aktivitatsbereich als auch unter den weniger aktiven Extrakten anzufinden. Die beiden Extrakte aus
Trauben der Sorte Lambrusco wiesen zwar ein eher hdheres inhibitorische Potential auf, zeigten
aber im Vergleich miteinander Unterschiede auf. So war es auch bei den beiden Extrakten aus
deutschen Trauben (Deutschland NFC und Accent NFC). Beide zahlten zu den weniger aktiven
Extrakten, unterschieden sich jedoch stark in der jeweiligen, gemessenen Inhibition. Im Gegensatz
dazu zeigten die beiden Extrakte aus Trauben der Sorte Concord eine eher héhere und dabei
vergleichbare inhibitorische Aktivitat.

Als aktivster Extrakt in beiden zellfreien Testsystemen wurde fir die weiteren aktivitatsgeleiteten

Fraktionierungen ,ltalien JC 1“ (Probennummer 4) vom projektbegleitenden Ausschuss ausgewahlt.
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5.2 Untersuchung der Fraktionen

Mit den drei aktivsten Extrakten (s. Kapitel 5.1.1), je ein Extrakt aus Aroniadirektsaft,
Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat, wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Peter
Winterhalter der Technischen Universitat Braunschweig eine Membranchromatographie sowie eine
Hexanfallung durchgefihrt, um die Extrakte in ihre Anthocyan-, Copigment- und Polymerfraktion
aufzutrennen.

Fur die drei Fraktionen der drei Fruchtsaftextrakte aus Aronia, Granatapfel und roter Traube wurde
in den vier Enzym-Inhibitions-Assays der ICso-Wert bestimmt, um ihre Aktivitat untereinander zu

vergleichen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5-7, 5-8, 5-9 und 5-10 dargestellt.
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Abbildung 5-7: ICso-Werte (ug/mL) des a-Amylase-Assays. Dargestellt sind die Ergebnisse der getesteten
Fraktionen aus Extrakten aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat als
Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur PK Acarbose (n = 3). Mit: AF = Anthocyanfraktion, CF
= Copigmentfraktion und PF = Polymerfraktion.

Im a-Amylase-Assay (vgl. Abbildung 5-7) konnte bei den Fraktionen des Extrakts aus
Aroniadirektsaft fr die Polymerfraktion (PF) das groéRte inhibitorische Potential mit einem 1Csp von
123 + 8 ug/mL beobachtet werden. Die Anthocyanfraktion (AF) sowie die Copigmentfraktion (CF)
zeigten vergleichbare inhibitorische Aktivitdten (ICso = 677 + 63 pg/mL respektive 548 + 58 pg/mL)
wie die Positivkontrolle Acarbose (ICso = 441 + 30 pg/mL). Zwischen den Fraktionen des Extrakts
aus Granatapfeldirektsaft waren kaum Unterschiede in den Aktivitaten mit ICso-Werten von 1141 +
93 ug/mL (AF), 1163 + 42 pug/mL (CF) und 1152 + 24 pug/mL (PF) erkennbar. AuRerdem waren sie
im Gesamtvergleich aller Fraktionen am wenigsten aktiv. Die Polymerfraktion aus rotem

Traubensaftkonzentrat war die aktivste Fraktion des Extraktes mit einem [Cso-Wert von
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369 + 14 pg/mL, gefolgt von der Copigmentfraktion (ICso = 428 + 34 pg/mL) und der
Anthocyanfraktion (ICso = 589 + 57 pg/mL). In diesem Testsystem war die Polymerfraktion des
Extraktes aus Aroniadirektsaft insgesamt am aktivsten, gefolgt von der Polymerfraktion des roten
Traubensaftkonzentrates, = wohingegen die  Copigmentfraktion @ des  Extraktes aus
Granatapfeldirektsaft die geringste a-Amylase-Inhibition aufwies.

Fir die Inhibition der a-Amylase zeigten sich vor allem Flavonoide wie Kaempferol und Isorhamnetin
als besonders effektiv [Kim et al., 2000]. Im Vergleich der drei hier untersuchten Friichte sind diese
Verbindungen primar in roten Trauben zu finden. Die Fraktionen der roten Traube gehérten auch zu
denen mit héheren inhibitorischen Aktivitaten. Ein Zusammenhang dieses Inhibitionspotential mit
der Zusammensetzung der Fraktionen kann nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5-8: ICso-Werte (ug/mL) des a-Glucosidase-Assays. Dargestellt sind die Ergebnisse der getesteten
Fraktionen aus Extrakten aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat als
Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur PK Acarbose (n = 3). Mit: AF = Anthocyanfraktion, CF
= Copigmentfraktion und PF = Polymerfraktion.

IC5, [Mg/mL]

Im a-Glucosidase-Assay (s. Abbildung 5-8) zeigten alle getesteten Fraktionen ein hoheres
inhibitorisches Potential im Vergleich zur Positivkontrolle Acarbose (ICso = 1438 + 85 pg/mL). Bei
den Einzelfraktionen des Extrakts aus Aroniadirektsaft war die inhibitorische Aktivitat der
Polymerfraktion mit einem ICso-Wert von 87,2+ 5,9 pg/mL am hdchsten, gefolgt von der
Anthocyanfraktion und der Copigmentfraktion (ICso: 140 + 17 pg/mL (AF); 380 £ 6 pg/mL (CF)). Bei
den Fraktionen aus dem Extrakt aus Granatapfeldirektsaft lieRen sich ebenfalls Unterschiede
erkennen. Hier war die Anthocyanfraktion am aktivsten (ICsq = 57,2 * 6,4 pg/mL) und die

Polymerfraktion mit einem ICso-Wert von 116 + 3 ug/mL ca. halb so aktiv. Die Copigmentfraktion
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zeigte innerhalb der Fraktionen des Extraktes des Granatapfeldirektsaftes das geringste
inhibitorische Potential (ICsp = 169 = 22 pg/mL). Bei den Fraktionen aus rotem
Traubensaftkonzentrat-Extrakt konnten fir alle drei Fraktionen vergleichbare 1Cso-Werte mit 80,9 £
3,6 pg/mL (AF), 74,5 + 1,4 pg/mL (CF) und 64,9 + 1,4 ug/mL (PF) beobachtet werden. Insgesamt
erwies sich die Anthocyanfraktion des Extrakts aus Granatapfeldirektsaft als potentester Inhibitor
der Enzymaktivitat, gefolgt von der Polymerfraktion des roten Traubensaftkonzentrat-Extraktes. Die
Copigmentfraktion des Extraktes aus Aroniadirektsaft hingegen wies das geringste inhibitorische
Potential im a-Glucosidase-Assay auf.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Fraktionen des Extraktes aus rotem Traubensaftkonzentrat zu
den aktivsten Fraktionen zahlten. Hier waren Flavonoide wie Quercetin und Kaempferol enthalten.
Fur diese Substanzen konnte bereits ein héheres inhibitorisches Potential im Vergleich mit anderen

Polyphenolen nachgewiesen werden [Tadera et al., 2006].
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Abbildung 5-9: ICso-Werte (ug/mL) des Glykogenphosphorylase-a-Assays. Dargestellt sind die Ergebnisse der
getesteten  Fraktionen aus Extrakten aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotem
Traubensaftkonzentrat als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur PK Coffein (n = 3). Mit: AF =
Anthocyanfraktion, CF = Copigmentfraktion und PF = Polymerfraktion.

Im Glykogenphosphorylase-a-Assay (vgl. Abbildung 5-9) waren alle getesteten Fraktionen potentere
Inhibitoren als die Positivkontrolle Coffein (ICso = 799 £ 36 pg/mL). Im Extrakt aus Aroniadirektsaft
zeigte die Polymerfraktion die hochste inhibitorische Aktivitat mit einem ICso-Wert von
11,8 £ 0,8 ug/mL. Fir die Anthocyanfraktion konnte eine fast sechsfach hohere mittlere
inhibitorische Konzentration von 67,7 £ 4,6 ug/mL ermittelt werden. Die am wenigsten aktive Fraktion

war die Copigmentfraktion (ICsp = 106 + 5 pg/mL). Beim Granatapfeldirektsaft-Extrakt wiesen die

79



Ergebnisse und Diskussion

Anthocyan- und die Copigmentfraktion ein vergleichbares Inhibitionspotential (ICso: 14,2 = 0,5 pg/mL
(AF); 13,7 = 3,6 pg/mL (CF)) auf. Die Fraktion mit dem niedrigsten Inhibitionspotential war die
Polymerfraktion mit einem im Vergleich zu den beiden anderen Fraktionen doppelt so hohen
ICso-Wert von 35,6 £ 6,7 ug/mL. Bei den Fraktionen des Extraktes aus rotem Traubensaftkonzentrat
zeigte die Copigmentfraktion die hdchste inhibitorische Aktivitat mit einem ICso-Wert von 30,9 + 1,7
png/mL, gefolgt von der Polymer- und der Anthocyanfraktion (ICso: 41,2 + 1,4 ug/mL (PF), 62,5 + 0,6
pg/mL (AF)). Fur die Polymerfraktion des Aroniadirektsaft-Extraktes zusammen mit der Anthocyan-
und Copigmentfraktion des Granatapfeldirektsaft-Extraktes konnte die héochste inhibitorische
Aktivitat beobachtet werden, wohingegen die Copigmentfraktion des Extraktes aus Aroniadirektsaft
das niedrigste inhibitorische Potential aufwies.

In unseren Untersuchungen zeigte sich die jeweilige Copigmentfraktion als besonders potenter
Inhibitor der Enzymaktivitat. In einem Vergleich verschiedener Polyphenole zeigte sich, dass vor
allem Copigmente, wie beispielsweise Quercetin, die Aktivitdt der Glykogenphosphorylase a
besonders effektiv hemmten [Jakobs et al., 2006]. Hier konnte auch beobachtet werden, dass unter
den Anthocyanidinen Cyanidin und Delphinidin die héchste inhibitorische Aktivitat zeigten [Jakobs
et al., 2006]. Glykoside dieser Verbindungen fanden sich in der Anthocyanfraktion des Extraktes aus
Granatapfeldirektsaft, die in unseren Messungen die aktivste Anthocyanfraktion darstellte.
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Abbildung 5-10: ICso-Werte (ug/mL) des Dipeptidylpeptidase-1V-Assays. Dargestellt sind die Ergebnisse der
getesteten  Fraktionen aus Extrakten aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotem
Traubensaftkonzentrat als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur PK Sitagliptin (n = 3). Mit: AF
= Anthocyanfraktion, CF = Copigmentfraktion und PF = Polymerfraktion.
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Im Dipeptidylpeptidase-1V-Assay (s. Abbildung 5-10) konnte fur alle getesteten Fraktionen ein
niedrigeres inhibitorisches Potential im Vergleich zur Positivkontrolle Sitagliptin (IC so = 0,04 + 0,003
pg/mL) beobachtet werden. Bei den Fraktionen des Extraktes aus Aroniadirektsaft zeigte die
Copigmentfraktion die hochste inhibitorische Aktivitat mit einem ICso-Wert von 739 £ 70 ug/mL,
gefolgt von der Anthocyanfraktion und der Polymerfraktion (ICso: 835 + 217 ug/mL (AF); 922 + 133
pg/mL (PF)). Bei den Fraktionen aus dem Extrakt aus Granatapfeldirektsaft lieRen sich ebenfalls
Unterschiede erkennen. Hier war jedoch die Anthocyanfraktion am aktivsten (ICsp = 775 + 64 pug/mL),
wahrend die Polymerfraktion mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration von 1168 + 137 ug/mL
am wenigsten aktiv war. Die Copigmentfraktion ordnete sich innerhalb dieses Saftextraktes
zwischen den anderen beiden Fraktionen ein (ICsp = 1022 £ 134 pg/mL). Der gleiche Trend zeigte
sich bei den Fraktionen des roten Traubensaftkonzentrat-Extraktes (ICso: 1492 + 129 ug/mL (AF);
1702 + 63 pg/mL (CF); 1824 + 106 ug/mL (PF). Die hochste inhibitorische Aktivitat konnte fir die
Copigmentfraktion des Extraktes aus Granatapfeldirektsaft und der Anthocyanfraktion des
Granatapfeldirektsaft-Extraktes gezeigt werden. Wohingegen die Fraktionen des Extraktes aus
rotem Traubensaftkonzentrat das geringste Inhibitionspotential aufwiesen.

In einer Studie wurde die inhibitorische Aktivitat verschiedener Polyphenole gegeniber der
Dipeptidylpeptidase IV untereinander verglichen. Hierbei zeigten sich die Anthocyane als potenteste
Gruppe [Fan et al., 2013]. Diese Beobachtungen deckten sich mit unseren Ergebnissen. Die
Anthocyanfraktion war Giberwiegend die aktivste Fraktion innerhalb der verschiedenen Saftextrakte.

Vergleichte man die Ergebnisse aller vier Enzym-Inhibitions-Assays fallt auf, dass sich die
Fraktionen in drei Aktivitatsgruppen unterteilen lieRen. Weniger aktiv waren hierbei die Anthocyan-
und Copigmentfraktion von Aronia, sowie die Copigment- und Polymerfraktion von Granatapfel und
die Anthocyanfraktion von roter Traube. Die Polymerfraktion von Aronia und die Anthocyanfraktion
von Granatapfel wiesen die hdchste Aktivitat auf. Die Copigment- und Polymerfraktion von roter
Traube ordnete sich zwischen diesen beiden Gruppen ein. Diese beiden Fraktionen zeigten vor
allem im Dipeptidylpeptidase-1V-Assay ein geringes Inhibitionspotential.

Betrachtete man die Ergebnisse der einzelnen Fraktionen in Bezug auf die jeweils untersuchten
Enzyme erkannte man, dass die a-Amylase am aktivsten von der jeweiligen Polymerfraktion
gehemmt wurde, wahrend die Anthocyanfraktion meist zu den weniger aktiven zahlte. Im
a-Glucosidase-Assay zeigte sich ebenfalls eine Préavalenz der Polymerfraktion, wahrend hier die
Copigmentfraktion das geringste Inhibitionspotential zeigte. War die Copigmentfraktion im
Glykogenphosphorylase-a-Assay die potenteste, zeigte sich keine Tendenz, welche Fraktion die
Enzymaktivitdt am wenigsten hemmte. Interessanterweise hemmten die jeweiligen Polymerfraktion
die Aktivitat der Dipeptidylpeptidase IV am ineffizientesten, wahrend sich hier die Anthocyanfraktion

als potenter erwies.
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Betrachtete man die einzelnen Frichte separat in allen vier Testsystemen liel3 sich bei dem Extrakt
aus Aroniadirektsaft die Polymerfraktion als aktivste ermitteln, wahrend die Copigmentfraktion
weniger aktiv war. Ein &hnliches Bild zeigte sich auch bei dem Extrakt aus rotem
Traubensaftkonzentrat. Hier zadhlte jedoch die Anthocyanfraktion zu den weniger potenten
Inhibitoren. Wahrend sich diese Fraktion beim Granatapfeldirektsaft-Extrakt als am aktivsten erwies,
war einem geringeren Inhibitionspotential keine Fraktion eindeutig zuordenbar.

An der Technischen Universitat Braunschweig wurde ebenfalls der Anteil der Fraktionen am
Gesamtextrakt bestimmt. So konnten die [Cso-Werte der Fraktionen entsprechend ihrem
prozentualen Anteil zur Berechnung eines theoretischen ICso-Wertes fir den Gesamtextrakt genutzt
werden. Durch den Vergleich dieses Wertes mit dem in den Testsystemen ermittelten ICso-Wert des
Gesamtextraktes konnten Rickschliisse auf synergistische Effekte gezogen werden. In Tabelle 5-5
sind die ICso-Werte der einzelnen Fraktionen flr alle vier zellfreien Testsystemen dem theoretischen
sowie dem ermittelten ICso-Wert des jeweiligen Saftextraktes gegenibergestellt. Der theoretische
ICso-Werte berechnete sich, indem man die Ergebnisse der einzelnen Fraktionen entsprechend ihres
Anteils am Gesamtextrakt zusammenrechnete:

Gesamtextrakt, theoretisch = IC5y AF * Anteil AF + 1C5q CF * Anteil CF + ICgq PF * Anteil PF

Es zeigte sich, dass die ermittelten ICso-Werte vom Fruchtsaftextrakt als auch die theoretischen
Werte meist in einem vergleichbaren Aktivitatsbereich lagen. Jedoch gab es auch Abweichungen.
Dazu zahlten die Ergebnisse des a-Amylase- sowie a-Glucosidase-Assays bei den Aroniadirektsaft-
Fraktionen und die des a-Amylase-Assays bei den Fraktionen des Granatapfeldirektsaft. Hier konnte
fur den Gesamtextrakt ein niedrigerer Wert als der theoretische Wert und somit eine héhere
inhibitorische Aktivitat ermittelt werden. Auch die Ergebnisse des Dipeptidylpeptidase-1V-Assays bei
den Fraktionen des roten Traubensaftkonzentrates wichen voneinander ab. Hier war der
theoretische Wert jedoch niedriger als der ermittelte ICso-Wert des Extraktes aus Saftkonzentrat. Da
sich die Werte der getrennt voneinander gemessenen und anschlieRend miteinander verrechneten
Fraktionen vom jeweiligen Gesamtextrakt unterschieden, liel3 sich vermuten, dass bei der Inhibition

der verschiedenen Enzyme auch synergistische Effekte eine Rolle spielten.
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Tabelle 5-5: Gegenuberstellung der ICso-Werte der einzelnen Fraktionen, dem theoretischen ICso-Wert
(entsprechend dem Anteil am Gesamtextrakt) und dem ermittelten ICso-Wert des Gesamtextraktes fiir alle vier
zellfreien Testsysteme. Mit: a-Amy = a-Amylase; a-Gluc = a-Glucosidase; AF = Anthocyanfraktion; CF =
Copigmentfraktion; DPP IV = Dipeptidylpeptidase 1V; GPa = Glykogenphosphorylase a; MW = Mittelwert; PF
= Polymerfraktion. * = Daten erhalten von der TU Braunschweig.

Anteil am

ICso [ug/mL]

Frucht Fraktion Extrakt

[%]* a-Amy a-Gluc GPa DPP IV
- AF 36,93 677 £ 63 140+ 17 67,7+4,6 @ 835+ 217
o CF 54,37 548 + 58 380+6 106 +5 739 £ 70
o PF 8,70 123 +8 872+59 11,8+0,8 922+133
£ Gesamtextrakt,
-2 theoretisch 959 266 84 790
2 Gesamtextrakt
< . ! 329 £ 49 128 + 8 73,4+2,2 874 + 31
ermittelt
AF 12,03 1141 +£93 57,2+6,4 14,2+0,5 775 + 64
?') - CF 66,01 1163 +42 169 + 22 13,7+ 3,6 1022 +134
"%“ﬁ PF 21,96 1152 + 24 116 + 3 35,6+6,7 1168 + 137
=X
£ Gesamtextrakt, 1158 144 19 1024
© 35 theoretisch
o Gesamtextrakt
. ! 997 + 103 106 = 7 21,7+ 3,6 1022 + 46
ermittelt
AF 24,14 5890+57 80,9+36 62,5+0,6 1492+129
= = CF 48,75 428+34 745+14 309+1,7 1702+ 63
@ g ‘E PF 27,11 369+ 14 649+14 412+14 1824+106
— O O
oo N e 451 73 M 1684
T o theoretisch
= Gesamtextrakt,
ermittelt 497 + 42 148 + 2 36,0+5,2 1831+ 66

Tabelle 5-6: Zusammensetzung der Anthocyan- und Copigmentfraktionen der Extrakte aus Aroniadirektsaft
(A), Granatapfeldirektsaft (G) und rotem Traubensaftkonzentrat (RT) [Ostberg-Potthoff et al., 2019].
Mit Neg. = Negativ und Pos. = Positiv.

Substanz [M?rdﬁ]s,,,_ rlw?lnz Fragment m/z A Frughte RT
Anthocyane
Cyanidinderivat 1 Pos. 737 575, 287 X
Cyanidinderivat 2 Pos. 707 575, 287 X
Cyanidin-3-galactosid Pos. 449 287 X
Cyanidin-3-glucosid Pos. 449 287 X X X
Cyanidin-3-arabinosid Pos. 419 287 X
Cyanidin-3-xylosid Pos. 419 287 X
Delphinidin-3,5-diglucosid Pos. 627 465, 303 X
Cyanidin-3,5-diglucosid Pos. 611 449, 287 X
Delphinidin-3-glucosid Pos. 465 303 X X
Petunidin-3-glucosid Pos. 479 317 X
Peonidin-3-glucosid Pos. 463 301 X
Malvidin-3-glucosid Pos. 493 331 X
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Substanz [l\'\/l/lidﬁ]%,_ rl;)/nz Fragment m/z Fru(t;hte RT
Copigmente
Protocatechuséaure Neg. 153 109 X
3-Caffeoylchinaséure Neg. 353 191, 179,135 X
Chlorogenséure Neg. | 353 191, 179, 161 X
4-Caffeoylchinasaure Neg. 353 | 191,179,173,135 | X
Quercetin Dihexosid 1 Neg. 625 301 X
Quercetin Dihexosid 2 Neg. 625 301 X
Feruloylchinaséure Neg. 367 191, 179, 135 X
Quercetin-3-vivianosid Neg. 595 301 X
Quercetin-3-robinobiosid Neg. 609 301 X
Quercetin-3-rutinosid Neg. 609 301 X
Quercetin-3-galactosid Neg. 463 301 X
Quercetin-3-glucosid Neg. 463 301 X
Punicalin Neg. 781 601, 271 X
Punicalagin 1 Neg. |1083 601, 299, 271 X
Pedunculagin 1 Neg. | 783 601, 301 X
Punicalagin 2 Neg. 1083 601, 299, 271 X
Pedunculagin 2 Neg. 783 601, 301 X
Granatin B Neg. 951 907, 301 X
Pedunculagin 3 Neg. 783 601, 301 X
Punicalagin 3 Neg. |[1083 601, 301 X
Ellagsaurederivat Neg. 799 479, 301 X
Ellagsaurehexosid Neg. 463 301, 257, 163 X
Ellagsaure Neg. 301 258 X
Gallussaure Neg. 169 125 X
Caftarsaure Neg. | 311 179, 149 X
Cutarsaurehexosid Neg. 325 175, 163 X
Isorhamnetin-3-glucosid Neg. 295 163 X
Quercetinhexosid Neg. 477 316 X
Quercetinglucuronid Neg. 477 301 X
Isorhamnetin Neg. 317 179 X
Quercetin Neg. 301 - X
Kaempferol Neg. 285 151 X

53
Assay

Zur ldentifizierung von Schlisselverbindungen wurden die Anthocyan- und Copigmentfraktionen von

Aronia, Granatapfel und roter Traube mit Hilfe der Countercurrent chromatography (CCC) weiter

subfraktioniert.

Die Subfraktionierung sowie die ldentifizierung der enthaltenen Polyphenole wurde im Arbeitskreis

von Prof. Dr. Peter Winterhalter der Technischen Universitdt Braunschweig durchgefuhrt (vgl.

Kapitel 4.2).
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Die Subfraktionen wurden im zellfreien a-Amylase- und a-Glucosidase-Inhibitions-Assay untersucht,
um die aktivsten Verbindungen zu identifizieren. Die Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt.

5.3.1 Subfraktionen der Anthocyan- und Copigmentfraktion des Aroniadirektsaft-Extraktes

In Abbildung 5-11 sind die Ergebnisse der Anthocyan- (AF) und Copigmentsubfraktionen (CF) des
Extraktes aus Aroniadirektsaft (A) fir den a-Amylase- und a-Glucosidase-Assay dargestellt. Alle
Subfraktionen zeigten ein hoéheres inhibitorisches Potential gegenlber a-Glucosidase als die
Positivkontrolle Acarbose (ICso = 1438 + 85 upg/mL), wahrend im a-Amylase-Assay lediglich
Subfraktion 6 der Anthocyanfraktion, sowie coil sowohl von A-AF als auch A-CF mit ICso-Werten von
jeweils 408 + 66, 134 + 14 und 411 = 20 pg/mL eine hdhere inhibitorische Aktivitat im Vergleich zu
Acarbose (ICso = 441 + 30 ug/mL) zeigten.
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Abbildung 5-11: ICso-Werte (ug/mL) des a-Amylase- und a-Glucosidase-Inhibitions-Assays. Dargestellt sind
die Ergebnisse der getesteten Subfraktionen (F 1 — F coil) der Anthocyan- (A) und Copigmentfraktion (B) des
Aroniadirektsaft-Extrakts als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur Positivkontrolle (PK)
Acarbose (n=3). Fur F 1 der Copigmentfraktion konnte im a-Amylase-Assay kein ICso-Wert ermittelt werden.
Mit A-AF = Aronia-Anthocyanfraktion und A-CF = Aronia-Copigmentfraktion.

Bei der Anthocyanfraktion zeigten sich die Subfraktionen coil, 6 und 5 am aktivsten von allen
Subfraktionen. Subfraktionen coil und 6 enthielten jedoch einen geringen Rest an nicht vollstandig
abgetrennten  Polymeren, wohingegen die Subfraktion 5 anthocyanrein war und
Cyanidin-3-arabinosid, sowie Cyanidin-3-xylosid, Cyanidin-3-galactosid und ein weiteres
unbekanntes Cyanidin-Derivat enthielt (vgl. Tabelle 5-7). Die mit den Anthocyanen verbundenen
Zuckereinheiten spielen eine bedeutende Rolle bei der Inhibition der Aktivitat der beiden
Verdauungsenzyme a-Amylase und a-Glucosidase. Je kleiner der Zuckerrest, desto hoher die
inhibitorische  Aktivitat [Braunlich et al., 2013]. Fir Subfraktionen, die Glykoside mit
niedermolekularen Zuckerresten enthielten, wie beispielsweise F coil, F 6 und F5, konnten die

niedrigsten ICso-Werte ermittelt werden.
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Tabelle 5-7: Anthocyanzusammensetzung der verschiedenen Subfraktionen der Anthocyanfraktion des
Extraktes aus Aroniadirektsaft [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

AiEeET Subfraktion .
F1 F2 F3 F4 F5 F6 Fcall
Cyanidin-3-galactosid X X X X X
Cyanidin-Derivat X
Cyanidin-3-glucosid X X X
Cyanidin-3-arabinosid X X X X X
Cyanidin-3-xylosid X
Cyanidin-Derivat X
Unbekannt X X
Rest an nicht vollstandig abgetrennten Polymere X X

Fur die Copigmentfraktion war die aktivste Subfraktion (coil) gleichzeitig diejenige mit der gréf3ten
Varietat an unterschiedlichen Polyphenolen. Neben verschiedenen Coumarsaure-Derivaten sowie
Quercetin und seinen Derivaten enthielt sie ebenfalls Protocatechusaure, 3-Caffeoylchinasaure
sowie Feruloylchinasaure (vgl. Tabelle 5-8). In einem molekularen Docking-Screening wurden 26
Polyphenole verglichen. Hierbei zeigte sich, dass besonders Quercetin eine hohe Bindungsaffinitat
gegenuber a-Glucosidase aufwies [Rasouli et al., 2017]. Die Subfraktion F coil war die Einzige, die
dieses Polyphenol enthielt. Fir die Subfraktion 1, die einen hohen Gehalt an Dicaffeoylchinasaure

aufwies, konnte im a-Amylase-Assay kein ICso-Wert ermittelt werden.
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Tabelle 5-8: Copigmentzusammensetzung der verschiedenen Subfraktionen der Copigmentfraktion des
Extraktes aus Aroniadirektsaft [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Subfraktion
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 Fcoil

Copigment

Dicaffeoylchinasaureester |
Dicaffeoylchinasaureester I
Quercetin-Derivat
Kaffeesdure-Derivat
Unbekannt
Eriodictyol-7-glucoronid X
Cumarséaure-Derivat | + Il X

Quercetin-3-vicianosid X
3-Caffeoylchinasaure
Cumaroylchinasaureester
Quercetin-dihexosid |
Quercetin-dihexosid Il
Feruloylchinasaure | X X
Quercetin-3-robinobiosid X
Quercetin-3-rutinosid X
Chlorogensaure
4-Caffeoylchinaséaure X X
Feruloylchinasaure Il
Quercetinpentosid
Quercetinhexosid
Protocatechuséaure
Quercetin

XXX | X | X

XX | X | X|X|X
X
>

X
X

XX | XX

XXX | X | X

5.3.2 Subfraktionen der Anthocyan- und Copigment-Fraktion des Granatapfeldirektsaft-
Extraktes

Die Ergebnisse des a-Amylase- und a-Glucosidase-Inhibitions-Assays der Anthocyan- (AF) und
Copigmentsubfraktionen (CF) des Granatapfeldirektsaft-Extraktes (G) sind in Abbildung 5-12
dargestellt. Die verschiedenen Subfraktionen zeigten im Vergleich der beiden zellfreien Testsysteme
im a-Glucosidase-Assay das hdhere inhibitorische Potential. Hier waren sie auch deutlich aktiver als

die Positivkontrolle Acarbose.
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Abbildung 5-12: ICso-Werte (ug/mL) des a-Amylase- und a-Glucosidase-Inhibitions-Assays. Dargestellt sind
die Ergebnisse der getesteten Subfraktionen (F 1 — F coil) der Anthocyan- (A) und Copigmentfraktion (B) des
Granatapfeldirektsaft-Extrakts als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur Positivkontrolle (PK)
Acarbose (n=3). Fur F 1 und F2 der Anthocyanfraktion sowie fur F 1, F 2 und F 3 der Copigmentfraktion konnte
im a-Amylase-Assay kein ICso-Wert ermittelt werden. Mit G-AF = Granatapfel-Anthocyanfraktion und G-CF =
Granatapfel-Copigmentfraktion.

Die Anthocyan-Subfraktion 3, die sich aus Cyanidin-3,5-diglucosid und Delphinidin-3,5-diglucosid
zusammensetzte, zeigte die héchste inhibitorische Aktivitat innerhalb der Anthocyan-Subfraktionen.
Ein weiterer vergleichbar potenter Inhibitor stellte Subfraktion coil dar, welche aus
Cyanidin-3-glucosid, Delphinidin-3-glucosid, Pelargonidin-3-glucosid und einem
Cyanidin-3-pentosid bestand (vgl. Tabelle 5-9). In einem Vergleich verschiedener Anthocyane-3-
glykoside konnte beobachtet werden, dass Pelargonidin-3-glucosid die Aktivitat von a-Amylase am
effektivsten hemmte [Kaeswurm et al.,, 2020]. Dies deckte sich mit unseren Ergebnissen. Der
niedrigste 1Cso-Wert im a-Amylase-Assay konnte fur F coil ermittelt werden. Diese Subfraktion
enthielt als einzige Pelargonidin-3-glucosid. Fir die im a-Glucosidase-Assay inaktivsten Fraktionen
1 und 2 konnte kein ICso-Wert fir die Hemmung der a-Amylase bestimmt werden.

Tabelle 5-9: Anthocyanzusammensetzung der verschiedenen Subfraktionen der Anthocyanfraktion des
Extraktes aus Granatapfeldirektsaft [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Subfraktion
Anthocyan ;
F1 F2 F3 F4 F5 Fcoil
Delphinidin-3,5-diglucosid X
Cyanidin-3,5-diglucosid X X X
Cyanidin-3-glucosid X X X
Pelargonidin-3,5-diglucosid X
Delphinidin-3-glucosid X
Pelargonidin-3-glucosid X
Cyanidin-pentosid X

Betrachtete man die Ergebnisse der Copigment-Subfraktionen, liel3 sich feststellen, dass fir die
Punicalin-enthaltenden Subfraktionen 1, 2 und 3 kein ICso-Wert im a-Amylase-Assay ermittelt
werden konnte, wobei diese auch im a-Glucosidase-Assay vergleichsweise keine hohe
inhibitorische Aktivitat aufwiesen. Subfraktion 7 zeigte das grof3te Potential, die Aktivitat beider

Verdauungsenzyme zu hemmen. Neben Pedunculagin enthielt diese ebenfalls Punigluconin und ein
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Hexosid der Kaffeesaure, welches nur in dieser Subfraktion enthalten war (vgl. Tabelle 5-10).
Kaffeesaure konnte bereits als besonders potenter Inhibitor der a-Glucosidase-Aktivitat identifiziert
werden [Rasouli et al., 2017].

Tabelle 5-10: Copigmentzusammensetzung der verschiedenen Subfraktionen der Copigmentfraktion des
Extraktes aus Granatapfeldirektsaft [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Subfraktion
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 Fcall
Punicalin X X X
Ellagsaure X
Punicalagin | X
Ellagséure-Derivat
Punicalagin Il

Galloyl-Hexahydroxydiphenoyl-
Hexosid

Punicalagin 111
Digalloylhexosid
Granatin B |
Pedunculagin | + 11
Granatin B Il + Il
Casuarinin
Punigluconin
Ellagséure-hexosid
Kaffeesaure-hexosid
Galloyl-HHDP-hexosid-pentosid X
Gallusséaure
Unbekannt
Valonicsaure Dilacton
Ellagsaure-Deoxyhexosid

Copigment

>

X X | XX

>

XX | XX
X

XXX | X

x

XX | X|X

5.3.3 Subfraktionen  der  Anthocyan- und  Copigment-Fraktion des roten
Traubensaftkonzentrat-Extraktes

Alle Subfraktionen der Anthocyan- (AF) und Copigmentsubfraktion (CF) des roten
Traubensaftkonzentrat-Extraktes (RT) zeigten in den Enzym-Inhibitions-Assays eine hohere
inhibitorische Aktivitat gegenuber a-Glucosidase als die Positivkontrolle Acarbose, wahrend dies im
a-Amylase-Assay lediglich fir RT-CF Subfraktion 1 und 4 der Fall war (siehe Abbildung 5-13).
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Abbildung 5-13: ICso-Werte (ug/mL) des a-Amylase- und a-Glucosidase-Inhibitions-Assays. Dargestellt sind
die Ergebnisse der getesteten Subfraktionen (F 1 — F coil) der Anthocyan- (A) und Copigmentfraktion (B) des
roten Traubensaftkonzentrat-Extrakts als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur
Positivkontrolle (PK) Acarbose (n=3). Fir F 4 und F 5 der Anthocyanfraktion konnte im a-Amylase-Assay kein
ICso-Wert ermittelt werden. Mit RT-AF = rote Traube-Anthocyanfraktion und RT-CF = rote Traube-
Copigmentfraktion.

Innerhalb der Anthocyan-Fraktion war Subfraktion 1 am aktivsten. Es konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass die inhibitorische Aktivitdt durch die restlichen, nicht vollstandig
abgetrennten Polymere beeinflusst wurde. Subfraktion 2, ein Gemisch aus den Glucosiden von
Malvidin, Petunidin und Cyanidin, zeigte sich ebenfalls als potenter Inhibitor der beiden
Verdauungsenzyme (vgl. Tabelle 5-11). Kaeswurm et al. konnten bereits zeigen, dass
Pelargonidin-3-glucosid, Malvidin-3-glucosid und Cyanidin-3-glucosid innerhalb der Anthocyane zu
den potentesten Inhibitoren z&hlten [Kaeswurm et al.,, 2020]. Diese Verbindungen waren in
Subfraktion 2 zu finden und kénnten somit die vergleichsweise hdhere, inhibitorische Aktivitat
begrinden. Fir die Subfraktionen 4 und 5 konnte kein ICso-Wert im a-Amylase-Assay ermittelt
werden.

Tabelle 5-11: Anthocyanzusammensetzung der verschiedenen Subfraktionen der Anthocyanfraktion des
Extraktes aus rotem Traubensaftkonzentrat [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Subfraktion
F1 F2 F3 F4 F5 Fcall
Delphinidin-3-glucosid X
Cyanidin-3-glucosid X
Petunidin-3-glucosid X
Malvidin-3-glucosid X X X X
Peonidin-3-glucosid X X X
Malvidin-3-acetylglucosid X
Peonidin-3-cumaroylhexosid | + Il X
Petunidin-3-cumaroylhexosid X
Malvidin-3-cumaroylhexosid X

Rest an nicht vollstandig
abgetrennten Polymere

Anthocyan
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RT-CF Subfraktion 6 und 7 wiesen in beiden Enzym-Inhibitions-Assays die geringste inhibitorische
Aktivitdt auf. IThre Zusammensetzung, die Caftarsaure, Gallussdure und Cutarsaure umfasste,
ahnelte sich. Eine Probe mit hohem inhibitorischen Potential gegenuber den beiden
Verdauungsenzyme war Subfraktion 3, die verschiedene Hexoside der Coumarséaure und von
Isorhamnetin enthielt. Subfraktion coil mit einer grof3en Variation an verschiedenen Copigmenten
hemmte effektiv die Aktivitat der a-Glucosidase, gehorte jedoch im a-Amylase-Assay zu den weniger
aktiven Subfraktionen (vgl. Tabelle 5-12). Das koénnte auf das darin enthaltene Epicatechin,
Resveratrol und die Syringasaure zuriickzufiihren sein [Rasouli et al., 2017].

Tabelle 5-12: Copigmentzusammensetzung der verschiedenen Subfraktionen der Copigmentfraktion des
Extraktes aus rotem Traubensaftkonzentrat [Ostberg-Potthoff et al., 2019].

Subfraktion
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 Fcaoil
Cumaroyl-Iridoid X X
Unbekannt X X
Cumarséaure-hexosid | X
Cumarsaure-hexosid Il X
Isorhamnetin-hexosid X
Caftarsaure
Polydatin
Quercetin-3-galactosid
Quercetin-3-glucosid
Quercetin-Derivat
Quercetin-3-glucoronid X X
Gallusséaure X
Cutarsaure X X
Fertarsaure X
Unbekannt X
Protocatechuséaure
Resveratrol
Cumarsaure
Syringasaure
Epicatechin

Rest an nicht vollstandig
abgetrennten Polymere

Copigment

XXX | X[ X

XX | X|X|X

5.3.4 Fazit

Mittels in vitro Inhibitionsassays gegeniber a-Amylase, a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a
und Dipeptidylpeptidase IV wurden die drei aktivsten Fruchtsafte identifiziert.

Die aktivitdtsgeleitete Fraktionierung und die strukturelle Charakterisierung der verantwortlichen
Saftinhaltsstoffe erfolgte an der TU Braunschweig mit Extrakten aus einem Aroniasaft (Aronia
melanocarpa), einem Granatapfelsaft (Punica granatum) und roten Traubenkonzentrat (Vitis
vinifera) aus ltalien. Das Inhibierungspotenzial der erhaltenen Fraktionen wurde in vitro gegeniber

a-Amylase, a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a und Dipeptidylpeptidase IV untersucht. Eine

s
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anschliel3ende Subfraktionierung der erhaltenen Anthocyan- und Copigmentfraktionen wurde an der
TU Braunschweig durchgefuihrt. Bei den in vitro Untersuchungen der Fraktionen zeigte sich, dass
alle Fraktionen potente Inhibitoren der vier Enzyme enthielten. Vor allem die Polymerfraktion des
Extraktes aus Aroniadirektsaft sowie die Anthocyanfraktion des Extraktes aus Granatapfeldirektsaft
zeigten ein groRes Hemmpotential in den Assays. Die restlichen Fraktionen des Extraktes aus
Granatapfelsaft waren hingegen weniger aktiv, ebenso wie die Anthocyanfraktion des Extraktes aus
Aroniadirektsaft. In dieser Fraktion waren lediglich Glykoside von Cyanidin enthalten, im Gegensatz
zu den anderen beiden Anthocyanfraktionen, in denen Glykoside verschiedener Anthocyanidine
vorlagen. Die vergleichsweise geringe inhibitorische Aktivitat der Granatapfel-Copigmentfraktion
kénnte auf die darin enthaltenen Molekile zurtickzufiihren sein. Hier lagen vor allem Ellagitannine,
wie Punicalin, Pedunculagin und Granatin, vor, welche besonders grofl3e Molekiile sind und somit
eventuell weniger effektiv an das katalytische Zentrum der Enzyme binden kénnen.

Wahrend Subfraktionen, die Peonidin-3-glucosid enthielten, tendenziell ein geringeres
inhibitorisches Potential gegenlber a-Glucosidase und a-Amylase zeigten, waren Delphinidin- und
Petunidin-3-glucosid-haltige Subfraktionen aktiver. Diese Beobachtungen spiegelten sich auch in
der Literatur wider. Hier wird beschrieben, dass Molekile mit einem hohen Gehalt an
Hydroxylgruppen und damit héherer Polaritat effektiver die Aktivitat der beiden Enzyme hemmten
[Lo Piparo et al., 2008]. Diese Tendenz lie sich auch bei den Copigmenten beobachten, wobei
Punicalin und andere Ellagitannine trotz einer hohen Anzahl an Hydroxylierungen nur geringe
inhibitorische Aktivitat zeigten. Dies konnte auf die Grof3e der Molekile zuriickzufuhren sein. So
kénnten Molekile mit einem niedrigeren Molekulargewicht in der Lage sein, spezifischere
Interaktionen mit den Enzymen einzugehen. Cyanidin-3-galactosid wies eine geringe Inhibition der
beiden Enzyme auf, in Kombination mit anderen Anthocyanen, wie z.B. Cyanidin-3-arabinosid und
Cyanidin-3-xylosid, war es jedoch sehr aktiv. Das lasst darauf schliel3en, dass die inhibitorische
Aktivitdt nicht nur von einzelnen Polyphenolen abhdngt, sondern auch von der Interaktion
verschiedener phenolischer Substanzen.

Im Screening der Subfraktionen zeigte sich, dass sowohl fir die anthocyan- als auch die copigment-
reichen Subfraktionen im a-Glucosidase-Assay niedrigere ICso-Werte ermittelt werden konnten als
im a-Amylase-Assay. Bei der Inhibition der a-Amylase-Aktivitat spielten unter den Copigmenten vor
allem kondensierte Tannine eine bedeutende Rolle. Ziel der aktivitatsgeleiteten Fraktionierung war
die Identifizierung von Einzelsubstanzen, die fir das inhibitorische Potential der Fruchtsaftextrakte
verantwortlich sind. Anhand unserer Ergebnisse war es noch nicht mdoglich die Inhibition auf
bestimmte Substanzen zurlickzufiihren. Allerdings konnten relevante Struktureigenschaften
identifiziert werden, wie die Menge an Hydroxylgruppen im Molekil oder die MolekilgréRe. Die
Hydroxylgruppen kénnen tUber Wasserstoffbriickenbindungen besonders effektiv an das katalytische

Zentrum der Enzyme binden [Lo Piparo et al., 2008]. Um unsere Beobachtungen zu bestéatigen und

92



Ergebnisse und Diskussion

eventuell doch eine Schlisselsubstanz fiir die inhibitorische Aktivitdt zu ermitteln, wurden
anschliel3end verschiedene Anthocyane und andere Polyphenole als Reinsubstanzen getestet.

5.4 Untersuchung von Reinsubstanzen

Um die aktiven Inhaltsstoffe eindeutig identifizieren zu kébnnen und um synergistische Effekte zu
untersuchen, wurden verschiedene Anthocyane sowie Copigmente als Reinstoffe im a-Amylase-,
a-Glucosidase-, Glykogenphosphorylase-a- und Dipeptidylpeptidase-IV-Assay untersucht. Die

Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt.

5.4.1 Vergleich verschiedener Anthocyane

In Abbildung 5-14 sind die Ergebnisse der Untersuchungen von kommerziell erhéltlichen
Anthocyanen dargestellt. Anthocyane sowie deren Aglyka sind bekanntermafien recht instabil,
konnten in unseren Testsystemen jedoch durch die eingesetzten pH-Puffersysteme fir die
Messdauer ausreichend stabilisiert werden [Triebel et al., 2012]. Fur einige der getesteten
Reinsubstanzen konnte kein ICso-Wert ermittelt werden, da bei einer eingesetzten Konzentration von
2 mM die Aktivitat der vier untersuchten Enzyme nicht zu 50 % gehemmt werden konnte. Daher
wurde ein Vergleich der %-Inhibition bei 2 mM der Reinsubstanz vorgenommen.

Im Durchschnitt zeigten die Anthocyane die hdchste Affinitat gegeniiber Dipeptidylpeptidase V.

Im a-Amylase-Assay zeigte Cyanidin-3-arabinosid das gréte Inhibitionspotential, gefolgt von den
Glucosiden von Delphinidin, Peonidin, Malvidin und Petunidin, sowie Cyanidin-3-rutinosid. Fir
insgesamt acht Substanzen (Cyanidin, Delphinidin-3,5-diglucosid, Cyanidin-3,5-glucosid, Cyanidin-
3-galactosid, Delphinidin-3-galactosid, Cyanidin-3-glucosid, Pelargonidin-3-glucosid und Peonidin-
3-arabinosid) konnte jedoch kein Inhibitionswert im a-Amylase-Assay bestimmt werden.

Auffallig war, dass Cyanidin das grofte Potential aufwies, die Aktivitdt von a-Glucosidase zu
hemmen. Die beobachtete Inhibition war circa doppelt so hoch wie die des zweitaktiven Anthocyans
(Delphinidin-3-glucosid). Im Allgemeinen waren alle weiteren untersuchten Substanzen in etwa
gleich aktiv (Inhibition: 7,37 £ 1,93 %).

Fir das Anthocyan Cyanidin-3-arabinosid und das Anthocyanidin Cyanidin konnte bei einer
Konzentration von 2 mM im Glykogenphosphorylase-a-Assay eine Inhibition von nahezu 100 %
ermittelt werden. Damit waren sie mit Abstand die aktivsten Substanzen in diesem Testsystem. Die
weiteren Verbindungen zeigten alle ein deutlich niedrigeres Inhibitionspotential. Im Vergleich zu den
ersten beiden Assays, lag die gemessene %-Inhibition jedoch relativ hoch.

Im Dipeptidylpeptidase-IV-Assay z&hlten zur Gruppe der weniger aktiven Anthocyane (Inhibition:
41,3 + 0,8 %) sowohl die Diglucoside von Cyanidin und Delphinidin als auch kleinere Molekle, wie

Petunidin-3-glucosid, Cynidin-3-arabinosid und Cyanidin. Die drei weiteren getesteten Cyanidin-
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Derivate (Glucosid, Rutinosid und Galactosid) gehérten wiederrum zusammen mit
Malvidin-3-glucosid zu den vier aktivsten Anthocyanen.
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Abbildung 5-14: Inhibition (%) des a-Amylase- (A), a-Glucosidase- (B), Glykogenphosphorylase-a- (C) und
Dipeptidylpeptidase-1V-Assays (D). Dargestellt sind die Ergebnisse der getesteten Anthocyan-
Reinsubstanzen (c = 2 mM) als Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3).

5.4.2 Vergleich verschiedener Copigmente

In Abbildung 5-15 sind die Ergebnisse der Untersuchungen der kommerziell erhéltlichen
Copigmente dargestellt. Fir einige der getesteten Reinsubstanzen konnte kein 1Cso-Wert ermittelt
werden, da bei einer eingesetzten Konzentration von 2 mM die Aktivitat beider Verdauungsenzyme
nicht zu 50 % gehemmt werden konnte. Daher wurde das inhibitorische Potential anhand der
%-Inhibition bei 2 mM der Reinsubstanz verglichen.

Verglich man alle vier Enzym-Inhibitions-Assays, zeigte sich, dass im Dipeptidylpeptidase-IV-Assay
fur die untersuchten Copigmente die héchste %-Inhibition ermittelt werden konnte.

Das aktivste Copigment im a-Amylase-Assay war Kaempferol-3-glucosid (30,2 + 2,2 %), gefolgt von
Quercetin-3-galactosid (28,0 £ 0,9 %). Caftarsaure (11,5 *+ 2,5 %) hingegen war ein weniger potenter
Inhibitor dieses Verdauungsenzyms. Ellagsaure (10,9 £ 0,8 %), Punicalin (3,8 = 0,2 %) und
Punicalagin (4,8 + 2,6 %), sowie Chlorogensaure (20,3 £ 2,3 %), 3-Caffeoylchinasaure (13,8 £ 1,4 %)
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und 4-Caffeoylchinasaure (16,0 + 3,1 %) zeigten jeweils vergleichbare Aktivitaten, was auf ihre
strukturellen Ahnlichkeiten zuriickzufiihren sein kénnte. Punicalin und Punicalagin sowie die beiden
Caffeoylchinaséuren zeigten hierbei eine marginal niedrigere inhibitorische Aktivitat als Ellagsaure
respektive Chlorogensaure.

Auch im a-Glucosidase-Assay war das aktivste Copigment Kaempferol-3-glucosid (13,2 + 0,7 %).
Wie zuvor waren die beobachteten Aktivitaten von Ellagsaure (6,0 + 0,8 %), Punicalin (8,7 + 0,6 %)
und Punicalagin (11,5 £ 1,0 %), sowie Chlorogenséaure (3,3 + 1,9 %), 3-Caffeoylchinasaure (3,6
2,2 %) und 4-Caffeoylchinasédure (4,5 £ 3,3 %) vergleichbar. Jedoch waren hier die beiden
Caffeoylchinasauren sowie Punicalin und Punicalagin etwas aktiver als Chlorogensaure bzw.
Ellagsaure. Wahrend die Gruppe der Chlorogensaure-lsomere im a-Amylase-Assay noch aktiver
war als die der Ellagitannine, war das Gegenteil im a-Glucosidase-Assay der Fall.

Im Glykogenphosphorylase-a-Assay zeigte die Ellagsdure (86,5 = 0,2 %) das grofte
Inhibitionspotential, gefolgt von den strukturverwandten Verbindungen Punicalagin (67,6 + 4,9 %)
und Punicalin (35,8 + 6,9 %). Chlorogensaure (12,9 = 5,0 %) sowie 3-Caffeoylchinasaure (12,9 +
2,1 %) und 4-Caffeoylchinasaure (9,5 + 3,6 %) zeigten eine deutlich niedrigere inhibitorische
Aktivitat, was auf die Strukturdhnlichkeit zurtickzufiihren sein kénnte. Das am wenigsten aktive
getestete Copigment war die Caftarsaure (4,4 = 1,3 %).

Der potenteste Inhibitor von DPP IV war die Ellagsaure (72,5 + 2,9 %), wohingegen die Caftarsaure
(33,3 £ 12,7 %) auch hier das geringste Inhibitionspotential zeigte. Chlorogensaure (40,4 + 11,4 %),
3-Caffeoylchinasaure (42,9 + 3,3 %) und 4-Caffeoylchinaséure (52,1 + 3,9 %) zeigten auch hier
vergleichbare Aktivitaten und hemmten im Vergleich zu den Ellagitanninen die Enzymaktivitat
ebenfalls, wie auch schon bei a-Glucosidase und Glykogenphosphorylase a beobachtet, weniger

potent.
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Abbildung 5-15: Inhibition (%) des a-Amylase- (A), a-Glucosidase- (B), Glykogenphosphorylase-a- (C) und
Dipeptidylpeptidase-1V-Assays (D). Dargestellt sind die Ergebnisse der getesteten Copigment-
Reinsubstanzen (c = 2 mM) als Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3).

5.4.3 Fazit der Untersuchung von Anthocyanen und Copigmenten als Reinsubstanzen

Allgemein konnten sowohl fiir Anthocyane und Copigmente nur geringe %-Inhibitionen gegentber
a-Amylase und a-Glucosidase ermittelt werden. Im Amylase-Assay konnte fur einige Anthocyane
sogar keine inhibitorische Aktivitat bestimmt werden. Gegenuber Glykogenphosphorylase a sowie
Dipeptidylpeptidase 1V zeigten die getesteten Substanzen ein vergleichsweise hodheres
Inhibitionspotential.

Die Untersuchung der kommerziell erhaltlichen Anthocyane zeigte eine gewisse
Strukturabhangigkeit der inhibitorischen Aktivitat. Je mehr Hydroxylgruppen das Molekl hatte, desto
grolRer war das beobachtete Inhibitionspotential. Die Copigmente zeigten dieselbe Tendenz. Diese
Beobachtung kann darauf zuriickzufuhren sein, dass die Hydroxylgruppen in der Lage sind effektiv
an das katalytische Zentrum der Enzyme zu binden und es dementsprechend aktiver zu hemmen
[Lo Piparo et al., 2008; Li et al., 2009; Martinez-Gonzalez et al., 2019]. Zusatzlich spielte aber auch
die Position der Hydroxylgruppe und auch der Methylgruppe eine entscheidende Rolle. War der
B-Ring der Anthocyane beispielsweise nicht methyliert, flhrte das zu einem hdheren
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Bindungspotential an die Enzyme und infolgedessen zu einer hdheren inhibitorischen Aktivitat [Yuan
et al., 2014]. Als Beispiel sind hier die Glykoside von Delphinidin zu nennen. Sie zeigten ein
vergleichsweise hdheres Inhibitionspotential als andere Anthocyane. Die Ausnahme bildete hierbei
Delphinidin-3,5-diglucosid. Das wies darauf hin, dass Anthocyane mit einem Monosaccharid als
Zucker die Enzyme effektiver hemmen konnten. Diese Ergebnisse stimmten mit der in der Literatur
fur verschiedene Cyanidin-Glykoside beschriebenen Beobachtung Uberein, dass die Zuckereinheit,
die an das Anthocyan gebunden ist, das Inhibitionspotential beeinflusste [Gowd et al., 2017]. Diese
GroRenabhangigkeit konnte auch fir die Copigmente beobachtet werden. Punicalin sowie andere
Ellagitannine inhibierten die Enzymaktivitat relativ schwach trotz ihrer hohen Anzahl an
Hydroxylgruppen. Allgemein konnte ein Trend beobachtet werden, dass je niedriger das
Molekulgewicht einer Substanz war, desto héher war das Inhibitionspotential, was ebenfalls bereits
in der Literatur beschrieben wurde [Kaeswurm et al., 2019]. Nach Chen et al. beeinflussen auch van-
der-Waals-Krafte die inhibitorische Aktivitat von Substanzen, vor allem gegeniber a-Glucosidase
[Chen et al., 2020a]. Cyanidin zeigte die hochste %-Inhibition gegenuber a-Glucosidase und ist
bekannt dafir starke van-der-Waals-Krafte aufbauen zu kénnen. Malvidin-3-glucosid z&hlte in
unseren Untersuchungen ebenfalls zu den aktiveren Anthocyanen. Dies kdnnte tber die Bildung
stabiler Wasserstoffbriickenbindungen an die katalytischen Schliisselreste der Enzyme erklart
werden, die bereits fur Malvidin-3-arabinosid beschrieben werden konnten [Xie et al., 2020]. Da fur
einige Anthocyane keine Inhibition der a-Amylase-Aktivitat beobachtet werden konnte, lasst sich
eine Praferenz zu den anderen Enzymen vermuten. So konnte auch bereits beim einem Vergleich
der hypoglykdmischen Wirkung von Extrakten aus schwarzen und griinen Johannisbeeren
festgestellt werden, dass die griinen Johannisbeer-Extrakte lediglich gegenuber a-Amylase eine
inhibitorische Aktivitat zeigten, wahrend die anthocyanreichen, schwarzen Johannisbeer-Extrakte
auch aktiv gegenuber der a-Glucosidase-Aktivitdt waren [Barik et al., 2020]. Dies wurde auch in
weiteren Untersuchungen mit Extrakten aus Traubenschalen und -fruchtfleisch beobachtet [Tkacz
et al., 2019]. Eine Tendenz in Richtung der a-Glucosidase-Inhibition konnte ebenfalls fur die
Ellagitannine des Granatapfels beobachtet werden. So lag die ermittelte %-Inhibition im
a-Glucosidase-Assay ungefahr doppelt so hoch wie im a-Amylase-Assay. Diese hohere Sensitivitat
der a-Glucosidase gegenuber wurde ebenfalls bereits in der Literatur beschrieben [Bellesia et al.,
2015].

Fir die einzelnen Fruchtsaftextrakte und -fraktionen konnten, auch im Vergleich zu den jeweiligen
Positivkontrollen, Gberwiegend niedrige 1Cso-Werte und damit ein hohes inhibitorisches Potential
ermittelt werden. Bei der Testung der Reinsubstanzen jedoch konnte selbst bei einer eingesetzten
Konzentration von 2 mM teilweise keine 50-%ige Hemmung beobachtet werden. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die inhibitorische Aktivitat der Extrakte nicht auf eine einzelne Substanz

zurlckgefuhrt werden kann. Vielmehr ist es mdglich, dass durch Interaktion der einzelnen

s
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phenolischen Substanzen untereinander die jeweilige Enzyminhibition gesteigert werden kann. Ein
ahnlicher synergistischer Effekt konnte bereits fir Cyanidin-3-rutinosid beobachtet werden. Die
Inhibition der Aktivitdt von a-Amylase konnte gesteigert werden, wenn dieses Anthocyan mit
Acarbose kombiniert wurde [Akkarachiyasit et al., 2011].

Um unsere Beobachtungen zu bestatigen, sollten in weiteren Studien Mischungen aus
verschiedenen Polyphenolen (Anthocyane mit Anthocyanen, Anthocyane mit Copigmente und
Copigmente mit Copigmente) in unterschiedlichen Verhaltnissen durchgefihrt werden, um die
Kombination ermitteln zu kdnnen, die die hochste inhibitorische Aktivitat aufweist. Hierbei kann sich
sowohl an den hier dargestellten Ergebnissen der Reinsubstanzen orientiert werden als auch eine
Mischung hergestellt werden, die den untersuchten Extrakten aus Fruchtsaften und daraus
gewonnenen Fraktionen der vorliegenden Arbeit entsprechen. Vielversprechend kénnten hierbei
Mischungen sein, die in den Extrakten und Fraktionen aus Aroniasaft vorkommen, da diese im
Vergleich bestandig zu den effektivsten Inhibitoren der Aktivitdt der verschiedenen untersuchten
Enzyme zé&hlten. Daher wurde die Humanstudie, die dazu dienen sollte zu tberprufen, ob die in vitro
beobachteten Ergebnisse auch auf die in vivo Situation im Menschen Ubertragbar ist, mit einem
Extrakt aus einem Aroniadirektsaft durchgefiihrt. Da sich auch die Extrakte und Fraktionen aus rotem
Traubensaft vergleichsweise aktiv zeigten, wurde zusatzlich ein Extrakt aus rotem

Traubensaftkonzentrat in der Humanstudie getestet.

5.5 Ergebnisse der Kinetikmessungen

Um sicherzustellen, dass die beobachteten Inhibitionsaktivitaten spezifisch waren, wurden mit
ausgewahlten Saftextrakten (Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotes
Traubensaftkonzentrat) sowie deren drei Fraktionen Kinetikstudien fir a-Amylase und
a-Glucosidase durchgefihrt.

Die in den Enzym-Inhibitions-Assays ermittelten vo-Werte wurden in einem Lineweaver-Burk-Plot
gegen die eingesetzten Substratkonzentrationen aufgetragen, einmal ohne Zusatz der Testsubstanz
und einmal mit der Probe, in einer Konzentration dem ICso-Wert entsprechend. Durch die Stellung
der beiden Geraden zueinander konnte der Inhibitionsmechanismus bestimmt werden.

In den folgenden Abbildungen ist je ein Beispiel fur die drei reversiblen Hemmmechanismen
dargestellt: kompetitiv (Abbildung 5-16), unkompetitiv (Abbildung 5-17) und nicht-kompetitiv
(Abbildung 5-18). Die vollstéandige graphische Auswertung ist in Kapitel 10.8 zu finden.
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Abbildung 5-16: Lineweaver-Burk-Plot flir den Extrakt aus Aroniadirektsaft (A) im a-Amylase-Assay als
Beispiel fur einen kompetitiven Inhibitionsmechanismus.
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Abbildung 5-17: Lineweaver-Burk-Plot fiir die Copigmentfraktion des Extraktes aus Granatapfeldirektsaft (G-
CF) im a-Glucosidase-Assay als Beispiel fir einen unkompetitiven Inhibitionsmechanismus.
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Abbildung 5-18: Lineweaver-Burk-Plot flr den Extrakt aus rotem Traubensaftkonzentrat (T) im a-Glucosidase-
Assay als Beispiel fur einen nicht-kompetitiven Inhibitionsmechanismus.

5.5.1 Ergebnisse des a-Amylase-Inhibitions-Assays

In Tabelle 5-13 sind die Ergebnisse der Testung der Extrakte aus Aroniadirektsaft,
Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat sowie ihrer Fraktionen aufgefuhrt. Die
vollstandige graphische Auswertung ist in Kapitel 10.8.1 zu finden.

Tabelle 5-13: Ermittelte Hemmmechanismen der Extrakte aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und
rotem Traubensaftkonzentrat sowie ihrer Fraktionen flr den a-Amylase-Assay.

Fruchtsaftextrakt Fraktion Mechanismus

Gesamt Kompetitiv
Aroniadirektsaft Anthocyan Kompet!t!v
Copigment Kompetitiv

Polymer Nicht-Kompetitiv
Gesamt Kompetitiv
Granatapfeldirektsaft Anthocyan Kompet!t!v
Copigment Kompetitiv
Polymer Kompetitiv
Gesamt Kompetitiv
Roter Anthocyan Kompetitiv

Traubensaftkonzentrat Copigment Unkompetitiv

Polymer Kompetitiv
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Der Extrakt aus Aroniadirektsaft zeigte auf die a-Amylase einen kompetitiven Hemmmechanismus.
Dieser konnte auch fur die Anthocyan- und die Copigmentfraktion bestimmt werden. Die
Polymerfraktion hemmte die Aktivitat nicht-kompetitiv. Da diese lediglich ca. 9 % des
Gesamtextraktes ausmacht, wurde der Mechanismus des Gesamtextraktes dadurch jedoch nicht
signifikant beeinflusst. Fir die Cyanidinderivate Cyanidin-3-glucosid und Cyanidin-3-rutinosid, die
ebenfalls in Aronia enthalten sind, wurde bereits ein kompetitiver Mechanismus beschrieben
[Homoki et al., 2016]. Eine Mischung von Polyphenolen aus jungen, unreifen Apfeln, die wie Aronia
Quercetin, Chlorogensaure und Epicatechin enthielten, zeigte ebenfalls eine kompetitive Hemmung
auf die Aktivitat der a-Amylase [Sun et al., 2016].

Alle Fraktionen des Granatapfeldirektsaft-Extraktes sowie der Saftextrakt selbst hemmten die
Aktivitat der a-Amylase kompetitiv. Auch hier kdnnte der Mechanismus der Anthocyanfraktion auf
die hierin enthaltenen Cyanidinglykoside zuriickzufuhren sein, wahrend die Beobachtungen der
Copigmentfraktion auf Zimtsaure zurtickgehen kdnnte, die in Granatapfel enthalten war [Homoki et
al., 2016; Moein et al., 2017; Han et al., 2015].

Sowohl der Extrakt des roten Traubensaftkonzentrat als auch die daraus gewonnene Anthocyan-
und Polymerfraktion zeigten einen kompetitiven Hemmmechanismus, wahrend die
Copigmentfraktion die Enzymaktivitdt unkompetitiv. hemmte. Fir Malvidin-3-glucosid sowie
Cyanidin-3-glucosid, die beide zu den Hauptanthocyanen in roten Trauben zahlten, wurde bereits

ein kompetitiver Hemmmechanismus beschrieben [Homoki et al., 2016].

5.5.2 Ergebnisse des a-Glucosidase-Inhibitions-Assays

Tabelle 5-14 zeigt die Ergebnisse der Testung der Extrakte aus Aroniadirektsaft,
Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat sowie ihrer Fraktionen. Die vollstandige

graphische Auswertung ist in Kapitel 10.8.2 zu finden.
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Tabelle 5-14: Ermittelte Hemmmechanismen der Extrakte aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und
rotem Traubensaftkonzentrat sowie ihrer Fraktionen flr den a-Glucosidase-Assay.

Fruchtsaftextrakt Fraktion Mechanismus
Gesamt Kompetitiv
Aroniadirektsaft Anthocyan Kompet?t?v
Copigment Kompetitiv
Polymer Nicht-kompetitiv
Gesamt Nicht-kompetitiv
Granatapfeldirektsaft Anthocyan Nicht—komp(.et.itiv
Copigment Unkompetitiv
Polymer Kompetitiv
Gesamt Nicht-kompetitiv
Roter Anthocyan Unkompetitiv
Traubensaftkonzentrat Copigment Nicht-kompetitiv
Polymer Unkompetitiv

Wahrend die Polymerfraktion die a-Glucosidase nicht-kompetitiv hemmte, zeigte sowohl der Extrakt
aus Aroniadirektsaft sowie die daraus hergestellte Anthocyan- und Copigmentfraktion einen
kompetitiven Hemmmechanismus. Das Aglykon Cyanidin, dessen Glykoside das Anthocyanprofil
von Aroniafriichten dominierten, hemmte die Aktivitat der a-Glucosidase kompetitiv [Chen et al.,
2020b]. Die kompetitive Hemmung der Copigmentfraktion lasst sich durch die darin enthaltenen
Quercetinderivate erklaren [S6hretogdlu und Sari, 2019].

Der Extrakt des Granatapfeldirektsaftes sowie die daraus gewonnene Anthocyanfraktion hemmten
die Aktivitat der a-Glucosidase nicht-kompetitiv, die Copigmentfraktion hingegen unkompetitiv und
die Polymerfraktion kompetitiv. Adisakwattana et al. ermittelten fur Cyanidin-3-galactosid ebenfalls
einen nicht-kompetitiven Hemmmechanismus [Adisakwattana et al., 2009]. Verschiedene andere
Flavonoide, wie beispielsweise Catechine, zeigten eine unkompetitive Hemmung der Enzymaktivitat
[Sohretoglu und Sari, 2019; Indrianingsih et al., 2015].

Sowohl der rote Traubensaftkonzentrat-Extrakt als auch die Copigmentfraktion zeigten einen nicht-
kompetitiven Hemmmechanismus, wahrend die Anthocyan- und die Polymerfraktion die
Enzymaktivitdt unkompetitiv hemmten. Dies konnte bereits fir andere anthocyanhaltige Extrakte
beobachtet werden [Rouzbehan et al, 2017]. Der beobachtete Mechanismus fur die
Copigmentfraktion kénnte auf die anwesenden Kaempferolderivate zuriickzufihren sein. Fir diese
konnte bereits eine nicht-kompetitive Hemmung der a-Glucosidase nachgewiesen werden
[Indrianingsih et al., 2015].
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5.5.3 Fazit

Fur den Extrakt aus Aroniadirektsaft, Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat konnte
gegenuber der a-Amylase ein kompetitiver Hemmmechanismus ermittelt werden, welcher sich
weitestgehend auch in den einzelnen Fraktionen widerspiegelte. Die Aktivitat der a-Glucosidase
wurde durch den Extrakt aus Granatapfeldirektsaft und den aus rotem Traubensaftkonzentrat jeweils
nicht-kompetitiv gehemmt und durch den Extrakt aus Aroniadirektsaft kompetitiv. Somit konnten fir
alle Extrakte und Fraktionen reversible Mechanismen nachgewiesen werden.

Gegenuber a-Amylase konnte bereits fur verschiedene Anthocyane, wie beispielsweise Cyanidin-3-
glucosid, Cyaidin-3-rutinosid und Malvidin-3-glucosid ein kompetitiver Hemmmechanismus
beobachtet werden [Homoki et al., 2016]. Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen. Alle
Anthocyanfraktionen hemmten die Aktivitat dieses Enzyms kompetitiv. Auch flr andere Polyphenole
wie Quercetin, Chlorogensdure, Epicatechin oder Zimtsaure ist ein kompetitiver
Hemmmechanismus bekannt [Sun et al., 2016; Moein et al., 2017]. Die von uns fir die meisten
Copigmentfraktionen beobachteten Inhibitionsmechanismen koénnten auf diese Substanzen
zurlckzufuhren sein.

Die Ergebnisse des a-Glucosidase-Assays zeigten gréRere Unterschiede im beobachteten
Hemmmechanismus der einzelnen Fraktionen. Dies kann jedoch auf die jeweilige
Polyphenolzusammensetzung zuriickzufiihren sein. Wahrend Cyanidin, das Hauptaglykon in
Aroniafriichten, die Aktivitdit des Enzyms kompetitiv hemmte, zeigten andere anthocyanhaltige
Extrakte auch eine unkompetitive Inhibition [Chen et al., 2020b; Rouzbehan et al., 2017]. Auch durch
andere Polyphenole wurde die Aktivitadt der a-Glucosidase unterschiedlich gehemmt. Wahrend fir
Quercetinderivate eine kompetitive Hemmung beobachtet werden konnte, hemmte Catechin die
Enzymaktivitdt unkompetitiv und Kaempferolderivate nicht-kompetitiv [S6hretodlu und Sari, 2019;
Indrianingsih et al., 2015]. Diese Beobachtungen aus der Literatur spiegelten sich auch in unseren
Ergebnissen wieder.

Die fur die Gesamtextrakte beobachteten Hemmmechanismen spiegelten sich auch in den
Fraktionen wieder und lie3en sich durch deren Anteile am Gesamtextrakt erklaren. So zeigte
beispielsweise die Anthocyan- und Copigmentfraktion des Aronia-Extraktes im a-Amylase-Assay
eine kompetitive Hemmung, die Polymerfraktion jedoch eine nicht-kompetitive. Obwohl der
Gesamtextrakt alle Hemmmechanismen der einzelnen Bestandteile aufweisen sollte, konnte ihm
ebenfalls eine kompetitive Hemmung zugeordnet werden. Der Effekt der Copigment- und
Anthocyanfraktion Gberwiegte somit und die Wirkung der Polymerfraktion, die zusatzlich nur einen
geringen Anteil am Gesamtextrakt ausmachte, beeinflusste das Ergebnis nicht. Da die Bestimmung
des Hemmmechanismus graphisch erfolgte und auf dem Vergleich von Ky und vmax beruhte, unterlag

die Zuordnung auch gewissen Ungenauigkeiten.
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5.6 Pilotstudie

Die bisher erhaltenen Ergebnisse stammten aus zellfreien, photometrischen Inhibitionsassays. Um
die Relevanz dieser Beobachtungen bestimmen zu kénnen, war eine Humanstudie nétig. Diese
ermdglichte die Ergebnisse auf die in vivo Situation zu Ubertragen. Aufbauend auf den in vitro
Resultaten wurden in einer humanen Interventionsstudie zwei Extrakte — Extrakt aus
Aroniadirektsaft und Extrakt aus rotem Traubensaftkonzentrat — untersucht. Nach Konsum eines
Testgetrankes, das entweder nur aus 400 mL Wasser und 75 g Maltodextrin bestand oder zusatzlich
einen der beiden Extrakte (100 mg Aroniadirektsaft- oder 120 mg rotem Traubensaftkonzentrat-
Extrakt) enthielt, wurde der Blutzuckerspiegel, die Insulinkonzentration und der
Gewebsglucosespiegel in zehn gesunden, mannlichen Probanden gemessen. Wahrend die ersten
beiden Parameter in Blutproben der Probanden im Westpfalzklinikum (Institut far
Laboratoriumsmedizin, Chefarzt Prof. Dr. Axel Stachon) ermittelt wurden, wurde fir den
Gewebsglucosespiegel das Flash Glukose Messsystem FreeStyle Libre der Firma Abbott Diabetes
Care Inc. verwendet. Die Konzentration der Plasmaparameter (Blutzuckerspiegel und
Insulinkonzentration) wurde vor Gabe der Getranke bzw. 30, 60, 90, 120, 180, 240 und 360 Minuten
danach bestimmt. Die Erfassung des Gewebsglucosespiegels erfolgte vor der Gabe der Getranke
und dann alle 15 Minuten bis 360 Minuten nach Aufnahme. Die Menge der Extrakte wurde
entsprechend ihrer inhibitorischen Aktivitat in vitro gewahlt. Auf der Grundlage ihrer Ergebnisse in
den Enzym-Inhibitions-Assays wurde die Menge so gewahlt, dass sie der Aktivitat einer Tablette

Glucobay® und somit 50 mg Acarbose entsprach. Die Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt.

5.6.1 Einfluss der Extrakte auf den Blutglucosespiegel

Die Blutproben der humanen Interventionsstudie, die an der Technischen Universitét Kaiserslautern
durchgefihrt wurde (s. Kapitel 4.10), wurden im Westpfalzklinikum (Institut fir
Laboratoriumsmedizin, Chefarzt Prof. Dr. Axel Stachon) auf ihren Glucosegehalt untersucht. Zum
besseren Vergleich der Studiengetrdnke wurde die AUC (area under curve) der einzelnen
Probanden Uber den gesamten Erfassungszeitraum (0 — 360 Minuten) ermittelt. In Abbildung 5-19
sind die Ergebnisse der beiden Extrakte im Vergleich zur Kontrolle als Box plots dargestellt.

Fir das Getrank mit Aroniaextrakt (Extrakt aus Aroniadirektsaft und Maltodextrin in Wasser) konnte
eine signifikante Reduzierung der AUC und damit eine Senkung des Blutzuckerwertes im Vergleich
zur Kontrolle beobachtet werden. Beim Getrank mit Traubenextrakt (Extrakt aus
Traubensaftkonzentrat und Maltodextrin in Wasser) konnte kein Effekt beobachtet werden. Bei
beiden Extrakten zeigten sich deutliche interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen

Probanden.
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Abbildung 5-19: Blutglucosespiegel der einzelnen Probanden angegeben als area under curve (AUC) als
Einzelwerte und als box-plot (Mittelwert und Median; Minimal- und Maximalwerte) nach Konsum eines
Extraktes aus Aroniadirektsaft (A) bzw. rotem Traubensaftkonzentrat (B) im Vergleich zur Kontrolle
(Maltodextrin in Wasser) (n = 10). Die Zahlen 1 — 10 stehen fur die AUC der einzelnen Probanden.

5.6.2 Einfluss der Extrakte auf den Gewebsglucosespiegel

Der Gewebsglucosespiegel wurde mittels Flash Glukose Messsystem FreeStyle Libre der Firma

Abbott Diabetes Care Inc. kontinuierlich alle 15 min erfasst. Dabei handelt es sich um einen

minimalinvasiven Sensor am Oberarm, der mit Hilfe eines Messfiihlers kontinuierlich die

Glucosewerte in der Zwischenzellfliissigkeit bestimmt. Auch hier wurde anschlieBend Uber den

gesamten Erfassungszeitraum (0 — 360 Minuten) die AUC (area under curve) der einzelnen

Probanden ermittelt. Abbildung 5-20 zeigt exemplarisch ein Beispiel fir eine Kurve der Messung der

Gewebsglucosekonzentration mit Hilfe des FreeStyle Libre.
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Abbildung 5-20: Beispiel einer Kurve fir die Messung der Gewebsglucosekonzentration mittels FreeStyle

Libre.
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In Abbildung 5-21 sind die Ergebnisse der Bestimmung des Gewebsglucosespiegels fir die beiden
Extrakte im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Wahrend nach Aufnahme des Getrankes mit
Traubenextrakt (Extrakt aus Traubensaftkonzentrat und Maltodextrin in Wasser) keine Abnahme der
AUC und somit auch kein blutzuckersenkender Effekt beobachtet werden konnte, reduzierte sich
der Wert flr das Getrank mit Aroniaextrakt (Extrakt aus Aroniadirektsaft und Maltodextrin in Wasser)
signifikant. Auch hier konnten durch Aufnahme der beiden Extrakte mit Maltodextrin interindividuelle

Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden beobachtet werden.

T Mittelwert £ SD

— Median B
475007 o Mittelwert 50000 T itielwert £ SD
aso00 4% __Min/Max 47500 1 — Median
n=10 “ 450004 ° Mittelwert
42500 - I p=0.05 *  Min/Max
w & 42500 T =10

40000 | 40000 . * 6

37500 - 2 * s ] 2
S L : — : g #7500 3 - P
<< 35000 4 5 Y , <C 35000 L 4

T, 7 8 2
32500 |
32500 1 0 10 " 0 8 1
* 10 9 e, 30000 - 1 3
30000 - 8
L 27500
27500 A ! 25000 ¥ 7
* 1
25000 T T 22500 T T
Kontrolle Aroniadirektsaft-Extrakt Kontrolle Traubensaftkonzentrat-Extrakt

Abbildung 5-21: Gewebsglucosespiegel der einzelnen Probanden angegeben als area under curve (AUC) als
Einzelwerte und als box-plot (Mittelwert und Median; Minimal und Maximalwerte) nach Konsum eines
Extraktes aus Aroniadirektsaft (A) bzw. rotem Traubensaftkonzentrat (B) im Vergleich zur Kontrolle
(Maltodextrin in Wasser) (n = 10). Die Zahlen 1 — 10 stehen fir die AUC der einzelnen Probanden.

5.6.3 Einfluss der Extrakte auf die Insulinkonzentration

Die Blutproben der humanen Interventionsstudie, die an der Technischen Universitét Kaiserslautern
durchgefihrt wurde (s. Kapitel 4.10), wurden im Westpfalzklinikum (Institut fir
Laboratoriumsmedizin, Chefarzt Prof. Dr. Axel Stachon) auf ihre Insulinkonzentration untersucht.
Uber den gesamten Erfassungszeitraum (0 — 360 Minuten) wurde die AUC (area under curve) der
einzelnen Probanden bestimmt. In Abbildung 5-22 sind die Ergebnisse der beiden getesteten
Extrakte im Vergleich zur Kontrolle dargestellt.

Nach dem Konsum des Getrankes mit Traubenextrakt (Extrakt aus Traubensaftkonzentrat und
Maltodextrin in Wasser) konnte ein signifikanter Anstieg der Insulinkonzentration in den Blutproben
der Probanden gemessen werden. Anders als bei den anderen Parametern, konnte fiir das Getrank
mit Aroniaextrakt (Extrakt aus Aroniadirektsaft und Maltodextrin in Wasser) hier kein Effekt
festgestellt werden. Jedoch konnten auch hier wieder interindividuelle Unterschiede zwischen den

Probanden beobachtet werden.
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Abbildung 5-22: Insulinkonzentration der einzelnen Probanden angegeben als area under curve (AUC) als
Einzelwerte und als box-plot (Mittelwert und Median; Minimal und Maximalwerte) nach Konsum eines
Extraktes aus Aroniadirektsaft (A) bzw. rotem Traubensaftkonzentrat (B) im Vergleich zur Kontrolle
(Maltodextrin in Wasser) (n = 10). Die Zahlen 1 — 10 stehen fiir die AUC der einzelnen Probanden.

5.6.4 ,Responder”und ,Nicht-Responder®

Betrachtete man die Ergebnisse der einzelnen Probanden, konnten fur alle drei Parameter
(Blutglucose-, Gewebsglucose- und Insulinspiegel) interindividuelle Unterschiede beobachtet
werden. Wir konnten drei Personen identifizieren, bei denen der Glucosespiegel nach Einnahme des
Aroniaextraktes sehr signifikant reduziert wurde, wahrend bei den anderen keine Beeinflussung zu
beobachten war (s. Abbildung 5-23). Die Probanden konnten somit in ,Responder® und ,Nicht-

Responder® unterteilt werden.
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Abbildung 5-23: Blutglucosespiegel der Probanden angegeben als area under curve (AUC) als box-plot
(Mittelwert und Median; Minimal- und Maximalwerte) nach Konsum eines Extraktes aus Aroniadirektsaft im
Vergleich zur Kontrolle (Maltodextrin in Wasser) fur die ,Responder” (A, n = 3) und die ,Nicht-Responder” (B,
n=7).
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Es zeigte sich, dass der beobachtete Effekt mit dem Body Mass Index korreliert. Wahrend die
.Responder” einen BMI von 25,3 £ 0,4 kg/m2 (n = 3) aufwiesen, lag der BMI der ,Nicht-Responder*
bei 21,0 + 1,1 kg/m? (n =7).

5.6.5 Einfluss von Acarbose auf den Gewebsglucosespiegel

Wie bereits erwahnt, wurde die Menge der Extrakte aufgrund ihrer in vitro Ergebnisse im
a-Amylase- und a-Glucosidase-Assay gewahlt und so angepasst, dass sie der in vitro Aktivitat von
50 mg Acarbose (aquivalent zu einer Tablette Glucobay®) gegenulber a-Amylase und a-Glucosidase
entsprachen. Der Vergleich der Extrakte mit diesem Wirkstoff aus Diabetesmedikamenten sollte
auch in vivo erfolgen. Daher nahmen zusatzlich zu den bereits beschriebenen Untersuchungen zwei
Probanden (P1 und P2) Maltodextrin mit 50 mg Acarbose (in Form des Diabetesmedikamentes
Glucobay® von Bayer) ein und ihr Gewebsglucosespiegel wurde fir die nachsten drei Stunden mit
dem Sensor FreeStyle Libre der Firma Abbott Diabetes Care Inc. erfasst. Diese beiden Probanden
wurden ausgewahlt, da sie fur die drei zuvor beobachteten Parametern als ,Responder” (P2, BMI =
25,2 kg/m?) bzw. ,Nicht-Responder® (P1, BMI = 20,7 kg/m?) identifiziert werden konnten. In
Abbildung 5-24 sind die Ergebnisse fiir die beiden Probanden dargestellt. Sie zeigten sowohl bei der
Hohe ihrer Maxima, als auch bei dem Zeitpunkt der Maxima Unterschiede. Dies zeigt ebenfalls die
hohen interindividuellen Unterschiede des Glucosemetabolismus. Acarbose reduzierte den
Gewebsglucosespiegel des ,Responders” P2 auf dasselbe Level wie die beiden Studienextrakte.
Fir diesen Probanden konnten sowohl fur den Aroniadirektsaft-Extrakt als auch fur den Extrakt aus
rotem Traubensaftkonzentrat blutzuckerregulierende Effekte beobachtet werden. Wie bereits bei
den beiden Extrakten zeigte auch der Konsum von Acarbose bei dem ,Nicht-Responder” P1 keinen

Effekt auf den Gewebsglucosespiegel.
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Abbildung 5-24: Gewebsglucosespiegel [mg/dL] nach Aufnahme von 75 g reinem Maltodextrin (schwarz), 75
g Maltodextrin mit 100 mg Aroniadirektsaft-Extrakt (rot), 120 mg roten Traubensaftkonzentrat-Extrakt (lila) oder
50 mg Acarbose (grtin) fir P1 (A) und P2 (B).
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5.6.6 Fazit

Die Reduzierung des Blutglucosespiegels durch Extrakte aus roten Frichten konnte schon in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden [Castro-Acosta et al., 2017; Térronen et al., 2010]. In
einer humanen Interventionsstudie mit 16 Probanden beobachteten Kerimi et al. fir einen Extrakt
aus Granatapfelsaft sowie fur die entsprechenden Fruchtsauren (Apfel- und Citronensaure) keine
blutzuckersenkende Wirkung. Der Verzehr des Granatapfelsaftes selbst jedoch fuhrte zu einer
signifikanten Reduzierung des Blutglucosespiegels [Kerimi et al., 2017]. Das kdnnte bedeuten, dass
fur eine blutzuckersenkende Wirkung in vivo nicht nur Polyphenole, sondern ein Zusammenspiel aus
allen Fruchtsaftkomponenten verantwortlich sein koénnte. In einer weiteren Studie konsumierten
Patienten mit insulinabhéangigem und nicht-insulinabhdngigem Diabetes mellitus 200 mL eines
zuckerfreien Aroniasaftes, sowohl pur als auch in Kombination mit einem Standardfriihstiick. In
beiden Fallen wurde der Nuchtern-Blutzuckerwert gesenkt. Auch der tagliche Konsum des
Getrankes durch diese Patienten Uber drei Monate hinweg fuhrte zu einem dauerhaft gesenkten
Blutzuckerspiegel [Simeonov et al., 2002]. Dies bestatigt unsere Ergebnisse, die einen
blutzuckersenkenden Effekt fur einen Aroniaextrakt zeigten. Allerdings wurde hier ebenfalls der
gesamte Fruchtsaft untersucht, wie es bereits bei Kerimi et al. fir einen Granatapfelsaft der Fall war
[Kerimi et al., 2017].

Aufgrund der hohen Enzyminhibition, die in vitro fir die eingesetzten Extrakte beobachtet wurde,
wurde den Probanden in der vorliegenden Studie eine recht geringe Menge der Extrakte (100 mg
Aroniadirektsaft-Extrakt bzw. 120 mg roter Traubensaftkonzentrat-Extrakt) verabreicht. Das lasst die
Frage offen, ob eine hohere Gabe zu einem signifikanteren Effekt geflihrt hatte. Diese Korrelation
konnte bereits in einer Studie, in der Probanden ein Testgetrank mit schwarzem Johannisbeer-
Extrakt bekamen, ermittelt werden. Hier zeigte sich ein Effekt auf den Blutzuckerspiegel erst bei der
hdchsten verabreichten Dosis (600 mg in 200 mL) [Castro-Acosta et al., 2016]. Dies konnte auch in
einer anderen Studie beobachtet werden, bei der ein Beerenplree aus schwarzer Johannisbeere,
Heidelbeere, Cranberry und Erdbeere getestet wurde. Nach Verzehr von 150 g dieses Purees zeigte
sich in den zwdlf gesunden Probanden ein blutzuckersenkender Effekt [T6rronen et al., 2010]. In
einer weiteren Studie wurden die Nuchtern-Blutzuckerwerte von 58 mannlichen Diabetespatienten
ermittelt, nachdem sie zwolf Wochen lang entweder 240 ml eines Cranberrysaftes oder eines
Placebogetrdnkes zu sich genommen hatten. Auch hier zeigte sich eine Abnahme des
Blutglucosespiegels [Shidfar et al., 2012]. Allerdings wurden hier mit 240 ml des Saftes ebenfalls
eine deutlich hohere Menge an Fruchtsaft verabreicht als bei unserer Studie, bei der 100 mg
Aroniadirektsaft-Extrakt (entspricht ca. 10 ml des Direktsaftes) bzw. 120 mg roten
Traubensaftkonzentrat-Extrakt (entspricht ca. 22 ml des Saftkonzentrates) konsumiert wurden.
Trotzdem deckte sich der in diesen Studien festgestellte Trend, dass anthocyanreiche Fruchtsafte

in der Lage sind den Blutzuckerspiegel zu senken, mit unseren Ergebnissen.
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Fir alle drei Parameter konnten bei beiden Extrakten interindividuelle Unterschiede festgestellt
werden, die eine Einteilung der Probanden in ,Responder” und ,Nicht-Responder” ermdglichte. Eine
Korrelation der Resonanzen mit dem BMI zeigte deutliche Unterschiede. Wahrend die ,Responder*
einen BMI von 25,3 + 0,3 kg/m2 aufwiesen, lag er bei den ,Nicht-Respondern® bei 21,0 + 1,1 kg/m2.
Eine ahnliche Beobachtung machten auch Takei et al. In einer Studie mit leicht Gbergewichtigen
Diabetes mellitus Typ Il Patienten (BMI Giber 24 kg/m?), denen Uber einen Zeitraum von drei Monaten
taglich 150 mg Acarbose verabreicht wurden, stellten sie fest, dass Probanden mit einem héheren
BMI (28,2 + 3,8 kg/m?) dazu tendierten, nach Gabe von Acarbose einen starkeren
blutzuckersenkenden Effekt zu zeigen, im Vergleich zu den Probanden mit einem leicht geringeren
BMI (27,1 + 2,4 kg/m?) [Takei et al., 2001]. Eine Verifizierung der beobachteten Effekte mit Acarbose
wurde mit je einem Probanden der ,Responder®- und der ,Nicht-Responder“-Gruppe durchgefihrt.
P1 (Nicht-Responder, BMI = 20,7 kg/m?) und P2 (Responder, BMI = 25,2 kg/m?) zeigten mit
Glucobay® dieselben Effekte wie zuvor bereits mit den Extrakten. Somit war die
blutzuckerregulierende Wirkung auch hier nur bei dem ,Responder” zu beobachten. Dieses Ergebnis
zeigte zudem, dass die Extrakte eventuell eine naturliche Alternative zu bereits bestehenden
Medikamenten darstellen konnten.

Um die Ergebnisse unserer Pilotstudie zu bestatigen, sollte eine Folgestudie mit einer groReren
Anzahl von Probanden und einer héheren Menge an konsumiertem Extrakt, beispielsweise
entsprechend 100 ml oder 200 ml Saft, durchgefuhrt werden. Aufgrund der Beobachtungen von
Kerimi et al. kdnnte in einer Folgestudie beispielsweise auch reiner Aroniadirektsaft konsumiert
werden, um die Auswirkungen der restlichen Fruchtsaftkomponenten zu untersuchen. Alles in allem
kann der Verzehr polyphenol- und vor allem anthocyanreicher Lebensmittel einen regulierenden
Effekt auf den Blutzuckerspiegel nach Verzehr einer kohlenhydratreichen Mahlzeit leisten. Wobei
die Frage bleibt, welche Rolle der hohe Zuckergehalt der Beeren spielt. Um diese Annahmen zu

bestétigen sollten weitere in vivo Studien durchgefiihrt werden.
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6 Fazit und Ausblick

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die mit 463 Millionen Betroffenen weltweit ein
globales Gesundheitsproblem mit steigender Tendenz darstellt [Gorban de Lapertosa et al., 2019].
Personen, die an Diabetes mellitus erkrankt sind, haben ein erhdhtes Risiko schwerwiegende
Folgeerkrankungen, wie beispielsweise kardiovaskulare Beschwerden, Neuro- und Retinopathien
oder Schlaganfélle, zu entwickeln [International Diabetes Federation, 2013]. Die Ursachen fir die
Entwicklung von Diabetes mellitus sind vielféltig. Die Behandlung von Diabeteserkrankungen kann
durch die Regulation des Glucose-, Glykogen- und Insulinstoffwechsels erfolgen, was zu einer
Senkung des Blutzuckerspiegels fuhrt. Neben der Hemmung des Glucosetransports ins Blut, kann
auch die Aktivitat der beiden Hauptverdauungsenzyme des Glucosestoffwechsels a-Amylase und
a-Glucosidase gehemmt werden [Ali et al., 2006; Sands et al., 2015]. Aber auch eine verminderte
Glucosefreisetzung ins Blut aus der Leber durch Hemmung des Enzyms Glykogenphosphorylase a
oder ein erhohtes Insulinlevel im Blut durch Inhibition der Dipeptidylpeptidase-IV-Aktivitat sind
mdoglich [Ablat et al., 2014; Connolly et al., 2014]. Therapeutisch eingesetzte synthetische Wirkstoffe
wie Acarbose, Voglibose, Miglitol oder Gliptine bedienen sich dieser Mechanismen [DiNicolantonio
et al.,, 2015; Vichayanrat et al., 2002; Ueno et al., 2015; Cahn und Raz, 2013]. Auch bei der
Entwicklung neuartiger Wirkstoffe wird sich auf diese therapeutische Targets fokussiert [Loughlin et
al., 2008]. Aber auch sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe, wie Polyphenole, werden im Zusammenhang
mit einer Reduzierung des Blutglucosespiegels und dadurch mit einer langfristigen Reduzierung des
Diabetesrisikos diskutiert. Vor allem die Gruppe der Flavonoide, insbesondere die Flavonole und
Anthocyane, zeigte hier ein hohes Inhibitionspotential [Lo Piparo et al., 2008; Jakobs et al., 2006].
Diese inhibitorische Aktivitdt gegenuber den vier Enzymen a-Amylase, a-Glucosidase,
Glykogenphosphorylase a und Dipeptidylpeptidase IV konnte auch schon in verschiedenen
polyphenolreichen Extrakten nachgewiesen werden [Adisakwattana et al., 2012; Kantsadi et al.,
2014; Power et al., 2014; Kozuka et al., 2015].

Aufgrund der bisherigen Hinweise aus der Literatur, dass Anthocyane eine blutzuckersenkende
Wirkung, Uber beispielsweise die Hemmung der Aktivitat von a-Amylase, zeigten, wurden in dieser
Arbeit der Einfluss verschiedener anthocyanreicher Extrakte aus neun roten Frichten bzw. aus
daraus hergestellten Saften auf den Glucosestoffwechsel in vitro und in vivo untersucht. Des
Weiteren sollten die hierfur verantwortlichen Inhaltsstoffe identifiziert werden.

Sowohl im a-Amylase- als auch im a-Glucosidase-, Glykogenphosphorylase-a- und
Dipeptidylpeptidase-IV-Assay zeigten innerhalb der getesteten Extrakte die Extrakte aus Piree die
hdchste Enzyminhibierung. Die im Vergleich zu Extrakten aus Direktsaft erhdhte inhibitorische
Aktivitat spiegelte sich auch in einem erhéhten Gesamtpolyphenolgehalt der Pirees wider. Wahrend

Extrakte aus Saftkonzentraten die Aktivitat der a-Amylase Uberwiegend starker hemmten als die
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jeweiligen Extrakte aus Direktsaften, zeigte sich im a-Glucosidase-Assay ein gegenlaufiger Trend.
Im Glykogenphosphorylase-a- und Dipeptidylpeptidase-IV-Assay konnte kein Unterschied zwischen
Fruchtsaftkonzentraten und den dazugehorigen Direktsaften beobachtet werden. Extrakte aus
Sauerkirsch-, Holunderbeer- und Heidelbeer-Direktsaft und -Saftkonzentrat wiesen eine
vergleichsweise schwache a-Amylase-Inhibition auf, wahrend die aus Aronia-, Preiselbeere- und
Cranberry-Direktsaft und -Saftkonzentrat gewonnenen Extrakte potenter waren. Die aktivsten
a-Glucosidase-Inhibitoren waren die Extrakte aus Aronia-, Granatapfel- und rotem Traubensaft,
wahrend Extrakte aus Holunderbeere, Sauerkirsche und Heidelbeere weniger aktiv waren. Im
Glykogenphosphorylase-a-Assay zeigten die Extrakte aus Holunderbeerprodukten ein niedriges
Inhibitionspotential, wahrend Granatapfel-, Aronia-, rote Trauben- und schwarze Johannisbeeren-
Extrakte die potentesten Inhibitoren darstellten. Auch bei der Untersuchung der inhibitorischen
Aktivitat gegenuber Dipeptidylpeptidase 1V waren die Extrakte aus Aronia- und Granatapfelsaft am
aktivsten. Extrakte aus Holunderbeer-, Heidelbeer- und Preiselbeer-Direktsaft bzw. -Saftkonzentrat
waren die schwachsten Inhibitoren in diesem Testsystem. Wahrend die hohe inhibitorische Aktivitat
der Extrakte aus Aronia- und Granatapfelsaftprodukten mit einem hohen Gesamtpolyphenolgehalt
korrelierte, wiesen beispielsweise Extrakte aus Preiselbeer- und Cranberrysaftprodukten bei
effektiver Enzyminhibition einen geringen Gesamtpolyphenolgehalt auf und Extrakte mit hohen
Polyphenolgehalten wie Heidelbeere und Holunderbeere nur ein geringes inhibitorisches Potential.
Daraus lasst sich schliel3en, dass die inhibitorische Aktivitat nicht nur vom Gesamtgehalt an
Polyphenolen, sondern auch von der Anwesenheit spezifischer Verbindungen beeinflusst wird. Bei
der Untersuchung verschiedener Traubensorten im a-Amylase- und a-Glucosidase-Assay wiesen
die Extrakte eine untereinander vergleichbare inhibitorische Aktivitat auf. Die Varietat scheint also
keinen Einfluss auf das inhibitorische Potential von Extrakten aus roten Traubendirektséften und -

saftkonzentraten genommen zu haben.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse und um ein mdglichst umfangreiches Spektrum an
unterschiedlichen Polyphenolen untersuchen zu kénnen, wurde je ein Extrakt aus Aroniadirektsaft,
Granatapfeldirektsaft und rotem Traubensaftkonzentrat aus Italien durch unseren
Kooperationspartner fraktioniert. Die Saftextrakte wurden zuerst in ihre Anthocyan-, Copigment- und
Polymerfraktion getrennt und anschlielBend wurden die beiden erst genannten Fraktionen weiter
aufgetrennt. Es zeigte sich, dass alle Fraktionen potente Inhibitoren der untersuchten Enzyme
enthalten. Vor allem die Polymerfraktion des Extraktes aus Aroniadirektsaft zeigte ein grof3es
Hemmpotential in allen vier Enzymassays. Wahrend die Fraktionen des roten
Traubensaftkonzentrates die Aktivitdt der a-Amylase und a-Glucosidase besonders potent
hemmten, zahlten sie im Glykogenphosphorylase-a- sowie Dipeptidylpeptidase-1V-Assay zu den
weniger aktiven Fraktionen. Die Copigment- sowie die Polymerfraktion des Extraktes aus

Granatapfeldirektsaft zahlten allgemein zu den weniger potenten Inhibitoren der untersuchten

s
112



Fazit und Ausblick

Enzyme. Die aktivste Fraktion des Extraktes aus Aroniadirektsaft war die Polymerfraktion. Die
Anthocyanfraktion des Extraktes aus rotem Traubensaftkonzentrat war diejenige mit dem geringsten
Inhibitionspotential, wenn man alle Testsysteme betrachtet, wahrend die des Extraktes aus
Granatapfeldirektsaft am aktivsten war. Wahrend Subfraktionen, die Peonidin-3-glucosid enthalten,
tendenziell ein geringeres inhibitorisches Potential gegeniber a-Glucosidase und a-Amylase
zeigten, waren Delphinidin- und Petunidin-3-glucosid-haltige Subfraktionen aktiver. Dies kdnnte auf
den hohen Gehalt an Hydroxylgruppen und damit verbunden die hoéhere Polaritdt der Molekile
zurlckzufuhren sein. Diese Tendenz liel3 sich auch bei den Copigmentfraktionen beobachten, wobei
Punicalin und andere Ellagitannine trotz einer hohen Anzahl an Hydroxylgruppen nur geringe
inhibitorische Aktivitat zeigten. Dies zeigte, dass auch die GrélRe der Molekille Einfluss auf das
inhibitorische Potential haben kdnnte. Fraktionen, die lediglich Cyanidin-3-galactosid enthielten,
wiesen eine geringere Inhibition der Aktivitdt der beiden Enzyme auf. In Kombination mit anderen
Anthocyanen, wie z.B. Cyanidin-3-arabinosid und Cyanidin-3-xylosid, waren sie jedoch sehr aktiv.
Das lasst darauf schlieRen, dass die inhibitorische Aktivitat auch durch synergistische Effekte
beeinflusst wird. Diese Annahme wird auch durch die Testung der Einzelsubstanzen bestatigt, die
als Reinstoff gemessen nicht dieselbe Aktivitdt wie in den Subfraktionen aufwiesen. Generell
konnten nur geringe prozentuale Inhibitionen gegenlber a-Amylase und a-Glucosidase ermittelt
werden, wobei einige Anthocyane die Amylase-Aktivitat gar nicht beeinflussten. Hingegen zeigten
die getesteten Substanzen ein vergleichsweise hoheres Inhibitionspotential gegeniber
Glykogenphosphorylase a sowie Dipeptidylpeptidase [IV. Auch bei der Testung der
Einzelsubstanzen konnte eine Korrelation zwischen der Anzahl an Hydroxylgruppen im Molekil und
inhibitorischer Aktivitat festgestellt werden. Aber auch die Methylierung, vor allem des B-Rings der
Anthocyane, beeinflusste das Bindungspotential an die Enzyme. Das inhibitorische Potential der
Substanzen wurde zusatzlich von der allgemeinen MolekulgréRe und damit auch von der GroRRe des
Zuckerrestes beeinflusst. Zusammengenommen konnte man jedoch sagen, dass die inhibitorische
Aktivitat der Extrakte und Fraktionen vermutlich nicht auf einzelne Substanzen zurtickgefiihrt werden
kann. Zahlreiche Polyphenole wurden im Zusammenhang mit einer Reduzierung des
Blutglucosespiegels durch Hemmung der a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitat diskutiert. In
verschiedenen zellfreien in vitro-Studien wurde dieses Inhibitionspotential bereits untersucht. Hierbei
zeigten vor allem die Gruppe der Flavonoide ein hohes Potential. Eine Untersuchung von Extrakten
aus der Montmorency-Kirsche zeigte eine signifikante Hemmung der Aktivitat von a-Amylase sowie
eine leichte Hemmung der a-Glucosidase-Aktivitat. Diese Beobachtung konnte vor allem auf die
darin enthaltenen Anthocyane wie Cyanidin-3-rutinosid und Cyanidin-3-glucosid zurickgefuhrt
werden [Kirakosyan et al., 2018]. Die Untersuchung von Anthocyanen aus Heidelbeeren und
schwarzen Johannisbeeren zeigte ein hohes Potential auf die a-Glucosidase-Aktivitdt zu hemmen
mit ICso-Werten von 0,232 und 0,133 mg/ml fur die Heidelbeer-Anthocyane und 0,152 und 0,005

mg/ml fur die aus schwarzen Johannisbeeren [Zhang et al.,, 2019]. Um zu ermitteln, welche
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Verbindung fir die hypoglyk&mische Wirkung von schwarzen Johannisbeeren zustandig war, wurde
die enzymhemmende Wirkung eines Extraktes aus schwarzen als auch eines aus griinen
Johannisbeeren untersucht. Hierbei zeigte sich, dass der Extrakt aus schwarzen Johannisbeeren
sowohl die Aktivitat der a-Glucosidase als auch der a-Amylase signifikant hemmte, wahrend der
Extrakt aus grinen Johannisbeeren lediglich gegentber a-Amylase wirkte. Diese Ergebnisse
deuteten darauf hin, dass die Inhibition der a-Glucosidase eher spezifisch durch Anthocyane
beeinflusst wurde, wahrend die Inhibition der a-Amylase verschiedenen, anderen Polyphenolen
zugeschrieben werden konnte [Barik et al., 2020]. Dies bestatigte sich auch bei der Untersuchung
verschiedener Extrakte aus Traubenschalen und -fruchtfleisch. Hier war die inhibitorische Aktivitat
aller Proben gegenuber a-Glucosidase hoher als gegen a-Amylase [Tkacz et al., 2019]. Den u.a. in
Muskatellertrauben vorkommenden Anthocyanen konnte ebenfalls ein Inhibitionspotential
gegenuber a-Glucosidase nachgewiesen werden. Fir Cyanidin und das Cyanidin-3,5-diglucosid
konnte ein 1Cso von 0,04 bzw. 6,01 mg/ml ermittelt werden [You et al., 2011]. Auch fir Extrakte aus
Frichten der blauen Heckenkirsche konnte bereits eine enzymhemmende Wirkung beobachtet
werden. So konnte die Aktivitat der a-Glucosidase mit ICso-Werten von 1130 bis 2120 pg/ml und die
der a-Amylase mit 1Cso-Werten zwischen 2380 und 5080 pg/ml gehemmt werden. Das
Hauptanthocyan dieser Friichte ist Cyanidin-3-glucosid [Silva und Rupasinghe, 2020]. Xie und
Mitarbeiter betrachteten verschiedene Anthocyane in einem strukturbasierten Designansatz, um
strukturelle Voraussetzungen fur die Eignung als Inhibitor des Verdauungsenzyms a-Amylase zu
ermitteln. Hierbei zeigte sich vor allem Malvidin-3-arabinosid als potenter Inhibitor. Die Erklarung
hierfir lag in der Struktur dieser Verbindung. Sowohl der Anthocyanidinkern als auch der
Glykosylrest nahmen Einfluss auf die aktivititshemmende Wirkung. So band Malvidin-3-arabinosid
Uber stabile Wasserstoffbriickenbindungen an die katalytischen Schllisselreste des Enzyms.
Aulerdem wurde die a-Helix-Fraktion des Enzyms durch Anwesenheit des Anthocyans reduziert
und die B-Faltblatt-Fraktion erhoht [Xie et al., 2020] Untersuchungen der Ellagitannine des
Granatapfels haben ergeben, dass auch diese Polyphenole potente Inhibitoren der beiden
Verdauungsenzyme sind. So waren Extrakte aus Granatapfel starke Inhibitoren der a-Glucosidase
(ICs0 = 922,8 uM) und schwache Inhibitoren der a-Amylase (42% Hemmung bei einer Konzentration
von 3 mM) [Bellesia et al., 2015].

Um eine irreversible Inaktivierung der Enzyme auszuschlie3en, wurde der Hemmmechanismus der
Extrakte sowie der Fraktionen ebenfalls untersucht. Sowohl der Extrakt aus Aroniadirektsaft, als
auch der aus Granatapfeldirektsaft und aus rotem Traubensaftkonzentrat wiesen eine kompetitive
Hemmung der a-Amylase-Aktivitat auf. Diese spiegelte sich auch tberwiegend in den Ergebnissen
der Testung der einzelnen Fraktionen wider. Wahrend die Aktivitat der a-Glucosidase durch den

Extrakt aus Granatapfel und roter Traube nicht-kompetitiv gehemmt wurde, konnte fir den
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Aroniaextrakt eine kompetitive Hemmung ermittelt werden. Alle Tests mit Extrakten und Fraktionen

wirkten also Uber reversible Mechanismen.

Um zu Uberprifen, ob die gewonnenen in vitro Ergebnisse auch auf die in vivo Situation im
Menschen Ubertragbar waren, wurde eine Humanstudie an zehn gesunden, mannlichen Probanden
durchgefiihrt. Hierbei sollte der Einfluss von zwei Extrakten (aus Aroniadirektsaft und rotem
Traubensaftkonzentrat) auf den Blutzucker-, den Blutinsulin- und den Gewebsglucosespiegel
untersucht werden. Die Probanden konsumierten hierfiir einen Bolus verschiedener Testgetranke,
die neben Maltodextrin entweder den Extrakt aus Aroniadirektsaft oder rotem Traubensaftkonzentrat
enthielten. Als Kontrolle diente ein Maltodextrin-Wasser-Gemisch. Da es sich hierbei um eine
Pilotstudie mit einer geringen Anzahl an Probanden handelte, kénnen die Ergebnisse lediglich als
vorlaufig angesehen werden. Es konnte eine signifikante Senkung des Blut- und
Gewebsglucosespiegels durch die Einnahme von 100 mg Aroniaextrakt, was etwa 10 mL des reinen
Aroniasaftes entspricht, beobachtet werden. Dies kénnte auf einen Einfluss der im Aroniaextrakt
enthaltenen Polyphenole auf die a-Glucosidase zuriickzufihren sein, wie sie in unseren
vorangegangen in vitro Untersuchungen beobachtet wurde. Der Extrakt aus rotem
Traubensaftkonzentrat erhdhte die Insulinkonzentration signifikant. Fur beide Extrakte wurden bei
allen drei Parametern interindividuelle Unterschiede in den Probanden festgestellt, wodurch eine
Einteilung der Probanden in ,Responder” und ,Nicht-Responder mdglich war. Auffallig war hier vor
allem, dass die ,Responder® durchschnittlich einen h6heren BMI besaf3en als die ,Nicht-Responder*
(,Responder*: 25,3 £ 0,4 kg/m?, ,Nicht-Responder: 21,0 = 1,1 kg/m?).

Die vorliegende Arbeit wies das inhibitorische Potential verschiedener Extrakte von Saften aus roten
Frichten auf a-Amylase, a-Glucosidase, Glykogenphosphorylase a und Dipeptidylpeptidase IV
nach. AuRerdem konnte flir einige phenolische Einzelsubstanzen eine Inhibition der Aktivitat dieser
vier Enzyme beobachtet werden. Dabei zeigte sich eine Strukturabhangigkeit der inhibitorischen
Aktivitdt. Die zentrale Hypothese dieser Arbeit war die Frage, ob sekundare Pflanzeninhaltsstoffe
aus Fruchtsaften — insbesondere aus Buntséften — in der Lage sind den Kohlenhydratstoffwechsel
zu regulieren. Da fir die Anthocyane insgesamt eine hohere Inhibition als fir die anderen
untersuchten polyphenolische Bestandteile beobachtet werden konnte, legt das den Schluss nahe,
dass die Anthocyane fir diese Wirkung zustandig sind. Die hier vorliegenden Ergebnisse lieRen
ebenfalls den Schluss zu, dass die Hemmung der verschiedenen Schlisselenzyme des Glucose-,
Glykogen- und Insulinstoffwechsels ein grundlegender Wirkmechanismus der blutzuckersenkenden
Eigenschaft von polyphenolreichen Frichten ist. Wie bereits beschreiben zeigen Anthocyane eine
sehr geringe Bioverfligbarkeit [Lila et al., 2016]. Dies konnte fiir die Beurteilung der Ergebnisse des
a-Amylase-, a-Glucosidase- und Dipeptidylpeptidase-1V-Assays jedoch vernachlassigt werden, da

diese Enzyme im Speichel, im Magen oder im Darm vorliegen und somit direkt mit den Polyphenolen
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aus der Nahrung interagieren und von diesen beeinflusst werden kénnen. Fir die Ergebnisse des
Glykogenphosphorylase-a-Assays war dies jedoch nicht der Fall. Dieses Enzym ist in Leber- und
Adipozytenzellen lokalisiert und kann somit erst nach der Aufnahme der Polyphenole in diese Zellen
und teilweise auch nur durch deren Abbauprodukte stimuliert werden. Damit Inhibitoren aus
anthocyanreichen Saften an den Zielorten ankommen und eine signifikante Reduzierung der
Enzymaktivitdt auslosen, mussten groRe Mengen der Saftprodukte verzehrt werden. Dass die
Hemmung der Aktivitat der Glykogenphosphorylase a fiir die blutzuckersenkende Wirkung von roten
Frichten eine groRe Relevanz spielt, ist somit eher ausgeschlossen. Stoffwechselwege, die
unabhangig von der Bioverfugbarkeit potentieller Inhibitoren sind, werden hierbei einen gréReren
Einfluss nehmen.

Die in vitro beobachteten Effekte konnten im Rahmen einer humanen Interventionsstudie fur den
Extrakt aus Aroniadirektsaft bestatigt werden. Um die Ergebnisse der Pilotstudie zu bestatigen, sollte
eine Folgestudie mit einer hdheren Menge an konsumiertem Extrakt und eventuell auch mit einer
grolBeren Anzahl an Probanden durchgefihrt werden. Ein weiterer wichtiger Punkt bei der
Bewertung der Ergebnisse spielt die Metabolisierung. Polyphenole, insbesondere Anthocyane,
zeigen eine hohe molekulare Instabilitat. Diese Biotransformation kann sowohl durch externe
Faktoren, wie Licht, Temperatur oder pH-Wert, als auch durch die Darmmikrobiota beeinflusst
werden. Durch diese chemische Umwandlung wird die Bioaktivitat der Anthocyane gemindert. Daher
ware es interessant, weitere Untersuchungen mit verkapselten oder mit Nanobiopolymeren
verkapselten Extrakten durchzufiihren. Die Nanoverkapselung zeigte sich bereits als effektive
Methode im Einsatz von Anthocyanen in Lebensmittel, wo sie half diese Verbindungen stabiler und
widerstandsfahiger gegen aulRere Faktoren sowie Verdauung zu machen [Rosales et al., 2022].
Alles in allem kann der Verzehr polyphenol- und vor allem anthocyanreicher Lebensmittel einen
regulatorischen Einfluss auf die Aktivitdt verschiedener Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsel
haben und damit indirekt den Glucosespiegel nach Aufnahme einer kohlenhydratreichen Mahlzeit
positiv beeinflussen. Wobei die Frage bleibt, welche Rolle der hohe Zuckergehalt der Beeren spielt.

Um dies zu klaren sollten weitere in vivo Studien durchgefihrt werden.
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Anhang

10 Anhang

10.1 Untersuchung der Extrakte aus neun verschiedenen Fruchtsaftsorten

10.1.1 Aronia
I1Cs0 [ug/mL]
_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase IV
NFC 1 216 £13 78,2+1,9
NFC 2 274 + 10 716+3,8
NFC 3 329 + 49 128+ 8 73,4+2.2 874 +£31,2
JC1 340 £ 23 152+8
JC2 421 +£13 125+13 33,1+0,7 963 + 77,6
10.1.2 Granatapfel
1Cs0 [Hg/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 719 £ 66 81,5+6,8
NFC 2 705+ 15 105+ 19
NFC 3 1359 + 103 158+ 7
NFC 4 997 £ 103 106 +7 21,7+£3,6 1022 + 46
JC1 490 + 44 168 + 11
JC2 777 £ 60 116 + 12 215+15 560 + 72
10.1.3 Rote Traube
1Cso [Hg/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 792 £ 41 164+ 4 35,1+6,8 1420 + 95
NFC 2 672 +£51 213+14
NFC 3 648 £ 51 250+ 10
JC1 497 £ 42 148 + 2 36,0 £5,2 1831 + 66
10.1.4 Preiselbeere
ICs0 [Mg/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 630 + 60 1637 115+ 24 2822 + 295
NFC 2 691 + 47 247 + 22
JC1 361 + 33 118+ 8 52,5+8,4 2174 + 155
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10.1.5 Cranberry

1Cso [ug/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 528 + 38 174+ 13 -
NFC 2 547+ 41 236 + 23 79,4+16,4 1612 + 293
NFC 3 810 + 64 280+ 2 -
Puree 424 + 31 224+ 11 69,7+£9,0 1251 + 103
10.1.6 Schwarze Johannisbeere
I1Cs0 [ug/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 943 + 68 167+ 8 65,5+6,3 1185+ 130
NFC 2 111775 188 + 16
NFC 3 1208 + 65 208 £ 5
NFC 4 616 + 17 270+19
JC1 564 + 21 364 + 18 66,4+7,1 1207 £ 54
Puree 501+8 203+3 38,0+6,9 1024 + 101
10.1.7 Heidelbeere
ICso [Mg/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 952 + 46 750 + 33
NFC 2 1224 £ 69 273+18 129 + 22 2166 £ 274
JC1 722 + 27 560 + 35 117 +3 1566 + 111
Plree 655+ 71 355+ 14 90,1+7,8 1367 £ 240
10.1.8 Holunderbeere
I1Cso [ug/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 1008 £ 95 1509 £ 67
NFC 2 1604 £ 167 2867 + 129
NFC 3 1508 + 128 1666 + 86 580 + 139 1866 £ 150
JC1 916 + 69 5201 + 232 908 + 93 1514 + 273
10.1.9 Sauerkirsche
I1Cs0 [Hg/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
NFC 1 1508 + 22 476 + 38 110+ 15 1412 + 123
NFC 2 2378 + 100 716 £ 62
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10.2 Untersuchung der Extrakte aus verschiedenen roten Traubensorten

ICso [ug/mL]
— a-Glucosidase
Acarbose 440 + 30 1438 + 85
Accent NFC 1951 £ 45 6775+ 177
Concord JC 1 631 + 36 174+ 7
Concord JC 2 584 + 31 182+9
Deutschland NFC 895 + 58 535+ 29
Frankreich NFC 858 + 57 261 £ 30
Italien JC 1 497 £ 42 148 £ 2
Italien JC 2 1493 + 198 120+ 16
Italien NFC 1018 £ 112 497 £ 12
Lambrusco JC 639 + 28 268 + 12
Lambrusco NFC 503 + 35 222 + 22
Spanien JC 825+ 30 109+ 8
10.3 Untersuchung der Fraktionen
I1Cs0 [ug/mL]
—_ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
PK 440 + 30 1438 + 85 799 + 36 0,0402 = 0,0029
A-AF 677 £ 63 140 £ 17 67,7+ 4,6 835 + 217
A-CF 548 + 58 3806 106 £ 5 739+ 70
A-PF 123+8 84,2+59 11,8+0,8 922 + 133
G-AF 1141 + 93 57,2+6,4 14,2+ 0,5 775 + 64
G-CF 1163 + 42 169 + 22 13,7+ 3,6 1022 + 134
G-PF 1152 + 24 116 £ 3 35,6 £6,7 1168 + 137
RT-AF 589 + 57 80,9+ 3,6 62,5+0,6 1492 + 129
RT-CF 428 + 35 745+1,4 30,9+1,7 1702 + 63
RT-PF 369 + 14 649+1,4 412+14 1824 + 106
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10.4 Untersuchung der Subfraktionen des Aroniadirektsaft-Extraktes

10.5 Untersuchung der Subfraktionen des Granatapfeldirektsaft-Extraktes

1Cso [Hg/mL]
a-Glucosidase

ICs0 [Mg/mL]
a-Glucosidase

Acarbose 440 + 30 1438 + 85
A-AF 677 £ 63 140 + 17
F1 1175 + 140 82,4+22
F2 693 + 37 257+ 8
F3 690 + 40 245+ 1
FA4 709 + 91 324+9
F5 471 + 50 150+ 3
F6 408 *+ 66 125+ 2
F coil 134 + 14 63,7124
A-CF 548 + 58 380+6
F1 - 377+6
F2 1379 + 64 382+ 11
F3 1323 + 20 350+ 19
FA4 1753 + 36 753 + 35
F5 1862 + 96 531 +10
F6 1299 + 49 431+ 10
F7 947 + 38 809 + 17
F8 706 + 42 469 + 11
F coill 411 + 20 2095

Acarbose 440 + 30 1438 + 85
G-AF 1141 + 93 57,2+6,4
F1 - 95,2+29
F2 - 78,3+0,4
F3 367 £ 21 37,8+0,2
Fa 554 + 46 454 +0,8
F5 736 + 48 43,1+27
F coill 262 + 24 58,2+0,8
G-CF 1163 + 42 169 + 22
F1 - 248 + 15
F2 - 90,9+ 3,2
F3 - 67,7+3,1
Fa 1621 + 42 499+29
F5 1001+ 74 485+55
F6 892 + 66 65,4 +5,7
F7 477 + 39 68,1 +5,7
F coill 362 + 12 90,1+1,2
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10.6 Untersuchung der Subfraktionen des roten Traubensaftkonzentrat-

Extraktes
|C50 [ug/mL]
a-Glucosidase
Acarbose 440 + 30 1438 + 85
RT-AF 588 + 57 80,6 + 3,6
F1 571+ 14 82,8+1,9
F2 1730 + 120 213+ 1
F3 4198 + 283 187 +5
F4 - 244 + 6
F5 - 343 +12
F coil 67772 626 + 59
RT-CF 428 + 35 745+1,4
F1 266 £ 15 80,7+2,8
F2 695 + 45 241 +7
F3 574 £ 26 249 + 14
F4 228 £ 20 433 + 28
F5 705 + 36 280 + 11
F6 1082 + 42 582 + 25
F7 907 +4 588 + 29
F coil 841 + 52 192 +1
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10.7 Untersuchung von Reinsubstanzen

10.7.1 Vergleich verschiedener Anthocyane

Anthocyan _G-Glucosidase

Inhibition [%]

Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase IV
Cyanidin - 355+24 90,6 + 0,39 426 +54
Cyanidin-3,5- _ 4,97 +5,19 5,89 + 3,20 41,2+1,8
diglucosid
Cyanidin-3- | 487,12 | 548359 96,2 + 4,6 41,3£33
arabinosid
Cyanidin-3- - 6,70 % 3,30 26,114 58,9+ 2,7
galactosid
Cyanidin-3- - 7,77 5,54 271+16 657+1,8
glucosid
Cyanidin-3- -\ 2 55, 183 | 540+1,87 12,4+2,9 619+11
rutinosid
Delp_hlnldln_—3,5— ) 4,92 + 6,03 18,4+ 3,8 41,0+ 4,9
diglucosid
Delphlnldlr_1-3- ) 8,32 + 1,70 15,6 +1,3 56,3+5,7
galactosid
Delphinidin-3- 126+ 1.9 165+1,3 39,6 + 6,3 55,3+6,9
glucosid
Malvidin-3- 1 g 15+ 558 | 8,30+2:86 9,32 +2,40 60,569
glucosid
PeIargomdm—B— ) 8,09 + 0,92 532+221 585+49
glucosid
Peon_ldln-_3- ) 7.95 + 2 58 12,2+1,3 56,8 + 3,5
arabinosid
Peonidin-3- | 11 3,05 | 9,39+2,94 5,68 + 0,61 52,7£2,5
glucosid
Petunidin3- | 7 664246 | 11,2436 14525 40,4 +55
glucosid

10.7.2 Vergleich verschiedener Copigmente

Inhibition [%]

Copigmente _ a-Glucosidase | Glykogenphosphorylase a | Dipeptidylpeptidase 1V
3 . 13,8+1,4 3,64+2721 129+2,1 42,9 +3,3
Caffeoylchinasaure
4 16,0+3,1 | 4,55+333 9,52 3,61 52,1+3,9
Caffeoylchinasdure
Caftarsaure 11,5+25 3,93 + 3,29 4,36 +1,31 33,3+12,7
Chlorogensaure 20,3+2,3 1,65+ 3,15 129+5,0 40,4+11,4
Ellagsaure 10,9+0,8 6,00 + 0,79 86,5+0,2 72,5+2,9
Kaempferol-3- | 355425 | 132+0,7 21,5+5,0 50,6 + 3,5
glucosid
Punicalagin 4,81 + 2,59 11,5+1,0 67,6 £ 4,9 61,6 +£0,9
Punicalin 3,77+0,16 | 8,71 +0,57 35,8+6,9 59,0+ 4,5
Quercetin3- | 580+0,9 | 834123 5,43 +1,94 59,3+3,1
galactosid
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10.8 Ergebnisse der Kinetikmessungen

10.8.1 a-Amylase-Inhibitions-Assay
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10.8.2 a-Glucosidase-Inhibitions-Assay
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10.9 Ergebnisse der Humanstudie

10.9.1 Einfluss auf den Blutglucosespiegel
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10.9.2 Einfluss auf den Gewebsglucosespiegel
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10.9.3 Einfluss auf die Insulinkonzentration
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