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Kurzzusammenfassung 

 

Die Prävalenz von Übergewicht und Adipositas nahm in den Mitgliedsländern der 

Organisation für wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) in den letzten 

Dekaden deutlich zu und wurde zu einem Gesundheitsproblem mit alarmierendem Ausmaß. 

Häufig diskutierte Ursachen sind das Ungleichgewicht zwischen Energiezufuhr und 

‑verbrauch sowie ungesunde Ernährung und Bewegungsmangel (Organisation for Economic 

Cooperation and Development, 2017; World Health Organization, 2021). Sowohl 

epidemiologische, in vitro- und in vivo-Daten zeigten, dass eine polyphenolreiche Ernährung 

mit gesundheitsfördernden Eigenschaften (antioxidativ, antiinflammatorisch) assoziiert wird 

(Bakuradze et al., 2019a; Maleki et al., 2019; Schantz et al., 2010). Inwieweit Polyphenole 

und Fruchtsäfte bzw. ‑konzentrate den Lipidmetabolismus regulieren können, sollte in dieser 

Arbeit untersucht werden. Zunächst wurden Extrakte aus roten Fruchtsäften und 

‑konzentraten sowie ausgewählte Anthocyane auf ihr Phosphodiesterase (PDE) 3B-

hemmendes Potential in vitro untersucht. Die drei potentesten Extrakte (Aronia, Cranberry 

und Granatapfel) wurden anschließend aktivitätsgeleitet fraktioniert und die erhaltenen 

Anthocyan-, Copigment- und Polymerfraktionen sowie Subfraktionen in drei in vitro-Assays 

(PDE 3B-Aktivität, Lipidakkumulation, Lipolyse) getestet. Es wurde in vitro gezeigt, dass 

neben den Anthocyanen wie Cyanidin-3-glukosid, insbesondere auch Inhaltsstoffe der 

Copigmentfraktionen wie Zimtsäurederivate oder hydrolysierbare Tannine den Lipidstoff-

wechsel beeinflussen können. Als beteiligte Regulationswege werden die Inhibierung der 

PDE 3B und Lipidakkumulation sowie Induktion der Lipolyse diskutiert. Um die bisherigen in 

vitro-Ergebnisse auf die in vivo-Situation zu übertragen, wurde dann eine neunwöchige, 

placebokontrollierte Interventionsstudie mit 36 männlichen Probanden durchgeführt. Das 

Testgetränk wurde aus den Säften von Aronia, Granatapfel und Cranberry hergestellt, die 

in vitro die poteneste Wirkung gezeigt hatten. Neben Analyse der Körperzusammensetzung 

und Ernährung wurden verschiedene Biomarker im Blut untersucht, z. B. Blutlipide, Hunger- 

und Sättigungshormone sowie die PDE-Aktivität in Thrombozyten. Die erzielten Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass Fruchtsaftinhaltsstoffe regulierend in den Lipidstoffwechsel des 

Menschen eingreifen und diesen positiv beeinflussen können. So wurde bei der Testgruppe 

nach vierwöchiger Interventionszeit mit dem Testgetränk eine Reduzierung der Energie- und 

Fettaufnahme, eine signifikante Erhöhung der fettfreien Masse und eine Abnahme der PDE-

Aktivität beobachtet. Darüber hinaus konnte ein Zusammenhang zwischen der 

Nährstoffaufnahme und der Fett- und Magermasse sowie eine positive Korrelation zwischen 

Körpergewicht und BMI mit dem Leptinspiegel nachgewiesen werden.  
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Abstract 

 

The prevalence of overweight and obesity has increased significantly in recent decades in 

Organisation for Economic Cooperation and Development countries (OECD), and has 

become a health problem of alarming extent. A frequently discussed cause is the imbalance 

between energy intake and energy expenditure, as well as unhealthy diets and physical 

inactivity (Organisation for Economic Cooperation and Development, 2017; World Health 

Organization, 2021). Epidemiological, in vitro and in vivo data showed that a polyphenol-rich 

diet is associated with several health-promoting properties (antioxidant, anti-inflammatory) 

(Bakuradze et al., 2019a; Maleki et al., 2019; Schantz et al., 2010). The aim of this thesis 

was to investigate to which extent polyphenols and fruit juices or concentrates can regulate 

the lipid metabolism. First, extracts from red fruit juices and concentrates as well as selected 

anthocyanins were evaluated for their phosphodiesterase (PDE) 3B inhibitory potential in 

vitro. The three most potent extracts (chokeberry, cranberry, and pomegranate) were then 

subjected to activity-guided fractionation, and the obtained anthocyanin, copigment, and 

polymer fractions as well as their subfractions were tested in three in vitro assays (PDE 3B 

activity, lipid accumulation, lipolysis). It was shown that, in addition to anthocyanins such as 

cyanidin-3-glucoside, in particular various constituents in the copigment fractions such as 

cinnamic acid derivatives or hydrolyzable tannins can affect lipid metabolism in vitro. 

Inhibition of PDE 3B activity and lipid accumulation and induction of lipolysis were discussed 

as regulatory pathways involved. A nine-week, placebo-controlled intervention study was 

conducted in 36 male subjects to translate and verify the previous in vitro results to the in 

vivo situation. The polyphenol-rich beverage was prepared from the juices of the red fruits 

chokeberry, pomegranate, and cranberry, which were found to be the most potent ones in 

the in vitro tests. In addition to the analysis of body composition and dietary analysis several 

blood biomarkers were examined, including blood lipids, hunger and satiety hormones, and 

platelet PDE activity. The obtained results indicate that fruit juice constituents may have a 

regulating effect on lipid metabolism in humans and can positively influence it. For example, 

a reduction in energy and fat intake, a significant increase in fat-free mass, and a decrease in 

PDE activity were observed in the test group after a four-week intervention period of the 

polyphenol-rich beverage. Furthermore, a correlation of nutrient intake with fat mass and fat-

free mass, and a positive correlation of body weight and BMI with leptin levels were observed 

in the participants.  
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1. Einleitung 

 

Übergewicht und Adipositas resultieren aus übermäßiger Fettakkumulation und zählen 

mittlerweile zu den häufigsten Erkrankungen der Bevölkerung. In der Europäischen Region 

betrifft dies fast 60 % der Erwachsenen, weshalb man von epidemischem Ausmaß sprechen 

kann (World Health Organization, 2022). Nach Klassifikation der Weltgesundheits-

organisation (WHO) wird ein Body-Mass-Index (BMI) von 25–30 kg/m2 als Übergewicht und 

ein BMI von 30 kg/m2 und mehr als Adipositas definiert. Die WHO stellte fest, dass sich die 

weltweite Prävalenz für Adipositas von 1975 bis 2016 verdreifacht hat. Auch im Kindesalter 

steigt die Prävalenz – 2020 waren bereits 39 Millionen Kinder unter fünf Jahren weltweit 

übergewichtig oder adipös (World Health Organization, 2021). Als häufige Ursache für 

Adipositas gilt das Ungleichgewicht zwischen Energiezufuhr und Energieverbrauch, in 

Zusammenhang stehend mit ungesunder Ernährung, beispielsweise durch fett- und 

zuckerhaltige Lebensmittel, einhergehend mit unzureichender körperlicher Betätigung. 

Adipositas ist ein Risikofaktor für Begleit- und Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus 

Typ 2, kardiovaskuläre Erkrankungen sowie einzelne Krebserkrankungen und führt somit zu 

einer geringeren Lebenserwartung. Körperliche Aktivität und Sport in Verbindung mit einer 

gesunden Ernährung können Adipositas positiv beeinflussen und präventiv wirken (Heintze 

et al., 2008; Schienkiewitz et al., 2017; Westermann et al., 2019; World Health Organization, 

2021). Aufgrund der kontinuierlichen Zunahme der Adipositasprävalenz beschäftigen sich 

viele wissenschaftliche Studien mit der ernährungsspezifischen Prävention. In diesem 

Zusammenhang wurde auch der Einfluss von Polyphenolen auf den Lipidstoffwechsel und 

damit einer möglichen langfristigen Reduktion des Körpergewichtes untersucht (Dallas et al., 

2008; Heber et al., 2014; Kowalska et al., 2017). Eine gute Aufnahmemöglichkeit für 

Polyphenole in der täglichen Ernährung bieten viele Obst- und Gemüsesorten sowie deren 

Säfte (Frede, 2010; Rimbach et al., 2015). 

Polyphenole sind aromatische Verbindungen, die mindestens zwei direkt an den 

aromatischen Ring gebundene Hydroxylgruppen enthalten und denen die unterschiedliche 

chemische Strukturen wie die phenolische Säuren, die Flavonoide (z. B. Anthocyane) sowie 

die komplexen, polymeren Tanninen zugeordnet werden (Andlauer, 2004). Sie kommen in 

Pflanzen als sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe vor und zeigen in vitro als auch in vivo unter 

anderem antioxidative, anti-inflammatorische, anti-bakterielle und anti-virale Wirkungen 

(Banach et al., 2020; Dallas et al., 2014; Ikuta et al., 2012; Joseph et al., 2014). Daneben 

weisen jüngste Studien zum einen auf ein neuroprotektives Potential und präventive 
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Wirkungen bei kardiovaskulären Erkrankungen hin und zum anderen wird ein Einfluss auf 

den Glukosemetabolismus und auf die Darmflora diskutiert (Adriouch et al., 2018; Berger et 

al., 2021; Bobadilla et al., 2021; Figueira et al., 2019; Groh et al., 2020; Sesso et al., 2022). 

Zusätzlich wurde in den letzten Jahren im Rahmen von Humanstudien auch ein Einfluss von 

roten Früchten und deren Säften auf den Lipidstoffwechsel und damit auf das Körpergewicht 

sowie die Körperzusammensetzung beobachtet (Bakuradze et al., 2019a; Berger et al., 

2021; Costa et al., 2017; Groh et al., 2020; Tucakovic et al., 2018). Weitgehend unklar bleibt 

bisher, um welchen molekularen Effekt es sich handelt und welche Inhaltsstoffe vor allem für 

die beobachteten Wirkungen verantwortlich sind.  
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2. Stand der Wissenschaft 

 

2.1. Lipidmetabolismus 

2.1.1. Fettgewebe 

Das Fettgewebe einer normalgewichtigen Person macht einen Anteil von ca. 20 % des 

Körpergewichtes aus (Rehner und Daniel, 2010). Im menschlichen Körper lassen sich zwei 

Arten von Fettgewebe unterscheiden: das sogenannte weiße und das braune Fettgewebe. 

Das weiße Fettgewebe wird u. a. zur Energiespeicherung benötigt, wohingegen das braune 

Fettgewebe Wärme produziert (Thermogenese). Im braunen Fettgewebe wird chemische 

Energie, insbesondere durch Oxidation von Fettsäuren (FS) und/oder Glukose, in thermische 

Energie umgewandelt durch Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette über das 

uncoupling protein 1 (UCP 1). UCP 1 transportiert Protonen mithilfe von FS aus dem 

Zytoplasma über die innere Mitochondrienmembran in die mitochondriale Matrix und 

entkoppelt den von der Atmungskette aufgebauten Protonengradient von der 

Adenosintriphosphat (ATP)-Synthese. Die Energie der zellulären Oxidationsreaktionen wird 

dabei nicht als chemische Energie gespeichert, sondern als Wärme frei (Horino et al., 2022; 

Merkel et al., 2019).  

Das braune Fettgewebe unterscheidet sich im Gegensatz zum weißen Fettgewebe durch 

eine höhere Anzahl an Mitochondrien und zahlreiche, kleinere Fettvakuolen, wodurch es 

makroskopisch dunkler (braun) erscheint. Beim Menschen ist braunes Fettgewebe 

hauptsächlich bei Neugeborenen dominant. Seine Masse nimmt postnatal rasch ab und der 

Anteil am Körpergewicht beträgt bei Erwachsenen maximal 1,5 %. Bei Neugeborenen kommt 

braunes Fettgewebe zwischen den Schulterblättern (interskapulär), entlang der 

Halsmuskulatur bis unter die Schlüsselbeine (supraklavikulär, axillär) sowie entlang der 

Trachea und des Ösophagus vor. Weiterhin wurde braunes Fettgewebe um die größeren 

mediastinalen Gefäße sowie die interkostalen Arterien gefunden. Im Abdomen sind die 

größten Depots im perirenalen Bereich lokalisiert. Bei Erwachsenen wurde braunes 

Fettgewebe vor allem supraklavikulär und zervikal beschrieben. Dagegen ist das weiße 

Fettgewebe im gesamten Körper zu finden. Die größten Anteile liegen im viszeralen Bereich, 

perirenal und als subkutanes Fett abdominell, gluteal und im Oberschenkelbereich vor 

(Leitner et al., 2017; Merkel et al., 2019; Sharp et al., 2012; Tews et al., 2017). 
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Etwa ein Drittel der Zellen im Fettgewebe stellen die mit Triacylglyceride (TAGs) gefüllten 

Adipozyten dar. Den verbleibenden Teil bilden Endothelzellen, Blutzellen, Fibroblasten und 

Präadipozyten. Die Präadipozyten (Vorstadien der Adipozyten) entwickeln sich aus 

pluripotenten Stammzellen retikulären Ursprungs, den Adipoblasten. Diese entwickeln sich 

zu Präadipozyten, die noch keine TAG-Speicher besitzen (Richard et al. 2000).  

Die Präadipozyten können unter den richtigen Bedingungen schließlich zu reifen Adipozyten 

ausdifferenzieren – dieser Vorgang wird als Adipogenese bezeichnet. Zur Untersuchung der 

Adipogenese werden häufig die murinen 3T3-L1-Zellen genutzt (Hokimoto et al., 2023; 

Zebisch et al., 2012). Im Allgemeinen werden zur Stimulierung der Differenzierungen von 

Zelllinien wie 3T3-L1-Zellen drei Komponenten verwendet, zu denen Insulin, Dexamethason 

und 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) zählen (siehe Abbildung 1). Insulin wird häufig 

verwendet, um die Proliferation und Differenzierung von Präadipozyten zu induzieren. 

Bekannt ist, dass Insulin in hohen Konzentrationen den insulinähnlichen Wachstumsfaktor 

(Insulin-like growth factor) 1 nachahmt und die mitogen-aktivierten Proteinkinasewege 

stimuliert (Lee et al., 2019; Qiu et al., 2001). Weiterhin bewirkt Insulin die Expression des 

Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors (PPAR)γ, dem Hauptregulator der Adipo-

genese, als auch des sterol regulatory element-binding proteins (SREBP) 1c, welches 

wiederum die Genexpression der Lipoproteinlipase oder der Fettsäuresynthase steigert (Lee 

et al., 2019; Li et al., 2023). Dexamethason ist ein entzündungshemmendes 

Glukokortikoidmolekül, das sowohl die osteogene als auch die adipogene Differenzierung in 

einer zell-, zeit- und konzentrationsabhängigen Weise stimuliert (Arutyunyan et al., 2009; 

Scott et al., 2011). IBMX ist ein kompetitiver, nicht-selektiver Phosphodiesterase (PDE)-

hemmer, der das intrazelluläre zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)-Level erhöht und 

die Proteinkinase (PK) A aktiviert. Der PK A-Signalweg ist für die transkriptionelle Aktivierung 

von PPARγ und damit für die adipogene Genexpression erforderlich (Kim et al., 2010). 

Darüber hinaus sind sowohl Dexamethason als auch IBMX Induktoren der beiden 

Transkriptionsfaktoren CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)β und C/EBPδ, welche 

wiederum die Expression von PPARγ erhöhen (Hokimoto et al., 2023). PPARγ wiederum 

induziert die Expression von C/EBPα. Eine weitere Klasse von Transkriptionsfaktoren, die 

Leber-X-Rezeptoren (LXR), sind am Lipidmetabolismus beteiligt. LXRα erhöht die 

Expression von PPARγ und SREBP 1c. Insgesamt resultiert diese Kaskade schließlich u. a. 

in der Expression von fettzellspezifischen Genen (z. B. Fettsäurebindungsprotein 4 

(FABP 4)), der Synthese und Sekretion der Adipokine Leptin und Adiponektin sowie der 

Entwicklung der notwendigen Insulinsensitivität der Zelle. Die verwendeten Konzentrationen 

zur Induktion der Adipogenese in in vitro-Versuchen variieren je nach Zelllinie bzw. 

mesenchymaler oder pluripotenter Stammzellen (Dixon et al., 2021; Scott et al., 2011; Xu et 

al., 2018). 
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Abbildung 1: Regulation der adipogenen Differenzierung. An der Regulation der Differenzierung sind viele 

unterschiedliche Transkriptionsfaktoren wie CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) oder sterol regulatory 

element-binding protein (SREBP)1 beteiligt. Rote Pfeile: inhibitorische Wirkung. AMP: Adenosinmonophosphat; 

cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; C/EBP: CCAAT/enhancer binding protein; IBMX: 3-Isobutyl-1-

methylxanthin; LXR: Leber-X-Rezeptor; PDE: Phosphodiesterase; PPAR: Peroxisom-Proliferator-aktivierter 

Rezeptor; Sirt1: Sirtuin 1; SREBP: sterol regulatory element-binding protein (modifiziert nach Kim et al., 2010; 

Prawitt, 2006; Yang et al., 2006). 

Picard et al. konnten zeigen, dass PPARγ durch Sirtuin 1 (Sirt 1) in 3T3-L1-Zellen inhibiert 

und somit die Adipogenese gehemmt werden kann (Picard et al., 2004).  

 

2.1.2. Verdauung und Resorption von Lipiden 

Als Lipide werden Substanzen biologischen Ursprungs definiert, die in unpolaren 

Lösungsmitteln löslich sind und aus verseifbaren Lipiden wie Glyceriden und Phospholipiden 

sowie aus nicht verseifbaren Lipiden wie hauptsächlich den Steroiden bestehen (IUPAC, 

1997). Sie stellen für den menschlichen Organismus eine wichtige Energiereserve in Form 

des Fettgewebes dar und dienen daneben als Isolationsschicht gegen Wärmeverluste sowie 

als Schutz von Organen gegen mechanische Einflüsse (Baur und Baur, 2022; Hopp, 2018). 

Durch ihren physiologischen Brennwert von 39,0 kJ/g sind Fette eine energiereichere Quelle 

als die beiden anderen Makronährstoffe Kohlenhydrate und Proteine (Brennwert je 

17,2 kJ/g). TAGs machen mit 98 % den größten Anteil der zugeführten Nahrungsfette aus 

und bestehen aus dem dreiwertigen Alkohol Glycerin, der mit drei FS verestert ist. Der übrige 

Anteil zeichnet sich v. a. durch Cholesterin und Phospholipide aus (Guo et al., 2020). 
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Abbildung 2: Bildung eines Triacylglycerids aus Glycerin und freien Fettsäuren durch Veresterung. 

Bei der Verdauung von Lipiden wird die Esterbindung zwischen den FS und Glycerin 

enzymatisch durch Lipasen gespalten, damit die FS über das Dünndarmepithel absorbiert 

werden können (Berg et al., 2018; Feigenspan, 2017). Die Fettverdauung beginnt mit der 

Zungengrundlipase im Speichel, die vor allem kurzkettige FS aus TAGs des Milchfettes 

abspaltet, sowie der Magenlipase im Magen, die jedoch nur ca. 5 % der Lipide spaltet. Beide 

Lipasen tragen nur bei Säuglingen wesentlich zur Fettverdauung bei (Baur und Baur, 2022; 

Feigenspan, 2017; Lim et al., 2022). Aus dem Magen gelangen die Lipide in das Duodenum 

(Zwölffingerdarm) und werden dort durch Zugabe von Gallensäuren und -salzen aus der 

Leber und Gallenblase emulgiert, um mit der einhergehenden Oberflächenvergrößerung eine 

wichtige Voraussetzung für eine effiziente hydrolytische Spaltung der Lipide zu 

gewährleisten. Die von der Bauchspeicheldrüse produzierte Pankreaslipase wird in das 

Duodenum abgegeben, wo diese in Gegenwart einer Colipase den Großteil der 

aufgenommenen Nahrungsfette in Glycerin bzw. in Monoacylglycerin (MAG) und FS spaltet 

(Baur und Baur, 2022; Clauss und Clauss, 2018; Feigenspan, 2017). Die FS und MAGs 

bilden mit den Gallensäuren und -salzen Mizellen und werden im Dünndarm resorbiert. 

Während kurz- und mittelkettige FS (mit bis zu zehn C-Atomen) direkt ins Blut resorbiert 

werden, werden aus längerkettigen FS und Glycerin am endoplasmatischen Retikulum der 

Mukosazellen durch Reveresterung wieder TAGs gebildet. Die entstandenen TAGs bilden 

zusammen mit Apolipoproteinen, Cholesterin und Phospholipiden die sogenannten 

Chylomikronen (Lipoproteine). Die Chylomikronen gelangen durch Exozytose nach Kontakt 

mit der Plasmamembran in die anliegenden Lymphgefäße und von dort über den Ductus 

thoracicus in die Blutzirkulation. Sobald die Chylomikronen von der Lymphe ins Blut 

übergetreten sind, hydrolysieren Lipoproteinlipasen die TAGs der Chylomikronen und es 

entstehen sogenannte Chylomikronen-Remnants. Die Remnants, welche cholesterinreich 

sind, werden in die Leber transportiert und dort abgebaut. Die freigesetzten FS der TAGs 

werden an das Blutprotein Serumalbumin gebunden, um zu den Geweben transportiert zu 

werden. Die FS werden von den extrahepatischen Geweben wie den Adipozyten durch 

verschiedene Transportmechanismen aufgenommen und zur Speicherung wieder verestert 

oder können bei hohen FS-Konzentrationen durch passive Diffusion die Plasmamembran 
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passieren. Für die Carrier-vermittelte FS-Aufnahme stehen Transportproteine wie das 

Fettsäuretransportprotein oder die Fettsäuretranslokase CD 36 zur Verfügung (Baur und 

Baur, 2022; Heinrich et al., 2014; Lim et al., 2022).  

 

2.1.3. Lipogenese und Lipolyse sowie deren Regulation 

In den Adipozyten finden zwei gegenläufigen Prozesse statt – einerseits die Lipogenese zur 

Speicherung der Energie, d. h. die Veresterung von freien FS mit Glycerin zu TAGs. 

Antiparallel zu diesem Vorgang findet bei Energiebedarf durch Fasten oder körperliche 

Aktivität andererseits auch der Abbau der TAGs statt, um freie FS bereitzustellen, was als 

Lipolyse bezeichnet wird (Heinrich et al., 2022). 

Der am besten untersuchteste Mechanismus zur Regulation der Lipolyse ist der cAMP-

Signalweg (siehe Abbildung 3). Katecholamine wie Adrenalin oder Noradrenalin können 

durch Bindung an β-adrenerge Rezeptoren, welche sich auf der Oberfläche der Adipozyten 

befinden, die Lipolyse stimulieren. Bei Bindung an α-adrenerge Rezeptoren werden 

antilipolytische Effekte vermittelt. Beide Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren, wobei β-adrenerge Rezeptoren eine stimulierende G-Protein-

Untereinheit (Gs) und α-adrenerge Rezeptoren eine inhibierende G-Protein-Untereinheit (Gi) 

besitzen. Die G-Proteine interagieren mit der Adenylatzyklase, welche ATP zu cAMP 

umwandelt (Cho et al., 2023; Li et al., 2022; Nielsen et al., 2014). Ein Anstieg der 

intrazellulären cAMP-Konzentration durch eine aktivierte Adenylatzyklase steigert die 

Lipolyse, während die Hemmung der Lipolyse mit einer Senkung des cAMP-Spiegels 

einhergeht. cAMP ist ein second messenger, der viele physiologische kinase- und 

rezeptorvermittelte Signalketten steuert. Durch ihn wird die cAMP-abhängige PK A aktiviert, 

die Perilipin A sowie die hormonsensitive Lipase (HSL) phosphoryliert. Die inaktive Form der 

HSL befindet sich im Zytosol der Adipozyten und die Phosphorylierung induziert eine 

Translokation an bzw. in die Lipidtröpfchen, die durch Bindung der HSL an das adipocyte 

lipid binding protein erhöht werden kann. Phosphoryliertes Perilipin bewirkt die Freisetzung 

des Coaktivators comparative gene identification 58 (CGI-58) für das Enzym Adipozyten-

Triglycerid-Lipase (ATGL) und damit dessen Aktivierung (Berg et al., 2018; Bézaire und 

Langin, 2009; Heinrich et al., 2014; Lafontan und Langin, 2009; Nelson und Cox, 2009). An 

der basalen Lipolyse sind hauptsächlich drei Enzyme beteiligt – ATGL, HSL und 

Monoacylglycerin-Lipase (MGL). Die ATGL initiiert die Mobilisierung der TAGs, indem unter 

Bildung von Diacylglycerin (DAG) eine FS des TAGs abspalten wird. DAG wird wiederum 

von einer HSL in eine freie FS und MAG hydrolysiert. HSL zeigt eine breite Substratspezifität 

und hydrolysiert neben TAGs auch DAGs, MAGs und Cholesterinester. In vitro-Studien 

zeigten, dass die Aktivität der HSL gegenüber DAG elffach höher ist als gegenüber TAG. Die 
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MGL schließt die Mobilisierung der FS ab, indem MAG in eine freie FS und Glycerin 

gespalten wird (Berg et al., 2018; Cho et al., 2023; Duncan et al., 2007). 

 

Abbildung 3: Regulationswege der Lipogenese und Lipolyse in Adipozyten. Die schwarzen Pfeile zeigen die 

lipolytischen Signalwege, die roten Pfeile die antilipolytischen Signale. AMP: Adenosinmonophosphat; AC: 

Adenylatzyklase; AR: adrenerger Rezeptor; ATGL: Adipozyten-Triglycerid-Lipase; ATP: Adenosintriphosphat; 

cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; CGI-58: comparative gene identification 58; cGMP: zyklisches 

Guanosinmonophosphat; DAG: Diacylglycerin; GC: Guanylatzyklase; Gi: inhibitorisches G-Protein; G-Protein: 

Guanosintriphosphat-bindendes Protein; Gs: stimulatorisches G-Protein; GTP: Guanosintriphosphat; HSL: 

hormonsensitive Lipase; IR: Insulinrezeptor; IRS1/2: Insulinrezeptorsubstrat 1 und 2; MAG: Monoacylglycerin; 

MGL: Monoacylglycerin-Lipase; NPR-A: natriuretischer-Peptid-Rezeptor A; P: Phosphorylierung; PDK: 

phosphoinositidabhängige Kinase; PLIN1: Perilipin A; PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; PIP2: 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat; PKA: Proteinkinase A; 

PKB/Akt: Proteinkinase B; PKG: Proteinkinase G; PDE 3B: Phosphodiesterase 3B; TAG: Triacylglycerid 

(modifiziert nach Nielsen et al., 2014). 

Die abgespaltenen FS können in den Adipozyten auch wieder reverestert werden. Der 

größte Teil wird jedoch an FABP 4 gebunden. FABP 4 ist ein zytosolisches Protein, welches 

in Fettzellen exprimiert wird und als Chaperon fungiert, indem FS gebunden, intrazellulär im 

wässrigen Milieu transportiert und aus der Zelle gelangen können. Außerhalb der Zelle 

werden die FS an Serumalbumin gebunden und über den Blutstrom zu den Organen wie der 

Leber oder den Muskeln transportiert und dort aufgenommen. Durch β-Oxidation in den 

Mitochondrien und Abbau im Citratzyklus werden die FS zur Deckung des Energiebedarfs 

genutzt. Glycerin wird via Aquaporin 7 aus den Adipozyten transportiert und aus dem Blut 

vor allem von der Leber und der Darmmukosa aufgenommen. Nach Aktivierung zu α-
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Glycerophosphat kann es in der Leber zur Glukoneogenese verwendet werden (Duncan et 

al., 2007; Heinrich et al., 2014; Hertzel et al., 2008; Rehner und Daniel, 2010). 

 

Viele der mittels Lipolyse freigesetzten FS werden sofort in der Lipogenese wieder 

reverestert. Für die Lipogenese müssen FS und Glycerin zunächst in aktivierte Formen 

überführt werden. Die FS werden mithilfe der ATP-abhängigen Acyl-Coenzym A (CoA)-

Synthetase in Acyl-CoA umgewandelt. Glycerin-3-phosphat ist die aktive Form des Glycerins 

und wird aus Dihydroxyacetonphosphat, das aus der Glykolyse stammt, durch Reduktion 

mittels Glycerin-3-phosphatdehydrogenase gebildet. Anschließend wird Glycerin-3-phosphat 

und zwei Moleküle Acyl-CoA mittels Acyl-CoA-Glycerin-3-phosphat-Acyl-Transferase 

verestert, sodass Phosphatidsäure entsteht. Danach wird mittels Phosphatidat-

Phosphohydrolase der Phosphatrest abgespalten und an das entstandene DAG ein weiteres 

Acyl-CoA durch die Diacylglycerin-Acyl-Transferase angelagert (Heinrich et al., 2022). 

 

Bei der de-novo-Lipogenese werden Kohlenhydrate aus dem Blutkreislauf in FS 

umgewandelt, die dann entweder zur Synthese von TAGs oder anderen Lipidmolekülen 

verwendet werden. Im menschlichen Körper läuft dieser Stoffwechselweg hauptsächlich in 

der Leber und im Fettgewebe ab. Ein Teil der zirkulierenden Glukose, die durch 

kohlenhydratreiche Nahrung aufgenommen wurde, wird von den Adipozyten durch den 

Glukosetransporter Typ 4 (GLUT4) aufgenommen. Anschließend wird die Glukose zu 

Glukose-6-Phosphat phosphoryliert und im Zytosol durch die Glykolyse zu Pyruvat 

umgewandelt, welches zur weiteren Oxidation im Citratzyklus in die Mitochondrien 

transportiert wird. Citrat, ein Zwischenprodukt des Citratzyklus, wird in das Zytosol exportiert 

und als Substrat für die de-novo-Lipogenese verwendet. Durch die ATP-Citrat-Lyase wird 

Acetyl-CoA aus Citrat freisetzt. Das entstandene Acetyl-CoA wird durch die Acetyl-CoA-

Carboxylase 1 in Malonyl-CoA umgewandelt. Die Fettsäuresynthase verknüpft Acetyl-CoA 

und Malonyl-CoA mit schrittweiser Verlängerung zum Hauptprodukt, der Palmitinsäure, oder 

zu anderen gesättigten langkettigen FS. Durch Elongasen oder Desaturasen können die 

gesättigten FS weiter modifiziert werden, um so komplexe FS zu erzeugen. Es wird jedoch 

davon ausgegangen, dass die endogene Bildung der FS aus der de-novo-Lipogenese nur 

einen geringen Beitrag zur Lipidhomöostase im menschlichen Organismus leistet (Ameer et 

al., 2014; Calvisi, 2011; Song et al., 2018). 

 

Da die Lipolyse und Lipogenese beide in den Adipozyten ablaufen, werden diese Prozesse 

direkt durch rezeptorvermittelte Signalübertragung oder indirekt durch Beeinflussung der 

lipolytischen Kaskade reguliert (Kersten, 2001; Nielsen et al., 2014).  
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Die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin stimulieren die Lipolyse durch Bindung an 

G-Protein gekoppelte β-adrenerge Rezeptoren mit einer Gs-Untereinheit. Dadurch wird die 

Adenylatzyklase aktiviert, welche die Umwandlung von ATP zu cAMP katalysiert. Ein Anstieg 

von cAMP aktiviert die PK A, welche die HSL und Perilipin phosphoryliert, um die Lipolyse zu 

stimulieren. Im Menschen sind sowohl die β1- als auch die β2-Isoformen an der Lipolyse 

beteiligt. Weiterhin können Katecholamine auch über extracellular signal-regulated kinases 

vermittelte Signalwege die Lipolyse regulieren. Entgegengesetzt inhibieren Katecholamine 

die Lipolyse über die Aktivierung von G-Protein gekoppelten α2-adrenergen Rezeptoren mit 

einer Gi-Untereinheit. Diese hemmen die Adenylatzyklase und somit die cAMP-Synthese 

(Ahmadian et al., 2010; Braun et al., 2018; Nielsen et al., 2014; Robidoux et al., 2006). 

Insulin, ein von der Bauchspeicheldrüse gebildetes Hormon, inhibiert ebenfalls die Lipolyse 

und stimuliert die Lipogenese durch Bindung an den Insulinrezeptor auf der Zellmembran der 

Adipozyten. Die Bindung bewirkt eine Autophosphorylierung des Rezeptors, was zur 

Aktivierung und anschließenden Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate führt. Dies 

fördert die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase, die Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat in Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat umwandelt. Die Bildung von 

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat aktiviert die phosphoinositidabhängige Kinase, die 

eine Phosphorylierung und Aktivierung der PK B bewirkt. Schließlich aktiviert diese die 

PDE 3B, die cAMP zu 5´-Adenosinmonophosphat (AMP) abbaut. Dadurch wird PK A 

inaktiviert, was zu einer verringerten Phosphorylierung von HSL sowie Perilipin A und zur 

Unterdrückung der Lipolyse führt (Nielsen et al., 2014; Zhao et al., 2020). Campell et al. 

konnten weiterhin zeigen, dass Insulin die Lipolyserate signifikant durch eine steigernde 

Wiederveresterung der FS reduziert (Campbell et al., 1992). 

Neben den Katecholaminen und Insulin gehören auch natriuretische Peptide zu den 

Hauptregulatoren der Lipolyse im Menschen (Lafontan und Langin, 2009). Natriuretische 

Peptide binden an Typ-A-Rezeptoren, die einen zytoplasmatischen Anteil mit 

Guanylatzyklaseaktivität besitzen. Der Anstieg von zyklischem Guanosinmonophosphat 

(cGMP) resultiert aus der Umwandlung von Guanosintriphosphat mittels Guanylatzyklase 

und aktiviert die PK G, die ähnlich wie PK A HSL und Perilipin A phosphoryliert (Braun et al., 

2018). In 14 gesunden männlichen Probanden konnte durch intravenöse Gabe von atrialem 

natriuretischem Peptid eine gesteigerte Lipidmobilisierung und eine erhöhte Konzentration 

an unveresterten FS im Serum nachgewiesen werden (Birkenfeld et al., 2005).  

Glukokortikoide wie Dexamethason besitzen lipolytische Effekte durch die Affinität zu β-

adrenergen Rezeptoren und durch Reduktion der Insulinsensitivität (Nielsen et al., 2014). Xu 

et al. konnten zeigen, dass Glukokortikoide die Lipolyse in primären Rattenadipozyten 

erhöhten. Durch Inkubation mit Dexamethason konnte eine Herunterregulierung der Boten-

Ribonukleinsäure (mRNA)- und Proteinlevel der PDE 3B, eine erhöhte cAMP-Produktion und 
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eine Aktivierung der PK A beobachtet werden. Darüber hinaus induzierte Dexamethason die 

Phosphorylierung von Perilipin, erhöhte die mRNA- und Proteinkonzentration der HSL sowie 

der AGTL und steigerte die FS-Konzentration im Plasma (Xu et al., 2009). 

Des Weiteren können Proteine wie das acylation-stimulating protein (ASP), das von 

Adipozyten produziert wird, als Aktivator der Acyl-Transferasen fungieren. ASP stimuliert die 

FS-Aufnahme in den Fettzellen durch Aktivierung der Diacylglycerin-Acyl-Transferase. 

Weiterhin wird die Glukoseaufnahme durch die Glukosetransporter GLUT4 und GLUT1 

erhöht und die Lipolyse durch Inhibierung der HSL reduziert (Rezvani et al., 2024). 

Caveolae, darunter Caveolin-1, sind kleine Einstülpungen in den Plasmamembranen von 

Zellen, die in Adipozyten stark ausgeprägt sind. Sie regulieren einerseits den FS-Transport 

und stimulieren andererseits die Lipolyse durch eine erleichterte PK A-vermittelte 

Phosphorylierung von Perilipin (Duncan et al., 2007; Lafontan und Langin, 2009; Luse et al., 

2023). 

Weiterhin werden mehrere Mechanismen beschrieben, die zur Tumornekrosefaktor 

(TNF)α-stimulierten Lipolyse beitragen. Einerseits wurde eine Hemmung der Insulin-

vermittelten Signalübertragung beobachtet, wodurch eine verminderte PDE 3B-Aktivität und 

hohe cAMP-Level aufrechterhalten werden. Andererseits erhöht TNFα die Adenylat-

zyklaseaktivität durch die Abnahme der Expression von Gi-Untereinheiten. Der dritte 

Mechanismus erfolgt über eine erhöhte Phosphorylierung und dadurch verringerte 

Perilipinkonzentrationen. Die Phosphorylierung erfolgt indirekt durch die Herabregulierung 

des PDE 3B-Proteingehaltes, was zu einem Anstieg von cAMP führt. Weiterhin werden die 

drei mitogenaktivierten Proteinkinasen p42/44, c-Jun-N-terminale Kinase und p38 durch 

TNFα aktiviert, von denen p42/44 und c-Jun-N-terminale Kinase an der Induktion der 

Lipolyse beteiligt sind (Ahmadian et al., 2010; Hertzel et al., 2008; Jack et al., 2022; Nielsen 

et al., 2014).  

Auch Hormone wie Glukagon oder Adrenalin spielen eine wichtige Rolle bei der 

Mobilisierung gespeicherter Energie, indem mittels Glykogenolyse der Abbau von Glykogen 

zu Glukose stimuliert wird. Glukagon wird von endokrinen Zellen des Pankreas synthetisiert 

und als Reaktion auf einen niedrigen Blutzuckerspiegel in den Blutkreislauf ausgeschüttet. 

Die Signaltransduktion durch Glukagon erfolgt ähnlich wie bei den Katecholaminen über 

einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, die Adenylatzyklase und die Steigerung des 

intrazellulären cAMP-Spiegels, wodurch Proteinkinasen aktiviert werden (Albrechtsen et al., 

2023; Armour et al., 2023). Daneben gibt es auch Hormone wie Leptin und Adiponektin, die 

von Fettzellen selbst produziert werden. Die Leptinsynthese und -abgabe steigt proportional 

mit der Größe der Fettzellen. Entgegengesetzt dazu enthalten kleine Fettzellen besonders 

viel Adiponektin (Schling, 2020).  
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Außerdem kann durch die Aufnahme kohlenhydratreicher Nahrung die Lipogenese stimuliert 

werden. Glukose wird einerseits in Acetyl-CoA umgewandelt, wodurch die FS-Synthese 

gesteigert wird. Andererseits erhöht Glukose die Insulinfreisetzung und inhibiert die 

Glukagonsekretion aus den Alphazellen des Pankreas. Dagegen führt Fasten zur 

Reduzierung der Plasmaglukosekonzentration und zur Erhöhung der freien FS sowie der 

Ketonkörper. Während Nahrungskarenz wurde eine Verstärkung der Katecholamin-

induzierten Lipolyse und eine Abnahme der Insulin-stimulierten Lipogenese beobachtet 

(Kersten, 2023). 

Auch körperliche Aktivität kann die Lipolyse stimulieren durch erhöhte Blutkonzentrationen 

von Adrenalin, Noradrenalin, Wachstumsfaktoren und Cortisol sowie erniedrigte 

Konzentrationen von Insulin (Nielsen et al., 2014).  

Des Weiteren wurde eine Beeinflussung der FS-Mobilisierung durch das Alter oder Stress 

diskutiert (Lafontan und Langin, 2009). 

 

2.1.4. Phosphodiesterasen 

PDEs sind Enzyme, welche die Hydrolyse der beiden second messenger cAMP und cGMP 

zu 5′-AMP bzw. 5′-Guanosinmonophosphat (GMP) durch Spaltung der Phospho-

diesterbindung katalysieren (siehe Abbildung 4). Damit beeinflussen PDEs eine Vielzahl von 

Signalwegen, einschließlich Muskelkontraktion, Zelldifferenzierung, Lipolyse, Glykogenolyse, 

Glukoneogenese sowie Apoptose und wurden als wichtige Zielmoleküle für die Behandlung 

von Krankheiten wie Herzinsuffizienz, Depression, Asthma und Inflammation identifiziert 

(Jeon et al., 2005). 

 

Abbildung 4: Hydrolyse von cAMP zu 5′-AMP durch PDEs an Position 3′. AMP: Adenosinmonophosphat; cAMP: 

zyklisches Adenosinmonophosphat; PDE: Phosphodiesterase. 

Derzeit sind 12 PDE-Familien bekannt, die von 24 Genen kodiert werden und über 

100 verschiedene Isoformen repräsentieren (siehe Tabelle 1). Je nach PDE-Familie variieren 

neben der Substratspezifität auch deren dreidimensionale Struktur, kinetische 
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Eigenschaften, Regulierungsmechanismen, intrazelluläre Lokalisierung, zelluläre Expression 

und Sensitivität gegenüber Inhibitoren (Bender und Beavo, 2006; Bizzi et al., 2019). 

Tabelle 1: Übersicht der PDE-Familien, ihrer Substratspezifität und des exprimierenden Gewebes (Gresele et al., 

2011). 

PDE-Familie Substrat exprimierendes Gewebe 

1 cGMP > cAMP Herz, glatte Gefäßmuskulatur, Gehirn 

2 cGMP = cAMP Thrombozyten, Herz, Endothelzellen 

3 cGMP < cAMP Thrombozyten, glatte Gefäßmuskulatur, Schwellkörper 

(Corpus cavernosum), Herz 

4 cAMP Lunge, Herz, glatte Gefäßmuskulatur, Gehirn, 

Entzündungs- und Immunzellen 

5 cGMP Thrombozyten, glatte Gefäßmuskulatur, Schwellkörper 

(Corpus cavernosum) 

6 cGMP > cAMP Stäbchen und Zapfen der Netzhaut 

7 cGMP < cAMP T-Zellen, B-Zellen, Skelettmuskel, Herz 

8 cAMP Hoden, Auge, Leber, Niere, Skelettmuskel, Embryo, 

Eierstöcke, Gehirn 

9 cGMP Gehirn, glatte Muskulatur des Dünndarms, Leber, Niere, 

Lunge, Hoden, Skelettmuskel, Herz 

10 cGMP < cAMP Hoden, Gehirn 

11 cGMP = cAMP Skelettmuskel, Prostata, Niere, Leber, Hypophyse, 

Speicheldrüsen, Hoden 

cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat. 

 

Strukturell zeichnen sich alle PDE-Isoformen durch drei funktionelle Domänen aus, darunter 

einen konservierten, katalytischen Kern, einen regulatorischen N-Terminus und einen 

C‑Terminus. Die konservierte, katalytische Domäne besteht aus ~270 Aminosäuren (18–

46 % Sequenzidentität), die sich im C-terminalen Teil des Proteins befindet. Diese 

katalytische Domäne hat drei helikale Subdomänen: eine N-terminale, Zyklin-gefaltete 

Region, eine Linker-Region und ein C-terminales, helikales Bündel. An der Schnittstelle der 

drei Subdomänen wird eine tiefe hydrophobe Tasche gebildet, die aus den vier Teilbereichen 

Metallbindungsstelle für Zn2+ und Mg2+ (M-Stelle), Kerntasche (Q-Tasche), hydrophobe 

Tasche (H-Tasche) und einer Deckelregion (L-Bereich) besteht (Azevedo et al., 2014; Bizzi 

et al., 2019; Jeon et al., 2005). Die Spezifität für das Substrat (cAMP und/oder cGMP) und 

die Fähigkeit, durch familien- und isoformspezifische Inhibitoren gehemmt zu werden, 
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ergeben sich durch Unterschiede in der Aminosäuresequenz und der Tertiärstruktur in der 

katalytischen Region (Bizzi et al., 2019). 

 

Im Folgenden wird genauer auf die PDE 3-Familie eingegangen, da die PDE 3B aufgrund 

ihrer Beteiligung am Lipidmetabolismus für diese Arbeit von besonderem Interesse ist (siehe 

Kapitel 2.1.3.). 

Die PDE 3-Familie besteht aus zwei Subfamilien, PDE 3A und PDE 3B. Die PDE 3A-

Subfamilie wiederum umfasst drei Isoformen (PDE 3A1–PDE 3A3), während von PDE 3B 

bislang keine unterschiedlichen Isoformen bekannt sind (Azevedo et al., 2014; Omori und 

Kotera, 2007). Die Enzyme der PDE 3-Familie werden von verschiedenene Geweben 

exprimiert – PDE 3A ist sowohl in Thrombozyten, der glatten Gefäßmuskulatur, 

Herzmuskelzellen und Eizellen lokalisiert. Die PDE 3B kommt vor allem in Zellen und 

Geweben vor, die für die Regulierung der Energiehomöostase sowie des Glukose- und 

Lipidstoffwechsels wichtig sind wie das Fettgewebe, Leber, β-Zellen der Bauchspeicheldrüse 

und Hypothalamus (Azevedo et al., 2014; Bender und Beavo, 2006). Obwohl die PDE 3 

sowohl cAMP als auch cGMP hydrolysiert, ist die Hydrolysegeschwindigkeit für cAMP 

zehnmal höher als für cGMP. Dagegen ist die Affinität für cGMP deutlich größer, wodurch 

cGMP wie ein kompetitiver Inhibitor der cAMP-Hydrolyse wirkt. Als weitere PDE 3-Inhibitoren 

mit pharmakologischer Anwendung wurden Cilostazol, Milrinon, Vesnarinon, Lixazinon oder 

Anagrelid identifiziert (Gresele et al., 2011; Omori und Kotera, 2007). Neben den 

spezifischen Inhibitoren wurden bereits 1962 die unspezifischen Inhibitoren Koffein, 

Theobromin oder Theophyllin entdeckt, welche die PDE-Aktivität und damit auch die 

Hydrolyse von cAMP zu AMP hemmen (Butcher und Sutherland, 1962). Des Weiteren 

konnten auch Flavonoide wie Flavone oder Anthocyane sowie flavonoidreiche Extrakte als 

PDE-Inhibitoren identifiziert werden (Dallas et al., 2008; Kuppusamy und Das, 1992; Rauf et 

al., 2022; Röhrig et al., 2017). 

 

2.1.5. Übergewicht, Adipositas und deren Folgeerkrankungen 

Bei normalgewichtigen Menschen liegt die durchschnittliche Umsatzrate von TAGs in der 

Körperfettmasse bei etwa 100–300 g TAGs/Tag. Ein Ungleichgewicht zwischen 

Energiezufuhr und -verbrauch, in Zusammenhang mit ungesunder Ernährung durch fett- und 

zuckerhaltige Lebensmittel und Bewegungsmangel, führt zu einer übermäßigen 

Fettakkumulation, die in Übergewicht oder Adipositas resultieren kann (Lafontan und Langin, 

2009; World Health Organization, 2021; World Health Organization, 2022). Daneben können 

auch die genetische Prädisposition, Alter, endokrine Erkrankungen (z. B. Hypothyreose, 
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Cushing-Syndrom), hormonelle Faktoren oder Medikamenteneinnahme zur Entstehung von 

Adipositas beitragen (Masood und Moorthy, 2023).  

Bei ständig erhöhter Energiezufuhr werden die Speicherkapazitäten der Adipozyten 

überfordert und die zelluläre Homöodynamik gestört (Eisenstecken et al., 2012). Die Daten 

der molekularen Mechanismen sind oft ambivalent. Beispielsweise kann die durch 

β‑adrenerge Rezeptoren stimulierte Lipolyse bei Fettleibigkeit beeinträchtigt sein. Daneben 

können verminderte HSL- und Perilipin-Proteingehalte im Fettgewebe adipöser Personen 

durch einen Postrezeptordefekt zur Beeinträchtigung der Katecholamin-vermittelten Lipolyse 

beitragen. HSL und Perilipin A sind normalerweise an der cAMP-abhängigen PK A-

Aktivierung beteiligt (Duncan et al., 2007; Large et al., 1999; Ray et al., 2009). Darüber 

hinaus sind die Konzentrationen der freien FS im Plasma bei Fettleibigkeit in der Regel 

erhöht, was auf eine Dysregulierung bei der Aufnahme durch die Fettzellen oder der Lipolyse 

hindeutet. Diese bei Übergewicht vermehrte Ausschüttung freier FS und verschiedener 

Adipokine kann die Insulinsensitivität maßgeblich beeinflussen. Adipokine oder 

Adipozytokine wie Interleukin-6, TNFα und Resistin können eine Insulinresistenz hervorrufen, 

während Adiponektin, das bei übergewichtigen Personen reduziert ist, die Insulinsensitivität 

steigert (Fasshauer et al., 2004; Lafontan und Langin, 2009). Weiterhin wird eine 

Leptinresistenz als eine der Hauptursachen für Übergewicht und Adipositas diskutiert. 

Bislang wurde davon ausgegangen, dass die Ursache ein gestörter Transportprozess ist und 

Leptin nur eingeschränkt die Blut-Hirn-Schranke überwinden kann. Neuere Forschungen 

konnten jedoch zeigen, dass die Wirkung von Leptin auf Neuronen der tuberalen Region des 

Hypothalamus zum Sättigungseffekt beiträgt und so wurde ein Einfluss von Schäden an 

Neuronen als Ursache für die Lepitinresistenz diskutiert (Haddad-Tóvolli et al., 2023; 

Harrison et al., 2019; Maffei und Giordano, 2022). 

Bereits bei Kindern, ebenso wie bei Erwachsenen, steigt die Prävalenz für Übergewicht und 

Adipositas – Während im Jahr 1975 knapp 4 % der Kinder und Jugendlichen im Alter von 

fünf bis 19 Jahren weltweit übergewichtig oder adipös waren, ist der Wert im Jahr 2016 auf 

über 18 % angestiegen (World Health Organization, 2021). Der bei Übergewicht oder 

Adipositas erhöhte BMI ist ein Risikofaktor für Begleit- und Folgeerkrankungen wie Herz-

Kreislauf-Erkrankungen, Typ-2-Diabetes und Erkrankungen des Bewegungsapparates 

(insbesondere Arthrose). Weiterhin wird das Risiko für einige Krebsarten einschließlich 

Endometrium-, Brust-, Eierstock-, Prostata-, Leber-, Gallenblasen-, Nieren- und 

Dickdarmkrebs durch starkes Übergewicht erhöht. Adipositas führt zudem gehäuft zu 

degenerativen Gelenkschäden, einer Fettleber und Depressionen. Nicht nur eine Reduktion 

der Lebensqualität, sondern auch eine erhöhte Morbidität und Mortalität wurde bei adipösen 

Personen beobachtet (Bischoff, 2022; Calle et al., 2003; Lazarus und Bays, 2022; World 

Health Organization, 2021). Im Zusammenhang stehend mit starkem Übergewicht und 
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Adipositas ist das metabolische Syndrom. Als metabolisches Syndrom wird das gemeinsame 

Auftreten von viszeraler Adipositas, Dyslipidämie, Hyperglykämie und Hypertonie bezeichnet 

(Wang et al., 2020). 

Ein multimodaler Ansatz bestehend aus Ernährungs-, Bewegungs-, Verhaltenstherapie und 

medizinischer Betreuung sollte als Therapie zur Reduzierung von Adipositas bevorzugt 

genutzt werden. Untersuchungen zeigten, dass der durchschnittliche Gewichtsverlust über 

sechs Monate 5–10 % des Ausgangsgewichtes bei einer multimodalen Therapie betrug, 

wohingegen der durchschnittliche Gewichtsverlust bei einer einzelnen dieser Therapieformen 

lediglich bei 1–2 % des Ausgangsgewichtes lag (Bischoff, 2015; Deutsche Adipositas-

Gesellschaft (DAG), 2014).  

 

 

2.2. Polyphenole 

Polyphenole sind sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, die mengenmäßig zu den wichtigsten 

Verbindungsklassen in der Natur zählen und von denen bisher über 8.000 identifiziert 

wurden. Sie zeichnen sich durch mindestens zwei aromatische Ringe mit einer oder 

mehreren Hydroxylgruppen (alkoholische OH-Gruppen) aus und liegen meist als Glykoside 

vor, zum Teil auch als Ester. In Pflanzen dienen Polyphenole als Blütenfarbe oder 

Farbpigmente, Ultraviolett (UV)-Lichtschutz und Fraßschutz (Belitz et al., 2008; Kuhnert, 

2013; Leri et al., 2020). Daneben kommen sie in Lebensmitteln wie Obst, Gemüse 

Hülsenfrüchten, Kakao sowie in einigen Getränken wie Tee, Kaffee und Wein vor (Phenol-

Explorer, 2015).  

Polyphenole können je nach strukturellen Merkmalen in mehrere Untergruppen unterteilt 

werden, darunter die Phenolsäuren, Flavonoide oder Lignane (siehe Abbildung 5). Die 

Gruppe der Flavonoide wiederum, die in der Nahrung die am häufigsten vorkommenden 

Polyphenole sind und die sich durch das Flavan-Grundgerüst auszeichnen, wird in sieben 

Subklassen je nach Oxidierungsgrad und Verknüpfung der aromatische Ringe eingeteilt 

(Sandoval et al., 2020; Watzl und Rechkemmer, 2001). In einer Studie um Zamora-Ros et 

al., bei der die Aufnahme an Gesamtpolyphenolen in Europa untersucht wurde, wurde die 

höchste Aufnahmemenge in Dänemark mit ca. 1.700 mg/Tag und die niedrigste Aufnahme 

an Gesamtpolyphenolen in Griechenland (Männer 744 mg/Tag, Frauen 584 mg/Tag) 

bestimmt. Die größten Anteile der konsumierten Polyphenole stellten dabei auf die Klassen 

der Phenolsäuren und Flavonoide dar (Zamora-Ros et al., 2016). 

file:///F:/Promotion/ltox/Promotion/Dissertation/Prävention%23_CTVL0012e19bb7533b24ac595d57184d1573f40
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Abbildung 5: Klassifizierung der Polyphenole und der Flavonoid-Subklassen inkl. deren chemischer Struktur 

(modifiziert nach Sandoval et al., 2020; Zhang et al., 2016). 

 

2.2.1. Absorption, Metabolismus, Eliminierung sowie Bioverfügbarkeit 

Die Aufnahme von Mikronährstoffen und sekundären Pflanzeninhaltsstoffen in den Körper ist 

bei oraler Aufnahme nicht vollständig, da ein bestimmter Prozentsatz nicht absorbiert wird. 

Um die Menge zu quantifizieren, die tatsächlich absorbiert, im Gewebe verteilt, metabolisiert 

und schließlich eliminiert (ADME) wird, wurde der Begriff Bioverfügbarkeit eingeführt. Die 

Bioverfügbarkeit beschreibt die Konzentration einer bestimmten Verbindung oder des 

Metaboliten am Zielorgan (Holst und Williamson, 2008). 

Die meisten Polyphenole liegen in der Nahrung in Form von Estern, Glykosiden oder 

Polymeren vor und sind persistent gegenüber den sauren Bedingungen während der 

Magenverdauung, da sie nicht in ihrer nativen Form absorbiert werden können (mit 

Ausnahme der Anthocyane). Nur 5–10 % der gesamten Polyphenolzufuhr, darunter meist die 

Aglyka und einige Glukoside, können direkt über den Magen und/oder den Dünndarm 

absorbiert werden (siehe Abbildung 6). Der Großteil der Polyphenole muss allerdings vor der 

Resorption von den Enzymen im Dünndarm oder der Mikrobiota des Dickdarms hydrolysiert 

werden (Arfaoui, 2021; Chen et al., 2018; Manach et al., 2004). Die Glykosylierung erhöht 

die Hydrophilie der Polyphenole und begrenzt dadurch die passive Diffusion. Die Glykoside 

können entweder durch aktive Aufnahme mittels Na+-abhängigen Glukosetransporters 

(SGLT-1) und anschließender Deglykosylierung im Enterozyten durch die zytosolische 

β‑Glukosidase, nach Hydrolyse mittels Laktase-Phlorizin-Hydrolase an der 

Enterozytenmembran oder durch passive Diffusion des freigesetzten Aglykons absorbiert 
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werden (Chen et al., 2018; Day et al., 2003). Ist Rhamnose glykosidisch gebunden, wird die 

Bindung erst im Dickdarm durch die α‑Rhamnosidasen hydrolysiert. Andere Polyphenole wie 

die Hydroxyzimtsäuren oder Ellagitannine können von der Laktase-Phlorizin-Hydrolase oder 

β‑Glukosidase nicht gespalten und daher auch nicht im Dünndarm resorbiert werden, 

sondern gelangen in den Dickdarm, wo die Mikrobiota die konjugierten Anteile abspaltet. Die 

so entstandenen Aglyka werden von der Mikrobiota verstoffwechselt, was zur Bildung 

verschiedener Hydroxyphenylessigsäuren führt (Jaganath et al., 2006; Landete, 2011; Marín 

et al., 2015). 

Nach Absorption im Dünn- oder Dickdarm können Konjugationsprozesse in der Leber mittels 

Phase-II-Enzymen wie die Methylierung durch Catechol-O-Methyltransferase (COMT), 

Sulfonierung durch Sulfotransferasen (SULT) und Glukuronidierung durch Uridindiphosphat-

Glukuronosyltransferasen erfolgen. Die Metaboliten können über die Pfortader in den 

Blutkreislauf gelangen. Die zirkulierenden Polyphenolmetaboliten sind oft an Albumin 

gebunden und können unter anderem zu dem Fettgewebe, der Bauchspeicheldrüse oder 

den Muskeln transportiert werden, wo sie ihre biologischen Wirkungen entfalten. Alternativ 

werden sie zur Leber transportiert, wo hauptsächlich die Konjugationsprozesse zur 

metabolischen Detoxifizierung stattfinden, indem die Hydrophilie erhöht wird (D'Archivio et 

al., 2010; Sandoval et al., 2020). Einige der Polyphenolkonjugate werden über die Galle 

wieder zurück in den Darm ausgeschieden (enterohepatischer Kreislauf), womit sich auch 

die Verweildauer im Körper erhöht (Manach et al., 2004). Durch diese umfangreichen 

metabolischen Veränderungen entstehen aus einem einzigen Polyphenol mehrere 

Metaboliten. Daher unterscheiden sich die Verbindungen, die die Zielzellen und -gewebe 

erreichen und wo sie ihre Bioaktivität entfalten, chemisch von der ursprünglichen, in der 

Nahrung vorkommenden Form (Arfaoui, 2021). 

Polyphenole und ihre Derivate werden vor allem über den Urin und die Galle 

ausgeschieden – große, umfangreich konjugierte Metaboliten meist über die Galle, kleine 

Konjugate wie Monosulfate bevorzugt mit dem Urin. Nicht resorbierte Metaboliten werden 

über die Fäzes eliminiert (Manach et al., 2004; Marín et al., 2015). 
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Abbildung 6: Absorption und Metabolismus der mit der Nahrung aufgenommenen Polyphenole. LPH: Laktase-

Phlorizin-Hydrolase (modifiziert nach Cipolletti et al., 2018; Marín et al., 2015). 

Die Zusammensetzung der Lebensmittelmatrix und die Wechselwirkung zwischen 

Polyphenolen und anderen Nahrungsbestandteilen (Proteine, Fette, Kohlenhydrate und 

Ballaststoffe) sowie die Tendenz der Polyphenole, Komplexe mit Proteinen zu bilden, sollten 

bei der Bewertung ihrer Bioverfügbarkeit berücksichtigt werden (Arfaoui, 2021; D'Archivio et 

al., 2010). Aufgrund der strukturellen Variation zwischen den einzelnen Polyphenolen 

hinsichtlich Molekülgröße, Stabilität, Polarität oder Metabolisierung zeigen sich auch dadurch 

Unterschiede in der Bioverfügbarkeit (Koudoufio et al., 2020). Je nach Polyphenol liegen die 

Werte der relativen Urinausscheidung zwischen 0,3 % und 43 % der aufgenommenen 

Menge, was die große Variabilität der Bioverfügbarkeit der verschiedenen Polyphenole 

verdeutlicht. Die Polyphenole, die beim Menschen am besten absorbiert werden, sind die 

Isoflavone und Gallussäuren, gefolgt von den Flavanonen und Quercetinglukosiden. Zu den 

am schlechtesten absorbierten Polyphenolen gehören die Proanthocyanidine und die 

Anthocyane (Manach et al., 2005; Mueller et al., 2017). 

 

2.2.2. Anthocyane, Copigmente und Polymere 

Anthocyane (griech. anthos = Blüte und cyanos = blau) stellen eine Untergruppe der 

Flavonoide dar und sind wichtige polyphenolische sowie wasserlösliche Bestandteile von 
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Pflanzen, insbesondere von Früchten (v. a. Beeren), kommen aber auch in Blüten vor. Als 

strukturelles Merkmal tragen Anthocyane eine positive Ladung am C-Ring und werden daher 

als Flavyliumkationen bezeichnet. Die Anthocyanidine (Aglyka; siehe Abbildung 7) sind für 

die rote, blaue oder violette Farbe verantwortlich und kommen in der Natur mit einem 

glykosidisch gebundenen Zuckeranteil wie Glukose, Galaktose, Rhamnose oder Arabinose 

an Position 3 vor. Über 700 Anthocyanderivate von 27 Aglyka sind bisher in der Natur 

identifiziert worden, wobei die 3-O-Glykoside und 3,5-O-Diglykoside von Cyanidin, 

Delphinidin, Peonidin, Petunidin, Pelargonidin und Malvidin die am häufigsten natürlich 

vorkommenden Anthocyane sind (Belitz et al., 2008; Mattioli et al., 2020; Wallace und Giusti, 

2015). 

 

 

Anthocyanidin R3′ R5′ 

Pelargonidin H H 

Cyanidin OH H 

Peonidin OCH3 H 

Delphinidin OH OH 

Petunidin OCH3 OH 

Malvidin OCH3 OCH3 
 

Abbildung 7: Strukturen der sechs am häufigsten vorkommenden Anthocyanidine. 

Die Stabilität und Farbe der Anthocyane ist abhängig von den Hydroxy- bzw. 

Methoxysubstituenten des B-Ringes, pH-Wert, Copigmenten, Licht, Temperatur oder 

Metallionen. Zunehmende Hydroxylierung bewirkt eine Blauverschiebung, wohingegen 

Glykosylierung und Methylierung zur Rotverschiebung führt. Bei einem niedrigen pH-Wert 

(pH 1–3) erscheinen Anthocyane rot und sind am stabilsten. Bei steigendem pH-Wert ist eine 

Farbverschiebung über das Violette ins Blaue zu beobachten. In Gegenwart von 

mehrwertigen Metallionen wie Al3+ oder Fe3+ kann eine Stabilisierung bei höheren pH-Werten 

erfolgen, wobei sich ein tiefblau gefärbter Komplex bildet (Belitz et al., 2008; Khoo et al., 

2017; Mattioli et al., 2020; Nassour et al., 2020). 

 

Copigmente sind häufig farblose Verbindungen, welche durch Komplexbildung mit 

Anthocyanen deren Farbe stabilisieren und Intensität verstärken können. Copigmentierung 

führt zu einem Anstieg der Farbintensität (hyperchromer Effekt) und einer Verschiebung des 

Absorptionsmaximums zu höheren Wellenlängen (bathochromer Effekt). Es wird zwischen 

intramolekularer Copigmentierung, intermolekularer Copigmentierung, Selbstassoziation und 

Interaktion mit einem Metall unterschieden (Mu et al., 2017; Trouillas et al., 2016). 
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Zu den wichtigsten natürlich vorkommenden Copigment-bildenden Verbindungen gehören 

die hydrolisierbaren Tannine, Phenolsäuren und Flavonoide, darunter Flavonole, Flavone, 

Flavanole und Dihydroflavonole. Daneben zählen einige nicht-phenolische Klassen wie die 

Alkaloide, Aminosäuren, organische Säuren und Polysaccharide zu den Copigmenten. Diese 

weisen aber im Vergleich zu den Polyphenolen oftmals eine geringere Effizienz auf. Faktoren 

wie Struktur und Konzentration des Anthocyans und des Copigmentes, ihr molares 

Verhältnis, der pH-Wert oder die Temperatur können das Ausmaß der Copigmentierung 

beeinflussen (Rodriguez-Amaya und Carle, 2021; Trouillas et al., 2016). Weiter wurde bei 

3,5-Diglukosiden eine stärker ausgeprägte Copigmentierung als bei den 3-Monoglukosiden 

beobachtet (Escribano-Bailón et al., 2019). 

 

Als Polymere werden Makromoleküle bezeichnet, bei denen viele Monomere kovalent 

miteinander verknüpft sind (Koltzenburg et al., 2014). In der Natur kommen polymere 

phenolische Verbindungen in großen Mengen vor, wobei die Lignine und Tannine als die 

bekanntesten gelten. Die Tannine wiederum werden in die hydrolysierbaren und die 

kondensierten bzw. nicht hydrolysierbaren Klassen eingeteilt (Panzella und Napolitano, 

2017). Die zur Gruppe der kondensierten Tannine zählenden polymeren Proanthocyanidine, 

die von den Flavan-3-olen abgeleitet sind, wurden beispielsweise in Trauben und Aronia 

analysiert (Hernandez-Jimenez et al., 2012; La Rosa et al., 2019; Taheri et al., 2013). 

Hydrolysierbare Tannine wie die Ellagtannine mit den beiden Hauptvertretern Punicalagin 

und Punicalin wurden in Granatäpfeln erfasst (Sun et al., 2017). Gallotannine und 

Ellagtannine leiten sich von den Phenolsäuren ab und wurden ebenfalls in Obst, Gemüse 

und Nüssen nachgewiesen (La Rosa et al., 2019; Smeriglio et al., 2017). 

 

2.2.3. Vorkommen von Polyphenolen in roten Früchten 

Polyphenole sind sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe und kommen in pflanzlichen 

Lebensmitteln ubiquitär vor wie beispielsweise in Früchten, Gemüse, Getreide, Oliven, 

Hülsenfrüchten, Schokolade, Tee, Kaffee und Wein (Phenol-Explorer, 2015). Die höchsten 

Polyphenolgehalte wurden in Gewürzen wie Nelken mit 15.188 mg/100 g und Pfefferminze 

mit 11.960 mg/100 g bestimmt, gefolgt von Kakaoprodukten wie Kakaopulver 

(3.448 mg/100 g) oder dunkler Schokolade (1.664 mg/100 g). Ebenfalls hohe Gehalte an 

Polyphenolen wurden in Früchten wie Aronia (1.359 mg/100 g) oder schwarzer 

Johannisbeere (758 mg/100 g) bestimmt (siehe Tabelle 2). Bei Betrachtung der Lebensmittel 

mit dem höchsten Polyphenolgehalt pro Portion ergibt sich eine veränderte Reihenfolge – 

neben Kaffee weisen vorwiegend Früchte wie schwarze Holunderbeere, Aronia, schwarze 

Johannisbeere oder Heidelbeere hohe Polyphenolgehalt pro Portion auf (Pérez-Jiménez et 
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al., 2010). Abhängig von Reifegrad, Lagerung, Düngung, Bodentyp oder Witterung, aber 

auch von den verwendeten Analysenmethoden können die Gehalte variieren (Jeppsson, 

2000; Kobori et al., 2021). 

Tabelle 2: Überblick der Polyphenolgehalte ausgewählter Früchte. 

Fruchtart 
Polyphenolgehalt 

[mg GAE/100 g FW] 
Literatur 

Aronia 1255 ± 183 * (Jakobek et al., 2012) 

Cranberry 161 ± 16 * (Juríková et al., 2021) 

Granatapfel 133 ± 7  (Ruiz-Torralba et al., 2018) 

Heidelbeere 258 ± 2  (Ruiz-Torralba et al., 2018) 

Holunderbeere 809 ± 226 * (Pliszka, 2020) 

rote Traube 124 ± 6  (Ruiz-Torralba et al., 2018) 

Kirsche 70 ± 3  (Ruiz-Torralba et al., 2018) 

schwarze Johannisbeere 685 ± 47 * (Bakowska-Barczak und Kolodziejczyk, 2011) 

FW: Frischgewicht; GAE: Gallussäureäquivalent. * Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Polyphenolgehalte 

in die Einheit mg GAE/100 g umgerechnet. 

 

Oft enthalten Lebensmittel komplexe Mischungen an Polyphenolen. Während Quercetin in 

vielen pflanzlichen Produkten vorkommt (Obst, Gemüse, Getreide, Hülsenfrüchte, 

Fruchtsäfte, Tee, Wein usw.), sind andere Polyphenole spezifisch für bestimmte 

Lebensmittel wie Flavanone in Zitrusfrüchten oder Isoflavone in Soja (Manach et al., 2004; 

Phenol-Explorer, 2015).  

Im Folgenden werden exemplarisch an den drei Früchten Aronia, Cranberry und Granatapfel 

die Unterschiede in den Polyphenolprofilen erörtert. 

 

Aronia (Aronia melanocarpa) wird auch als schwarze Apfelbeere bezeichnet und gehört zur 

Familie der Rosengewächse (Rosaceae). Der mehrjährige Strauch stammt ursprünglich aus 

dem Osten der USA und Kanada, wird aber auch seit Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts 

in Europa angebaut. Die kugelförmigen, reifen Aroniafrüchte zeichnen sich durch eine 

schwarzblaue Farbe aus und werden aufgrund des adstringierenden Geschmackes meist zur 

Herstellung von Säften, Nektaren, Sirupen, Konfitüren, Konserven, Weinen, Fruchtdesserts, 

Gelees, Früchtetees und Nahrungsergänzungsmitteln verwendet (Ochmian et al., 2012; 

Sidor und Gramza-Michałowska, 2019). Das Polyphenolprofil der Aroniafrüchte zeichnet sich 

v. a. durch verschiedene Anthocyane (v. a. Cyanidinderivate), Proanthocyanidine, Flavanole, 

Flavonole und phenolische Säuren aus (siehe Tabelle 3). Die Gehalte an Polyphenolen 

liegen bei ca. 22 mg Gallussäureäquivalente (GAE)/g, variieren aber aufgrund verschiedener 

biologischer und ökologischer Einflussfaktoren wie Genotyp, Temperatur, Lichtintensität, 
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Salzgehalt oder Wassergehalt des Bodens. Weiterhin können sich die Gehalte je nach 

verwendeter Analysemethode unterscheiden (Kaloudi et al., 2022; Ksouri et al., 2008; Neveu 

et al., 2010; Zhang et al., 2021). Zusätzlich enthalten Aroniasäfte auch Gehalte von 1,97–

3,16 g/100 mL des Zuckeralkohols Sorbit bzw. Sorbitol (Oziembłowski et al., 2022). 

Tabelle 3: Gehalte der einzelnen Polyphenole [mg/g Frischgewicht] in Aroniafrüchten (modifiziert nach Kaloudi et 

al., 2022). 

Polyphenol Gehalt 

Anthocyane  

Cyanidin-3-galaktosid 4,0 ± 0,1 mg Cyanidin-3-galaktosidäquivalente/g 

Cyanidin-3-arabinosid 1,5 ± 0,1 mg Cyanidin-3-galaktosidäquivalente/g 

Cyanidin-3-glukosid 0,3 ± 0,0 mg Cyanidin-3-galaktosidäquivalente/g 

Cyanidin-3-xylosid 0,2 ± 0,0 mg Cyanidin-3-galaktosidäquivalente/g 

Hydroxyzimtsäuren  

Chlorogensäure (5-CQA)* 0,5 ± 0,0 mg Chlorogensäureäquivalente/g 

Neochlorogensäure (3-CQA)* 0,3 ± 0,0 mg Chlorogensäureäquivalente/g 

Flavonole  

Quercetin-3-vicianosid 0,1 ± 0,0 mg Quercetin-3-rutinosidäquivalente/g 

Quercetin-3-glukosid 0,2 ± 0,0 mg Quercetin-3-rutinosidäquivalente/g 

Quercetin-3-rutinosid 0,2 ± 0,0 mg Quercetin-3-rutinosidäquivalente/g 

* Unterscheidung an Position der Veresterung: 3-O-Caffeoylchinasäure (3-CQA) bzw. 5-O-Caffeoylchinasäure (5-

CQA). 

 

Die aus Nordostamerika stammenden Cranberries (Vaccinium macrocarpon), auch bekannt 

als Kranbeeren, wachsen an einem immergrünen Zwergstrauch und gehören zur Familie der 

Heidekrautgewächse (Ericaceae). Die Hauptproduzenten sind heute in den USA und Kanada 

zu finden. Die Früchte sind etwa kirschgroß und leuchtend rot gefärbt (Hanke und 

Flachowsky, 2017). Nur etwa 5 % der Cranberries werden frisch verzehrt, der Großteil wird 

zu Saftgetränken, Soßen oder getrockneten Früchten verarbeitet. Ein Gesamtpoly-

phenolgehalt von ca. 3.600 mg/100 g Trockenmasse wurde bestimmt, wobei das 

Polyphenolprofil der Cranberries sowohl Anthocyane, Flavonole als auch Flavanole, 

Proanthocyanidine und phenolische Säuren umfasst (Neto und Vinson 2011; Oszmiański et 

al., 2018). 
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Tabelle 4: Gehalte der Polyphenole [mg/100 g Trockenmasse] in drei Cranberrysorten. Die Gehalte variieren je 

nach Reifestadium und Cranberrysorte (modifiziert nach Oszmiański et al., 2018). 

Polyphenol Gehalt [mg/100 g Trockenmasse] 

Anthocyane 
 

Cyanidin-3-galaktosid 119,9–180,0  

Cyanidin-3-arabinosid 64,5–95,6 

Peonidin-3-galaktosid 131,3–310,3 

Peonidin-3-arabinosid 42,9–95,2 

Phenolsäuren 
 

p-Coumaroylhexoseisomer 3,6–50,0  

Chlorogensäure (5-CQA) 26,6–79,2  

Caffeoylhexosid 92,7–190,2  

Flavonole 
 

Myricetin-3-galaktosid 156,5–348,4  

Myricetin-3-pentosid 6,3–55,6  

Myricetin-3-glukuronid 19,0–38,5  

Quercetin-3-galaktosid 294,6–375,8  

Quercetin-3-pentosid 21,2–122,9  

Methoxyquercetinpentosid 3,4–61,0  

Flavanole und Proanthocyanidine 
 

(−)-Epicatechin 47,5–60,8  

A-Typ Proanthocyanidin-Dimer 14,5–108,7 

A-Typ Proanthocyanidin-Trimer 15,1–53,8  

B-Typ Proanthocyanidin-Dimer 5,3–203,0  

 

 

Der Granatapfel (Punica granatum) wächst an einem kleinem Baum, der entweder einer 

eigenen Pflanzenfamilie Punicaceae oder den Weiderichgewächsen (Lythraceae) 

zugeordnet wird. Granatapfel, eine ursprünglich in Zentralasien beheimatete Pflanze, wird 

heute beispielsweise im Iran, Indien, in der Türkei, Ägypten, Tunesien, Spanien, Marokko 

sowie in Teilen Amerikas angebaut (Caruso et al., 2020; Jagel, 2011; Zarfeshany et al., 

2014). Die im botanischen Sinne zu den Beeren gehörenden gelblich-roten Früchte sind 5–

12 cm groß und haben ein Gewicht von ca. 200 g. Das Exokarp, d. h. die Schale des 

Granatapfels, macht etwa 50 % der gesamten Frucht aus, während der essbare Teil aus 

10 % Samen und 40 % Arillen (fleischiger Samenmantel) besteht und insgesamt etwa 

600 Arillen enthält. Neben dem rohen Verzehr wird der Granatapfel zu Saft oder 

Grenadinesirup verarbeitet. Weiterhin wird er in Form von Nahrungsergänzungsmitteln 

angeboten oder in der Kosmetikindustrie eingesetzt (Döll, 2020; Kandylis und 

Kokkinomagoulos, 2020; Zarfeshany et al., 2014). Der Granatapfel enthält hydrolysierbare 

sowie kondensierte Tannine, Flavonole, Anthocyane sowie Phenolsäuren und hat einen 
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Gesamtphenolgehalt von ca. 85–104 mg GAE/100 g (Kandylis und Kokkinomagoulos, 2020; 

Thakur et al., 2018). 

Tabelle 5: Gehalt einzelner Polyphenole in Granatapfelsaft (modifiziert nach Fischer et al., 2011). 

Polyphenol Gehalt [mg/L] 

Anthocyane 
 

Delphinidin-3,5-diglukosid 10,8 ± 0,1 

Cyanidin-3,5-diglukosid 150,3 ± 1,0 

Pelargonidin-3,5-diglukosid 16,8 ± 0,3 

Cyanidin-3-glukosid 12,6 ± 0,2 

Hydrolysierbare Tannine 
 

Galloylhexosid 11,4 ± 1,5 

Digalloylhexosid 9,3 ± 0,1 

Galloyl-HHDP-hexosid  62,7 ± 2,1 

bis-HHDP-hexosid 110,6 ± 14,3 

Digalloyl-HHDP-hexosid 70,7 ± 2,2 

Ellagsäurederivat 43,8 ± 2,2 

Galloyl-HHDP-glukuronsäure 24,7 ± 2,3 

Digalloyl-HHDP-glukuronsäure  5,6 ± 0,7 

Gallagylhexosid 9,0 ± 0,2 

HHDP-gallagylhexosid 54,0 ± 1,2 

Phenolsäuren  

Kaffeesäurehexosid  5,2 ± 0,4 

Kaffeesäurehexosidderivat  6,8 ± 0,8 

Kaffeesäurederivat  6,1 ± 0,2 

HHDP: Hexahydroxydiphenoyl 

 

2.2.4. Biologische Wirkungen der Polyphenole 

Polyphenole gehören nicht zu den essenziellen Nährstoffe für den Menschen, aber in vitro-, 

in vivo- und epidemiologische Studien haben gezeigt, dass sowohl eine kurz- als auch eine 

langfristige Zufuhr viele positive gesundheitliche Wirkungen haben kann (Deutsche 

Gesellschaft für Ernährung (DGE), 2014; Sandoval et al., 2020). 

Die antioxidative Wirkung phenolischer Verbindungen wird im Allgemeinen auf ihre 

Fähigkeit zurückgeführt, freie Radikale sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) abzufangen, 

zu inaktivieren und somit Biomoleküle wie Lipide, Proteine oder die Desoxyribonukleinsäuren 

(DNA) nicht irreversibel schädigen zu können. Mechanistisch wird entweder ein 

Wasserstoffatom der Phenolfunktion an ein Radikal abgegeben oder ein Elektron des 

Phenols auf ein Radikal übertragen unter Bildung eines stabilen Radikalkations (Brewer, 
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2011; Gebicki und Nauser, 2021; Leopoldini et al., 2011). Die antioxidative Wirkung wird in 

Zusammenhang gebracht, chronischen, kardiovaskulären und neurodegenerativen 

Erkrankungen sowie Krebs vorzubeugen oder diese abzuschwächen (Juan et al., 2021; 

Quideau et al., 2011; Zhang et al., 2016). In vitro konnte in humanen Darmkrebszelllinien 

gezeigt werden, dass ein Heidelbeerextrakt die Glutathiongehalte erhöhte, intrazelluläre 

ROS-Level erniedrigte und vor oxidativen DNA-Schäden schützte (Schantz et al., 2010). 

Diese antioxidativen Effekte konnten auch im Rahmen einer Humanstudie von Bakuradze et 

al. bestätigt werden. Dabei konsumierten die männlichen Probanden täglich 750 mL eines 

anthocyanreichen Mischfruchtsaftes, hergestellt aus roter Traube, Preiselbeere, Apfel, 

Heidelbeere, Erdbeere, Aronia und Acerola. Eine signifikante Abnahme der direkten und 

gesamten DNA-Schäden sowie eine Erhöhung der Superoxiddismutase (SOD)-Aktivität 

wurde beobachtet (Bakuradze et al., 2019a). Das Enzym SOD katalysiert die Reduktion von 

SOD-Anionradikalen zu Wasserstoffperoxid (Gosslau und Rensing, 2002).  

Die Bildung von ROS ist mit oxidativem Stress verbunden, der wiederum für die Induktion 

von Entzündungsprozessen verantwortlich ist (Salzano et al., 2014). Der 

Entzündungsprozess ist eine komplexe Abwehrreaktion, die durch mikrobielle Infektionen 

oder Gewebsverletzungen ausgelöst wird (Zhang et al., 2016). Dabei wandeln Cyclo-

oxygenasen (COX) Arachidonsäuren in Prostaglandine um, welche als Entzündungs-

mediatoren zu Inflammationen führen können (Stockert, 2020). Chronische Entzündungen 

werden mit einer Reihe von Krankheiten wie Diabetes, kardiovaskulären Erkrankungen oder 

Krebs in Verbindung gebracht (Banach et al., 2020). Antiinflammatorische Eigenschaften, 

die beispielsweise den Polyphenolen zugesprochen werden, können durch verschiedene 

Mechanismen wie der Hemmung von regulatorischen Enzymen (z. B. COX, Lipoxygenase) 

oder Transkriptionsfaktoren (z. B. nukleärer Faktor κB) vermittelt werden (Maleki et al., 

2019). Eine mulitzentrische, klinische Studie wurde mit 1.139 Männern und Frauen im Alter 

von 55–80 Jahren durchgeführt, von denen die meisten übergewichtig bzw. adipös waren 

oder unter Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen litten wie Bluthochdruck, 

Diabetes oder Dyslipidämie. Nach einem Jahr wurde bei polyphenolreicher mediterraner 

Ernährung eine Abnahme der inflammatorischen Biomarker vaskuläres Zelladhäsions-

molekül 1, interzelluläres Adhäsionsmolekül 1, Interleukin 6, TNFα und Monozyten-

Chemoattraktor-Protein 1 beobachtet (Medina-Remón et al., 2017). 

Des Weiteren werden antibakterielle Wirkungen für Polyphenole beschrieben, die auf 

schädigenden Wirkungen gegen Bakterien beruhen (Ikuta et al., 2012; Manso et al., 2021). 

In vitro-Studien haben gezeigt, dass polyphenolreiche Extrakte antibakterielle Wirkungen 

sowohl gegen grampositive Bakterien wie Staphylococcus aureus als auch gramnegative 

Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa haben (Cesoniene et al., 2009; Nazzaro et al., 

2019). Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die zu einer antibakteriellen 
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Wirkung führen können: Destabilisierung oder Permeabilisierung der Plasmamembran, 

Hemmung extrazellulärer, mikrobieller Enzyme, direkte Wirkung auf den mikrobiellen 

Stoffwechsel und Entzug von Substraten, die für das mikrobielle Wachstum erforderlich sind 

(Burdulis et al., 2009). 

Eine weitere Eigenschaft, die im Zusammenhang mit Polyphenolen nachgewiesen werden 

konnte, ist die Beeinflussung des Kohlenhydratstoffwechsels. Der Kohlenhydrat-

stoffwechsel wird durch Insulin, Glukagon oder Enzyme wie α-Amylase und α-Glukosidase 

reguliert. Letztere sind nötig, um die mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate in 

Monosaccharideinheiten zu spalten. Polysaccharide (z. B. Stärke oder Glykogen) werden 

durch die in der Speichel- und Pankreasflüssigkeit enthaltene α-Amylase in Dextrine, 

Maltotriosen und Maltosen gespalten. Allerdings können die vorhandenen α-1,6-

glykosidischen Bindungen nicht aufgespalten werden, wodurch sogenannte Grenzdextrine 

entstehen. Am Bürstensaum des Darmepithels sind die Enzyme Laktase, Maltase und 

Saccharase lokalisiert, welche die Disaccharide Laktose, Maltose und Saccharose spalten. 

Die entstandenen Monomere (z. B. Glukose) können über verschiedene Transporter wie 

beispielsweise den natriumabhängigen Glukosetransporter SGLT-1 in die intestinalen 

Epithelzellen aufgenommen werden. Störungen des Kohlenhydratstoffwechsels können zu 

Diabetes mellitus, Hyperinsulinämie oder Kohlenhydratmalabsorption führen (Berg et al., 

2018; Heinrich et al., 2022). Es wurde sowohl eine Inhibierung der α-Amylase- und 

α‑Glukosidaseaktivität durch rote Fruchtsaftextrakte in vitro beobachtet als auch eine 

Abnahme des Blutglukosespiegels durch einmalige Aufnahme eines Aroniaextraktes in vivo 

(Berger et al., 2020; Berger et al., 2021). Eine erhöhte Glukosekonzentration im Blut wird als 

Hyperglykämie bezeichnet und als diagnostischer Parameter für Diabetes mellitus verwendet 

(Heinrich et al., 2022). Ähnliche Effekte wurden auch in einer Humanstudie von Xiao et al. 

mit Probanden, die ein erhöhtes Risiko hatten an Diabetes zu erkranken, gezeigt. Die 

Aufnahme von roten Himbeeren bei einer Frühstücksmahlzeit reduzierte die postprandiale 

maximale Glukosekonzentration und die incremental area under the curve von Insulin im Blut 

über einen Zeitraum von zwei Stunden im Vergleich zur Kontrollmahlzeit ohne Himbeeren 

(Xiao et al., 2019). Viele der protektiven Wirkungen von Früchten werden dabei den als 

sekundären Pflanzeninhaltsstoffen vorkommenden phenolischen Verbindungen 

zugeschrieben. 

Neben einer Beeinflussung des Kohlenhydratmetabolismus durch Polyphenole wird auch ein 

Einfluss auf den Lipidmetabolismus diskutiert. Als Modell für in vitro-Untersuchungen des 

Lipidstoffwechsels werden entweder die humanen Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom 

(SGBS)-Zellen oder die murinen 3T3-L1-Zellen angewandt. Little et al. beobachteten, dass 

sowohl Quercetin als auch Ferulasäure (c = 3 x 1 µM pro 24 h) den Lipidgehalt in 

differenzierten SGBS-Zellen reduzierten und Quercetin die Freisetzung von Glycerin ins 
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Zellkulturmedium stimulierte (Little et al., 2020). Weiterhin wurde in 3T3-L1-Zellen gezeigt, 

dass durch siebentägige Inkubation mit dem Anthocyan Delphinidin-3-glukosid (c = 25–

100 µg/mL) der Lipidstoffwechsel beeinflusst werden kann. Die Lipidakkumulation wurde in 

den Zellen signifikant reduziert, die Gen- und Proteinexpression von PPARγ, C/EBPα, 

SREBP 1 herunter- sowie die Proteinexpression von Sirt 1 hochreguliert (Park et al., 2019). 

In anderen Studien wurde eine Inhibierung der cAMP-PDE-Aktivität in vitro durch Cyanidin-3-

glukosid, einen polyphenolreichen Zitrusextrat und Kaffeeextrakte sowie mit 

Einzelverbindungen erzielt (Dallas et al., 2008; Montoya et al., 2014). PDEs sind Enzyme, 

die cAMP sowie cGMP zu 5′-AMP bzw. 5′- GMP abbauen. Eine Inhibierung der PDEs führt 

zu einem Anstieg der cAMP- und cGMP-Spiegel und damit zur Induktion der Lipolyse 

(Nielsen et al., 2014). Auch wurden im Rahmen von Humanstudien Hinweise darauf 

erhalten, dass Polyphenole positive Wirkungen auf den Fettstoffwechsel haben. Durch 

Traubensaft (c = 400 mL/d) konnte bei 35 Frauen mit einem durchschnittlichen Alter von 

69,5 ± 7,0 Jahren das Körpergewicht und der BMI signifikant reduziert werden (Costa et al., 

2017). In einer prospektiven Kohortenstudie mit 54.787 Dänen wurde eine inverse 

Korrelation zwischen der Flavonoidaufnahme und der Körperfettmasse beobachtet 

(Bondonno et al., 2021). Weiterhin konnte in einer Studie von Koutsos et al. mit Personen, 

die leicht erhöhte Gesamtcholesterinwerte aufwiesen, eine Abnahme des 

Cholesterinspiegels (gesamt und low-density-Lipoprotein (LDL)) durch Konsum von zwei 

Äpfeln pro Tag über acht Wochen gezeigt werden. Die Aufnahme entsprach einer 

Gesamtmenge an Polyphenolen von 990 mg/d (Koutsos et al., 2020).  
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3. Problemstellung 

 

Die zu den sekundären Pflanzeninhaltsstoffen gehörenden Polyphenole sind in den 

vergangenen Jahren in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses gerückt und 

weisen zahlreiche präventive Wirkungen im Menschen auf. Mittels epidemiologischer, in 

vitro-, aber auch in vivo-Studien wurde u. a. ein antioxidatives, anti-inflammatorisches und 

neuroprotektives Potential beobachtet (Banach et al., 2020; Bobadilla et al., 2021; Figueira et 

al., 2019; Joseph et al., 2014).  

Da die Prävalenz von Adipositas seit vielen Jahren weltweit steigt, thematisieren zahlreiche 

wissenschaftliche Studien die Bedeutung des Ernährungsverhaltens zur Prävention von 

Übergewicht (World Health Organization, 2021). Im Rahmen des abgeschlossenen AiF-

Projektes 18068 N wurden Hinweise darauf erhalten, dass durch anthocyanreichen 

Mischfruchtsaftkonsum die Fettmasse (FM) reduziert und die fettfreie Masse (FFM) bei 

gesunden Probanden erhöht werden kann (Bakuradze et al., 2019a). Unklar blieb bisher 

allerdings weitgehend, um welchen molekularen Effekt es sich handelt und welche 

Inhaltsstoffe vor allem für die beobachteten Wirkungen verantwortlich sind. Diese 

Fragestellung sollte in der vorliegenden Dissertation genauer untersucht werden. 

 

Diese Arbeit entstand im Rahmen des AiF-Projektes 20277 N mit dem Titel „Einfluss von 

Fruchtsaftinhaltsstoffen auf Biomarker des Lipidstoffwechsels“ in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Winterhalter (Technische Universität Braunschweig). 

Hauptziel des Projektes war es, den Einfluss von Fruchtsäften bzw. dessen Inhaltsstoffen auf 

Biomarker des Lipidstoffwechsels zu untersuchen. Zentrale Hypothese war hierbei, dass 

sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe von Fruchtsäften (insbesondere von Buntsäften) in der Lage 

sind, regulierend in den Lipidstoffwechsel einzugreifen. 

 

Die vorliegende Arbeit ist in drei Teile gegliedert, die sowohl in vitro- als auch in vivo-

Untersuchungen beinhalten. 

Im ersten Teil (Publikation 1) wurden Extrakte aus Säften und Konzentraten von insgesamt 

acht verschiedenen Fruchtarten durch den Projektpartner an der Technischen Universität 

Braunschweig hergestellt und mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie- 

Elektrosprayionisierung-Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-ESI-MS/MS) charakterisiert. 

Die Fruchtarten umfassten Aronia, Cranberry, Heidelbeere, Holunder, Granatapfel, rote 

Traube, Sauerkirsche sowie schwarze Johannisbeere, die sich in ihren Anthocyan- und 
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Copigmentprofilen unterschieden. Die Extrakte wurden auf ihre inhibierende Wirkung im 

zellfreien, radiochemischen PDE 3B-Assay in vitro untersucht. Ziel war es, die drei aktivsten 

Extrakte zu identifizieren mit der stärksten Wirkung auf die PDE 3B-Inhibierung und damit 

auf den Lipidstoffwechsel. Weiterhin wurden ausgewählte Anthocyane im PDE 3B-Assay 

getestet, um erste Hinweise über Struktur-Wirkungsbeziehungen zu erhalten. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit (Publikation 2) sollten die drei wirksamsten Extrakte 

aktivitätsgeleitet fraktioniert und die Fraktionen in vitro getestet werden. Die 

aktivitätsgeleitete Fraktionierung erfolgte durch den Projektpartner. Nach der 

Membranchromatographie und der Hexanfällung standen drei Polyphenolfraktionen 

(Anthocyane, Copigmente und Polymere) zur Verfügung. Des Weiteren wurden zwei 

Copigmentfraktionen mittels High-Speed Countercurrent Chromatography (CCC) weiter 

subfraktioniert. Zur Testung der Fraktionen und Subfraktionen wurden die folgenden 

Methoden angewendet: Hemmung der Lipidakkumulation in 3T3-L1-Zellen (Oil-Red-O-

Färbung), Induktion der Lipolyse in 3T3-L1-Zellen (Lipolyse-Assay-Kit) sowie Inhibierung der 

PDE 3B-Aktivität (radiochemischer Assay). Ziel war es, die Inhaltsstoffe zu identifizieren, die 

molekularen Strukturen der bioaktiven Schlüsselkomponenten zu charakterisieren und die 

zellulären Wirkmechanismen aufzuklären. 

Im dritten Teil dieser Arbeit (Publikation 3) sollte anschließend untersucht werden, ob die in 

vitro identifizierten Extrakte aus roten Fruchtsäften bzw. Konzentraten auch Einfluss auf 

Biomarker des Lipidstoffwechsels in vivo nehmen (proof of concept). Dazu wurde eine 

neunwöchige humane, placebokontrollierte Interventionsstudie mit gesunden, männlichen 

Probanden durchgeführt, bei der die Probanden täglich 750 mL ein Testgetränkes, 

hergestellt aus den drei aktivsten Säften bzw. Konzentraten der in vitro-Untersuchungen, 

konsumierten. Als Biomarker zur Beurteilung der Wirksamkeit wurden an drei 

Untersuchungsterminen Blutlipide wie Gesamtcholesterin, high-density-Lipoprotein (HDL)- 

und LDL-Cholesterin, TAGs sowie Lipaseaktivität und PDE-Aktivität in Thrombozyten erfasst. 

Zusätzlich wurden Hunger- bzw. Sättigungshormone (Leptin und GLP-1) mittels enzyme-

linked immunosorbent Assay (ELISA) und Harnsäuregehalte mittels HPLC-ESI-MS/MS 

analysiert. Außerdem wurden Körpergewicht und Körperzusammensetzung mittels 

Bioimpedanzmessung sowie die Energie- und Nährstoffaufnahme der Probanden mittels 

Ernährungsprotokollen (sieben Tage vor jedem Vor-Ort-Untersuchungstermin) erfasst.  
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4. Kumulativer Teil – Publikationen 

 

Der folgende kumulative Teil dieser Arbeit ist in drei Teile bzw. Publikationen untergliedert. 

Alle Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit der Projektpartnerforschungsstelle von Prof. 

Dr. Peter Winterhalter an der Technischen Universität Braunschweig publiziert, welche die 

chemisch-strukturellen Arbeiten durchgeführt hat. 

 

4.1. Publikation I „In Vitro Inhibition of Phosphodi-

esterase 3B (PDE 3B) by Anthocyanin-Rich Fruit Juice 

Extracts and Selected Anthocyanins“ 

4.1.1. Zusammenfassung 

PDEs sind Enzyme, welche die Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen der second 

messenger cAMP und cGMP zu 5′-AMP bzw. 5′-GMP katalysieren. Es ist bekannt, dass 

bestimmte Lebensmittel und/oder deren Inhaltsstoffe die PDE-Aktivität inhibieren können. 

Dazu zählen beispielsweise Koffein, Flavonoide (Flavonole, Flavone, Anthocyane, 

Flavanone und Flavanole) oder auch Extrakte aus roter Traube (Beretz et al., 1978; Boswell-

Smith et al., 2006; Dallas et al., 2008; Dell'Agli et al., 2005; Kuppusamy und Das, 1992; 

Montoya et al., 2014; Röhrig et al., 2017).  

In der durchgeführten Studie wurden zunächst vom Projektpartner an der Technischen 

Universität Braunschweig 18 Extrakte aus anthocyanreichen Fruchtsäften und -konzentraten 

mittels des Adsorbermaterials XAD7 hergestellt, deren Gesamtphenolgehalt bestimmt sowie 

das Anthocyan- und Copigmentprofil charakterisiert. Anschließend wurden die Extrakte 

sowie Reinsubstanzen in vitro auf ihre hemmende Wirkung mittels zellfreiem, 

radiochemischem PDE 3B-Assay untersucht. 

Es zeigte sich, dass die Phenolgehalte zwischen 39,8 ± 1,5 g GAE/100 g bei den 

Heidelbeerextrakten und 73,5 ± 4,8 g GAE/100 g bei den Aroniaextrakten lagen. Während es 

sich bei den Anthocyanen häufig um Glykoside von Cyanidin handelte, wurden bei den 

Copigmenten Phenolsäuren wie Chlorogensäure (5-CQA) und Cumarsäure, Flavonole wie 

Quercetin- und Myricetinderivate sowie hydrolysierbare Tannine in den Granatapfelextrakten 

identifiziert. Im PDE 3B-Assay wurde bei allen Extrakten eine Inhibierung des Enzyms sowie 

eine konzentrationsabhängige und signifikante Reduktion der PDE 3B-Aktivität beobachtet. 
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Anhand der berechneten mittleren inhibitorischen Konzentrationen (IC50) wurde das 

potenteste PDE 3B-Inhibierungspotential mit den Extrakten aus Aronia, Heidelbeere, 

Granatapfel und Cranberry mit IC50-Werten von 163–180 µg/mL gezeigt, gefolgt von den 

Extrakten aus Sauerkirsche, Holunderbeere und schwarzer Johannisbeere (IC50 = 185–

229 µg/mL) Die geringste Inhibierung der PDE 3B-Aktivität wurde bei den rote 

Traubenextrakten ermittelt. Von den getesteten Anthocyanen als Reinsubstanzen konnte das 

stärkste Inhibierungspotential beim Aglykon Cyanidin beobachtet werden, gefolgt von 

Peonidin-3-glukosid und Cyanidin-3-arabinosid, wohingegen keine hemmende Wirkung bei 

den Cyanidindisacchariden gezeigt wurde. 

Zusammenfassend konnte bei diesen in vitro-Untersuchungen gezeigt werden, dass sowohl 

Extrakte aus roten Fruchtsäften und -konzentraten, die eine komplexe Mischung an 

phenolischen Inhaltsstoffen enthalten, als auch Reinsubstanzen einen hemmenden Einfluss 

auf die PDE 3B-Aktivität haben. Dabei scheinen die Substituenten am B-Ring, die 

glykosidisch gebundenen Zuckeranteile und die Molekülgröße das Inhibierungspotential zu 

beeinflussen. Das Agylkon Cyanidin zeigte die poteste Wirkungen und Glykosylierung 

verringerte den inhibitorischen Effekt. Weiterhin wurde bei den Anthocyanen mit zwei 

Substituenten am B-Ring eine stärkere Inhibierung der PDE 3B-Aktivität beobachtet im 

Vergleich zu den Anthocyanen mit drei Substituenten am B-Ring (z. B. Petunidin-3-glukosid). 

Diese ersten Hinweise über Struktur-Aktivitäts-Beziehungen sollten in weiteren Studien 

untersucht werden. 

 

Referenz: 

Göttel, C.; Niesen, S.; Daub, V.; Werle, T.; Bakuradze, T.; Winterhalter, P.; Richling, E. In 

Vitro Inhibition of Phosphodiesterase 3B (PDE 3B) by Anthocyanin-Rich Fruit Juice Extracts 

and Selected Anthocyanins. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 6934. 

https://doi.org/10.3390/ijms21186934.  
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4.1.2. Veröffentlichtes Manuskript 
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4.2. Publikation II „Fractionation of Extracts from Black 

Chokeberry, Cranberry, and Pomegranate to Identify 

Compounds That Influence Lipid Metabolism“ 

4.2.1. Zusammenfassung 

Polyphenole weisen viele biologische Wirkungen auf, darunter neben antioxidativen 

Eigenschaften auch einen Einfluss auf den Lipidmetabolismus (Banach et al., 2020; Costa et 

al., 2017; Mosqueda-Solís et al., 2017). Dabei kann durch Inhibierung der PDE-Aktivität und 

dem resultierenden cAMP-Anstieg die Lipolyse in den Adipozyten stimuliert werden, wodurch 

die in den Lipidtröpfchen gespeicherten TAGs zu freien FS und Glycerin hydrolysiert werden 

(Dallas et al., 2008; Kuppusamy und Das, 1992; Nielsen et al., 2014). Darüber hinaus wurde 

beobachtet, dass Extrakte, die verschiedene Klassen von Polyphenolen oder einzelne 

Polyphenole enthielten, die Lipidakkumulation in 3T3-L1-Zellen beispielsweise durch eine 

gehemmte Differenzierung reduzierten (Huang et al., 2014; Kowalska et al., 2017).  

Eine zuvor durchgeführte Studie (Kapitel 4.1.) zeigte, dass Extrakte aus Aronia, Cranberry 

und Granatapfel signifikant die PDE 3B-Aktivität inhibierten. Ziel dieser Studie war es, die 

drei Extrakte aktivitätsgeleitet zu fraktionieren, die Fraktionen zu charakterisieren und in drei 

in vitro-Assays des Lipidmetabolismus zu testen: Hemmung der Lipidakkumulation in 3T3-

L1-Zellen mittels Oil-Red-O-Färbung, Induktion der Lipolyse in 3T3-L1-Zellen mittels 

Lipolyse-Assay-Kits (photometrische Messung, 540 nm) sowie Inhibierung der PDE 3B-

Aktivität mittels radiochemischem Assay. Dabei erfolgte die Fraktionierung und 

Charakterisierung durch den Projektpartner an der Technischen Universität Braunschweig. 

Nach Membranchromatographie und Hexanfällung wurden die drei erhaltenen Fraktionen 

(Anthocyane, Copigmente und Polymere) auf ihre Wirkung in den drei genannten in vitro-

Assays untersucht. Im PDE 3B-Assay wurde bei allen Fraktionen eine konzentrations-

abhängige Reduktion der PDE 3B-Aktivität beobachtet, wobei das potenteste PDE 3B-

Inhibierungspotential bei den Fraktionen des Granatapfelextraktes gezeigt wurde. In 3T3-L1-

Zellen reduzierten alle untersuchten Fraktionen die Lipidakkumulation, wohingegen lediglich 

die Copigmentfraktionen der Aronia- und Cranberryextrakte die Lipolyse induzierten. 

Da die Copigmentfraktionen der Cranberry- und Granatapfelextrakte ein starkes bioaktives 

Potential gezeigt hatten, wurden diese beiden Fraktionen weiter mittels CCC subfraktioniert. 

Dadurch konnten insgesamt fünf Cranberry-Copigmentsubfraktionen (CF1–CF5) sowie 

sieben Granatapfel-Copigmentsubfraktionen (GF1–GF7) erhalten werden. Die potentesten 

Wirkungen auf die Lipidakkumulation in 3T3-L1-Zellen und PDE 3B-Aktivität wurden durch 

die Cranberry-Copigmentsubfraktionen CF1 und CF5 beobachtet, in denen hauptsächlich 

Kaffeesäurederivate, Coumaroylsäure- und Sinapinsäurehexoside bzw. Quercetinderivate 
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enthalten waren. Bei den Granatapfel-Copigmentsubfraktionen zeigten GF3 und GF4 die 

stärksten Wirkungen, in denen vorwiegend Ellagsäurehexosid, Pedunculagin und 

Punicalagin bzw. zusätzlich Granatin A und Galloyl-O-Punicalin identifiziert wurden. 

Die drei in dieser Studie untersuchten Parameter (Lipidakkumulation, Lipolyse und PDE 3B-

Aktivität) repräsentieren Teile des Lipidmetabolismus. Zusammenfassend wurde in den 

in vitro-Versuchen gezeigt, dass neben den Anthocyanen (z. B. Cyanidin-3-glukosid) 

insbesondere auch verschiedene in den Copigmentfraktionen enthaltene Inhaltsstoffe wie 

Zimtsäurederivate (5-CQA), Flavonoide (Quercetin und Quercetinderivate) sowie 

hydrolysierbare Tannine (Ellagsäurederivate, Punicalagin) den Lipidstoffwechsel 

beeinflussen können. Die beobachteten Effekte beschränken sich allerdings auf in vitro-

Untersuchungen und sollten beispielsweise im Rahmen einer Humanstudie überprüft und 

bekräftigt werden. 

 

Referenz: 

Niesen, S.†; Göttel, C.†; Becker, H.; Bakuradze, T.; Winterhalter, P.; Richling, E. Fractionation 

of Extracts from Black Chokeberry, Cranberry, and Pomegranate to Identify Compounds 

That Influence Lipid Metabolism. Foods 2022, 11, 570. 

https://doi.org/10.3390/foods11040570. 

† These authors contributed equally to this work.  
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4.2.2. Veröffentlichtes Manuskript 
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4.3. Publikation III „Polyphenol-Rich Beverage 

Consumption Affecting Parameters of the Lipid Metabolism 

in Healthy Subjects“ 

4.3.1. Zusammenfassung 

Die Prävalenz für Übergewicht und Adipositas hat in den letzten Jahren stetig zugenommen 

und ist zu einem weltweiten Gesundheitsproblem geworden. Damit einhergehend steigt auch 

das Risiko für Krankheiten wie Typ-2-Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs. Ein 

Gewichtsverlust durch eine reduzierte Energiezufuhr und einen erhöhten Verzehr von Obst 

und Gemüse kann das Risiko für Adipositas und damit verbundenen Krankheiten wirksam 

senken (Penn et al., 2013; Sierra-Johnson et al., 2008; World Health Organization, 2021). 

Durch Konsum polyphenolreicher Produkte konnte eine Reduktion des Körpergewichtes und 

der Leptingehalte sowie eine Verbesserung der Blutlipidwerte gezeigt werden, weshalb 

Polyphenole in Zusammenhang mit einer Beeinflussung des Lipidmetabolismus diskutiert 

werden (Aires et al., 2019; Bakuradze et al., 2019a; Tucakovic et al., 2018). 

Ziel dieser placebokontrollierten Interventionsstudie war es daher, den Einfluss eines 

polyphenolreichen Getränkes auf den Lipidstoffwechsel zu untersuchen und die in vitro 

gewonnenen Erkenntnisse (Kapitel 4.1. und 4.2.) zu verifizieren. Basierend auf den 

vorherigen Ergebnissen, bei denen gezeigt wurde, dass in vitro Aronia-, Cranberry- und 

Granatapfelextrakte die stärksten Wirkungen auf den Lipidstoffwechsel hatten, wurde das 

hier getestete Getränk aus diesen drei Fruchtarten hergestellt. Aus der achtwöchigen 

Intervention wurden Blutproben erhalten und verschiedene Biomarker des Lipidstoffwechsels 

wie Blutlipide, Hunger- und Sättigungshormone sowie die PDE-Aktivität in Thrombozyten 

analysiert. Darüber hinaus wurden die Auswirkungen auf die Körperzusammensetzung und 

Nahrungsaufnahme bestimmt sowie die Harnsäurekonzentrationen und DNA-Schäden 

untersucht. 

In der Testgruppe wurde nach achtwöchiger Intervention des polyphenolreichen Getränkes 

eine signifikante Verringerung der Fett- und Proteinaufnahme im Vergleich zur wash-out-

Phase beobachtet. Weiterhin nahm die FFM nach vier Wochen zu, während in der 

Placebogruppe eine signifikante Erhöhung des Körpergewichtes und der Leptinkonzentration 

gezeigt wurde. Keine Modulation der Blutlipide wurde durch Intervention des 

polyphenolreichen Getränkes über den gesamten Studienzeitraum nachgewiesen, 

wohingegen die TAG-Werte nach Intervention des Placebogetränkes signifikant erhöht 

waren. In den Thrombozyten wurde eine signifikante Hemmung der PDE-Aktivität 

beobachtet, die in der Testgruppe stärker ausgeprägt war, verglichen mit der Kontrollgruppe. 

Des Weiteren verringerte der Konsum des polyphenolreichen Getränkes die gesamten DNA-
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Strangbrüche im Vollblut sowie die H2O2-induzierten DNA-Schäden in isolierten 

Lymphozyten. Im Rahmen der Korrelationsanalyse konnte u. a. ein Zusammenhang 

zwischen der Körperzusammensetzung und der Energieaufnahme sowie der Leptingehalte 

ermittelt werden. 

Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass Fruchtsaftinhaltsstoffe von Aronia, 

Cranberry und Granatapfel regulierend in den Lipidstoffwechsel des Menschen eingreifen 

und diesen günstig beeinflussen können. Um die erhaltenen Ergebnisse dieser Pilotstudie zu 

bekräftigen, sollte eine Folgestudie mit einer größeren Anzahl an Probanden durchgeführt 

werden. Zusätzliche Erkenntnisse über die Beeinflussung des Lipidstoffwechsels durch den 

Konsum roter Fruchtsäfte könnten in weiterführenden Studien beispielsweise mit weiblichen 

oder adipösen Personen erhalten werden. 

 

Referenz: 

Rahn, C.; Bakuradze, T.; Stegmüller, S.; Galan, J.; Niesen, S.; Winterhalter, P.; Richling, E. 

Polyphenol-Rich Beverage Consumption Affecting Parameters of the Lipid Metabolism in 

Healthy Subjects. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 841. 

https://doi.org/10.3390/ijms24010841.  
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4.3.2. Humane Interventionsstudie 

In welchem Ausmaß Inhaltsstoffe polyphenolreicher Fruchtsäfte den Lipidstoffwechsel 

beeinflussen können, war eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit. Eine Klärung für diese 

Fragestellung sollte eine neunwöchige humane Interventionsstudie an Probanden liefern, bei 

der die zuvor in vitro gewonnenen Erkenntnisse auf die in vivo-Situation im Menschen 

übertragen werden sollten (proof of concept). Das Testgetränk der Studie sollte aus den drei 

potentesten Extrakten der in vitro-Untersuchungen hergestellt werden. 

 

Studiendesign und Durchführung 

Die Studie mit dem Titel „Studie zur Beeinflussung des Lipidstoffwechsels im Menschen 

durch Fruchtsaftinhaltsstoffe“ (Antragsnummer: 2020-15101) erhielt am 30.06.2020 ein 

positives Votum durch die Ethikkommission der Landesärztekammer Rheinland-Pfalz 

(Mainz) und wurde im Zeitraum vom 14.09.2020 bis 26.11.2020 an der Technischen 

Universität Kaiserslautern durchgeführt. 

Die neunwöchige Studie war mit 60 Probanden vorgesehen, aber aufgrund der Covid-19-

Pandemie konnten nur 45 Probanden für die Studie rekrutieren werden. Die Personen 

wurden gemäß den folgenden Einschlusskriterien für die Studie rekrutiert: gesunde Männer, 

Alter 20-40 Jahre, Europid (kaukasische Abstammung), Nichtraucher, BMI 19–25 kg/m2, 

keine Einnahme von Medikamenten (auch keine rezeptfreien Medikamente). Die rekrutierten 

Probanden hatten ein durchschnittliches Alter von 24,3 ± 2,3 Jahre und einen BMI von 24,8 ± 

0,9 kg/m2. Es wurden nur Probanden eingeschlossen, die die Ernährungsvorgaben während 

der Studie tolerierten (siehe Tabelle 6). Ausschlusskriterien waren die Einnahme von 

Medikamenten (auch rezeptfreie Medikamente) und Nahrungsergänzungsmitteln, BMI > 

25 kg/m2, Tabakkonsum, Ausübung von Leistungssport, vorhandene Stoffwechselstörungen, 

Teilnahme an anderen Studien und die Teilnahme an Blutspenden.  

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte innerhalb der Technischen Universität 

Kaiserslautern durch Aushänge und Intranet. Die Interessenten wurden in einer Online-

Veranstaltung ausführlich über Design, Ablauf und Dauer der Studie informiert. Nach der 

Rekrutierung wurden die Probanden gemäß dem Ethikvotum einer ärztlichen 

Voruntersuchung inklusive klinischer Marker unterzogen: kleines Blutbild, Kreatinin (Marker 

für Nierenfunktion), Gamma-Glutamyltransferase (Marker für Leberfunktion) und C-reaktives 

Protein (Marker für inflammatorische Prozesse) sowie die Blutlipide Gesamtcholesterin, 

HDL-, LDL-Cholesterin und TAGs. Da die Lipidbestimmungen u. a. zu den häufigsten 

Laboruntersuchungen zählen (Holzgreve, 2012), wurde die Analyse der Standard-

Laborparameter in den Blutproben am Westpfalz-Klinikum Kaiserslautern vom Institut für 

Laboratoriumsmedizin (Chefarzt Prof. Dr. med. Yagmur) durchgeführt. Zwei Personen wurde 
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die Teilnahme an der Studie aufgrund ihrer klinischen Werte untersagt und zwei Probanden 

entschieden sich aus persönlichen Gründen gegen die Studienteilnahme. Die verbliebenen 

41 Personen wurden nach BMI randomisiert in die Testgruppe (n = 20) und die 

Kontrollgruppe (n = 21) eingeteilt. Ein Proband beendete die Studie vorzeitig während der 

einwöchigen wash-out-Phase aus persönlichen Gründen, sodass die Interventionsphase mit 

40 Probanden (Testgruppe n = 20, Kontrollgruppe n = 20) am 21.09.2020 begonnen wurde. 

Vier weitere Probanden beendeten die Studie nach der 2. Blutentnahme (nach vierwöchiger 

Intervention), sodass die Studie mit 36 Probanden am 26.11.2020 abgeschlossen werden 

konnte.  

Nach der einwöchigen wash-out-Phase (polyphenolarme Ernährung und Vermeidung eines 

übermäßigen Fettverzehrs) konsumierte die Testgruppe über acht Wochen täglich 750 mL 

des Testgetränkes in drei Portionen über den Tag verteilt und die Kontrollgruppe gleiche 

Volumina des Placebogetränkes (siehe Abbildung 8). Während der gesamten Studienzeit 

ernährten sich die Probanden polyphenolarm. Sie sollten keine roten Obst- und 

Gemüsesäfte sowie kein rot gefärbtes Obst oder Gemüse, Tee (schwarz, grün, weiß), 

Rotwein, Kaffee, koffeinhaltige Getränke, Kakao, dunkle Schokolade, 

Nahrungsergänzungsmittel (z. B. Vitaminpräparate, Extrakte) oder Multivitaminsaft zu sich 

nehmen. Weiterhin sollte ein übermäßiger Fettverzehr vermieden werden. Ansonsten 

wurden die Probanden aufgefordert, ihre normalen Ernährungsgewohnheiten beizubehalten.  
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Tabelle 6: Ernährungsvorgaben während der neunwöchigen humanen Interventionsstudie. 

erlaubt (in vernünftigen Mengen): nur in geringer Menge erlaubt: 

Getränke  

Soft-Drinks, Milch, Tees (Anis, Apfel, 

Fenchel, Orangenschalen, Süßholzwurzel, 

Zitronengras, Zitronenschalen), klare 

Spirituosen, Wasser, Weißwein 

Bier, Tees (Früchte, Kräuter, Rooibostee), 

Fruchtsäfte (keine Beerensäfte, 

Grapefruitsaft) 

Obst  

Apfel (geschält), Ananas, Aprikosen, 

Avocado, Banane, Birne (geschält), Datteln, 

Feige, Melone, Quitte, Rosinen, Zitrone 

Grapefruit, Kiwi, Nektarine, Orange, Pfirsich, 

Mango 

Gemüse  

Bohnen (weiß), Blumenkohl, Chinakohl, 

Eisbergsalat, grüner Salat, Gurke, Kartoffeln, 

Kürbis (gelb), Linsen, Mais, Pilze, Rettich 

(weiß), Sellerie, Zucchini (geschält), 

Weißkohl  

Bohnen (rot, schwarz, grün), Buchweizen, 

Brokkoli, Spinat, Knoblauch, Oliven 

(schwarz, grün), Paprika, Chili, Rote Beete, 

Rotkohl, Salat mit rot gefärbten Blättern 

(z. B. Lollo Rosso), Soja, Soja-Produkte, 

Sprossen, Tomaten, Karotten, Zwiebeln  

Sonstige Lebensmittel  

Brot, Ei, Ei-Produkte, Fisch, Fleisch, Fleisch-

Produkte, Honig, Milch-Produkte, Margarine, 

Nudeln, Rapsöl, weißer Reis, Salz, 

Sonnenblumenöl, weiße Schokolade, Wurst, 

Zucker 

Nüsse (z. B. Haselnüsse, Erdnüsse, 

Walnüsse) Sesam, Olivenöl, Pfefferminze, 

Vollmilchschokolade, alle Produkte, die 

braune Schokolade erhalten 

 

Den Probanden wurde nach der einwöchigen wash-out-Phase (vor dem Verzehr der 

Studiengetränke) am ersten Tag der Interventionsphase Blut im nüchternen Zustand 

entnommen. Weitere Blutentnahmen erfolgten nach vier Wochen (an Tag 28) und am Ende 

der achtwöchigen Interventionsphase an Tag 56 (insgesamt drei Blutentnahmen pro 

Teilnehmer). In den Blutproben wurden die Blutlipide (Gesamtcholesterin, HDL-, LDL-

Cholesterin, TAGs) sowie die Lipaseaktivität vom Institut für Laboratoriumsmedizin am 

Westpfalz-Klinikum Kaiserslautern ermittelt. Weiterhin wurden in den Blutproben von der 

Forschungsstelle an der Technischen Universität Kaiserslautern Biomarker des 

Fettstoffwechsels, Hunger- und Sättigungshormone, PDE-Aktivität in Thrombozyten, DNA-

Schäden sowie der Harnsäuregehalt bestimmt. Außerdem wurden das Körpergewicht und 

die Körperzusammensetzung (FM, Gesamtkörperwasser (TBW) und FFM) mittels 

Bioimpedanzanalyse erfasst sowie Spoturinproben gesammelt. Sowohl die Blutentnahmen, 
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die Abgabe der Spoturinproben, als auch die Bioimpedanzanalysen erfolgten morgens im 

nüchternen Zustand. Die Energie- und Nährstoffaufnahme der Studienteilnehmer wurde 

mittels Ernährungsprotokollen sieben Tage vor jedem Vor-Ort-Untersuchungstermin erfasst. 

Zur Ermittlung der Nährstoffmenge und -zusammensetzung wurde unter Einbeziehung der 

dokumentierten Ernährungsprotokolle der Probanden das Nährwertkalkulationsprogramm 

PRODI® Expert verwendet werden.  

 

Abbildung 8: Studiendesign der humanen Interventionsstudie über insgesamt neun Wochen (eine Woche wash-

out-Phase; acht Wochen Intervention). 

 

Studiengetränke 

Im Rahmen der in vitro-Untersuchungen wurden aus insgesamt 18 untersuchten Extrakten 

die Extrakte von Aronia, Cranberry und Granatapfel als die Potentesten identifiziert. Aus 

diesem Grund wurde das Testgetränk für die humane Interventionsstudie aus den drei 

genannten Fruchtsaftkonzentraten produziert. Um den Konsum des Testgetränkes über 

einen Zeitraum von insgesamt acht Wochen verträglich und genießbar zu machen, wurde 

dem Getränk Traubensaft aus rektifiziertem Traubensaftkonzentrat (TSK; Süße) zugesetzt. 

Das Placebogetränk wurde aus Wasser, rektifiziertem Traubensaftkonzentrat, Aromastoffen, 

Zitronen- und Äpfelsäure mit vergleichbarem, angepasstem Zuckergehalt hergestellt (siehe 

Tabelle 7). 

 

Die Rohwaren zur Herstellung des Test- und Placebogetränkes wurden von Eckes-Granini, 

riha WeserGold und ADM Wild bereitgestellt. Das Testgetränk wurde deklariert als: 

Mehrfruchtnektar mit 73 % Saftgehalt – Wasser, Traubensaft aus Traubensaftkonzentrat 

(TSK, 22 %), Aroniasaft aus Aroniasaftkonzentrat (17 %), Granatapfelsaft aus 

Granatapfelsaftkonzentrat (17 %), Cranberrysaft aus Cranberrysaftkonzentrat (17 %). Bei 

dem Placebogetränk handelte es sich um eine Mischung aus Wasser, Traubensaft aus 

Traubensaftkonzentrat (TSK), Aromastoffen, Zitronen- und Äpfelsäure. Da Sorbit als 

natürlicher Inhaltsstoff in Aronia vorkommt (siehe Kapitel 2.2.3), unterschieden sich diese 

Gehalte im Test- und Placebogetränk. Die Analyse der Getränke erfolgte durch ADM Wild 

Europe GmbH & Co. KG in Heidelberg-Eppelheim und die Projektpartnerforschungsstelle 
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des Arbeitskreises von Prof. Dr. Peter Winterhalter an der Technischen Universität 

Braunschweig. 

Tabelle 7: Zusammensetzung der Studiengetränke. 

 

Testgetränk Placebogetränk 

Brix [°] 9,2 8,3 

Glukose [g/L] 35,3 35,2 

Fruktose [g/L] 33,3 38,6 

Saccharose [g/L] n. n. n. n. 

Myo-Inosit [g/L]] 0,15 0,14 

Sorbit [g/L] 8,67 n. n. 

Ascorbinsäure [g/L] n. n. n. n. 

Zitronensäure [g/L] 3,7 3,7 

Äpfelsäure [g/L] 2,8 2,8 

Gesamtpolyphenolgehalt (Folin-Ciocalteu-Assay) 

[g GAE/L] 
3,0 0,1 

Antioxidative Kapazität (TEAC-Assay) [mmol/L] 20,9 2,8 

Anthocyangehalt [mg/L] 735,8 n. n. 

Flavonoidgehalt [mg/L] 235,0 n. n. 

Chlorogensäuregehalt [mg/L] 306,9 n. n. 

Tanningehalt [mg/L] 400,8 n. n. 

Polymergehalt [mg/L] 367,1 n. n. 

Traubensaftkonzentrat (TSK) [g/L] 55,8 121,0 

Gesamtzucker, berechnet [g/L] 68,6 73,8 

Kalorien, berechnet [kcal/L] 315,1 315,1 

GAE: Gallussäureäquivalent; n. n.: nicht nachweisbar; TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; TSK: 

säurearmes Traubensaftkonzentrat (Süße).  
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4.3.3. Veröffentlichtes Manuskript 
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5. Diskussion 

 

Aufgrund des erhöhten Ernährungsbewusstseins sind vor allem Früchte und daraus 

hergestellte Fruchtsäfte in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerückt, da diese 

neben Vitaminen auch einen signifikanten Anteil weiterer bioaktiver Inhaltsstoffe wie 

Polyphenole enthalten (Deutsche Gesellschaft für Ernährung (DGE), 2012). Polyphenole 

kommen u. a. in Obst, Gemüse, Tee sowie Kaffee vor und sind somit Bestandteil der 

menschlichen Ernährung, denen viele biologische Wirkungen wie antioxidative oder anti-

bakterielle Effekte zugeschrieben werden (Groh et al., 2020; Ikuta et al., 2012; Nazzaro et 

al., 2019; Phenol-Explorer, 2015; Ramis et al., 2020). In den letzten Jahren wurde in in vitro-

Studien darüber diskutiert, dass zahlreiche Polyphenole im Zusammenhang mit einer 

Beeinflussung des Lipidstoffwechsels stehen (Chang et al., 2016; Kowalska et al., 2017; 

Little et al., 2020). Auch deuten Hinweise aus Humanstudien darauf hin, dass der Konsum 

von polyphenolreichen Extrakten sowie Fruchtsaft das Körpergewicht und die 

Körperfettmasse reduzieren kann (Bakuradze et al., 2019a; Costa et al., 2017; Dallas et al., 

2014; Tucakovic et al., 2018). Aufgrund der Vielzahl an Inhaltsstoffen von Fruchtsäften ist es 

allerdings schwer zu erfassen, welche Fruchtsaftinhaltsstoffe vor allem für die beobachteten 

Wirkungen auf den Lipidmetabolismus verantwortlich sind und um welche molekularen 

Effekte es sich dabei handelt.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zunächst den Einfluss von Extrakten aus Fruchtsäften 

bzw. -konzentraten sowie deren Fraktionen auf den Fettstoffwechsel in vitro zu untersuchen. 

Anschließend sollten die in vitro erhaltenen Ergebnisse im Rahmen einer neunwöchigen 

humanen Interventionsstudie überprüft werden, bei der das konsumierte Testgetränk aus 

den drei potentesten Fruchtsäften bzw. Konzentraten hergestellt wurde. 

 

5.1. Einfluss auf den Lipidmetabolismus in vitro 

5.1.1. Extrakte 

Wie in Publikation I (siehe Kapitel 4.1.) beschrieben, wurden 18 Extrakte aus Fruchtsäften 

und -konzentraten der Fruchtarten Aronia, Cranberry, Granatapfel, Heidelbeere, 

Holunderbeere, rote Traube, Sauerkirsche und schwarze Johannisbeere hergestellt, deren 

Gesamtpolyphenolgehalt sowie Anthocyan- und Copigmentprofil mittels HPLC-ESI-MS/MS 

bestimmt wurden. Diese Extrakte wurden dann hinsichtlich ihres inhibitorischen Potentials 
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auf die PDE 3B-Enzymaktivität mittels Radioassay getestet. Das Enzym PDE 3B wird 

vorwiegend von Zellen wie den Adipozyten exprimiert, die an der Regulation der 

Energiehomöostase beteiligt sind. (Degerman et al., 2011; Nielsen et al., 2014). Durch 

Cilostazol, einen selektiven PDE 3-Inhibitor, konnte beispielsweise in C57BL/6-Mäusen 

gezeigt werden, dass die PDE 3B entscheidend zur Regulierung des Lipidmetabolismus 

beiträgt (Seo et al., 2022). Spezifische PDE 3B-Inhibitoren könnten daher einen 

wesentlichen Beitrag zur Behandlung von Übergewicht leisten und hätten ein besseres 

Nutzen-Risiko-Verhältnis im Vergleich zu einem unspezifischen Inhibitor wie Koffein, das 

nicht-selektiv verschiedene Phosphodiesterasen hemmt (Kilanowska und Ziółkowska, 2020). 

Allgemein zeigten unsere Ergebnisse vergleichbare Effekte von Extrakten einer Fruchtart. 

Die stärksten inhibitorischen Wirkungen und damit die niedrigsten IC50-Werte wurden bei den 

beiden Aroniaextrakten (IC50 ≈ 165 µg/mL) ermittelt. Ähnliche Wirkungen auf die Hemmung 

der PDE 3B-Aktivität wurden bei den Heidelbeer-, Granatapfel- und Cranberryextrakten mit 

IC50-Werten von ≤ 180 µg/mL gezeigt, gefolgt von den Sauerkirsch-, Holunderbeer- und 

schwarze Johannisbeerextrakten mit IC50-Werten von 185–230 µg/mL. Alle drei untersuchten 

roten Traubenextrakte inhibierten die PDE 3B am schwächsten (IC50 ≈ 290 µg/mL). In der 

Literatur liegen bisher nur wenige Daten über eine Modulation des Lipidmetabolismus in vitro 

durch Inhibierung der PDE-abhängigen Signalwege mittels polyphenolreicher Extrakte vor. 

Dallas et al. beobachteten eine potente Hemmung der PDE-Aktivität von 97 % durch einen 

Zitrusextrakt, der einen Polyphenolanteil von 60 % hatte (Dallas et al., 2008). In weiteren 

Studien konnte gezeigt werden, dass Extrakte aus Kürbiskernen sowie Rotwein und 

Traubenschalen die PDE 5-Aktivität hemmten, während Extrakte aus den Kernen roter 

Trauben die PDE 5-Aktivität kaum inhibierten (Ademiluyi et al., 2019; Dell'Agli et al., 2005). 

Eine Inhibierung des Enzyms PDE 5 führt zu einem cGMP-Anstieg und damit zur Aktivierung 

der PK G, welche wiederum analog der PK A die lipolytischen Signalwege aktiviert (Nielsen 

et al., 2014). Auch sind seit längerem Effekte von Flavonoiden, Kaffeeinhaltsstoffen, 

Artischoke- und Ingwerextrakten auf die PDE-Aktivität in isolierter PDE 3, 

Lungenkarzinomzellen (LXFL529L) oder Thrombozyten des Blutes bekannt (Dallas et al., 

2008; Kuppusamy und Das, 1992; Montoya et al., 2014; Röhrig et al., 2017). 

In der vorliegenden Arbeit zeigten neben den getesteten Cranberryextrakten die Extrakte mit 

den höchsten Polyphenolgehalten (Granatapfel, Aronia und Heidelbeere) von über 60 g 

GAE/100 g einen stark inhibierenden Effekt auf die Aktivität des Enzyms PDE 3B. Dagegen 

zeigten die Holunderbeerextrakte mit den niedrigsten Polyphenolgehalten von ca. 40 g 

GAE/100 g tendenziell eine schwächere inhibitorische Wirkung auf die PDE 3B-Aktivität. 

Jedoch sollte beachtet werden, dass der Gesamtpolyphenolgehalt mittels Folin-Ciocalteu-

Assays bestimmt wurde und dort alle reduzierenden Substanzen erfasst werden. Bei den 

beiden getesteten Cranberryextrakten lag der Polyphenolgehalt bei 53 g GAE/100 g. 
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Allerdings wiesen diese Extrakte trotz des verhältnismäßig geringeren Polyphenolgehaltes 

einen IC50-Wert von 175 µg/mL bzw. 180 µg/mL und somit ein starkes inhibitorisches 

Potential auf. Demnach scheint es weitere Parameter wie beispielsweise die jeweilig, 

enthaltenen Inhaltsstoffen zu geben, welche einen Einfluss auf die inhibitorischen Wirkungen 

der Extrakte vermuten lassen. Aus diesem Grund wurden im nächsten Abschnitt 

Einzelverbindungen auf eine Inhibierung der PDE 3B untersucht. 

 

5.1.2. Anthocyane und Anthocyanidine 

Um ein besseres Verständnis über die Struktur-/Wirkungsbeziehungen zu erhalten, wurden 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit (in Publikation I, siehe Kapitel 4.1.) zusätzlich acht 

ausgewählte Anthocyane sowie das Aglykon Cyanidin auf ihre Hemmwirkung im PDE 3B-

Assay untersucht.  

Bei Variation der Aglyka ergab sich folgende Reihenfolge für die IC50-Werte: Peonidin-3-

glukosid < Cyanidin-3-glukosid < Petunidin-3-glukosid < Malvidin-3-glukosid. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anzahl der Hydroxy- oder Methoxygruppen am B-

Ring das hemmende Potenzial beeinflusst – Peonidin-3-glukosid und Cyanidin-3-glukosid, 

die jeweils zwei Substituenten (Hydroxy- oder Methoxygruppen) am B-Ring haben, 

inhibierten die PDE 3B-Aktivität stärker im Vergleich zu den Anthocyanen mit drei B-Ring-

Substituenten. Der zusätzliche B-Ring-Substituent führt zu einer Vergrößerung des Moleküls 

und könnte damit die Inhibierung des Enzyms durch eine sterische Hinderung beeinflussen. 

Seit längerem ist bekannt, dass die Wirkung der Flavonoide auf die Enzymaktivität von der 

dreidimensionalen Struktur und den elektrostatischen Interaktionen (Van-der-Waals-Kräfte) 

zwischen Flavonoiden und Proteinen (Enzymen) abhängig ist. Mittels Röntgenkristall-

strukturanalyse wurde gezeigt, dass Flavonoide wie die Anthocyane gut in das katalytische 

Zentrum der PDE 3B passen. Weiterhin wiesen Ergebnisse aus molekularen Dockingstudien 

auf einen kompetitiven Hemmmechanismus hin, was durch die mittels Lineweaver-Burk-

Diagramm erhaltenen Enzymkinetiken gezeigt wurde (Kuppusamy und Das, 1992; Peluso, 

2006). 

In der Literatur wurden allerdings gegenteilige Ergebnisse bezüglich des Einflusses der 

Anzahl an Substituenten auf die PDE-Aktivität diskutiert, wobei die Datenlage noch gering 

ist. Sowohl das Glukosid als auch das Aglykon von Malvidin (drei Substituenten am B-Ring) 

hatten den stärksten Einfluss auf die PDE 5A1-Aktivität von transfizierten COS-7-Zellen, 

wohingegen Cyanidin und Pelargonidin sowie deren Glukoside eine schwächere Wirkung 

zeigten (Dell'Agli et al., 2005). Auch in HT29-Zellen, die vor allem die Enzymklasse PDE 4 

exprimieren, inhibierte Malvidin die zytosolische PDE am potentesten im Gegensatz zu 

Cyanidin und Delphinidin. Dabei wurde ein Zusammenhang der Methoxygruppen mit der 



5. Diskussion  Seite | 125 

 

Enzymhemmung diskutiert (Marko et al., 2004). Im Gegensatz dazu wurde eine Abnahme 

der Inhibierungsstärke auf die PDE 3-Aktivität durch Änderung der Substituenten (Hydroxy- 

zu Methoxygruppen) gezeigt (Ko et al., 2004). Wie in Kapitel 4.1. beschrieben könnten 

mögliche Ursachen für die inkonsistenten Ergebnisse die unterschiedlichen PDE-Klassen 

(PDE 3B vs. PDE5A1 vs. PDE 4) sein, was eine Studie von Ko et al. unterstreicht. Dabei 

wurde die Wirkung von Flavonoiden auf die Aktivität fünf verschiedener PDE-Klassen 

untersucht (Ko et al., 2004). Daneben könnten die untersuchten Substanzen (Anthocyan vs. 

Anthocyanidin) für die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein oder die 

Anthocyanidine und Anthocyane könnten in den Zellen metabolisiert werden, sodass die 

beobachteten Wirkungen nicht auf die Anthocyane selbst zurückzuführen waren. Triebel et 

al. zeigten, dass Cyanidin im Zellkulturmedium innerhalb von 60 min zu 98,5% abgebaut 

wurde und die Konzentration des Metabolits Protocatechusäure asynchron zunahm. Im 

Vergleich zum Aglykon Cyanidin wurde bei den Glykosiden eine höhere Stabilität 

beschrieben – nach 24 h konnte noch 45% der Glykosid-Ausgangskonzentration detektiert 

werden (Triebel et al., 2012).  

Weiterhin ist die biologische Wirkung offenbar auch abhängig von der Molekülgröße. Es 

wurde das stärkste hemmende Potential bei dem Aglykon Cyanidin erfasst, gefolgt von den 

Cyanidin-Monosacchariden Cyanidin-3-arabinosid (Pentose) und Cyanidin-3-glukosid 

(Hexose), wohingegen mit den Disacchariden Cyanidin-3-rutinosid und Cyanidin-3,5-

diglukosid keine Inhibierung der PDE 3B-Aktivität beobachtet wurde. Bereits 1992 

veröffentlichten Kuppusamy und Das ihre Ergebnisse zum Einfluss von Flavonoiden auf die 

PDE-Aktivität aus isolierten Rattenadipozyten und konnten ein schwächeres inhibitorisches 

Potential durch die Flavonoidglykoside wie beispielsweise Luteolin-7-glukosid im Vergleich 

zu Luteolin messen (Kuppusamy und Das, 1992). Übereinstimmende Effekte wurden von 

Dell'Agli et al. beschrieben, allerdings untersuchten sie den Einfluss der Glykosylierung von 

Malvidin auf die PDE 5A1-Aktivität. Das Aglykon Malvidin zeigte die potenteste Wirkung, 

während dessen Glukosid die hemmende Wirkung verringerte und das entsprechende 

3,5‑Diglukosid inaktiv war (Dell'Agli et al., 2005). Auch Prior et al. beobachteten in einer 

Studie an Mäusen, dass die Entstehung von Übergewicht durch die in Himbeere enthaltenen 

Anthocyane Cyanidin-3-xylosylrutinosid und Cyanidin-3-rutinosid nicht beeinflusst wurde 

(Prior et al., 2010). Bei den beiden genannten Anthocyanen handelt es sich um Di- bzw. 

Triglykoside von Cyanidin. 

 

5.1.3. Fraktionen und Subfraktionen 

Als Testsubstanzen wurden in dieser Arbeit Extrakte aus Fruchtsäften und Konzentraten 

getestet, welche eine komplexe Mischung unterschiedlicher Polyphenole enthielten.  
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Bei den im PDE 3B-Assay getesteten Extrakten wurde viele unterschiedliche Anthocyane 

nachgewiesen, darunter vor allem Cyanidinglykoside, aber auch Glykoside von Delphinidin, 

Peonidin, Malvidin und Petunidin. Dabei kamen einige Anthocyane wie das Cyanidin-3-

glukosid in den meisten Extrakten (Aronia, Cranberry, Granatapfel, Heidelbeere, 

Holunderbeere, rote Traube, schwarze Johannisbeere) vor, wohingegen Delphinidin-3,5-

diglukosid spezifisch war für die Granatapfelextrakte oder Malvidin-3-galaktosid nur in den 

Heidelbeerextrakten erfasst wurde. Bei den Copigmenten wurden hauptsächlich die 

Stoffklassen der Phenolsäuren, Flavonole und hydrolysierbaren Tanninen identifiziert. Das 

Copigmentprofil der Granatapfelextrakte, das gekennzeichnet war durch hydrolysierbare 

Tannine wie Pedunculagin, Punicalagin, Granatin A und B sowie durch Phenolsäuren wie 

Ellagsäure, unterschied sich deutlich von den Copigmentprofilen der übrigen Extrakte. 

Weiterhin war der Anteil an Anthocyanen, Copigmenten und Polymeren in den Extrakten 

unterschiedlich wie in Publikation II erläutert (siehe Kapitel 4.2.). Während beispielsweise bei 

den Cranberry- und Granatapfelextrakten der Anteil an Copigmenten mit 72 g/100 g bzw. 

80 g/100 g im Vergleich zu den Anthocyanen überwog, wurde bei den Aroniaextrakten ein 

höherer Anthocyananteil nachgewiesen (48 g/100 g Anthocyane vs. 40 g/100 g 

Copigmente). Ein hoher Polymergehalt wurde bei den Cranberryextrakten (18 g/100 g) und 

Aroniaextrakten (15 g/100 g) bestimmt, wo im Unterschied dazu die Granatapfelextrakte 

kaum Polymere enthielten (3 g/100 g). 

Aufgrund der verschiedenen enthaltenen Polyphenolklassen und der Vielzahl an 

Inhaltsstoffen in den Extrakten war es schwierig Aussagen über die bioaktiven 

Schlüsselkomponenten zu treffen. Auch konnte eine synergistische Wirkung von mehreren 

Verbindungen nicht ausgeschlossen werden. Deshalb wurde im nächsten Schritt eine 

aktivitätsgeleitete Fraktionierung durchgeführt, um die molekularen Strukturen der bioaktiven 

Schlüsselkomponenten in den Extrakten zu identifizieren. Die bisher beschriebenen 

Ergebnisse der Extrakte auf die Hemmung der PDE 3B-Aktivität bildeten die Grundlage für 

die Auswahl der drei potentesten Extrakte (Aronia, Cranberry, Granatapfel) zur 

aktivitätsgeleiteten Fraktionierung. 

 

Die gewonnenen Fraktionen (Anthocyane, Copigmente und Polymere) wurden, wie in 

Publikation II (siehe Kapitel 4.2.) erläutert, in drei verschiedenen in vitro-Systemen getestet. 

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Testung der Polymerfraktionen muss beachtet werden, 

dass mittels Hexanfällung lediglich eine Anreicherung der Polymere erreicht wurde und keine 

komplette Abtrennung (siehe Tabelle 8). So wurden beispielsweise in der Polymerfraktion 

des Cranberryextraktes 41 g Polymere/100 g im Vergleich zum Cranberryextrakt mit 

18 g/100g nachgewiesen. Bei der Polymerfraktion des Granatapfelextraktes konnten nur 5 g 

Polymere/100 g im Vergleich zum Granatapfelextrakt mit 3 g/100g angereichert werden. 
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Neben den angereicherten Polymeren enthielten die Polymerfraktionen immer noch 

Monomere und Oligomere (z. B. Anthocyane). Weiterhin ist zu berücksichtigen, dass die 

Polymergehalte als Cinnamtannin A2-Äquivalente berechnet wurden. 

Tabelle 8: Vergleich der Polymergehalte [g/100 g] der Extrakte und Polymerfraktionen. 

Fruchtart 
Polymergehalt des Extraktes  

[g/100 g] 

Polymergehalt der 

Polymerfraktion [g/100 g] 

Aronia 14,6 ± 0,1 37,9 ± 0,7 

Cranberry 18,1 ± 1,0 41,2 ± 0,5 

Granatapfel 2,6 ± 0,0 5,3 ± 0,1 

 

Es stellte sich heraus, dass alle Fraktionen der Aronia-, Cranberry- und Granatapfelextrakte 

die PDE 3B-Aktivität reduzierten. Das potenteste PDE 3B-Inhibierungspotential wurde durch 

Inkubation mit den Fraktionen (Anthocyane, Copigmente, Polymere) aus Granatapfelextrakt 

mit IC50-Werten von etwa 10 µg/mL gezeigt. Die Anthocyan-, Copigment- und 

Polymerfraktionen aus Cranberryextrakt wiesen IC50-Werte von 95–104 µg/mL auf, gefolgt 

von den Fraktionen des Aroniaextraktes (IC50 = 113–126 µg/mL). Nach unseren bisherigen 

Daten scheinen unterschiedliche Polyphenolklassen zur Hemmung der PDE 3B-Aktivität 

beizutragen. Dass verschiedene Flavonoidklassen die PDE 3-Aktivität hemmen, ist bereits 

aus der Literatur bekannt, wobei eine stärkere Wirkung bei den Flavonen, Flavonolen und 

Isoflavonen im Gegensatz zu den Flavanonen beobachtet wurde (Ko et al., 2004). 

Die PDE 3B-Aktivität hängt direkt zusammen mit der Lipolyse – Durch Inhibierung des 

Enzyms steigt die Konzentration des second messengers cAMP in den Adipozyten an, 

wodurch wiederum die lipolytischen Signalwege aktiviert werden und die TAGs zu freien FS 

und Glycerin hydrolysiert werden (Nielsen et al., 2014). Daher wurde neben dem zellfreien 

PDE 3B-Assay zusätzlich die Lipolyse und die Lipidakkumulation in 3T3-L1-Zellen 

untersucht. Die murine 3T3-L1-Zelllinie wird aufgrund des Differenzierungspotentials von 

Präadipozyten zu Adipozyten und der damit verbundenen TAG-Synthese häufig zur 

Untersuchung der Adipogenese genutzt (Rizzatti et al., 2013). Um Effekte durch zytotoxische 

Wirkungen der Fraktionen einzuschränken, wurden die Konzentrationsbereiche für die 

Zellkulturversuche so gewählt, dass keine bzw. nur eine geringe zytotoxische Wirkung der 

Fraktionen zu beobachten war. Daher wurden die Fraktionen des Granatapfelextraktes bei 

14-tägiger Inkubation (wie bei der Untersuchung der Lipidakkumulation) aufgrund der 

zytotoxischen Wirkung in einem niedrigeren Konzentrationsbereich im Vergleich zu den 

Fraktionen der Aronia- und Cranberryextrakte getestet. Weiterhin wurden im Lipolyse-Assay 

deutlich höhere Konzentrationen für die dreistündige Inkubation mit den Fraktionen gewählt 

im Gegensatz zur 14-tägigen Inkubationszeit zur Bestimmung der Lipidakkumulation. 
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Im Lipolyse-Assay konnte der Gehalt an freien FS im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle 

durch die Copigmentfraktionen der Aronia- und Cranberryextrakte (c = 3–4 mg/mL) in 3T3-

L1-Zellen erhöht werden. Es stellt sich jedoch die Frage, ob die beobachteten Wirkungen bei 

den verwendeten Konzentrationen eine physiologische Relevanz haben. Aranaz et al. 

wiesen ebenfalls darauf hin, dass Ergebnisse aus in vitro-Assays mit Konzentrationen von 

über 100 µM nicht auf physiologische Bedingungen extrapoliert werden können (Aranaz et 

al., 2019), sondern beispielsweise einer Absicherung durch in vivo-Studien bedürfen. 

Allerdings wurden in der Literatur stimulierende Effekte auf die Lipolyse durch hohe 

Konzentrationen polyphenolhaltiger Extrakte beschrieben. So zeigten Kowalska et al., dass 

die Glycerinfreisetzung durch Inkubation mit einem lyophilisiertem Cranberryextrakt (c = 5–

20 mg/mL) in 3T3-L1-Zellen erhöht wurde (Kowalska et al., 2014). Übereinstimmende, 

signifikante Ergebnisse wurden bei Untersuchungen auf die Glycerinfreisetzung mit einem 

Maisseidenextrakt (c = 1 mg/mL) sowie auf die FS-Freisetzung mit einem Zitrusextrakt (c = 

20 mg/mL) in 3T3-L1-Zellen erhalten (Chaiittianan et al., 2017; Dallas et al., 2008).  

Eine weitere Methode, die in vitro vielfach zur Untersuchung des Lipidmetabolismus genutzt 

wird, ist die Bestimmung der Lipidakkumulation mittels Oil-Red-O-Färbung (Kowalska et al., 

2017; Payab et al., 2020). In unserer Studie zeigten alle Fraktionen der Aronia-, Cranberry- 

und Granatapfelextrakte eine hemmende Wirkung auf die Lipidakkumulation, wobei die 

Fraktionen (Anthocyane, Copigmente, Polymere) aus Granatapfelextrakt die 

Lipidakkumulation am stärksten im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle inhibierten. Für die 

Fraktionen der Aronia- und Cranberryextrakte konnte eine vergleichbare Wirkung auf die 

Hemmung der Lipidakkumulation beobachtet werden. In zahlreichen Veröffentlichungen 

wurde der Einfluss von polyphenolreichen Extrakten auf die Lipidakkumulation in 3T3-L1-

Zellen beschrieben. So wurde durch einen polyphenolreichen Extrakt aus Aronia, 

Heidelbeeren, Himbeeren und Cranberrys die Lipidakkumulation konzentrationsabhängig 

reduziert (Kowalska et al., 2017). Analoge Ergebnisse wurden durch Inkubation der Zellen 

mit einem polyphenolreichen Extrakt aus Arekapalmentee sowie mit einem Aroniaextrakt 

erhalten (Lee et al., 2021; Song et al., 2017). Weiterhin konnten Les et al. eine Abnahme der 

TAG-Akkumulation sowohl durch Granatapfelsaftextrakt als auch durch dessen 

Hauptpolyphenole Ellagsäure, Punicalagin sowie den Metaboliten Urolithin A zeigen (Les et 

al., 2018). 

Es scheint also nicht nur eine einzelne Verbindung für die beobachtete Wirkung 

verantwortlich zu sein, was auch die Ergebnisse unserer aktivitätsgeleiteten Fraktionierung 

annehmen lassen. Die Anthocyanfraktion des Aroniaextraktes enthielt nur Cyanidinderivate 

wie Cyanidin-3-galaktosid und Cyanidin-3-arabinosid, wohingegen in der Anthocyanfraktion 

des Cranberryextraktes neben Malvidin-3-arabinosid auch Cyanidin- und Peonidinpentoside 

sowie -hexoside identifiziert wurden. Die Anthocyanfraktion des Granatapfelextraktes enthielt 
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Mono- bzw. Diglukoside von Cyanidin und Delphinidin wie Cyanidin-3,5-diglukosid und 

Delphinidin-3-glukosid. Die Vielfalt bei den Copigmenten war wesentlich größer als bei den 

Anthocyanen, so dominierten in der Copigmentfraktion des Aroniaextraktes 

Neochlorogensäure (3-CQA), 5-CQA sowie verschiedene Quercetinderivate. In der 

Copigmentfraktion des Cranberryextraktes waren Phenolsäuren wie 5-CQA und Cumarsäure 

sowie deren Derivate und Flavonole wie Myricetin-, Quercetin- und Syringetinderivate 

enthalten, während die Copigmentfraktion des Granatapfelextraktes hauptsächlich aus 

hydrolysierbaren Tanninen wie Pedunculagin und Punicalin bestand. Übereinstimmend mit 

unseren Ergebnissen wurden diese Verbindungen auch in einer Studie von Ostberg-Potthoff 

et al. identifiziert (Ostberg-Potthoff et al., 2019). 

Wesentliche Erkenntnisse der aktivitätsgeleiteten Fraktionierung waren, dass neben den 

Anthocyanen wie z. B. Cyanidin-3-glukosid, insbesondere auch verschiedene in den 

Copigmentfraktionen enthaltene Inhaltsstoffe den Lipidstoffwechsel in vitro beeinflussen 

können. So gab es Hinweise darauf, dass Zimtsäurederivate (5-CQA), Flavonoide (Quercetin 

und Quercetinderivate) sowie hydrolysierbare Tannine (Ellagsäurederivate und Punicalagin) 

wichtige Beiträge zur Modulation des Lipidmetabolismus leisten. Aus diesem Grund wurden 

die Copigmentfraktionen der Cranberry- und Granatapfelextrakte, bei denen der stärkste 

Einfluss in den in vitro-Assays gezeigt wurde, weiter mittels CCC subfraktioniert. 

 

Die bei der Subfraktionierung der Copigmentfraktionen erhaltenen fünf Cranberry-

subfraktionen (CF1–CF5) sowie sieben Granatapfelsubfraktionen (GF1–GF7) wurden 

ebenfalls in den drei in vitro-Assays getestet, um die bioaktiven Schlüsselkomponenten 

identifizieren zu können. Im Rahmen unserer Untersuchungen konnte in 3T3-L1-Zellen keine 

Erhöhung des freien FS-Gehaltes im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle und somit keine 

induzierende Wirkung auf die Lipolyse beobachtet werden. Allerdings ist in der Literatur 

beschrieben, dass durch einzelne Copigmente Effekte auf die Lipolyse nachgewiesen 

werden konnten. Durch Inkubation von 3T3-L1-Zellen mit dem Flavonol Myricetin wurde eine 

zeit- sowie konzentrationsabhängige Erhöhung der Glycerinkonzentration gezeigt (Wang et 

al., 2015). Auch Little et al. beobachten eine signifikante Glycerinfreisetzung durch 

Inkubation von SGBS-Zellen mit Quercetin. Hierbei wurden die Zellen dreifach jeweils über 

einen Zeitraum von 24 h mit geringen Konzentrationen von 1 µM Quercetin behandelt. Die 

Autoren begründeten dieses Vorgehen damit, dass durch geringe Dosen und eine 

mehrfache Behandlung physiologische Bedingungen besser abgebildet werden können 

(Little et al., 2020). Ein Vergleich mit unseren Ergebnissen wird jedoch durch eine 

unterschiedliche Inkubationszeit und/oder Anwendung einer anderen Zelllinie erschwert. 

Aufgrund der Reveresterung der FS bei längeren Inkubationszeiten wurde in unseren 

Experimenten zur Lipolyse nur eine Inkubationszeit von 3 h gewählt (Wang et al., 2022; 
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ZenBio, 2016). Des Weiteren exprimieren die humanen SGBS-Zellen höhere Mengen an 

adipozytenspezifischen Genen wie Leptin, des Glukosetransporter Typ 4 oder der 

Lipoproteinlipase, was vergleichbar ist mit dem Genexpressionsmuster von menschlichen 

Primärzellen (Allott et al., 2012; Wabitsch et al., 2001). 

Im Lipidakkumulations-Assay wurde bei 14-tägiger Inkubation der Zellen mit den 

Cranberrysubfraktionen (CF1–CF5), die aus der Copigmentfraktion des Cranberryextraktes 

gewonnen wurden, eine Reduktion der Lipidakkumulation im Vergleich zur 

Lösungsmittelkontrolle bei den Subfraktionen CF4 und CF5 beobachtet, gefolgt von CF1, 

während keine signifikante inhibierende Wirkung durch CF2 und CF3 gezeigt wurde. Im 

Gegensatz dazu hemmten alle Granatapfelsubfraktionen (GF1–GF7) die Lipidakkumulation 

in einem niedrigeren Konzentrationsbereich verglichen mit den Cranberrysubfraktionen, 

wobei die stärkste Abnahme durch die Granatapfelsubfraktionen GF3 und GF4 beobachtet 

wurde.  

Übereinstimmende Effekte wurden im PDE 3B-Assay erhalten – Durch die 

Cranberrysubfraktionen CF1 und CF5 wurden die niedrigsten IC50-Werte von ca. 40 µg/mL 

ermittelt, gefolgt von den CF2 und CF4 (IC50 = 229–266 µg/mL) sowie CF5 (IC50 = 

471 µg/mL). Bei den Granatapfelsubfraktionen wurde das potenteste Inhibierungspotential 

durch GF2, GF3 und GF4 (IC50 ≤ 0,5 µg/mL) gezeigt, wobei generell alle IC50-Werte der 

Granatapfelsubfraktionen unter 10 µg/mL lagen. Dies zeigt, im Vergleich zu den 

Cranberrysubfraktionen, dass bereits durch niedrigere Konzentrationen der 

Granatapfelsubfraktionen eine Enzymhemmung erreicht werden konnte.  

Werden die Verbindungen in den einzelnen Subfraktionen betrachtet, so kann erneut 

festgehalten werden, dass vor allem die Gruppen der Phenolsäuren, Flavonole und 

hydrolysierbaren Tannine den Lipidmetabolismus deutlich zu beeinflussen scheinen. In der 

Cranberrysubfraktion CF1 wurden Inhaltsstoffe wie Kaffee-, Cumar- und Sinapinsäure-

hexoside identifiziert sowie in der Cranberrysubfraktion CF5 vorwiegend Myricetin- und 

Quercetinderivate. In den Granatapfelsubfraktionen GF3 und GF4 wurden hauptsächlich 

Ellagsäurehexosid, Pedunculagin, Punicalagin und Granatin A nachgewiesen. Dadurch, dass 

in den Subfraktionen immer noch mehrere Verbindungen enthalten waren und es nicht 

gelang Einzelverbindungen zu isolieren, ist eine synergistische Wirkung der Inhaltsstoffe 

weiterhin nicht auszuschließen.  

Die gegenwärtige Forschung zeigt allerdings, dass einzelne Polyphenole wie Kaffeesäure, 

Ellagsäure, Punicalagin, Quercetin oder 5-CQA die Lipidakkumulation in 3T3-L1-Zellen 

reduzieren (Dantas et al., 2018; Les et al., 2018; Liu et al., 2020; Wu et al., 2013; Yang et al., 

2008). Unter Berücksichtigung der Ergebnisse von Liu et al., die eine Abnahme der 

Expression vieler adipozytenspezifischer Gene wie PPARγ, C/EBPα und SREBP 1c 

beschrieben, ist eine Beeinflussung der Lipidakkumulation durch Inhibierung der 
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Zelldifferenzierung denkbar (Liu et al., 2020). Weiterhin konnte bereits beobachtet werden, 

dass Copigmente den Fettstoffwechsel auch über PDE-vermittelte Signalwege modulieren 

können. Als wichtiges strukturelles Merkmal für eine PDE 3-Inhibierung wurde die 

Hydroxylierung an Position C7 bei Flavonoiden beschrieben (Janda et al., 2016). 

Kuppusamy und Das diskutierten auch die strukturelle Relevanz von Hydroxygruppen an 

Position C3′ und C4′ des B-Ringes bei Flavonoiden wie beispielsweise bei Quercetin für eine 

signifikante Hemmung der PDE, wie in isolierten Rattenadipozyten gezeigt wurde 

(Kuppusamy und Das, 1992). Analoge Ergebnisse wurden durch die beiden Flavonole 

Quercetin und Myricetin auf die PDE 3-Aktivität beobachtet (Ko et al., 2004). Bisher gibt es 

keine Literaturdaten hinichtlich des Einflusses von hydrolysierbaren Tanninen 

(Einzelverbindungen) auf die PDE-Aktivität. Um unsere Hypothese zu überprüfen, dass 

hydrolysierbare Tannine wie Pedunculagin und Punicalagin potente Inhibitoren der PDE 

sind, sollten jedoch Reinsubstanzen der hydrolysierbaren Tannine im PDE 3B-Assay 

getestet werden. 

 

5.2. Humane Interventionsstudie 

Aktuell wird in zahlreichen Veröffentlichungen darüber diskutiert, dass viele Polyphenole im 

Zusammenhang mit einer Beeinflussung des Lipidstoffwechsels und damit einer langfristigen 

Reduktion des Körpergewichts stehen (Aires et al., 2019; Dallas et al., 2014; Koutsos et al., 

2020; Little et al., 2020). Allerdings wurde bisher wenig untersucht, um welchen molekularen 

Effekt es sich dabei handelt. 

Aufbauend aus den in vitro-Ergebnissen wurde das Testgetränk der Humanstudie aus 

gleichen Anteilen von Aronia-, Cranberry- und Granatapfelsaft hergestellt. Dadurch enthielt 

das Testgetränk einen beträchtlichen Anteil an Polyphenolen wie den Flavonoiden (inkl. 

Anthocyane), Chlorgensäuren, Tanninen und Polymeren. Um den Konsum des Getränkes 

über den Studienzeitraum von insgesamt acht Wochen verträglich und genießbar zu 

machen, wurde das Testgetränk mit TSK gesüßt. Fruchtarten, die als purer Fruchtsaft 

entweder aufgrund des hohen Säuregehaltes oder der Konsistenz nicht als Fruchtsaft 

geeignet sind, werden zu Fruchtnektaren verarbeitet. Fruchtnektare enthalten je nach 

Fruchtart mindestens 25–50 % Frucht sowie Wasser und gegebenenfalls Zucker oder Honig. 

Die Mindestgehalte an Fruchtsaft und/oder Fruchtmark sind in der Richtlinie 2012/12/EU 

über Fruchtsäfte und bestimmte gleichartige Erzeugnisse für die menschliche Ernährung 

sowie in der Fruchtsaft- und Erfrischungsgetränke- und Teeverordnung geregelt. Das 

Placebogetränk wurde isokalorisch hergestellt, hatte einen ähnlichen Zuckergehalt (73,8 g/L 

vs. 68,6 g/L im Testgetränk) und gleiche Säuregehalte, allerdings konnten keine 

phenolischen Verbindungen analysiert werden. 
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Um beurteilen zu können, ob das polyphenolreiche Testgetränk den Lipidstoffwechsel 

beeinflusst, wurden verschiedene Parameter untersucht. Neben den Blutlipiden, Hunger- und 

Sättigungshormonen sowie der PDE-Aktivität in Thrombozyten wurden daher auch 

Körpergewicht und die Körperzusammensetzung sowie die Energie- und Nährstoffaufnahme 

erfasst. Ergänzend wurden im Blut die Harnsäurekonzentrationen und DNA-Schäden 

bestimmt (siehe Publikation III, Kapitel 4.3.). 

 

Die Ergebnisse der Energie- und Nährstoffaufnahme zeigten, dass in der Testgruppe durch 

Intervention des polyphenolreichen Testgetränkes die Eiweißaufnahme nach vier und acht 

Wochen sowie die Fettaufnahme nach acht Wochen im Vergleich zur wash-out-Phase 

signifikant reduziert werden konnten. Im Gegensatz dazu wurde in der Kontrollgruppe keine 

signifikante Veränderung in der Energie- und Nährstoffaufnahme über den Studienzeitraum 

beobachtet. Diese Gruppe konsumierte das Placebogetränk, das isokalorisch hergestellt 

wurde, allerdings nahezu keine Polyphenole enthielt verglichen mit dem Testgetränk (0,1 g 

GAE/L vs. 20,9 g GAE/L). In einer Studie von Bakuradze et al. konnte ebenfalls eine 

Abnahme der Fett- und Eiweißaufnahme durch Intervention eines anthocyanreichen 

Mischfruchtsaftes beobachtet werden, jedoch nahm bei den Probanden die Energie- und 

Kohlenhydrataufnahme zu (Bakuradze et al., 2019a). 

Ob die erniedrigte Energie- und Nährstoffaufnahme einen Einfluss auf die 

Körperzusammensetzung hatte, wurde durch Bestimmung des Körpergewichtes und der 

Körperzusammensetzung mittels Bioimpedanzanalyse untersucht. Obwohl eine gleichsinnige 

Modulation von Körpergewicht und Körperzusammensetzung der Probanden aus beiden 

Gruppen während des Interventionszeitraums zu erkennen war, konnte in der Testgruppe 

eine signifikante Erhöhung der FFM und eine leichte Abnahme der FM nach vier Wochen 

Intervention beobachtet werden. Der weitere Konsum des Testgetränkes über insgesamt 

acht Wochen führte zu keiner Veränderung der Parameter. In der Kontrollgruppe zeigte sich 

eine signifikante Erhöhung des Körpergewichtes nach vierwöchiger Intervention. Durch die 

Korrelationsanalyse nach Spearman wurde der Zusammenhang zwischen Eiweiß- und 

Fettaufnahme mit der Körperzusammensetzung bestätigt – So bestand eine positive 

Korrelation mit der FM und eine negative Korrelation mit der FFM (siehe Abbildung 

Abbildung 9). Wie bereits viele in vitro-Untersuchungen sowie unsere vorherigen Ergebnisse 

aus Kapitel 4.1. zeigten, konnte die Lipidakkumulation durch polyphenolreiche Extrakte in 

3T3-L1-Zellen reduziert werden (Kowalska et al., 2017; Lee et al., 2021). In der Humanstudie 

deutete sich auch eine leichte Abnahme der FM durch Intervention des Testgetränkes an. Da 

die Abnahme der FM allerdings relativ gering war und dieser Effekt nur nach vierwöchiger 

Intervention gezeigt werden konnte, kann dies nur als Hinweis betrachtet werden, dass die in 

vitro-Wirkungen auch in vivo zu beobachten sind. Generell ist anzumerken, dass unsere 
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Humanstudie mit normalgewichtigen Probanden durchgeführt wurde, die einen BMI von 

23,5 ± 1,8 kg/m2 hatten. Möglicherweise hätten ausgeprägtere Effekte mit adipösen 

Personen erzielt werden können. In unterschiedlichen Veröffentlichungen konnte sowohl bei 

normalgewichtigen als auch bei übergewichtigen bzw. adipösen Personen eine Abnahme 

des Körpergewichtes oder der FM durch eine polyphenolreiche Ernährung bzw. Produkte 

nachgewiesen werden (Barth et al., 2012; Bondonno et al., 2021; Tucakovic et al., 2018). 

 

 

Abbildung 9: Spearman-Korrelationskoeffizienten (rho) aller Parameter, die während der humanen 

Interventionsstudie untersucht wurden. Datenbasis ist die Veränderung/Differenz der Messwerte von der wash-

out-Phase zur Intervention nach acht Wochen. Rote Felder: positive Korrelation; blaue Felder: negative 

Korrelation. BMI: Body-Mass-Index; DSB: DNA-Strangbrüche; FFM: fettfreie Masse; FM: Fettmasse; FPG: 

Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase; GLP-1: Glucagon-like Peptide 1; HDL: high-density-Lipoprotein; LDL: 

low-density-Lipoprotein; PBLs: periphere Blutlymphozyten; PDE: Phosphodiesterase; TAG: Triacylglycerid(e); VB: 

Vollblut (Rahn et al., 2023). 

Dass der Energiehaushalt u. a. durch Hormone reguliert wird, ist aus der Literatur bekannt 

(Matafome et al., 2017). Weiterhin konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass das 

Hormon Leptin, welches hauptsächlich von Adipozyten exprimiert wird, mit dem 

Körpergewicht und der FM korreliert und als Marker für Übergewicht genutzt werden kann 

(Boden et al., 1996; Pan und Myers, 2018). Aus diesem Grund wurden die Gehalte von 

Leptin im Blutplasma während der Studie untersucht. Während sich in der Testgruppe eine 

leichte Abnahme der Leptinkonzentration nach vierwöchiger Intervention zeigte, wurde in der 
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Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der Leptinkonzentration sowohl nach vier als auch 

nach acht Wochen Intervention jeweils im Vergleich zur wash-out-Phase beobachtet. In der 

anschließenden Korrelationsanalyse konnte der positive Zusammenhang von Leptin mit dem 

Körpergewicht sowie dem BMI bestätigt werden. Des Weiteren wurden die Gehalte von 

Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1) bestimmt, einem Hormon, das nach Nahrungsaufnahme 

sezerniert wird und beispielsweise die Magenentleerung verzögert, Appetit vermindert oder 

die Insulinsekretion steigert (Lai et al., 2015; Shah und Vella, 2014). Die GLP-1-

Konzentration im Plasma nahm nach achtwöchigem Konsum des Testgetränkes signifikant 

im Vergleich zur wash-out-Phase ab, wohingegen in der Kontrollgruppe die GLP-1-

Konzentration über den Interventionszeitraum leicht zunahm. Wir konnten die Ergebnisse 

aus der Literatur, bei der eine Erhöhung von GLP-1 durch polyphenolreiche Extrakte, Beeren 

oder Anthocyanidine beobachtet wurde, nicht bestätigen (Daveri et al., 2018; Liu et al., 2014; 

Törrönen et al., 2012). Wie in Kapitel 4.3. diskutiert, wurde ein Vergleich mit unseren 

Ergebnissen erschwert, da in diesen Studien Kurzzeiteffekte über einen Zeitraum von 

120 Minuten ermittelt wurden oder im Gegensatz zu unserer Studie die Untersuchungen an 

Mäusen und Patienten mit Diabetes Typ 2 durchgeführt wurden. Um festzustellen, inwiefern 

GLP-1 zur Verringerung der Energieaufnahme aufgrund von Sättigungseffekten beitragen 

kann und ob es zum Kurzzeitscreening geeignet ist, sollte künfig GLP-1 postprandial über 

einen Zeitraum von zwei Stunden bestimmt werden. Weiterhin kann das Enzym 

Dipeptidylpeptidase 4 (DPP 4) die GLP-1-Konzentration beeinflussen. Dieses Enzym baut 

GLP-1 ab (Ahmed et al., 2017), weshalb die Inhibition von DPP 4 zu einer Verlängerung der 

Wirkung von GLP-1 führen kann. In vitro konnte eine Inhibierung der DPP 4 durch Extrakte 

aus roten Fruchtsäften, Pürees, Konzentraten und beispielsweise die Einzelverbindungen 

Ellagsäure und Punicalagin beobachtet werden (Berger, 2022; Les et al., 2018). Kritisch zu 

betrachten sind in der vorliegenden Arbeit die hohen Standardabweichungen (SD) bei den 

Ergebnissen von Leptin und GLP-1, die auf interindividuelle Unterschiede der Probanden 

hindeuten könnten. Solche interindividuellen Schwankungen können auf genetische, 

psychologische Faktoren oder Umwelteinflüsse zurückzuführen sein. Zusätzlich spielt die 

Absorption, Metabolisierung und Ausscheidung der Polyphenole sowie die 

Zusammensetzung und Aktivität der intestinalen Mikrobiota eine wichtige Rolle bei der 

interindividuellen Variation (Feliciano et al., 2017; Klen und Dolžan, 2022; Landberg et al., 

2019; Licinio et al., 2014; Tomás-Barberán et al., 2017). 

Die Blutlipide (Gesamtcholesterin, HDL-, LDL-Cholesterin und TAGs) wurden ebenfalls im 

Rahmen der Humanstudie bestimmt, da Übergewicht mit einer Störung des 

Fettstoffwechsels verbunden sein kann und zu erhöhten Blutfettwerten führen kann 

(Schoeler und Caesar, 2019). Zaha et al. beschrieben bereits, dass ein erhöhter BMI mit 

erhöhten TAG-Werten assoziiert sein kann (Zaha et al., 2020). Dies konnte auch bei unserer 
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Korrelationsanalyse bestätigt werden, wo wir nach vierwöchiger Intervention eine signifikante 

Korrelation zwischen dem Körpergewicht sowie BMI mit den TAG-Werten ermittelt hatten. 

Die Untersuchung der TAG-Werte im Rahmen der Labordiagnostik könnte sich daher als 

Biomarker für Übergewicht und Adipositas eignen. Allerdings zeigten unsere Ergebnisse 

lediglich eine signifikante Erhöhung der TAG-Werte nach vier- und achtwöchiger 

Interventionszeit in der Kontrollgruppe, wohingegen bei allen anderen Parametern 

(Gesamtcholesterin, HDL-, LDL-Cholesterin) keine signifikante Modulation sowohl in der 

Test- als auch in der Kontrollgruppe beobachtet wurde. Hinsichtlich des Einflusses von 

Polyphenolen auf die Blutlipide gibt es ambivalente Literaturdaten (Duthie et al., 2006; 

Habanova et al., 2016; Koutsos et al., 2020; Xiao et al., 2019). Hawkins et al. ermittelten in 

ihrer Metaanalyse eine signifikante Reduzierung des Gesamtcholesterins bei den Probanden 

durch Supplementierung mit Aroniaprodukten über 6–8 Wochen (Hawkins et al., 2021). 

Dagegen konnten Duthie et al. keine Beeinflussung der Blutlipide durch Konsum von 

Cranberrysaft (750 mL/d) über zwei Wochen bei 20 gesunden Frauen im Alter von 18–

40 Jahren nachweisen. Sie diskutierten, dass die kurze Interventionszeit für das 

Nichtvorhandensein einer Wirkung verantwortlich sein könnte (Duthie et al., 2006). Weiterhin 

muss beachtet werden, dass sowohl in der Studie von Duthie et al. als auch in unserer 

Studie nur normalgewichtige gesunde Probanden teilgenommen hatten und die 

Probandenzahl gering war. 

Als weiterer Parameter wurde die PDE-Aktivität in den Thrombozyten bestimmt. Aus den 

Blutproben lassen sich Thrombozyten gut isolieren, welche die PDE-Klassen 2, 3 und 5 

exprimieren (Gresele et al., 2011; Montoya et al., 2014). Unsere in vitro-Untersuchungen 

zeigten, dass sowohl Extrakte aus roten Fruchtsäften und Konzentraten als auch deren 

Fraktionen und Subfraktionen die PDE 3B-Aktivität inhibierten (vgl. Kapitel 4.1. und 4.2.). 

Diese Beobachtungen konnten wir im Rahmen der Humanstudie bestätigen, bei der eine 

signifikante Abnahme der PDE-Aktivität in den Thrombozyten durch Intervention mit dem 

polyphenolreichen Testgetränk sowohl nach vier als auch nach acht Wochen Intervention im 

Vergleich zur wash-out-Phase erfasst wurde. Ein ähnlicher Verlauf der Werte zeigte sich 

auch in der Kontrollgruppe, jedoch waren die Effekte weniger stark ausgeprägt als in der 

Testgruppe. Ein Vergleich mit Literaturdaten erweist sich als schwierig, da bisher der 

Einfluss von Fruchtsäften auf die PDE-Aktivität im Menschen nicht beschrieben wurde. 

Allerdings konnte sowohl in einer Pilotstudie mit 36 Probanden als auch in einer humanen 

Interventionsstudie mit 84 Probanden gezeigt werden, dass durch Kaffeekonsum die PDE-

Aktivität in Thrombozyten signifikant reduziert werden kann. In in vitro-Experimenten wurde 

eine Inhibierung der PDE durch die Kaffeeinhaltsstoffe Koffein, N-Methylpyridinium, 

Trigonellin, verschiedenen Pyrazinen sowie Kaffeesäure und 5-CQA gezeigt (Montoya et al., 

2014; Riedel et al., 2014). Um die Hypothese zu bestätigen, dass das polyphenolreiche 
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Testgetränk den Lipidstoffwechsel durch Hemmung der PDE-Aktivität und der daraus 

resultierenden Stimulierung der Lipolyse beeinflusst, könnte im Weiteren der Gehalt an freien 

FS oder Glycerin im Blut untersucht werden. So konnte längst eine signifikante Erhöhung der 

freien FS im Plasma sowohl durch Intervention eines polyphenolreichen Zitrusextraktes bei 

übergewichtigen Probanden aber auch durch Kaffeekonsum bei normalgewichtigen 

Probanden gemessen werden (Dallas et al., 2014; Riedel et al., 2014).  

Erhöhte Harnsäuregehalte stehen im Zusammenhang mit der Prävalenz von Gicht sowie des 

metabolischen Syndroms, das gekennzeichnet ist durch Übergewicht, Hyperglykämie, 

Fettstoffwechselstörungen (Dyslipidämie) und Hypertonie (Alberti et al., 2005; Chang et al., 

2017). Zusätzlich wurde eine signifikante, positive Korrelation von Hyperurikämie mit der 

Akkumulation von viszeralem Fett nachgewiesen (Tamba et al., 2008), weshalb in der 

vorliegenden Arbeit auch die Harnsäuregehalte im Blut der Probanden untersucht wurden. 

Mithilfe der entwickelten HPLC-ESI-MS/MS-Methode konnten die Konzentrationen im 

Plasma erfolgreich bestimmt werden. Durch Verwendung eines isotopenmarkierten, internen 

Standards (1,3-15N2-Harnsäure) sollten einerseits Analytverluste während der 

Probenaufarbeitung kompensiert und andererseits die Ionensuppression ausgeglichen 

werden (Rychlik und Asam, 2009). Da sich bei der Methodenetablierung herausstellte, dass 

die Harnsäurestammlösungen bei 4 °C nicht stabil waren, wurden die Stammlösungen wie 

von Dai et al. beschrieben bei –20 °C gelagert und die Arbeitslösungen täglich neu angesetzt 

(Dai et al., 2007). Im Allgemeinen wurde gezeigt, dass sich die Harnsäuregehalte der 

Probanden im Normalbereich befanden, da es sich bei den Studienteilnehmenden um 

gesunde Personen gehandelt hatte. Tendenziell konnte durch beide Studiengetränke (Test- 

und Placebogetränk) lediglich eine leichte Abnahme der Harnsäurekonzentrationen im 

Plasma verglichen mit der wash-out-Phase beobachtet werden, wobei in der Kontrollgruppe 

die Abnahme nach acht Wochen signifikant war. Die Korrelationsanalyse konnte einen 

positiven Zusammenhang der Harnsäuregehalte mit der Körperzusammensetzung wie von 

Tamba et al. beschrieben nicht bestätigen. Unsere Erwartung und die Ergebnisse aus der 

Literatur, dass polyphenolreiche Produkte die Harnsäuregehalte stark senken könnten, 

wurden im Rahmen der Humanstudie nicht bekräftigt (Bell et al., 2014; Büsing et al., 2019; 

Hillman und Uhranowsky, 2021; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2016). Teilweise wurden die 

in der Literatur beschriebenen Studien einerseits mit einer größeren Anzahl an Probanden 

durchgeführt und andererseits litten die Studienteilnehmer an Hyperurikämie. Unter 

Berücksichtigung der Ergebnisse von Choi et al. und Siqueira et al. wurde eine Erhöhung der 

Harnsäuregehalte durch purinreiche Ernährung (Fleisch, Fisch und Meeresfrüchte) sowie 

Fruktose nachgewiesen, wohingegen Milchprodukten auf die Harnsäurewerte senkten, die 

eine detaillierte Analyse der Ernährungsprotokolle in unserer Studie nötig machen (Choi et 

al., 2005; Siqueira et al., 2018).  
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Ergänzend wurden die DNA-Schäden mittels Comet-Assay im Vollblut und in isolierten 

Lymphozyten (H2O2-induziert) als weiterer Parameter im Rahmen der Humanstudie 

bestimmt. Durch Behandlung mit dem Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-

Glykosylase (FPG) wird zusätzlich eine Aussage über das Ausmaß oxidativer DNA-Schäden 

erhalten (Collins, 2014). In der Testgruppe zeigte sich keine Veränderung der direkten DNA-

Strangbrüche (ohne FPG) und eine signifikante Abnahme der gesamten DNA-Strangbrüche 

(mit FPG) nach vier- und achtwöchiger Intervention des Testgetränkes im Vergleich zur 

wash-out-Phase. Dagegen konnte in der Kontrollgruppe eine signifikante Abnahme der 

direkten DNA-Strangbrüche nach achtwöchiger Intervention mit Placebogetränk im Vergleich 

zur wash-out-Phase beobachtet werden, während die gesamten DNA-Strangbrüche 

tendenziell nach acht Wochen zunahmen. Bisherige Studien zeigten sowohl eine Reduktion 

der direkten, der gesamten als auch der H2O2-induzierten DNA-Strangbrüche durch 

anthocyanreiche Produkte (Bakuradze et al., 2019b; Bakuradze et al., 2021; Riso et al., 

2013). Durch Induktion von DNA-Strangbrüchen mittels H2O2 kann ein Krankheitszustand 

imitiert und somit der potenziell protektive Effekt einer Intervention besser nachgewiesen 

werden, da bei Gesunden die DNA-Schäden gering sind (Bakuradze et al., 2021). In der 

Testgruppe nahmen die H2O2-induzierten, gesamten DNA-Schäden in den Lymphozyten 

leicht ab, während in der Kontrollgruppe keine Modulation über den Interventionszeitraum 

beobachtet wurde. Allerdings zeigte sich ein signifikanter Unterschied der H2O2-induzierten, 

gesamten DNA-Schäden in den Lymphozyten zwischen Test- und Kontrollgruppe nach 

achtwöchiger Intervention. Eine positive Korrelation der Harnsäuregehalte mit den DNA-

Schäden im Vollblut wurde bei unserer Studie ermittelt. Ob es sich hierbei um eine kausale 

Beziehung (Ursache-Wirkungs-Beziehung) handelt, kann durch die Korrelationsanalyse nicht 

geklärt werden. Harnsäure ist aufgrund ihrer einerseits antioxidativen, andererseits aber 

auch prooxidativen Wirkung sowohl an der Abwehr als auch an der Entstehung von 

oxidativem Stress beteiligt. Die antioxidativen Eigenschaften wurden primär in hydrophilen 

Umgebungen biologischer Flüssigkeiten wie beispielsweise im Plasma beobachtet (Foksinski 

et al., 2007; Kang und Ha, 2014; Sautin und Johnson, 2008). Im Einklang mit unseren 

Ergebnissen konnten DelBo′ et al. eine signifikante, positive Korrelation der H2O2-induzierten 

DNA-Schäden mit den Harnsäurekonzentrationen zeigen, die allerdings nur bei Frauen 

vorlag (DelBo' et al., 2021). Weiterhin wurde bereits gezeigt, dass die DNA-Schäden in 

isolierten Lymphozyten bei ädipösen Frauen (BMI = 33,05 ± 2,17 kg/m2) signifikant erhöht 

waren im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einem durchschnittlichen BMI von 26,33 ± 

3,32 kg/m2. Mittels Spearman-Korrelation konnten die Autoren einen signifikanten 

Zusammenhang der DNA-Schäden mit dem Körpergewicht, dem BMI und der FM aufzeigen, 

was auf einen nachteiligen Effekt der erhöhten Lipidakkumulation auf die DNA-Integrität 

hindeutet. An der Studie von Włodarczyk et al. nahmen insgesamt 114 Probanden teil, 
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darunter 88 adipöse und 26 nicht-adipöse Frauen. (Włodarczyk et al., 2018). Diese 

Beobachtungen konnten im Rahmen unserer Studie bei normalgewichtigen männlichen 

Probanden und der Korrelationsanalyse nicht verifiziert werden.  
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6. Zusammenfassung und Ausblick 

 

Übergewicht und Adipositas zählen zu den in den letzten Jahren immer häufiger 

auftretenden Krankheiten, an der neben Erwachsenen auch Kinder und Jugendliche leiden 

(World Health Organization, 2022). In den Vereinigten Staaten, Mexiko, Neuseeland und 

Ungarn sind über 30 % der Bevölkerung im Alter von 15 Jahren und älter adipös, in 

Deutschland mehr als 23 % (Organisation for Economic Cooperation and Development, 

2017). Um diesem Gesundheitsproblem entgegenzuwirken, bieten Eingriffe in den 

Lipidstoffwechsel und in dessen Signalwege einen möglichen therapeutischen Ansatz. 

Wissenschaftliche Studien deuten auf ein gesundheitsförderndes Potential von roten 

Früchten und daraus hergestellten Fruchtsäften hin, welche neben Vitaminen auch einen 

signifikanten Anteil weiterer bioaktiver sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe enthalten 

(Bakuradze et al., 2019a; Deutsche Gesellschaft für Ernährung (DGE), 2014; Iriti und Faoro, 

2009; Tucakovic et al., 2018). Insbesondere aufgrund der oftmals negativen 

Berichterstattung von Fruchtsäften in den Medien, die sich meist allein auf die zu hohen 

Zuckergehalte beziehen, sollten auch die positiven Wirkungen der Inhaltsstoffe von 

Fruchtsäften wie beispielsweise den Polyphenolen berücksichtigt werden. 

Ziel dieser Arbeit, die Rahmen des AiF-Projektes 20277 N entstand, war daher die 

Untersuchung des Einflusses von roten Fruchtsäften, deren Extrakten und Inhaltsstoffen auf 

den Lipidmetabolismus in vitro und in vivo. 

Zunächst wurden Extrakte aus roten Fruchtsäften und Konzentraten (hergestellt vom 

Kooperationspartner an der Technischen Universität Brauschweig, Prof. Dr. Winterhalter) auf 

ihr PDE 3B-hemmendes Potential in vitro untersucht. Beim Screening konnten wir erfolgreich 

zeigen, dass alle getesteten Extrakte die PDE 3B-Aktivität inhibierten, wobei die stärkste 

Hemmung durch die Aronia-, Cranberry- Granatapfel- und Heidelbeerextrakte erfolgte. 

Weiterhin wurden ausgewählte Anthocyane und ein Aglykon im selbigen Assay getestet, um 

erste Einblicke in Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu erhalten. Hinsichtlich der biologischen 

Wirkungen waren das Aglykon und die Anthocyane, welche Monosaccharide gebunden 

hatten, aktiver als die Anthocyan-Disaccharide, führten zu einer potenten Inhibition des 

Enzyms PDE 3B und deuteten einen Einfluss der Molekülgröße bei der Enzymhemmung an. 

Da sich die Zusammensetzung der Extrakte im Hinblick auf die Aglyka und Zuckereinheiten 

der Anthocyane und Copigmente unterschied, wurden die drei aktivsten Extrakte (Aronia, 

Cranberry und Granatapfel) nachfolgend aktivitätsgeleitet fraktioniert, um die bioaktiven 

Schlüsselkomponenten identifizieren zu können. Die erhaltenen Anthocyan-, Copigment- und 



Seite | 140  6. Zusammenfassung und Ausblick 

 

Polymerfraktionen wurden in drei in vitro-Assays (PDE 3B-Aktivität, Lipidakkumulation, 

Lipolyse) untersucht und ihre Zusammensetzung analysiert. Wesentliche Erkenntnisse der 

aktivitätsgeleiteten Fraktionierung (Technische Universität Braunschweig) waren, dass 

neben den Anthocyanen wie z. B. das Cyanidin-3-glukosid, insbesondere auch verschiedene 

in den Copigmentfraktionen enthaltene Inhaltsstoffe den Lipidstoffwechsel in vitro 

beeinflussen können durch Inhibierung der PDE 3B-Aktivität und Lipidakkumulation sowie 

Induktion der Lipolyse. So gab es erste Hinweise darauf, dass Zimtsäurederivate (5-CQA), 

Flavonoide (Quercetin, Quercetinderivate) sowie hydrolysierbare Tannine 

(Ellagsäurederivate, Punicalagin) wichtige Beiträge zur Modulation des Lipidmetabolismus 

leisten. Um diese Hypothese zu bestätigen, wurden die Copigmentfraktionen der Cranberry- 

und Granatapfelextrakte, bei denen der stärkste Einfluss in den in vitro-Assays gezeigt 

wurde, weiter mittes CCC subfraktioniert in fünf Cranberrysubfraktion und sieben 

Granatapfelsubfraktionen. In den potentesten Subfraktionen, welche u. a. die 

Cranberrysubfraktion CF1 war, wurden Inhaltsstoffe wie Kaffee-, Cumar- und 

Sinapinsäurehexoside identifiziert sowie in der Cranberrysubfraktion CF5 vorwiegend 

Myricetin- und Quercetinderivate. In den aktivsten Granatapfelsubfraktionen GF3 und GF4 

wurden hauptsächlich Ellagsäurehexosid, Pedunculagin, Punicalagin und Granatin A 

nachgewiesen. Dadurch, dass in den Subfraktionen allerdings noch mehrere Verbindungen 

enthalten waren, ist eine synergistische Wirkung der Inhaltsstoffe nicht auszuschließen. Aus 

diesem Grund wäre es notwendig auch verschiedene in den Copigmentfraktionen 

vorkommende Reinsubstanzen in vitro zu testen. 

Im Rahmen einer humanen placebokontrollierten Interventionsstudie mit 36 männlichen 

Probanden wurden anschließend die in vitro erhaltenen Ergebnisse überprüft. Das 

Testgetränk wurde dabei aus Säften der roten Früchte Aronia, Granatapfel und Cranberry 

hergestellt. Neben Analyse der Körperzusammensetzung und der Ernährung wurden 

verschiedene Biomarker im Blut untersucht – darunter die Blutlipide (Gesamtcholesterin, 

HDL-, LDL-Cholesterin und TAGs), Hunger- und Sättigungshormone (Leptin und GLP-1) 

oder PDE-Aktivität in Thrombozyten.  

Bei der Testgruppe wurde eine Reduzierung der Eiweiß- und Fettaufnahme sowie eine 

leichte Erhöhung der FFM beobachtet, wohingegen in der Kontrollgruppe keine signifikante 

Modulation dieser Parameter gezeigt wurde. Ein Zusammenhang der Nährstoffaufnahme mit 

der FM (positive Korrelation) sowie mit der FFM (negative Korrelation) konnte mittels 

Spearman-Korrelationsanalyse dargelegt werden. Weiterhin konnten wir in unserer Studie 

eine positive Korrelation des Körpergewichtes und BMIs mit dem Leptingehalt zeigen, 

weswegen der Leptingehalt ein sinnvoller Parameter zur Untersuchung des 

Lipidmetabolismus zu sein scheint. Auch wurde während der achtwöchigen Intervention die 

PDE-Aktivität in beiden Gruppen reduziert, wobei in der Testgruppe die Effekte stärker 
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ausgeprägt waren. Zusätzlich wurden positive Effekte durch das Testgetränk nicht nur bei 

Parametern des Lipidmetabolismus beobachtet, sondern auch DNA-protektive Wirkungen. 

Da allerdings die interindividuellen Unterschiede bei den untersuchten Parametern z. T. hoch 

waren (besonders bei den Hormonen Leptin und GLP-1), könnten deutlichere Ergebnisse 

durch eine größere Probandenzahl in künftigen Studien erhalten und die SD minimiert 

werden. Weiter sollte in nachfolgenden Studien abgeklärt werden, ob die protektiven 

Wirkungen auch in weiblichen Personen und adipösen Probanden beobachtet werden 

können. 

 

Zusammenfassend geben die erzielten Ergebnisse Hinweise darauf, dass 

Fruchtsaftinhaltsstoffe regulierend in den Lipidstoffwechsel des Menschen eingreifen und 

diesen positiv beeinflussen können. Damit leistet diese Arbeit einen wichtigen Beitrag für die 

Fruchtsaftindustrie zum Wissen um die gesundheitsfördernden Inhaltsstoffe von Früchten 

und Fruchtsäften hinsichtlich einer lipidregulierenden Wirkung, die allerdings durch weitere 

Studien noch abgesichert werden sollten.  



Seite | 142  7. Material und Methoden 

 

 

7. Material und Methoden 

 

7.1. Material 

Tabelle 9: Liste der verwendeten Geräte mit Herstellern/Lieferanten. 

Gerät Hersteller/Lieferant 

Autoklav Tuttnauer 5075 E 

Biofreezer (−80 °C) 

Systec, Linden, Deutschland 

Sanyo, Moriguchi, Japan 

Brutschrank CB 210 Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Eismaschine 

HPLC-MS/MS-System 

HPLC: Serie 1100    

1100 Degasser G1322A 

1100 Quat Pump G1311A 

1100 Autosampler G1313A 

1100 TCC G1316A 

MS: API 2000     

Kühl-Gefrier-Kombination Glassline 

Magnetrührer MR 3001 K 

CMM, Budenheim, Deutschland 

 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

 

 

 

 

Applied Biosystems, Framingham, USA 

Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz 

Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Mikroskop 

Labovert 

Primo Vert 

Leica DMi1 mit MC170 Kamera  

 

Leitz, Kleinzell, Deutschland 

Zeiss, Jena, Deutschland 

Leica, Wetzlar, Deutschland 

Neubauer Zählkammer Assistent, Sondheim vor der Rhön, 

Deutschland 

Plattenphotometer  

Synergy 2 

Sirius HT 

pH-Meter pH 522 

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland 

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland 

WTW, Weilheim, Deutschland 
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Gerät Hersteller/Lieferant 

Pipetten  

Research 

Research plus 

Pipettus 

 

Sicherheitswerkbank LaminAir HLB 2448 

GS 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, 

Deutschland 

Heraeus, Hanau, Deutschland 

Szintillationszähler Wallac 1410  Pharmacia, Uppsala, Schweden 

Trockenschrank Memmert, Schwabach, Deutschland 

Ultraschallbad Sonorex RK100 Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland 

Ultraschallhomogenisator Labsonic 2000 B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Vortexmischer 

Vortex Genie 2 

Vortex Genius 3 

 

Bender und Hobein, Zürich, Schweiz 

IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland 

Waagen  

Ultrafeinwaage XP6U Comparator 

Feinwaage CP224 S 

Feinwaage BP210 S 

Wasserbäder 

Mettler Toledo LLC., Columbus, USA 

Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Sartorius, Göttingen, Deutschland 

PC 

G, Thermostat D3 

Julabo, Seelbach, Deutschland 

Haake, Karlsruhe, Deutschland 

Zentrifugen  

Microfuge® R 

Biofuge Fresco 

Centrifuge 5417 R  

Rotina 96S 

Micro Star 17R 

Multifuge 1 L-R 

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland 

Heraeus, Hanau, Deutschland 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 

VWR, Darmstadt, Deutschland 

Heraeus, Hanau, Deutschland 
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Tabelle 10: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Herstellern/Lieferanten. 

Verbrauchsmaterial Hersteller/Lieferant 

Autosampler-Vials mit Inserts und Deckel LLG (Lab Logistics Group), Meckenheim, 

Deutschland 

Deckgläser (24 mm x 24 mm) neoLab, Heidelberg, Deutschland 

HPLC-Säule Luna C18(2) 100Å (250 mm × 

4,6 mm), 5 µm 

Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland 

HPLC-Vorsäule Luna C8(2), 5 μm Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland 

Kryoröhrchen (2 mL) Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Messpipetten (5 mL, 10 mL) Brand, Wertheim, Deutschland 

Monovetten (EDTA, Serum, Li-Heparin; 

2,7 mL, 9 mL) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße (1,5 mL, 2 mL)  

 

Pasteurpipetten 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Wilhelm Ulbrich® (WU), Mainz, Deutschland 

pH-Papier (pH 6,4–8,0) Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Pipettenspitzen (Vmax = 10 µL, 200 µL, 

1.000 µL)  

Pipettenspitzen (Vmax = 20 µL) 

Polypropylen-Gefäße (15 mL, 50 mL) 

 

Szintillationsfläschchen (4 mL) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

VWR, Darmstadt, Deutschland 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

48-Well-Platten (steril) Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

96-Well-Platten (steril) Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Zellkulturflaschen „Cellstar“ (25, 75 cm2; 

steril) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Zentrifugeneinheiten Costar® Spin-X® Corning, Amsterdam, Niederlande 

Zentrifugeneinheiten Nylon 0,2 µm (500 µL) VWR, Darmstadt, Deutschland 
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Tabelle 11: Liste der verwendeten Chemikalien mit Herstellern/Lieferanten. 

Chemikalie Hersteller/Lieferant 

2,8-3H-zyklisches Adenosinmonophosphat 

(cAMP) 

Hartmann Analytic, Braunschweig, 

Deutschland 

Acetonitril (HiPerSolv CHROMANORM, 

HPLC) 

VWR International LLC, Radnor, USA 

5′-Adenosinmonophosphat (AMP) Alexis Biochemicals, Lörrach, Deutschland 

Adipozytenmedium (AM-1-L1) ZenBio, Durham, USA 

Ameisensäure (MS-Grade) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ammoniumacetat Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Bariumhydroxid-octahydrat (Ba(OH)2 • 

8 H2O) 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Benzamidin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA)-Standard-

Lösung (2 mg/dL) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Bradford-Reagenz BioRad Laboratories, Feldkirchen, 

Deutschland 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), 

high glucose mit Phenolrot 

Gibco, Paisley, Vereinigtes Königreich 

Großbritannien und Nordirland 

Differenzierungsmedium (DM-2-L1) ZenBio, Durham, USA 

Dimethylformamid (DMF) Janssen, Beerse, Belgien 

Dimethylsulfoxid (DMSO) J&K Scientific GmbH, Pforzheim, 

Deutschland 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenin (EHNA) 

hydrochlorid 

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

Essigsäure (ULC/MS-Grade) Biosolve B.V., Valkenswaard, Niederlande 

Ethanol Chemsolute®, Th. Geyer, Renningen, 

Deutschland 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Serva, Heidelberg, Deutschland 

fetales Kälberserum (FKS) Gibco, Paisley, Vereinigtes Königreich 

Großbritannien und Nordirland 

Formaldehydlösung (37 %) Merck, Darmstadt, Deutschland 

GLP-1-ELISA-Assay-Kit Thermo Fisher Scientific, Wien, Österreich 

Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland 

Harnsäure Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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Chemikalie Hersteller/Lieferant 

1,3-15N2-Harnsäure Toronto Research Chemicals, Toronto, 

Kanada 

Isobutylmethylxanthin (IBMX) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumhydroxidplätzchen (KOH) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Koffein Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland E 

Leptin-ELISA-Assay-Kit  Thermo Fisher Scientific, Wien, Österrreich 

Leupeptin Biomol, Hamburg, Deutschland 

Lipolysis Assay Kit for 3T3-L1 Cells – Non-

Esterified Fatty Acids Detection 

ZenBio, Durham, USA 

Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl2 • 

6 H2O) 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Milrinon Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Oil-Red-O Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin  Gibco, Paisley, Vereinigtes Königreich 

Großbritannien und Nordirland 

Pepstatin A Serva, Heidelberg, Deutschland 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Alexis Biochemicals, Lörrach, Deutschland 

Phoshodiesterase 3B (recombinant, 

EC 3.1.4.17) 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Präadipozytenmedium (PM-1-L1) ZenBio, Durham, USA 

Propan-2-ol/Isopropanol (≥ 99,8 %) VWR International LLC, Radnor, USA 

Resazurin-Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Rolipram Calbiochem, San Diego, USA 

Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Salzsäure (HCl, 37 %) Bernd Kraft, Duisburg, Deutschland 

Szintillationscocktail „Rotiszint Eco Plus“ Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

trans-Resveratrol Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

Trichloressigsäure (TCA) Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblaulösung (0,4 %) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Trypsin-EDTA (0,05 %) mit Phenolrot Gibco, Paisley, Vereinigtes Königreich 

Großbritannien und Nordirland 
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Chemikalie Hersteller/Lieferant 

Trypsininhibitor aus Glycine max (soybean) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Zaprinast Calbiochem, San Diego, USA 

Zinksulfatheptahydrat  (ZnSO4 • 7 H2O) Merck, Darmstadt, Deutschland 

zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) Alexis Biochemicals, Lörrach, Deutschland 

 

Tabelle 12: Liste der verwendeten Zellen mit Herstellern/Lieferanten. 

Zellen Hersteller/Lieferant 

3T3-L1-Präadipozyten ZenBio, Durham, USA 

 

Tabelle 13: Liste der verwendeten Softwares mit Herstellern/Lieferanten. 

Software Hersteller/Lieferant 

Analyst 1.6.3 AB Sciex, Framingham, USA 

ChemSketch 12.01 ACD.Labs, Toronto, Kanada 

Gen5 1.02.8  BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland 

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporations, Redmond, USA 

Origin 2020 OriginLab, Northampton, USA 

R 2.13.1 R, Foundation for Statistical Computing, 

Wien, Österreich 

 

 

7.2. Allgemeine Zellkultur 

Alle Arbeiten der Zellkultur erfolgten mit sterilen Materialien unter einer Sicherheitswerkbank. 

Alle verwendeten Lösungen wurden in autoklavierten Flaschen oder steril bezogenen 

Verbrauchsmaterialien angesetzt. 

 

7.2.1. 3T3-L1-Zelllinie 

Als Modell für die in vitro-Untersuchungen zum Lipidmetabolismus wurden 3T3-L1-Zellen 

genutzt. Diese Zellen, die Green und Kehinde in den 1970er-Jahren etablierten, wurden aus 

dem Gewebe des Embryos einer Hausmaus (Mus musculus) isoliert und wachsen in 

Zellkultur adhärent als Fibroblasten mit einer Verdopplungszeit von 20–30 h. Durch Zusatz 
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von Insulin, Glukokortikoiden (z. B. Dexamethason) und PDE-Hemmern (z. B. IBMX) kann 

der Differenzierungsprozess von 3T3-L1-Fibroblasten zu Adipozyten gefördert werden. Die 

Differenzierung stellt auf molekularer Ebene eine Verschiebung des Genexpressionsmusters 

der Zelle dar. Daraus resultierend ist eine vermehrte Synthese und Akkumulation von TAGs 

in den Lipidtröpfchen des Zytoplasmas zu beobachten (Green und Kehinde, 1974; Riedel et 

al., 2012; Rizzatti et al., 2013; Zebisch et al., 2012; ZenBio, 2016). 

 

7.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellaliquots 

Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 14: Lösungen zum Einfrieren und Auftauen von Zellaliquots. 

Lösung 

 

Zusammensetzung 

PBS-Stammlösung (10x) 100 g NaCl 

 14 g Na2HPO4 

 2,5 g KH2PO4 

 2,5 g KCl 

 ad. 1 L H2Odd, mit NaOH auf pH 7,4 einstellen 

PBS-Gebrauchslösung (1x) PBS-Stammlösung (10x) 1:10 mit H2Odd 

verdünnen, steril autoklavieren 

PBS: phosphatgepufferte Salzlösung 

Durchführung 

Kurz vor Erreichen der Konfluenz des Zellrasens in einer 75 cm2-Zellkulturflasche wurde das 

Präadipozytenmedium entfernt und mehrmals mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen zum Ablösen mit 1–2 mL Trypsin-

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Lösung inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 

Medium abgestoppt. Nach Zellzahlbestimmung (siehe Kapitel 7.2.5.) wurde die 

Zellsuspension zentrifugiert (280 x g, 20 °C, 5 min) und das restliche Medium entfernt. Das 

Zellpellet wurde in Präadipozytenmedium aufgenommen, sodass dieses ungefähr 

1.000.000 Zellen/mL enthielt. In die Kryoröhrchen wurden anschließend 150 µL fetalem 

Kälberserum, 150 µL Dimethylsulfoxid (DMSO) und 1.200 µL Zellsuspension gegeben. Die 

Zellen wurden im Kryokontainer langsam eingefroren und danach in flüssigem Stickstoff bei 

−196 °C gelagert (Kryokonservierung). 

Zum Auftauen der Zellstocks wurden die Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37 °C angetaut 

und, sobald sich die Zellsuspension vom Rand löste, in ein Polypropylenröhrchen mit 10 mL 

vorgewärmtem Präadipozytenmedium gegeben und damit die toxische Wirkung des DMSOs 
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minimiert. Nach Zentrifugation (280 x g, 20 °C, 5 min) wurde der Überstand verworfen und 

das Zellpellet mit etwas Medium wieder aufgenommen. Nach Überführung in eine 25 cm2 

bzw. 75 cm2-Zellkulturflasche wurden die Zellen zum Anwachsen im Brutschrank bei 37 °C, 

5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt, 

um die toten und stark geschädigten Zellen zu entfernen und das Wachstum der lebenden 

Zellen nicht zu beeinträchtigen (ZenBio, 2016). 

 

7.2.3. Mediumwechsel 

Für das Wachstum der Zellen und zur Erhaltung der Vitalität ist es wichtig, regelmäßig das 

Medium zu wechseln, da Bestandteile des Mediums und dessen Zusätze (Nährstoffe wie 

Glukose oder Aminosäuren) von den Zellen metabolisiert werden. Weiterhin können z. T. 

auch toxische Stoffwechselendprodukte (z. B. Laktat oder Ammoniak) gebildet werden, die 

das Wachstum der Zellen nachteilig beeinflussen (Gstraunthaler und Lindl, 2021). 

Bei einem Mediumwechsel wurde zuerst das verbrauchte Medium entfernt und die Zellen mit 

PBS gewaschen, um Reste des Mediums sowie tote Zellen zu entfernen. Anschließend 

wurde frisches Präadipozytenmedium hinzugegeben – Der Gehalt war dabei abhängig von 

der Größe der Kulturflasche. Bei einer 75 cm2-Zellkulturflasche wurden beispielsweise 20 mL 

Präadipozytenmedium verwendet. 

 

7.2.4. Subkultivierung 

Wenn die gesamte Wachstumsfläche von kultivierten Zellen bedeckt ist (Konfluenz), 

wachsen i. d. R. strikt adhärente Zelllinien nicht mehr weiter, die Proliferationsrate sinkt und 

die Kultur kann durch Kontaktinhibition absterben. Daher sollte die Kultur vor Erreichen der 

Konfluenz subkultiviert bzw. passagiert werden (Gstraunthaler und Lindl, 2021). Die 

Passagehäufigkeit hängt dabei von der Verdopplungszeit der jeweiligen Zelllinie ab. Für die 

in dieser Arbeit verwendeten 3T3-L1-Zellen beträgt die Verdopplungszeit ca. 20–30 h 

(ZenBio, 2016).  

Zuerst wurde das Zellkulturmedium verworfen und der Zellrasen zweimal mit vorgewärmtem 

PBS (37 °C, 10 mL) gewaschen. Nach Zugabe der Trypsin-EDTA-Lösung (1–2 mL) wurden 

die Zellen im Brutschrank (37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2) inkubiert bis sich die 

Zellen vom Flaschenboden ablösten. Nach Zugabe von Präadipozytenmedium (10 mL) 

wurde die Zellsuspension resuspendiert und die Zellen verdünnt in einer mit Präadipozyten-

medium (20 mL) vorgelegten Kulturflasche im Brutschrank weiterkultiviert. 
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7.2.5. Bestimmung der Zellzahl und Zellviabilität 

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauerzählkammer bestimmt. Der Mittelwert (MW) der 

vier ausgezählten Eckquadrate wurde mit dem Kammerfaktor von 10.000 multipliziert, dies 

ergab die Zellzahl pro mL, wobei eventuelle Verdünnungen der Zellsuspension zu 

berücksichtigen waren (Gstraunthaler und Lindl, 2021). 

Zur Bestimmung der Zellviabilität wurde das Anfärben mit Trypanblau genutzt. Tote Zellen 

erscheinen im Lichtmikroskop blau, da sie den Farbstoff nicht mehr aktiv ausschleusen 

können. Lebende, intakte Zellen dagegen können Trypanblau ausschleusen und erscheinen 

daher im Lichtmikroskop weiß (Schmitz, 2011). Die beim Passagieren erhaltene 

Zellsuspension wurde mit Trypanblaulösung verdünnt und mittels einer 

Neubauerzählkammer ausgezählt.  

 

ZZ/mL   MW(ZZ)   VF   KF  

 MW = Mittelwert der Zellzahl aus den vier Eckquadraten 

 VF = Verdünnungsfaktor  

 KF = Kammerfaktor = 10.000 

 ZZ = Zellzahl 

 

Durch die ermittelten Zellzahlen der lebenden sowie toten Zellen ließ sich die Viabilität in % 

aus dem Verhältnis der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl berechnen (Schmitz, 2011). 

 

 

7.3. In vitro-Testsysteme 

7.3.1. Bestimmung der Zytotoxizität 

Zu Beginn der in vitro-Untersuchungen wurde die Zytotoxizität der Testsubstanzen in 3T3-

L1-Zellen mittels Resazurin-Reduktionstests bestimmt. Der Resazurin-Reduktionstest wird 

bereits seit den 1950er Jahren zur Bestimmung der relativen Zellvitalität genutzt. Er basiert 

auf der Metabolisierungsaktivität vitaler Zellen (O'Brien et al., 2000). Dabei wird der blaue, 

nicht-fluoreszierende Farbstoff Resazurin von metabolisch aktiven Zellen zu dem pink, 

fluoreszierendem Resorufin reduziert (siehe Abbildung 10). Diese Reduktion kann z. B. 

durch mitochondriale oder mikrosomale Enzyme sowie Enzyme der Atmungskette 

zusammen mit Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) oder Nikotinamidadenindinukleotid-

phosphat (NADPH) als Reduktionsäquivalente stattfinden (Präbst et al., 2017). Die 

Reduktion des Resazurins und damit die Stärke der Fluoreszenz ist abhängig von der Anzahl 

der vorhandenen, lebenden Zellen (O'Brien et al., 2000; van den Driessche et al., 2014). Die 
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verwendete Methode ist in Kapitel 4.2. der vorliegenden Arbeit ebenso beschrieben (Niesen 

et al., 2022). 

N
+

OOH

O
-

O

N

OOH O

NADH/H
+

NAD
+
/H2O

Resazurin Resorufin  

Abbildung 10: Reduktion von Resazurin zu Resorufin mittels NADH/H
+ 

in lebenden Zellen. NADH: reduzierte 

Form von Nikotinamidadenindinukleotid, NAD
+
: oxidierte Form von Nikotinamidadenindinukleotid (Matsuura et al., 

2019).  

Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 15: Lösungen für den Resazurin-Reduktionstest zur Bestimmung der Zytotoxizität. Lagerung aller 

Lösungen bei 4 °C. Während die Resazurin-Stammlösung 4 Wochen haltbar ist, wurde die Resazurin-

Gebrauchslösung immer frisch angesetzt. 

Lösung 

 

Zusammensetzung 

Resazurin-Stammlösung 11,05 mg Resazurin 

 100 µL DMF 

NaCl/Pi-Puffer 900 mg NaCl 

 14,4 mg KH2PO4 

 52,8 mg Na2HPO4 

 ad. 100 mL H2Odd 

Resazurin-NaCl/Pi-Lösung 100 µL Resazurin-Stammlösung 

 ad. 100 mL NaCl/Pi-Puffer 

Resazurin-Gebrauchslösung 5 mL Resazurin-NaCl/Pi-Lösung 

 45 mL serumfreies Medium (DMEM) 

PBS siehe Tabelle 14 

 

Inkubation 

Um nicht zytotoxische Konzentrationen für die weiteren in vitro-Untersuchungen mittels 

Lipidakkumulation und Lipolyse zu bestimmen, wurden 3.000 3T3-L1-Zellen pro Well in 96-

Well-Platten ausgestreut und anwachsen gelassen, bis diese zu 100 % konfluent waren. 

Danach wurde nochmals für 48 h inkubiert. Das Medium wurde alle drei bis vier Tage 

gewechselt. Anschließend wurden die Zellen ausdifferenziert und entweder für 14 Tage 

(Lipidakkumulation) oder für 3 h (Lipolyse) mit den Testsubstanzen inkubiert. Die 

untersuchten Konzentrationsbereiche variierten aufgrund der unterschiedlichen 

Inkubationsdauer und lagen für die 14-tägige Inkubation bei c = 10–100 µg/mL für Aronia 
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und Cranberry bzw. c = 5–100 µg/mL für Granatapfel. Dagegen wurde für die 3-stündige 

Inkubation ein Konzentrationsbereich von c = 1–4 mg/mL gewählt (siehe Kapitel 4.2.). Als 

Positivkontrolle wurde eine Endkonzentration von 0,1 % Saponin verwendet. 

Resazurin-Reduktionstest 

Nach Ende der Inkubation wurde das Medium aus den Wells entfernt und zweimal mit je 

200 μL/Well PBS (37 °C) gewaschen. Das gesamte PBS sowie die Mediumreste wurden 

verworfen. Nach Zugabe von 200 μL/Well Resazurin-Gebrauchslösung wurde für 1 h 

inkubiert (37 °C, 95 % relative Luftfeuchte, 5 % CO2). Anschließend wurde die Zellvitalität am 

Photometer mittels fluorimetrischer Messung (λAnregung = 530 nm; λEmission = 590 nm) bestimmt. 

Als relative Vitalität in % wurde der Messwert der Probe in Relation zur 

Lösungsmittelkontrolle (DMSO) unter Abzug des Leerwertes angegeben. Alle Messungen 

wurden in Triplikaten durchgeführt. Die Bestimmung der relativen Zellvitalität V [%] erfolgte 

nach folgender Gleichung: 

V       100   
MB MLW

MK MLW

 

V = relative Zellvitalität, M = Messwert, B = Behandlung, LW = Leerwert, K = 

Lösungsmittelkontrolle 

 

7.3.2. Bestimmung der Lipidakkumulation 

Mittels Oil-Red-O-Färbung wurde die Lipidakkumulation bestimmt. Oil-Red-O ist ein roter, 

fettlöslicher Azofarbstoff, der zum Anfärben von TAGs in Adipozyten verwendet wird 

(Proescher, 1927; Riedel et al., 2012). Der Differenzierungsprozess der 3T3-L1-Zellen sowie 

die anschließende Oil-Red-O-Färbung wurden in Anlehnung an die Methode von Riedel et 

al. (2012) durchgeführt. Die verwendete Methode ist in Kapitel 4.2. der vorliegenden Arbeit 

ebenfalls beschrieben (Niesen et al., 2022). 

  



7. Material und Methoden  Seite | 153 

 

Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 16: Lösungen zur Bestimmung der Lipidakkumulation. 

Lösung 

 

Zusammensetzung 

PBS siehe Tabelle 14 

Formalinlösung (10 %) 54 mL Formaldehydlösung (37 %) 

 ad. 200 mL PBS 

Isopropanol (60 %) 300 mL Isopropanol 

 200 mL H2Odd 

Oil-Red-O-Lösung (0,21 %) 0,21 g Oil-Red-O 

 ad. 100 mL Isopropanol (60 %) 

 

Inkubation und Differenzierungsprozess 

Nach Subkultivierung und Zellzahlbestimmung der 3T3-L1-Zellen wurden 10.000 Zellen/Well 

auf einer 48-Well-Platte ausgestreut. Die Zellen wurden in Präadipozytenmedium im 

Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit) anwachsen gelassen, bis sie zu 100 % 

konfluent waren. Danach wurde nochmals für 48 h inkubiert. Das Medium wurde alle drei bis 

vier Tage gewechselt.  

Die Stammlösungen Fraktionen und Subfraktionen (c = 5–25 mg/mL, 10–50 mg/mL bzw. 25–

100 mg/mL) wurden in DMSO angesetzt und auf Endkonzentrationen von 5–25 µg/mL, 10–

50 µg/mL bzw. 25–100 µg/mL in Medium verdünnt. Als Lösungsmittelkontrolle wurde 

demnach 0,1 %-ige DMSO-Lösung verwendet. Aufgrund der Inhibierung der Differenzierung 

durch Resveratrol (c = 11,4 µg/mL und 22,8 µg/mL) wurde dieses als Positivkontrolle gewählt 

(Fischer-Posovszky et al., 2010). Pro Platte wurde eine Zweifachbestimmung der Proben 

durchgeführt. Zur Differenzierung der Zellen wurde das Präadipozytenmedium abpipettiert, 

500 µL Inkubationslösung/Well hinzugegeben, angesetzt in Differenzierungsmedium, und 

vier Tage inkubiert. Anschließend wurde die Inkubationslösung entfernt (300 µL/Well) und 

neue Inkubationslösung (400 µL/Well), angesetzt in Adipozytenmedium, hinzugegeben. Ab 

diesem Zeitpunkt wurde für alle Inkubationslösungen Adipozytenmedium verwendet. Danach 

wurden alle vier Tage die Inkubationslösungen gewechselt (300 µL/Well). Die Zellen wurden 

zwei Wochen mit den Testsubstanzen inkubiert, bevor die Färbung mittels Oil-Red-O-Lösung 

erfolgte. 

Oil-Red-O-Färbung 

Zur quantitativen photometrischen Messung wurden die TAGs in den differenzierten 3T3-L1-

Zellen mittels Oil-Red-O-Lösung angefärbt. Dazu wurden die Inkubationslösungen 
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abpipettiert, die differenzierten Zellen mit PBS und mit Formalinlösung (10 %) gewaschen. 

Nach erneuter Zugabe der Formalinlösung (10 %, 250 µL/Well) zur Fixierung der Zellen 

wurde die Platte 1 h dunkel bedeckt. Dann wurde mit Isopropanol (60 %) gewaschen, die 

Zellen mit Oil-Red-O-Lösung (0,21 %, 100 µL/Well) angefärbt und qualitativ die 

Lipidakkumulation mithilfe eines Mikroskops ausgewertet (siehe Abbildung 11). Nach 

Entfernen des überschüssigen Farbstoffes und viermaligem Waschen mit H2Odd wurde die 

Platte für ca. 30 min trocknen gelassen. Zum Auswaschen des Farbstoffes wurden die Zellen 

wurden mit Isopropanol (100 %, 375 µL/Well) versetzt und die Absorption mittels Photometer 

(λ   520 nm) gemessen. 

 

Abbildung 11: Anfärbung der TAGs (rot) in 3T3-L1-Zellen mittels Oil-Red-O nach 14-tägiger Inkubation mit der 

Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,1%). 

Als relative Lipidakkumulation in % wurde der Messwert der Proben im Vergleich zur 

Lösungsmittelkontrolle DMSO angegeben. 

 

7.3.3. Bestimmung der freien Fettsäuren (Lipolyse) 

Die lipolytische Wirkung der Testsubstanzen wurde mittels eines kommerziell erhältlichen 

Lipolyse-Assay-Kits untersucht, bei dem der Gehalt an freien FS bestimmt wurde. Die 

verwendete Methode ist in Kapitel 4.2. der vorliegenden Arbeit ebenfalls beschrieben 

(Niesen et al., 2022). 

Inkubation und Differenzierungsprozess 

Nach Subkultivierung und Zellzahlbestimmung der 3T3-L1-Zellen wurden 3.000 Zellen/Well 

auf einer 96-well-Platte ausgestreut. Die Zellen wurden in Präadipozytenmedium im 

Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit) anwachsen gelassen, bis sie zu 100 % 

konfluent waren. Danach wurde nochmals für 48 h inkubiert. Das Medium wurde nach vier 

Tagen gewechselt.  
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Das Präadipozytenmedium wurde abpipettiert, das Differenzierungsmedium hinzugegeben 

(150 µL/Well) und erneut für vier Tage inkubiert. Anschließend wurde das Medium entfernt 

(90 µL/Well), Adipozytenmedium (120 µL/Well) hinzugegeben und nochmals vier Tage 

inkubiert. Danach wurde alle vier Tage das Medium gewechselt, d. h. das alte Medium wurde 

abpipettiert (90 µL/Well) und neues Adipozytenmedium zugegeben. Nach dem 14-tägigen 

Differenzierungsprozess erfolgte die Messung der freien FS mittels Lipolyse-Assay-Kits von 

ZenBio (Durham, USA). 

Lipolyse-Assay 

Die lipolytische Aktivität wurde mithilfe einer gekoppelten Reaktion bestimmt, bei der die 

Konzentration der nicht veresterten, freien FS gemessen wurde. Die Durchführung erfolgte 

gemäß den Herstellerangaben. 

Aus jedem Well der 96-Well-Platte wurden 120 µL Adipozytenmedium entfernt und zweimal 

mit je 200 μL/Well Waschpuffer gewaschen. Die Inkubationslösungen der (Sub-)Fraktionen 

wurden in Assaypuffer angesetzt und die Zellen für 3 h mit den Lösungen bei 37 °C inkubiert 

(100 µL/Well; jeweils in Triplikaten). Als Positivkontrolle diente Isoproterenol (c = 1 µM). 

Währenddessen wurde ausgehend von einer freien FS-Stammlösung (c = 1 mM) eine 

Standardreihe in Assaypuffer von 1,4–333,0 µM angesetzt und je 50 μL in Duplikaten auf 

eine Messplatte übertragen. Nach Beendigung der Inkubation wurden je 50 μL der 

Überstände bzw. Inkubationslösungen auf eine separate Messplatte pipettiert. Es erfolgte die 

Zugabe von 100 μL/Well Reagenz A zur Standardreihe sowie zu den Inkubationslösungen. 

Dabei wurde Acyl-CoA mittels Acyl-CoA-Synthase aus den freien FS und CoA unter ATP-

Verbrauch gebildet. Nach zehnminütiger Inkubation wurden die Standardreihe und die 

Inkubationslösungen mit je 50 μL/Well Reagenz B versetzt und für weitere 10 min inkubiert. 

Dadurch wurde Acyl-CoA unter Einfluss von Sauerstoff durch die Acyl-CoA-Oxidase zum 

2,3-trans-Enoyl-CoA oxidiert, wobei Wasserstoffperoxid entstand. Im letzten Schritt reagierte 

4‑Aminoantipyrin in Gegenwart von Wasserstoffperoxid mit 3-Methyl-N-ethyl-N-(β-

hydroxyethyl)-anilin zu einem violetten Produkt, welches Licht bei λ = 540–550 nm 

absorbiert. Nach 5 min Äquilibrierung bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei λ = 

540 nm gemessen. 

Die Eigenabsorption der Inkubationslösungen wurde vor der Messung im Lipolyse-Assay 

bestimmt und von den im Lipolyse-Assay erhaltenen Werten abgezogen. Der Gehalt an 

freien FS wurde über eine externe Kalibrierung (c = 1,4–333,0 µM) bestimmt und der Gehalt 

im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle angegeben. 
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7.3.4. Bestimmung der cAMP-PDE 3B-Aktivität in vitro 

Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 17: Lösungen zur Bestimmung der PDE 3B-Akivität in vitro. 

Lösung 

 

Zusammensetzung 

Assay-Puffer 1 mL TRIS/HCl (500 mM, pH 7,4) 

 1 mL MgCl2 (100 mM) 

 0,1 mL EDTA (10 mM, pH 8,4) 

 ad. 10 mL H2Odd 

PDE-Puffer 0,292 g NaCl 

 0,0231 g DTT 

 2,5 mL TRIS/HCl (500 mM, pH 7,4) 

 25 mL Glycerin 

 0,025 mL Tween 20 

 ad. 50 mL H2Odd 

cAMP-Grundmix 3 mL TRIS/HCl (500 mM, pH 7,4) 

 4,5 mL MgCl2 (100 mM) 

 0,059 g AMP (Natriumsalz) 

 0,5 mL cAMP (0,3 mM) 

 ad. 50 mL H2Odd 

 

Durchführung und Auswertung 

Die Durchführung des PDE 3B-Assays erfolgte in Anlehnung an die Methode von Pöch 

(1971). Die verwendete Methode ist zudem auch in den Kapiteln 4.1. und 4.2. der 

vorliegenden Arbeit beschrieben (Göttel et al., 2020; Niesen et al., 2022). 

Das kommerziell erhältliche Enzym PDE 3B (Sigma-Aldrich) wurde auf eine Aktivität von 

200 Units/mL (≙ 49,14 ng/mL) mit PDE-Puffer verdünnt, dabei entspricht eine Unit einer 

Umsatzrate von 1 pmol cAMP pro Minute bei pH 7,4 und 37 °C. Als Positivkontrolle wurde 

1,21 mM Koffeinlösung verwendet. Sowohl die Stammlösungen (c = 10 mg/mL) als auch die 

Zwischenverdünnungen der Extrakte, Fraktionen und Subfraktionen wurden abhängig von 

ihrer Löslichkeit in DMSO oder Assay-Puffer angesetzt und auf pH 7,4 eingestellt. Je nach 

inhibitorischer Aktivität der Extrakte und (Sub-)Fraktionen wurden Standardreihen mit fünf 

Konzentrationen angesetzt, sodass ein IC50-Wert berechnet werden konnte. 

Zu jeder Probe (100 µL), außer dem Blindwert, wurden 20 µL PDE 3B (200 Units/mL) 

hinzugefügt und für 15 min bei 4 °C inkubiert. Kurz vor Verwendung wurde dem cAMP-

Grundmix eine definierte Menge [2,8-3H]-cAMP hinzugegeben (z. B. 1,25 mL cAMP-Mix + 



7. Material und Methoden  Seite | 157 

 

3,25 µCi [2,8-3H]-cAMP ≙ 3,25 µL). Nach Zugabe von 50 µL [2,8-3H]-cAMP-Mix zu jeder 

Probe (auch Blindwert) wurde anschließend für 25 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 

Die Reaktion wurde auf Eis durch die schnelle Zugabe von 250 µL ZnSO4 (0,266 M) gestoppt 

und durch 250 µL Ba(OH)2 (0,266 M) 5′-AMP ausgefällt. Die Proben wurden 9 min bei 

13.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. 450 µL des Überstandes wurden in einen 

3,5 mL vorbereiteten Szintillationscocktail überführt und gleichmäßig geschüttelt.  

Die Vermessung des im Überstand verbliebenen [2,8-3H]-cAMPs erfolgte am 

Flüssigszintillationszähler. Dabei entsprachen die gemessenen counts per minute (cpm) der 

überschüssigen cAMP-Konzentration. 
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Abbildung 12: Hydrolyse von [2,8-
3
H]-cAMP zu [2,8-

3
H]-5´-AMP. AMP: Adenosinmonophosphat, cAMP: 

zyklisches Adenosinmonophosphat, PDE: Phosphodiesterase (modifiziert nach Barbosa et al., 2011). 

 

Die gemessenen cpm sind antiproportional zur Hydrolyserate und proportional zur [2,8-3H]-

cAMP-Konzentration im Überstand. Zur Auswertung wurden die gemessenen cpm jeder 

Probe auf den Blindwert bezogen, wodurch sich die jeweilige PDE 3B-Aktivität ergab. Diese 

wurde prozentual zur Lösungsmittelkontrolle angegeben und von 100 % subtrahiert. Dadurch 

konnte von jeder Probe die prozentuale Inhibition des Enzyms PDE 3B ermittelt werden. Die 

Ermittlung der IC50-Werte, bei der die Enzymaktivität 50 % betrug, erfolgte über die 

Erstellung einer Regressionsgeraden, in der die logarithmischen Substratkonzentrationen 

gegen die prozentuale PDE 3B-Aktivitäten aufgetragen wurden. 
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7.4. In vivo-Untersuchungen 

7.4.1. Gewinnung und Aufbereitung der Blutproben aus der Humanstudie 

Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 18: Lösungen zur Aufbereitung der Blutproben. 

Lösung 

 

Zusammensetzung 

Run-III-Puffer 1,5 mL TRIS/HCl (500 mM, pH 7,4) 

 1,5 mL MgCl2 (100 mM) 

 150 µL EDTA (10 mM, pH 8,4) 

 1,5 µL Pepstatin A (10 mM in DMSO) 

 1,5 µL Leupeptin (10 mM) 

 75 µL PMSF (100 mM in DMSO) 

 11,7 mg Benzamidin 

 0,15 mg Trypsininhibitor 

 0,53 µL β-Mercaptoethanol 

 ad. 15 mL H2Odd 

 

Plasma 

Für die Entnahme des Blutes der Probanden wurden 9 mL EDTA-Monovetten verwendet. 

Das Blut wurde zehn Minuten bei 2.500 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Während der 

Zentrifugation schieden sich die festen Blutbestandteile, vor allem Erythrozyten und 

Thrombozyten, am Boden des Röhrchens ab. Das daraus resultierende überstehende, 

gelblich gefärbte Plasma wurde abgetrennt, aliquotiert und im Biofreezer bei −80 °C gelagert. 

Thrombozyten 

Das Vollblut in EDTA-Monovetten wurde bei 150 x g, 15 min, 24 °C zentrifugiert und 

anschließend 200 µL des plättchenreichen Plasmas (obere Phase) abgenommen. Danach 

wurde das plättchenreiche Plasma erneut bei 800 x g, 5 min, 24 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet (Thrombozyten) in Run-III-Puffer gelöst. 

Insgesamt wurden für jeden Zeitpunkt und Probanden vier Aliquots gewonnen. Die Proben 

wurden bei −80 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. 
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7.4.2. Bestimmung der cAMP-PDE-Aktivität in Thrombozyten 

Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 19: Lösungen zur Bestimmung der PDE-Aktivität in Thrombozyten. 

Lösung Zusammensetzung 

Run-III-Puffer siehe Tabelle 18 

cAMP-Grundmix siehe Tabelle 17 

 

Durchführung und Auswertung 

Die Durchführung des radiochemischen PDE-Assays erfolgte in Anlehnung an die Methode 

von Pöch (1971) und Montoya et al. (2014). Die verwendete Methode ist ebenso in Kapitel 

4.3. der vorliegenden Arbeit beschrieben (Rahn et al., 2023). 

Zunächst wurden die bei −80 °C gelagerten Thrombozyten kurz antauen gelassen und durch 

Ultraschallbehandlung auf Eis lysiert. Nach Zentrifugation (12.000 × g, 15 min, 4 °C) wurde 

der Überstand abgenommen und direkt für den PDE-Assay verwendet.  

Dem cAMP-Grundmix wurde eine definierte Menge [2,8-3H]-cAMP hinzugegeben (z. B. 

1,25 mL cAMP-Mix + 3,25 µCi [2,8-3H]-cAMP ≙ 3,25 µL). Abhängig von der Probe wurden zu 

50 µL [2,8-3H]-cAMP-Mix Zelllysat, Positivkontrolle und/oder Run-III-Puffer hinzugefügt und 

bei 37 °C inkubiert (Pipettierschema siehe Tabelle 20). 

Tabelle 20: Pipettierschema für den PDE-Assay in vivo. 

Probe Zusammensetzung 

Leerwert  100 µL Run-III-Puffer 

 50 µL [2,8-3H]-cAMP-Mix 

Plasmaprobe Proband 50 µL Run-III-Puffer 

 50 µL Zelllysat 

 50 µL [2,8-3H]-cAMP-Mix 

Positivkontrolle 50 µL Positivkontrolle 

 50 µL Zelllysat 

 50 µL [2,8-3H]-cAMP-Mix 

 

Die Enzymreaktion wurde nach 20 min mit 250 µL ZnSO4 (0,266 mM) auf Eis gestoppt und 

[2,8-3H]-5′-AMP durch Zugabe von 250 µL Ba(OH)2 (0,266 mM) ausgefällt. Nach 

Zentrifugation (13.000 × g, 5 min, 4 °C) wurden anschließend 450 µL des Überstandes mit 

3,5 mL eines Szintillationscocktails vermischt und die resultierende Radioaktivität mit einem 
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Flüssigszintillationszähler gemessen. Als Positivkontrollen wurden 50 µM Erythro-9-(2-

hydroxy-3-nonyl)adenin (EHNA; PDE 2-Hemmer), 10 µM Milrinon (PDE 3-Hemmer), 50 µM 

Rolipram (PDE 4-Hemmer) und 10 µM Zaprinast (PDE 5-Hemmer) verwendet (Gresele et al., 

2011; Montoya et al., 2014). Zur Auswertung wurden alle Proben auf den Leerwert bezogen 

und daraus die Enzymaktivität in pmol cAMP pro Minute, normalisiert auf den Proteingehalt 

des Zelllysates, berechnet (pmol cAMP/min • mg Protein). 

Bestimmung des Proteingehaltes 

Um die unterschiedlichen PDE-Aktivitäten vergleichen zu können, wurde nach dem 

Proteingehalt normalisiert. Die Proteinbestimmung erfolgte mittels Bradford-Assay. Der 

Bradford-Assay basiert auf der Proteinbindung an den Farbstoff Coomassie-Brillantblau im 

sauren Milieu, wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm 

verschiebt (Bradford, 1976). 

10 µL der aufgeschlossenen, ggf. verdünnten Probelösung oder 10 µL bovine Serumalbumin 

(BSA)-Lösung (c = 0,1–0,7 mg/mL) als Referenzstandard wurden in eine 96-Well-Platte 

pipettiert. In jedes Well wurden anschließend 190 µL Bradford-Reagenz gegeben. Nach 

15 min wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Absorption bei 595 nm ist 

proportional zur Proteinkonzentration der Probe und konnte durch lineare Regression einer 

externen Kalibrierung mit BSA in einem Konzentrationsbereich von 0,1–0,7 mg/mL 

berechnet werden. 

 

7.4.3. Bestimmung von Leptin und GLP-1 in Plasma 

Die Bestimmung von Leptin und GLP-1 im Blutplasma erfolgte mittels ELISA-Kits. Dieses 

Testprinzip beruht auf einer direkten Sandwich-Technik. Hierbei dient ein Enzym als Marker, 

sodass die Antigenkonzentration (Leptin bzw. GLP-1) über den Substratumsatz ermittelt 

werden kann. Bei den verwendeten ELISA-Kits (Thermo Fisher Scientific, Wien) handelte es 

sich um einen zweiseitigen Immunoassay mit einer Festphase. Die Durchführung erfolgte 

gemäß Herstellerangaben. Die Festphase bestand aus dem spezifischen Antikörper gegen 

Leptin bzw. GLP-1. Durch Inkubation mit einer Plasmaprobe band das darin vorhandene 

Leptin bzw. GLP-1 an die Antikörper der Festphase. Da nicht alle reaktiven 

Plasmabestandteile mittels Waschvorgang entfernt werden konnten, wurde ein 

enzymgebundener Antikörper hinzugegeben. Dieser erkannt das gebundene Leptin bzw. 

GLP-1 an der Festphase und lagerte sich daran an, sodass es zur Bildung eines Konjugates 

kam. Durch einen erneuten Waschvorgang wurden die ungebundenen, enzymmarkierten 

Antikörper entfernt. Mittels Farbreaktion wurde anschließend das gebundene Konjugat durch 

Zugabe einer Substratlösung nachgewiesen, welche aus Hydrogenperoxid und einem 
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Chromogen (Tetramethylbenzidin) bestand. Nach Inkubation wurde die Umsetzung durch 

Säurezugabe gestoppt und die Absorption bei 450 nm am Plattenphotometer gemessen. Die 

Gehalte an Leptin und GLP-1 in den Plasmaproben wurden mittels externer Kalibriergerade 

berechnet und in pg/mL angegeben. 

 

7.4.4. Bestimmung des Harnsäuregehaltes in Plasma 

Mittels HPLC-ESIneg-MS/MS wurde der Gehalt an Harnsäure in den Plasmaproben in 

Anlehnung an die Methode von Kim et al. (2009) bestimmt. Die verwendete Methode ist auch 

in Kapitel 4.3. der vorliegenden Arbeit beschrieben (Rahn et al., 2023). 

Zunächst wurden die Substanzen sowohl substanz- als auch gerätespezifisch getunt, um 

eine sensitive Methode im multiple reaction monitoring (MRM)-Modus zu entwickeln. Zur 

Messung wurde ein HPLC-MS/MS-System bestehend aus einer Agilent 1100 HPLC-Anlage, 

ausgestattet mit einem Autosampler (G1313A), einer quaternären Pumpe (G1311A) und 

einem Säulenofen (G1316A), gekoppelt mit einem API 2000 Triple-Quadrupol-

Massenspektrometer (Applied Biosystems) verwendet. Die chromatographische Trennung 

erfolgte über eine Luna C18(2) (Phenomenex) mit einer Partikelgröße von 5 µm und in den 

Dimensionen 4,6 x 250 mm sowie einer Security Guard C8(2)-Vorsäule (Phenomenex) in 

den Dimensionen 3,0 x 4,0 mm. Die mobile Phase bestand aus 5 mM 

Ammoniumacetat/0,1 % Essigsäure (Fließmittel A) und Acetonitril/0,1 % Ameisensäure 

(Fließmittel B). Die HPLC-Parameter sowie die substanzspezifischen MS-Parameter sind in 

Tabelle 21 und Tabelle 22 zusammengefasst. Folgende gerätespezifische Parameter 

wurden ausgewählt: ion spray voltage −4000 V; ion source temperature 500 °C; curtain gas 

30 psi; nebulizer gas 45 psi, heater gas 30 psi, collisionally acitvated dissociation gas 4 psi. 

Die Datenerfassung und ‑auswertung erfolgte mit der Software Analyst, Version 1.6.3 (AB 

Sciex). 
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Tabelle 21: HPLC-Parameter der etablierten Methode (System: 1100 Series, Agilent Technologies). 

Säule Luna C18(2) 250 x 4,6 mm, 5 µm (Phenomenex) 

Vorsäule Security Guard C8(2) 4 x 3 mm (Phenomenex) 

Injektionsvolumen 20 µL 

Flussrate 900 µL/min 

Säulenofentemperatur 30 °C 

Fließmittel A 5 mM Ammoniumacetat/0,1 % Essigsäure 

Fließmittel B Acetonitril/0,1 % Ameisensäure 

Zeit [min] 0,00 3,80 6,70 7,60 8,00 9,80 10,30 12,10 

Fließmittel A [%] 95 95 65 65 5 5 95 95 

Fließmittel B [%] 5 5 35 35 95 95 5 5 

 

Tabelle 22: Substanzspezifische MS-Parameter der Harnsäure (HS) und des internen Standards (1,3-
15

N2-HS). 

Analyt Q1 Q3 RT dw DP CEP FP EP CE CXP 

HS 167,0 123,9* 4,1 200 −36 −12 −220 −6 −18 −8 

 167,0 95,8 4,1 200 −36 −12 −220 −6 −22 −6 

1,3-15N2-HS 169,0 124,9* 4,1 200 −36 −12 −230 −11 −20 −8 

 169,0 96,9 4,1 200 −36 −12 −230 −11 −6 −6 

CE: collision energy [V]; CEP: cell entrance potential [V]; CXP: cell exit potential [V]; DP: declustering potential 

[V]; dw: dwell time [msec]; EP: entrance potential [V]; FP: focusing potential [V]; Q1: Quadrupol 1 [m/z]; Q3: 

Quadrupol 3 [m/z]; RT: Retentionszeit [min]. * Übergang, welcher als Quantifier verwendet wurde. 

 

Sowohl die Harnsäure-Stammlösung (c = 1.500 µg/mL) als auch die Stammlösung des 

isotopenmarkierten, internen Standards (1,3-15N2-Harnsäure; c = 1.600 µg/mL) wurden in 

0,3 M Kaliumhydroxidlösung angesetzt. Alle weiteren Verdünnungen wurden in H2Odd 

hergestellt. Die Harnsäure-Kalibriergerade, welche eine Endkonzentration des 

isotopenmarkierten, internen Standards von 40 µg/mL enthielt, wurde im Bereich zwischen 

2–100 µg/mL aufgenommen. Das Bestimmtheitsmaß R² lag bei mindestens 0,99. Die 

Nachweisgrenze (engl. limit of detection) des Analyten lag bei 0,2 µg/mL bei einem Signal-

zu-Rausch-Verhältnis von 3:1 und die Bestimmungsgrenze (engl. limit of quantification) bei 

0,4 µg/mL bei einem Signal-zu-Rausch-Verhältnis von 10:1. Die Messpräzision der HPLC-

ESIneg-MS/MS-Methode wurde durch die Lauf-zu-Lauf-Variabilität und die Tag-zu-Tag-

Variabilität bestimmt. Dazu wurde eine Lösung verwendet, die je 50 µg/mL Harnsäure und 

40 µg/mL des isotopenmarkierten internen Standards enthielt. Zur Bestimmung der Lauf-zu-

Lauf-Variabilität wurde die Lösung an einem Tag zehnmal hintereinander vermessen, zur 

Bestimmung der Tag-zu-Tag-Variabilität an fünf aufeinander folgenden Tagen. Die Lauf-zu-

Lauf-Variabilität lag bei 3,4 % und die Tag-zu-Tag-Variabilität bei 4,6 %. Die Wiederfindung 
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wurde durch Aufdotieren von 8 µg/mL, 10 µg/mL und 12 µg/mL Harnsäure zur Probenmatrix 

(aufgearbeitete Plasmaproben) bestimmt und betrug 94 ± 8 %. 

Probenaufarbeitung 

Um den Harnsäuregehalt im Blutplasma zu bestimmen, wurden zu 200 µL Plasma 5 µL 

isotopenmarkierter, interner Standard (c = 1600 µg/mL) gegeben. Nach einer dreistündigen 

Äquilibrierungsphase bei 4 °C wurden 40 µL Trichloressigsäure (10 %) zur Proteinfällung 

hinzugegeben. Anschließend wurde für 1 min bei 17.000 × g und Raumtemperatur 

zentrifugiert und der Überstand in eine Zentrifugeneinheit (0,2 µm Nylonfilter) pipettiert. Nach 

erneuter Zentrifugation (5 min, 17.000 × g, Raumtemperatur) wurde der Harnsäuregehalt in 

den Plasmaproben mittels HPLC-ESIneg-MS/MS bestimmt. Ein exemplarisches HPLC-ESIneg-

MS/MS-Chromatogramm einer aufgearbeiteten Plasmaprobe ist in Abbildung 13 zu sehen. 
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Abbildung 13: HPLC-ESI-MS/MS-Chromatogramm im negativen MRM-Modus einer aufgearbeiteten Plasmaprobe 

(P2, 2. Blutentnahme, n=1) mit 40 µg/mL 1,3-
15

N2-Harnsäure als internem Standard. 

 

7.5. Statistik 

7.5.1. In vitro-Daten 

Die Ergebnisse sind dargestellt als MW ± SD. Die Signifikanzen wurden mittels einseitigem 

Student’s t-Test im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle angegeben (* p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001). 
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7.5.2. In vivo-Daten 

Die in der Humanstudie erhaltenen Daten wurden als MW ± SD dargestellt. Mittels 

Anderson-Darling-Test wurden die Daten zunächst auf Normalverteilung geprüft. Die 

Unterschiede in der jeweiligen Gruppe mit normalverteilten Daten wurden einem einseitig 

gepaarten t-Test unterzogen, während die Daten ohne Normalverteilung mit dem Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test bestimmt wurden. Die Unterschiede zwischen Testgruppe und 

Kontrollgruppe mit normalverteilten Daten wurden einem Zweistichproben t-Test unterzogen, 

während die Daten ohne Normalverteilung mit dem Mann-Whitney-U-Test bestimmt wurden 

(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 

 

7.5.3. Korrelationsanalyse 

Um die Rang-Korrelationskoeffizienten für jedes Paar von Parametern zu berechnen, wurde 

die Spearman-Korrelation genutzt. Datenbasis sind die Differenzen der Messwerte von der 

wash-out-Phase zur Intervention nach vier bzw. nach acht Wochen (Messwert nach vier 

Wochen Intervention abzüglich Messwert nach wash-out-Phase bzw. Messwert nach acht 

Wochen Intervention abzüglich Messwert nach wash-out-Phase). Die Korrelations-

koeffizienten (rho) sind folgendermaßen zu interpretieren: 

 Positives Vorzeichen: Veränderungen der Parameter tendieren in die gleiche 

Richtung. 

 Negatives Vorzeichen: Veränderungen der Parameter tendieren in entgegengesetzte 

Richtung. 

 Die Koeffizienten können Werte in einem Bereich zwischen −1 und +1 annehmen. 

Ein Betrag von 1 signalisiert einen maximalen, vollständig linearen Zusammenhang 

der Veränderungen der Parameter. 

Die Korrelation gibt keine Hinweise auf eine Ursache-Wirkungs-Beziehung. Bei einer hohen 

Korrelation kann ein ursächlicher Zusammenhang zwischen den untersuchten Parametern 

bestehen, sie kann aber ebenso durch Einflüsse eines dritten, nicht spezifizierten 

Parameters hervorgerufen werden.  
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Um Ressourcen einzusparen befinden sich alle Rohdaten sowie alle Berechnungen der in 

vitro- und in vivo-Untersuchungen im digitalen Anhang auf beiliegendem Daten-Stick. Weiter 

befinden sich dort die Chromatogramme und MS-Spektren der Harnsäurebestimmung.  
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