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Zusammenfassung Vil

Um eine Verbindung zwischen den bereits bekannten in vitro-Effekten und der bislang
weitgehend ungeklérten in vivo-Situation zu kniipfen, wurden der intestinale Metabo-
lismus sowie die Lipoxygenase-hemmenden Eigenschaften von ausgewihlten sekun-
déren Pflanzeninhaltsstoffen mit verschiedenen Modellsystemen untersucht. Folgende

kamen zur Anwendung:

intestinaler Metabolismus Lipoxygenase-hemmende Eigenschaften
- menschlicher Speichel - Soja Lipoxygenase-1

- kiinstlicher Magensaft - 5-Lipoxygenase aus humanen neu-

- [leostomabeutelinhalt trophilen Granulozyten

- Kolostomabeutelinhalt

Die ex vivo-Modellsysteme (Ileo- und Kolostomabeutelinhalte, 5-Lipoxygenase aus
menschlichen neutrophilen Granulozyten) wurden speziell auf metabolische Kompe-
tenz beziehungsweise Zellvitalitit {iberpriift. Die verwendeten Darminhalte wiesen ein
breites Spektrum an Enzymaktivititen und angemessene Zahlen anaerober kolonien-
bildender Einheiten auf. Nach Isolierung der neutrophilen Granulozyten aus periphe-
rem Humanblut erwiesen sich sowohl Zellvitalitit (> 90% lebende Zellen) als auch
Zellkonzentration (> 5000 Zellen/ pul) fiir unsere Studien als geeignet. Mit diesen sorg-

faltig gepriiften Modellsystemen wurden folgende Anwendungen untersucht:

I. Einfluss des Zuckerrests, der Aglyconstruktur und der Mikroflorakonzentration
auf die Hydrolyse von Phenolglycosiden im menschlichen Diinndarm
I. Inkubation der gegen ileale Hydrolyse/Abbau resistenten Verbindungen mit
Kolostomabeutelinhalten
III. Einfluss des Zuckerrests und der Aglyconstruktur auf die Hydrolyse von Hei-
delbeeranthocyanen im menschlichen Diinn- und Dickdarm
IV. Metabolismus von D-Galacturonséure und amidiertem Pektin
V. Flavonoide und deren intestinale Metabolite als Soja Lipoxygenase-1-Inhibi-

toren



VIII Zusammenfassung

VI. Anthocyane als Lipoxygenase-Inhibitoren: Studien mit Soja Lipoxygenase-1

sowie 5-Lipoxygenase aus menschlichen neutrophilen Granulozyten

Hierzu wurden Quercetin- und p-Nitrophenolglycoside (hier: 3-O-f-D-Glucoside, 3-
O-p-D-Galactoside, 3-O-a-L-Arabinoside, 3-O-$-D-Xyloside und 3-O-a-L-Rhamno-
side), anthocyanreicher Heidelbeerextrakt, D-Galacturonsidure und amidiertes Pektin
unter anaeroben Bedingungen bei 37°C fiir 24 beziehungsweise 10 h mit Ileostoma-
beutelinhalten von gesunden Probanden inkubiert. Zusatzlich wurden Quercetin, Quer-
cetin 3-O-a-L-rhamnopyranosid, Chlorogensdure, Procyanidin B,, (-)-Epicatechin,
Phloretin, D-Galacturonséure und amidiertes Pektin unter anaeroben Bedingungen bei
37°C fiir 24 h mit Kolostomabeutelinhalten von gesunden Probanden inkubiert. Die
Substrate und Metabolite wurden mittels Hochdruckfliissigchromatographie-Dioden-
array-Detektion (HPLC-DAD) und HPLC-Elektrospray-lonisierung-Tandemmassen-
spektrometrie (HPLC-ESI-MS/MYS) identifiziert. Die Gehalte von D-Galacturonsiure
und amidierten Pektin wurden nach Carbazolreaktion photometrisch bestimmt. Metha-
nol wurde via Headspace Solid-phase Microextraction Gaschromatographie/Massen-
spektrometrie (HS-SPME-GC/MS) gemessen; die Bestimmung kurzkettiger Fettsduren
(SCFA) erfolgte mittels GC-Flammenionisations-Detektion (GC-FID). Die Enzym-
versuche wurden spektrophotometrisch ausgewertet, wobei die Bildung des Hydroper-

oxidprodukts bei 234 nm beziechungsweise 236 nm verfolgt wurde.

I. Unter den untersuchten Quercetinglycosiden wies das 3-O-f-D-Glucosid mit 0,22
umol/h die hochste Hydrolyserate auf, gefolgt vom 3-O-f4-D-Galactosid, dem 3-O-
S-D-Xylosid und dem 3-O-a-L-Arabinosid (0,04, die beiden letztgenannten je 0,03
umol/h). Quercetin 3-O-a-L-rhamnosid erwies sich wihrend der gesamten Inkuba-
tionsdauer als stabil. Die p-Nitrophenolglycoside wurden schneller als die ent-
sprechenden Quercetinglycoside hydrolysiert. Die Hydrolyserate nahm in folgen-
der Reihenfolge ab: 3-O-f#-D-Glucosid (0,41 pmol/h) > 3-O-p-D-Galactosid (0,21
umol/h) > 3-O-p-D-Xylosid (0,12 pmol/h) > 3-O-a-L-Arabinosid (0,09 umol/h) >
3-0-a-L-Rhamnosid (0,06 pmol/h). Mit Quercetin 3-O-f-D-glucosid als reprisen-

tativem Beispiel wurden linear steigende Hydrolyseraten von 75 bis 2500 ul
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II.

I1I.

I[leostomabeutelinhalt (entsprechend einem Mikrofloragehalt von log 0,69 bis 21,9
kolonienbildende Einheiten) beobachtet. Studien mit Antibiotikumzusatz zeigten
keine hydrolytischen Vorgéinge. Diese Resultate bewiesen, dass die Hydrolyse von
Phenolglycosiden im menschlichen Diinndarm von der Zuckereinheit, der Agly-
construktur sowie der Mikroflora abhéngt.

Die Inkubation der ileal stabilen Verbindungen mit Kolostomabeutelinhalt fiihrte
zu bereits beschriebenen Abbauprodukten. Aus Quercetin wurden Phloroglucin,
3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure und 3,4-Dihydroxy-methylbrenzcatechin erhal-
ten. Quercetin 3-0-a-L-rhamnosid wurde zum Aglycon hydrolysiert, Chlorogen-
sdure in Kaffee- und Chinasédure gespalten; Procyanidin B, unterlag einem teilwei-
sen Abbau zu (-)-Epicatechin, welches nachfolgend zu 0-(3’,4’,5’-Trihydroxyphe-
nyl)-y-valerolacton und Dihydrokaffeesdure umgewandelt wurde. Phloretin wurde
zu Phloroglucin und p-Hydroxy-dihydrozimtsdure abgebaut.

Die im Verlauf der Inkubationen mit Ileo- und Kolostomabeutelinhalten ermittel-
ten Hydrolyseraten der Heidelbeeranthocyane variierten von 1,2 bis 66%/h bezie-
hungsweise 2 bis 32%/h. Die ileale Hydrolyse der unmethylierten Anthocyanine
(Delphinidin- und Cyanidinglycoside) verlief schneller (33-61%/h) als die der
methylierten (Petunidin-, Peonidin und Malvidinglycoside) (3,7-15,5%/h; Aus-
nahme: Peonidin-3-O-f-D-glucosid). Die mit Kolostomabeutelinhalt gemessene
Hydrolysegeschwindigkeit war fiir unmethylierte (18,4-29%/h) und methylierte
Anthocyane (18,1-30%/h) gleich schnell.

IV. D-Galacturonsiure und amidiertes Pektin wurden im Verlauf der Inkubationen mit

V.

Ileo- und Kolostomabeutelinhalten in unterschiedlichem Mal3e abgebaut. Verbun-
den mit einem Pektinabbau trat erwartungsgemdll Methanol auf. D-Galacturon-
sdure wurde zu kurzkettigen Fettsduren abgebaut.

Die Inhibierung von Soja Lipoxygenase-1 mit Flavan-3-olen war abhéngig von der
stereochemischen Konfiguration an C3 (S war effektiver als R). Die entsprechen-
den intestinalen Metaboliten (hier 6-Di- und Trihydroxyphenyl-y-valerolactone)
zeigten kaum inhibitorische Aktivitdt. Die untersuchten Flavonole inhibierten
Lipoxygenase in Abhdngigkeit vom Hydroxylierungsgrad in folgender Reihen-
folge: Scutellarein (tetrahydroxy) > Luteolin (tetrahydroxy) > Apigenin (trihydro-
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xy). Neben dem vernachlissigbaren Einfluss der Doppelbindung zwischen C2 und
C3, der Methylierung einer Hydroxygruppe und der Stellung des B-Rings war der
Effekt der Aglyconstruktur und des Zuckerrests erheblich. Hier erwiesen sich die
Quercetinglycoside (3-O--D-glucosid, 3-O-f-D-galactosid und 3-O-a-L-rhamno-
sid) effizienter als die entsprechenden p-Nitrophenolglycoside; die Inhibierungs-
kapazitit nahm zuckerabhingig wie folgt zu: 3-O-f-D-Galactosid > 3-O-a-L-
Rhamnosid > 3-O-4-D-Glucosid.

Das Inhibierungspotential von Delphinidin-, Cyanidin-, Peonidin- und Malvidin-
glycosiden, (3-O-f-D-Glucoside, 3-O-f-D-Galactoside und 3-O-a-L-Arabinoside)
und deren Aglyconen wurde mit Soja Lipoxygenase-1 und 5-Lipoxygenase aus
humanen neutrophilen Granulozyten untersucht. Die bestimmten ICso-Werte reich-
ten vom sub-uM- bis zu hohen, nicht mehr meBbaren Bereichen (Malvidin und
entsprechende Glycoside). Mit ICsp-Werten von 0,43 puM und 0,49 uM waren
Delphinidin-3-0-f-D-glucosid und Delphinidin-3-O-f-D-galactosid die effektiv-
sten Soja Lipoxygenase-1 Inhibitoren; ihr grofles Inhibierungspotential wurde
durch die bei der 5-Lipoxygenase-Inhibierung erhaltenen ICso-Werte (2,15 uM
beziehungsweise 6,9 uM) bestitigt. Der unkompetitive Mechanismus der Inhibie-

rung wurde durch Experimente mit Soja Lipoxygenase-1 und Peonidin bestimmt.

Zusammenfassend belegen diese reprasentativen Beispiele, dass die benutzten in vitro-

und ex vivo-Modellsysteme hilfreiche Werkzeuge sind, um gezielt den humanen intes-

tinalen Metabolismus und mdogliche antiinflammatorische Eigenschaften verschiedener

physiologisch aktiver Verbindungen zu untersuchen.
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To develop a link between the already known in vitro effects of various secondary
plant constituents and the still unclear in vivo situation, both the intestinal metabolism
and the lipoxygenase-inhibitory properties of selected secondary plant constituents

were studied with various model systems. The following were applied:

intestinal metabolism lipoxygenase-inhibitory properties
- human saliva - soybean lipoxygenase-1

- simulated gastric juice - human neutrophil granulocyte

- human ileostomy fluid 5-lipoxygenase

- human colostomy fluid

The ex vivo model systems (i.e. ileostomy and colostomy fluids, human neutrophil
granulocyte 5-lipoxygenase) were particularly checked for metabolic competence and
cell viability, respectively. The screened intestinal fluids showed a broad range of
enzymatic activities and proper counts of anaerobic colony forming units. After isola-
tion of neutrophil granulocytes from human peripheral blood, the cell vitality (> 90%
viable cells) and cell concentration (> 5000 cells/ pl) were adequate for our studies.
With these carefully proved model systems, the following applications were perfor-

med:

I. Influence of sugar moiety, aglycon structure and microflora concentration on
the human ileal hydrolysis of phenol glycosides
II. Incubation of compounds resistant to ileal hydrolysis/degradation with human
colostomy fluids
III. Influence of sugar moiety and aglycon structure on the hydrolysis of bilberry
anthocyanins in the small and large intestine of humans
IV. The metabolism of D-galacturonic acid and amidated pectin
V. Flavonoids and corresponding intestinal metabolites as soybean lipoxygenase-
1 inhibitors
VI. Anthocyanins as lipoxygenase inhibitors: studies with both soybean lipoxyge-

nase-1 and human neutrophil granulocyte 5-lipoxygenase
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Thus quercetin and p-nitrophenol glycosides (i.e. 3-O-f-D-glucosides, 3-O-f-D-galac-
tosides, 3-O-a-L-arabinosides, 3-O-4-D-xylosides and 3-O-a-L-rhamnosides), antho-
cyanin-rich bilberry extract, D-galacturonic acid and amidated pectin were incubated
under anaerobic conditions at 37°C for 24 and 10 h, respectively, with ileostomy fluids
from healthy volunteers. In addition, quercetin, quercetin 3-O-a-L-rhamnoside, chlo-
rogenic acid, procyanidin B, (-)-epicatechin, phloretin, D-galacturonic acid and ami-
dated pectin were incubated under anaerobic conditions at 37°C for 24 h with colo-
stomy fluids from healthy volunteers. The substrates and metabolites were identified
by high performance liquid chromatography-diode array detection (HPLC-DAD) and
HPLC-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS). The
contents of D-Galacturonic acid and amidated pectin were determined photometrically
after carbazole reaction. Methanol was measured via headspace solid-phase microex-
traction gas chromatography/mass spectrometry (HS-SPME-GC/MS) and short chain
fatty acids (SCFA) were determined by GC-flame ionisation detection (GC-FID). The
enzyme assays were analyzed spectrophotometrically, monitoring the appearance of

hydroperoxide products at 234 nm and 236 nm, respecttively.

I. Among the quercetin glycosides under study, the 3-O-$-D-glucoside showed with
0.22 pmol/h the highest hydrolysis rate, followed by the 3-O-f-D-galactoside, the
3-O-f-D-xyloside and the 3-O-a-L-arabinoside (0.04, the two last named 0.03
umol/h). Quercetin 3-O-a-L-rhamnoside was found to be stable over the entire
incubation period. The p-nitrophenol glycosides were hydrolyzed faster than the
corresponding quercetin glycosides. The hydrolysis rate decreased in the following
order: 3-O-f-D-glucoside (0.41 pmol/h) > 3-O-p-D-galactoside (0.21 pmol/h) > 3-
O-f-D-xyloside (0.12 pmol/h) > 3-O-a-L-arabinoside (0.09 pmol/h) > 3-O-a-L-
rhamnoside (0.06 pmol/h). Using quercetin 3-O-f-D-glucoside as a representative
example, linear hydrolysis rates were observed from 75 to 2500 pl ileostomy fluid
(corresponds to a microflora content with log 0.69 up to 21.9 colony forming
units). Studies with addition of antibiotics did not reveal any hydrolysis. These
results demonstrated, that the human ileal hydrolysis of phenol glycosides depends

on the sugar moiety and the aglycon structure as well as the microflora.
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II.

I1I.

The incubation of ileal stable compounds with colostomy fluid led to already
described degradation products. From Quercetin phloroglucinol, 3,4-dihydroxy-
phenylacetic acid and 3,4-dihydroxy-toluene were obtained. Quercetin 3-O-a-L-
rhamnoside was hydrolyzed to its aglycon, chlorogenic acid was cleaved to caffeic
acid and quinic acid; procyanidin B, partially underlaid a degradation to (-)-epi-
catechin, which itself was subsequently transformed to 0-(3°,4’,5’-trihydroxy-
phenyl)-y-valerolacton and dihydrocaffeic acid. Phloretin was degraded to phloro-
glucinol and p-hydroxy-dihydrocinnamic acid.

The hydrolysis rates of bilberry anthocyanins determined during the course of
incubations with ileostomy and colostomy fluids varied from 1.2-66%/h and 2-
32%/h, respectively. The ileal hydrolysis of unmethylated anthocyanins (delphi-
nidin- and cyanidin glycosides) proceeded faster (33-61%/h) than that of the
methylated anthocyanins (petunidin-, peonidin and malvidin glycosides) (3.7-
15.5%/h; exception: Peonidin 3-O-f-D-glucoside). The colonic hydrolysis of un-
methylated (18.4-29%/h) and methylated anthocyanins (18.1-30%/h) was nearly

the same.

IV. D-Galacturonic acid and amidated pectin were degraded during the incubation

with ileostomy and colostomy fluids at different degrees. Associated with a degra-
dation of pectin, methanol expectably appeared. D-Galacturonic acid was decom-
posed to SCFA.

The inhibition of soybean lipoxygenase-1 with flavan-3-ols was dependent on the
stereochemistry at C3 (S more effective than R). The corresponding intestinal
metabolites (i.e. 0-Di- and Trihydroxyphenyl-y-valerolactones) showed considera-
bly less inhibitory activity. The tested flavonols inhibited lipoxygenase dependent
on the degree of hydroxylation in the following order: scutellarein (tetrahydroxy) >
luteolin (tetrahydroxy) > apigenin (trihydroxy). Beside the negligible influence of
the double bond between C2 and C3, methylation of a hydroxyl group, and orient-
tation of the B-ring, the effect of aglycon-structure and sugar moiety was marked.
For this the quercetin glycosides (i.e. 3-O-f-D-glucoside, 3-O-f-D-galactoside and

3-0-a-L-rhamnoside) were proved to be more effective than the corresponding p-
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Np-glycosides; the inhibitioncapacity increased sugar-dependent as follows: 3-O-
S-D-galactoside > 3-O-a-L-rhamnoside > 3-O-f-D-glucoside.

VI. The inhibitory potential of delphinidin, cyanidin, peonidin and malvidin glycosi-
des (3-O-f-D-glucosides, 3-O-p-D-galactosides and 3-O-a-L-arabinosides) as well
as their aglycons was checked by using soybean lipoxygenase-1 and the human
neutrophil granulocyte 5-lipoxygenase. The determined ICsy values extended from
the sub-uM to high, non-measurable levels (malvidin and its glycosides). With
ICso values of 0.43 pM and 0.49 uM delphinidin 3-O-f-D-glucoside and Delphi-
nidin 3-0-f-D-galactoside were found to be the most effective lipoxygenase-1
inhibitors; their strong inhibitory potential was also reflected by the 1Csy values
determined for these anthocyanins in the 5-lipoxygenase inhibition (2.15 uM and
6.9 uM, respectively). As to the mechanism of inhibition, experiments carried out

with soybean lipoxygenase-1 revealed the uncompetitive type.

In conclusion, these representative examples verified, that the used in vitro and ex vivo
model systems are useful tools to study the human intestinal metabolism and anti-

inflammatory properties of various physiologically active compounds.
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Pflanzliche Gewebe beinhalten eine gro3e Zahl an chemischen Verbindungen, welche
sich in primire und sekundire Pflanzeninhaltsstoffe unterteilen lassen. Bei den letzt-
genannten handelt es sich um Stoffe, die nicht unmittelbar am Energiestoffwechsel der
Pflanze beteiligt sind, sondern unter anderem folgende Funktionen im Sekundirstoft-

wechsel tibernehmen (Singh ef al. 2003):

= Abwehr gegen Pathogene, z.B. Iridoide, Cannabinoide

= Abwehr gegen Herbivore, z.B. Tannine, Iridoide, Phytosteroide, Pyrethroide,
Alkaloide, Cannabinoide

=  Schutz vor UV-Strahlung, z.B. Carotinoide, Flavonoide, Anthocyane

= Anlockung von Bestidubern und Samenverbreitern, z. B. Monoterpene

=  Verdunstungsschutz, z.B. Suberin, Cutin

= mechanische Festigung, z.B. Lignine, Pektin.

Daneben sind sie wesentlich fiir Farbe und Geschmack von insbesondere Friichten und

deren Verarbeitungsprodukten verantwortlich (Harborne et al. 1998).

Sekundire Pflanzeninhaltsstoffe werden in der Medizin auch als Phytamine (Phyto =
griech. Pflanze) bezeichnet, da man einigen von ihnen positive Effekte auf die men-
schliche Gesundheit zuspricht. Hierzu zihlen unter anderem die Pektine und Flavonoi-
de, zwei strukturell und funktionell unterschiedliche Stoffgruppen (Harborne et al.
1998) (vgl. nachfolgende Abschnitte 1 und 2).

Pektine werden vom Menschen iiber Pflanzen und Friichte beziehungsweise deren
Verarbeitungsprodukte (auch in modifizierter Anwendungsform als amidiertes Pek-
tin) wie z.B. Obstgelees, Marmeladen und Konfitiire tdglich aufgenommen. Der er-
nidhrungsphysiologische Nutzen der Pektine besteht im Wesentlichen in ihrer Funktion
als Ballaststoffe. Des Weiteren werden Pektin in jlingerer Zeit zahlreiche gesundheits-
fordernde Effekte wie z. B. Senkung des Serum-Cholesterolspiegels zugeschrieben
(Lim et al. 2005). Pektin soweit bekannt, soll die genannten Wirkungen nur als Ma-
kromolekiil entfalten (Dongowski et al. 2000). Dementsprechend hat man den intes-

tinalen Metabolismus von Pektin bereits in zahlreichen Studien untersucht (Dongow-
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ski und Lorenz 1998; Dongowski et al. 2000; Dongowski et al. 2002; Saito et al.
2005). Im Gegensatz dazu gibt es nahezu keine Informationen iiber die Verstoffwech-

selung von amidiertem Pektin und seinem Monomer D-Galacturonsdure (Gulfi et al.

2006).

Weit stérker als die Pektine sind die Flavonoide, eine Untergruppe der Polyphenole, in
den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses geriickt, da ihnen zahlreiche physio-
logische Eigenschaften zugesprochen werden, die von antioxidativen bis hin zu antiin-
flammatorischen Wirkungen reichen (Watzl und Leitzmann 1995). Obwohl diese
Effekte bisher in nur wenigen Humanstudien nachgewiesen werden konnten, ist in den
letzten Jahren der Markt fiir freiverkdufliche Nahrungsergdnzungsmittel, die Flavo-
noide als Reinstoffe oder in Form konzentrierter Pflanzenextrakte enthalten, und somit

auch deren tdgliche Zufuhr stark gestiegen.

Trotz der Vielzahl positiver in vitro-Effekte ist die in vivo-Situation der Wirkung von
sekundiren Pflanzeninhaltsstoffen weitgehend ungeklért (Scalbert und Williamson
2000). Ob sekundire Pflanzeninhaltsstoffe wie Flavonoide und Pektine gesundheits-
fordernde Wirkungen im Korper entfalten, hdangt dabei nicht nur von der regelméfigen
Aufnahme durch die Nahrung, sondern insbesondere auch von der Verfligbarkeit der
Substanzen im Organismus ab. Letztere ist wiederum abhidngig von der chemischen
Struktur der Stoffe, der Effektivitit der Resorption und vor allem auch von der
Metabolisierung, fiir die unter anderem die Mikroorganismen des Intestinums verant-

wortlich sind (Manach et al. 2004).

Um der in vivo-Situation nahe zu kommen, sind in jlingster Vergangenheit verschie-
dene Modellsysteme zum Studium des Metabolismus durch die intestinale Mikroflora
entwickelt worden. Die Inkubation mit Einzelstimmen (Dongowski et al. 2000; Blaut
et al. 2003), definierten Mischkulturen (Dongowski et al. 2000) oder Fazesproben
(Dongowski und Lorenz 1998) wird der Situation im menschlichen Korper jedoch aus

vielerlei Griinden nicht gerecht, und Tierstudien (Labib et al. 2004; Keppler et al.
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2006) lassen je nach verwendetem Tiermodell nur begrenzte Riickschliisse auf den

Metabolismus im Menschen zu.

Um eine Verbindung zwischen den bereits bekannten in vitro-Effekten von sekun-
dédren Pflanzeninhaltsstoffen und der bislang weitgehend ungeklirten in vivo-Situation
zu kniipfen, wurden im Rahmen dieser Arbeit der intestinale Metabolismus sowie die
Lipoxygenase-hemmenden Eigenschaften von Polyphenolen, D-Galacturonsidure und
amidiertem Pektin mit verschiedenen in vitro- und ex vivo-Modellsystemen unter-

sucht. Zur Anwendung kamen:

intestinaler Metabolismus Lipoxygenase-hemmende Eigenschaften
- menschlicher Speichel - Soja Lipoxygenase-1

- kiinstlicher Magensaft - 5-Lipoxygenase aus humanen neu-

- [leostomabeutelinhalt trophilen Granulozyten

- Kolostomabeutelinhalt

Nach einem Einblick in den aktuellen Kenntnisstand wird nachfolgend iiber die bei

diesen Studien erhaltenen Ergebnisse berichtet.






A. Kenntnisstand
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1 Polyphenole

1.1 Einteilung und nattrliche Quellen

Phenolcarbonséduren, Stilbene, Lignane und Flavonoide bilden die Klasse der Polyphe-
nole, die als Sekunddrmetabolite in hoheren Pflanzen weit verbreitet sind (Scalbert
und Williamson 2000). Im Folgenden werden die Strukturen und natiirlichen Quellen

der einzelnen Unterklassen kurz erlautert.

1.1.1 Phenolcarbonsauren

Die Phenolcarbonsduren werden in zweil Klassen unterteilt: Benzoesdure- und Zimt-
sdure-Derivate. Als Grundgeriist besitzen diese Verbindungen ein C6-C1- bzw. C6-
C3-Gertst. Bekannte Vertreter der Benzoesdurederivate sind Protocatechusdure und

Gallussdure (Abbildung 1).

Abbildung 1: Struktur von p-Hydroxybenzoesduren. R;=OH, R,=H: Protocatechusédure; R;=OH,
R,=0OH: Gallussaure.

Der Gehalt an Benzoesdurederivaten in Pflanzen ist mit Ausnahme von wenigen roten
Friichten, Tee, Rettich und Zwiebeln (ca. 10-50 mg/kg Frischgewicht) sehr gering
(Shahidi und Naczk 1995). Tee stellt mit bis zu 4,5 g/kg Frischgewicht eine wichtige
Quelle fiir Gallussdure dar (Tomas-Barberan und Clifford 2000). Des Weiteren sind
Hydroxybenzoesduren Bestandteile der komplexen Tannine (Gallotannine, z.B. in
Mangos und Ellagitannine z.B. in Erdbeeren, Himbeeren und Brombeeren) (Clifford

und Scalbert 2000).
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Die Hydroxyzimtsduren (Abbildung 2), deren bekannteste Vertreter p-Coumar-,
Kaffee- und Ferulasdure weiter verbreitet als die p-Hydroxybenzoesduren sind, kom-
men in der Natur iiberwiegend in gebundener Form, d.h. glycosyliert bzw. mit China-,

Shikimi- oder Weinsdure verestert, vor.

Abbildung 2: Struktur von p-Hydroxyzimtsduren (R;/R,=H: Zimtsdure; R;=H, R,=OH: p-Cou-
marséure; R;=OH, R,=OH: Kaffeesdure; Ri=OCHj;, R,=OH: Ferulasiure).

Heidelbeeren, Kiwis, Pflaumen, Kirschen und Apfel enthalten 0,5-2 g Hydroxyzimt-
sauren/kg Frischgewicht (Macheix et al. 1990). Ferulasdure liegt im Getreide haupt-
sdchlich mit Arabinoxylanen und Hemicellulosen verestert vor und stellt dort mit ~
0,8-2 g/kg Trockengewicht etwa 90% der Gesamtpolyphenole. Kaffeesdure ist, sowohl
frei als auch verestert, die am weitesten verbreitete Phenolcarbonsdure und macht
zwischen 75% und 100% des gesamten Hydroxyzimtsduregehalts der meisten Friichte
aus. Durch Veresterung von Kaffee- und Chinasdure entsteht Chlorogensdure (Ab-
bildung 3), welche in vielen Friichten und in Kaffee (1 Tasse Kaffeegetrink enthilt
70-350 mg) zu finden ist (Clifford 1999).

OH

H //O

H
OH

Abbildung 3: Struktur von Chlorogenséure.
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1.1.2 Lignane

Lignane bestehen aus zwei Phenylpropan-Einheiten. Als Hauptvertreter der Lignane in
der tdglichen Erndhrung ist Secoisolariciresinol zu erwdhnen (Abbildung 4), das mit
bis zu 3,7 g/kg Trockengewicht in Linsen vorkommt. Getreide, Friichte und Gemiise

enthalten geringere Anteile an Lignanen (Adlercreutz und Mazur 1997).
HyCO
O on
OH
HO

OH

OCH;,

Abbildung 4: Struktur von Secoisolariciresinol.

1.1.3 Stilbene

Stilbene sind nur in geringen Mengen in der Nahrung des Menschen enthalten. Res-
veratrol, als bekanntester Vertreter, wird im Zusammenhang mit vielfdltigen protek-
tiven (u.a. antioxidativen, antiinflammatorischen und antikanzerogenen) Effekten dis-
kutiert, kommt aber nur in geringen Mengen vor allem in Rotwein (bis zu 6,8 mg/I)
vor. Daneben erreicht Piceid (¢rans-Resveratrol-3-O-D-glucosid) im Rotwein Gehalte

bis zu 50,8 mg/l (Wenzel und Somoza 2005).

HQ

7\
H§_ )

Abbildung 5: Struktur von Resveratrol.
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1.1.4 Flavonoide

Die Flavonoide sind die bekannteste und bislang am besten untersuchte Gruppe der

Polyphenole. IThr Name leitet sich vom lateinischen flavus fiir ,,gelb* ab.

Das Grundgeriist der Flavonoide besteht aus zwei aromatischen (A und B) und einem

O-heterocyclischen Ring und entspricht somit strukturell dem Flavan (= 2-Phenyl-

chroman) (Abbildung 6).

OH (0] OH (0]
Flavanonol Flavanon Flavon
(Dihydrokampferol) (Naringenin) (Apigenin)

OH
Flavonol Flavan Anthocyanidin
(Kémpferol) j (Delphinidin)
c\
HO. O.

OH HO
HO. 0) *\\\\\\\O/
(0]
OH Flavan-3-ol Isoflavon
((+)-Catechin) (Apigenin)
OH OH
Flavandiol

(Leukopelargonidin) -
Proanthocyanidine

Abbildung 6: Ubersicht iiber die verschiedenen Gruppen der Flavonoid-Familie.

Zur Biosynthese sind fast alle hoheren Pflanzen beféhigt, Tiere hingegen konnen das
Grundgeriist nicht synthetisieren. Je nach Oxidationszustand der Kohlenstoffatome C-

2, C-3 und C-4 werden verschiedene Flavonoidklassen unterschieden: Flavanole (3-
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Hydroxy-flavane), Flavandiole (3,4-Dihydroxy-flavane), Flavanone (4-Oxo-flavane),
Flavone (3-Oxo-flav-2-ene), Flavonole (3-Hydroxy-4-oxo-flav-2-ene), Isoflavone so-
wie Flavyliumsalze bzw. Anthocyanidine (Abbildung 6). Eine weitere Gruppe bilden
die Chalcone, welche mit ihrem offenen C-Ring eine Vorstufe der Flavanone in der

Biosynthese der Flavanderivate darstellen (Harborne 1994).

Uber 5000 verschiedene natiirliche Flavonoide sind derzeit bekannt (Harborne und
Williams 2000). Thre groe Vielfalt ergibt sich durch Substitution mit unterschied-

lichen funktionellen Gruppen.
Im Folgenden wird ein Uberblick iiber natiirlich vorkommende Strukturen, deren

Quellen und entsprechende Gehalte ausgewihlter Flavonoide gegeben.

1.1.4.1 Flavonole

Flavonole und insbesondere die Hauptvertreter Quercetin und Kaempferol kommen in
einer Vielzahl von Pflanzen vor. Im Allgemeinen weisen sie Gehalte von ~ 15-30

mg/kg Frischgewicht auf.

Abbildung 7: Struktur von Quercetin und seinen Glycosiden. R=H: Quercetin, R=glc: Quercetin-
3-0-f-D-glucosid, R=gal: Quercetin-3-O-f-D-galactosid, R=ara: Quercetin-3-O-a-L-arabinosid,
R=xyl: Quercetin-3-0O-f-D-xylosid und R=rha: Quercetin 3-O-a-L-rhamnosid.

Zu den reichhaltigsten Quellen gehoren Zwiebeln (bis zu 1,2 g/kg Frischgewicht),
gefolgt von Kohl, Lauch, Broccoli und Heidelbeeren. Auch in Rotwein und Tee sind
sie (bis zu 45 mg Flavonole/l) enthalten. Flavonole, vor allem Quercetin, liegen

tiblicherweise in glycosylierter Form vor, wobei die Zuckerart von der jeweiligen
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Pflanzenspezies abhidngt (Macheix et al. 1990). So enthalten Zwiebeln vor allem
Quercetinglucoside, wihrend in Apfeln Quercetingalactoside, -rhamnoside, -arabino-
side und in Tee Quercetinrutinoside {iberwiegen (Abbildung 7) (Robards et al. 1999;
Hollman und Arts 2000).

1.1.4.2 Flavone

Flavone (Abbildung 6) sind im Vergleich zu Flavonolen in Friichten und Gemiise
weniger verbreitet als Flavonole. IThre Hauptvertreter sind die Glycoside von Luteolin
und Apigenin, zu deren wichtigsten verzehrbaren Quellen Petersilie und Sellerie (~
240-1850 bzw. ~ 20-140 mg Flavone/kg Frischgewicht) zéhlen. In Getreidearten wie
Hirse und Weizen sind Flavone in Form von C-C-Glycosiden enthalten (King 1962;
Feng et al. 1988; Sartelet et al. 1996). Des Weiteren enthilt das #therische Ol von
Zitrusfriichten bis zu 6,5 g/l der hydrophoben polymethoxylierten Flavone Tangeretin,
Nobiletin und Sinensetin (Shahidi und Naczk 1995).

1.1.4.3 Flavanone

In der Nahrung dienen neben Tomaten und aromatischen Pflanzen wie z.B. Minze vor
allem Zitrusfriichte als Quellen fiir Flavanone (Abbildung 6). Zu den bekanntesten
Aglyconen zihlen Naringenin in Grapefruit, Hesperetin in Orangen und Eriodictyol in
Limonen. Flavanone sind iiblicherweise an Position C7 entweder mit Neohesperidose
(bitterer Geschmack, z.B. Naringin in Grapefruit) oder Rutinose (ohne Geschmack)
verbunden. In Orangensaft sind 200-600 mg Hesperidin/l zu finden (Tomas-Barberan
und Clifford 2000). Da die festen Anteile der Zitrusfrucht, vor allem das Albedo und
die Membranen, sehr hohe Flavanonkonzentrationen aufweisen, kann die ganze Frucht

im Vergleich zum Saft die fiinffache Menge Flavanon enthalten.

1.1.4.4 Isoflavone

Da Isoflavone aufgrund ihrer OH-Gruppen in 7- und 4’-Position (Abbildung 6) struk-
turelle Ahnlichkeit zu Estrogenen aufweisen, konnen sie an Estrogenrezeptoren bin-

den; daher werden sie der Klasse der Phytoestrogene zugeordnet. Isoflavone kommen
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vor allem in Leguminosen vor. Soja bzw. Sojaprodukte stellen die Isoflavon-
Hauptquellen in der menschlichen Erndhrung dar. Zu den wichtigsten Isoflavonen
zéhlen Genistein, Daidzein und Glycitein, die hiufig im Verhiltnis 1:1:0,2 zueinander
auftreten. In der Natur kommen Isoflavone in den folgenden Formen vor: als Aglycon,
7-O-Glucosid, 6°’-O-Acetyl-7-O-glucosid und 6’’-O-Malonyl-7-O-glucosid (Coward
et al. 1998). Die 6’’-O-Malonylglucosid-Derivate haben einen bitteren und astrin-
gierenden Geschmack, sind hitzeinstabil und werden wéhrend der Produktion von
Sojamilch hédufig hydrolysiert (Kudou et al. 1991). Isoflavonglycoside werden im
Verlauf der Herstellung der Sojaprodukte Miso und Tempeh zu den entsprechenden
Aglyconen abgebaut, welche extrem hitzestabil sind. Der Isoflavongehalt von Soja
und Sojaprodukten variiert stark in Abhadngigkeit von geographischer Herkunft, An-
baubedingungen und Verarbeitung der Rohstoffe. Sojabohnen enthalten zwischen 580
und 3800 mg Isoflavone/kg Frischgewicht, Sojamilch dagegen lediglich 30-175 mg/L
(Reinli und Block 1996; Cassidy et al. 2000).

1.1.45 Flavan-3-ole

Flavan-3-ole (Abbildung 6) kommen sowohl in monomerer (Catechine) als auch in
polymerer Form (Proanthocyanidine, s. Abschnitt 1.1.4.6) vor. In Friichten sind mono-
mere Flavan-3-ole weit verbreitet. Aprikosen und Rotwein weisen z.B. Gehalte von
250 mg/kg Frischgewicht bzw. 300 mg/l auf. Die mit Abstand hochsten Mengen an
Flavan-3-olen sind jedoch in griimem Tee und Schokolade zu finden. Ein Aufguf3
griinen Tees hat dabei bis zu 200 mg Catechin (Lakenbrink et al. 2000), schwarzer
Tee hingegen enthilt weniger Monomere, da diese wihrend der Fermentation der Tee-
blatter zu Theaflavinen (Dimer) und Thearubigenen (Polymer) kondensiert werden.
Catechin und Epicatechin sind die Hauptvertreter der Flavan-3-ole in Friichten,
wihrend Gallocatechin, Epigallocatechin und Epigallocatechingallat hauptsichlich in
Leguminosensamen, Traubenkernen und vor allem in Tee (Arts et al. 2000a; 2000b)
vorkommen. Im Gegensatz zu den anderen Flavonoidklassen liegen die Flavan-3-ole

in der Nahrung in nicht-glycosylierter Form vor.
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1.1.4.6 Proanthocyanidine

Proanthocyanidine, auch bekannt als kondensierte Tannine, sind Dimere, Oligomere
bzw. Polymere der Catechine. Die einzelnen Catechineinheiten sind zwischen C4 und
C8 (oder C4 und C6) miteinander verbunden, und der mittlere Polymerisationsgrad
variiert beispielsweise in Mostépfeln zwischen 4 und 11 Catechineinheiten (Guyot et
al. 1998). Da sie Komplexe mit Speichelproteinen bilden, sind kondensierte Tannine
fiir den astringierenden Charakter von Friichten (u.a. Trauben, Pfirsich, Apfel und
Beeren), Getrdanken (u.a. Wein, Tee und Bier) und fiir den bitteren Geschmack von
Schokolade (Santos-Buelga und Scalbert 2000) verantwortlich. Aufgrund der groB3en
Strukturvariabilitdt der Proanthocyanidine ist es schwierig, deren Gehalt in der Nah-
rung zu bestimmen. Jiingste Daten beziiglich Procyanidingehalten in Nahrungsmitteln
liegen aus unserem Arbeitskreis fiir aus klaren (28,4-49%) und triiben Apfelsiften

(48,3-60.6%) gewonnene Extrakte vor (Huemmer et al. 2008).

1.1.4.7 Anthocyane

Da die Gruppe der Anthocyane in der vorliegenden Arbeit mehrfach beziiglich
Metabolismus und Aktivitdt untersucht wurde, wird auf deren Strukturen, Substitu-
tionsmuster und resultierende farbgebende Eigenschaften im Folgenden ndher ein-

gegangen.

Der Uberbegriff Anthocyane umfasst die Untergruppen der Anthocyanidine (Agly-
cone) und Anthocyanine (Glycoside), deren gemeinsames Strukturmerkmal eine posi.-
ive Ladung am C-Ring darstellt (Flavyliumkation). In Pflanzen liegt das Flavylium-
kation der Anthocyane vor allem als Chlorid vor; man spricht daher bei resul-
tierenden Salzen von Flavyliumchloriden (Merken und Beecher 2000). Eine weitere
strukturelle Gemeinsamkeit unter den Anthocyanidinen ist durch die Hydroxylierung
des C-Rings in 3-Position gegeben (Watzl ef al. 2002a). Die sechs wichtigsten in der
Natur vorkommenden Aglycone (Delphinidin-, Cyanidin-, Pelargonidin-, Malvidin-,
Petunidin-, Peonidin-Chlorid) variieren im Hydroxy- und Methoxy-Substitutionsmus-

ter des B-Ringes. In Tabelle 1 sind das jeweilige Substitutionsmuster sowie die ent-
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sprechende Farbgebung der Verbindungen bei pH 1-3 in wisserigem Milieu aufge-

fiihrt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die sechs am hiufigsten in der Natur vorkommenden Anthocyanidine,
angelehnt an Watzl et al. (2002a).

Substituent
Farbe im
R, R, R; pH-Bereich

1bis 3
Delphinidin OH OH OH violett
Cyanidin OH OH H rot
Pelargonidin H OH H orange
Malvidin OCH;, OH OCH; violett
Petunidin OCH; OH OH violett
Peonidin OCH; OH H rot

Im Allgemeinen kommen Anthocyane in der Pflanze als 3-Monoside, 3-Bioside, 3-
Trioside, 3,5-Diglycoside und zu einem geringeren Anteil als 3,7-Diglycoside vor. Der
Zuckerrest variiert dabei von Glucose, Galactose, Rhamnose, Arabinose bis zu Xylose
und beeinflusst die Stabilitdt des Anthocyaninmolekiils. Weiterhin kdnnen die Zucker-
reste mit aliphatischen Sduren wie Essig-, Oxal-, Propion-, Bernstein-, oder Malon-
sdure sowie mit aromatischen Sduren wie p-Hydroxybenzoe-, Ferula-, p-Coumar-,
Sinapin- oder Kaffeesdure verestert sein. Gefunden wurden derartige acylierte Antho-
cyanine u.a. in schwarzen Johannisbeeren, roten Zwiebeln, rotem Rettich und Rotkohl

(Slimestad und Solheim 2002; Wu und Prior 2005).

Anthocyane sind farbgebende Komponenten vieler Frucht- und Gemiisearten und
spielen daher vor allem auch in der Lebensmitteltechnologie eine wichtige Rolle

(Watzl et al. 2002a; McGhie und Walton 2007). Die Farbe der Anthocyane ist durch
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ein Absorptionsmaximum im visuellen Bereich bei 560-465 nm bedingt, welches von
der Substitution am B-Ring abhéngt. Mit zunehmender Hydroxylierung verschiebt
sich das Absorptionsmaximum stdrker zu hoéheren Wellenldngen (Rotverschiebung,
bathochromer Effekt), eine Glycosylierung oder Methylierung dagegen bewirkt eine
Blauverschiebung (hypsochromer Effekt) (Markakis 1974; Giusti ef al. 1999; Merken
und Beecher 2000). Des Weiteren ist die Farbe vom pH-Wert abhingig; bei niedrigen
pH-Werten (pH 1-3) sind die Verbindungen auf Grund des mesomeriestabilisierten
Benzopyrylium-Flavyliumkations rot gefdrbt. Mit steigendem pH-Wert (pH 4-5) geht
das Kation in die farblose Carbinolbase (Chromenol) iiber, und im pH-Bereich 6-7
erfolgt durch die Bildung der chinoiden (violett) und ionischen (tiefblau) Anhydro-
basen eine Farbvertiefung. Bei pH 7-8 geht die Anhydrobase unter Ringdffnung in das
gelbe Chalcon tiber (Abbildung 8). In der Pflanze liegen die Anthocyane im leicht
sauren Zellsaft entweder als Flavyliumsalz oder als Pseudobase (Chromenol) vor

(Kuehnau 1976).

Flavyliumkation Chromenol chinoide Anhydrobase
pH: 1-3, rot pH: 4-5, farblos pH: 6-7, violett

Chalcon ionische Anhydrobase
pH: 7-8, gelb pH: 7-8, tiefblau

Abbildung 8: Strukurelle pH-Abhéngigkeit von Anthocyanidinen am Beispiel von Cyanidin-Chlorid
nach Belitz und Grosch (2001).
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Cyanidinderivate sind die in der Nahrung am weitesten verbreiteten Anthocyane. Die
Gehalte in Nahrungsmitteln sind proportional zur resultierenden Farbung und errei-
chen bis zu 2-4 g/kg Frischgewicht in schwarzen Johannisbeeren oder Brombeeren.
Heidelbeeren konnen sogar bis zu 5 g Anthocyane/kg Frischgewicht enthalten. Antho-
cyane kommen vor allem in der Fruchthaut und vereinzelt im Fruchtfleisch vor; die
Gehalte steigen wihrend der Fruchtreifung. Bei der Rotweinherstellung konnen durch
Maischegédrung der Trauben bis zu 350 mg Anthocyane/l in das Produkt gelangen
(Clifford 2000; Es-Safi ef al. 2002).

1.2 Aufnahme von Polyphenolen mit der Nahrung

Die tégliche Polyphenolaufnahme hingt stark von den Erndhrungsgewohnheiten und -
vorlieben ab. Infolgedessen gibt es nur wenige zuverldssige Daten zur gesamten
taglichen Aufnahme von Polyphenolen durch die Nahrung; der von Kuehnau (1976)
ermittelte Wert von 1 g/d wird auch heute noch als Referenz verwendet. Im Lauf der
Zeit wurden detailliertere Studien iiber die Zufuhr der einzelnen Polyphenolklassen
durchgefiihrt; Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die aktuelle Situation in Finnland.
Der Referenzwert von 1 g/d (Kuehnau 1976) wurde dabei mit 863 mg/d annidhernd
bestitigt. Zu den am meisten zugefiihrten Polyphenolgruppen gehorten Phenolcarbon-
sduren (75% der Gesamtpolyphenolzufuhr) und Proanthocyanidine (15%), wihrend
Anthocyanidine (5%) und andere Flavonoide (4%) einen geringeren prozentualen

Anteil aufwiesen (Abbildung 9).

B Phenolcarbonsduren
@ Proanthocyanidine
O Anthocyanidine

O Flavonoide

W Rest

5% 4% 1%

15%

75%

Abbildung 9: Tégliche Zufuhr der Hauptpolyphenolgruppen nach Ovaskainen et al. (2008). Rest:
Ellagtannine, Isoflavone, Lignane.
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Tabelle 2: Aufnahme von Polyphenolen mit der Nahrung (FINDIET2002)' nach Ovaskainen et al.
(2008).

Frauen Manner Durchschnitt
mg/d

Phenolcarbonsauren, total® 571 £297 725+ 414 641 £363
Kaffeesdure 359+ 271 487 + 368 417 £ 325
Ferulasdure 103 +47 139 + 67 120 + 60
Gallussaure 36 £ 59 29 £ 55 33+57
p -Coumarséure 15+6,5 17+8,5 16+7,5
Sinapinsdure 10+5,3 12+7,6 11+6,6
Anthocyanidine, total® 53+76 43 + 82 47 +79
Cyanidin 25+ 31 21+£32 23 +32
Delphinidin 14 + 25 12+29 13 +£27
Flavonoide, total 37+44 27 +43 33+43
Flavonole* 58+4.6 5,0+ 5,1 54+49
Flavanone’ 31+43 22 +42 27 +43
Proanthocyanidine (PA), total 139+ 121 115+ 118 128 £ 120
PA Monomere® 13+13 10+ 13 12+13
PA Dimere 14+ 14 12+ 14 13+ 14
PA Trimere 12+ 14 10+13 11+13
PA, Oligomere (4-6) 22+26 18 £25 20+25
PA, Oligomere (7-10) 6+8 5+8 6+8
PA, >10 Polymere 24 £28 17 £24 21 £27
PA, gebunden 49 +48 42 £51 46 £ 50
Ellagitannine 15+43 8+ 28 12 +£37
Isoflavone’ 1,0 £48 0,8 +2,6 0,9+3.,9
Lignane® 1,4+7,5 0,4+2,1 0,9+5,7
Polyphenole, total 817 + 368 919 + 458 863 + 415

"Mittelwerte + SD, n = 2007 (1095 Frauen und 912 Ménner).

*Enthilt noch zusitzlich Protocatechur-, Vanillin-, p -Hydroxybenzoe- und Syringaséure.
*Enthilt noch zusitzlich Pelargonidin, Petunidin, Peonidin und Malvidin.

*Isorhamnetin, Kéampferol, Myricetin und Quercetin.

SEriodictyol, Hesperetin und Naringenin.

PA Monomer = Epicatechin, Catechin (= Flavan-3-ole).

"Biochanin A, Daidzein, Genistein, Glycitein und Formononetin.

8 . . . .. .
Matairesinol und Secoisolariciresinol.
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1.3  Verfugbarkeit und Metabolismus

Die gesundheitlichen Effekte von Polyphenolen hingen neben der Menge der Zufuhr
auch von deren Verfiigbarkeit am jeweiligen Zielort ab. Diese wird von der Absorp-
tion, dem Metabolismus und der Ausscheidung bestimmt; diese Parameter variieren
bei den einzelnen Polyphenolen stark. Des Weiteren kénnen die in Darm und Leber
entstandenen und im Blut und Zielorganen vorkommenden Polyphenolmetabolite in
ihrer Aktivitit von den entsprechenden Ausgangsverbindungen abweichen (Manach et
al. 2004). Der allgemeine Metabolismus der Polyphenole ist exemplarisch anhand der
Metabolisierung von Anthocyanen in Abbildung 10 dargestellt (McGhie und Walton
2007).

1.3.1 Mundhohle und Magen

Uber den Metabolismus von Polyphenolen in der Mundhéhle gibt es kaum Informa-
tionen. Lediglich eine Studie beschreibt die Hydrolyse u.a. von Quercetin-4’-glucosid
und Genistein-7-glucosid durch menschlichen Speichel unter Freisetzung der Agly-
cone Quercetin und Genistein. Die Untersuchung weiterer Flavonoidglycoside belegte,

dass vom Speichel nur Glucosekonjugate gespalten werden (Walle et al. 2005).

Man geht davon aus, dass Anthocyane im Gegensatz zu den anderen Flavonoiden
unter Beteiligung der Bilitranslocase in Form der Glycoside teilweise schon im Magen
absorbiert werden (Abbildung 10). Aufgrund dessen ldsst sich das Vorhandensein
intakter Anthocyanglycoside als Hauptform im zirkulatorischen System und deren
Ausscheidung im Urin erkldren. Das Fehlen der Aglycone konnte jedoch auch auf
deren Instabilitit unter physiologischen Bedingungen zuriickzufiihren sein. Das
Vorkommen von Glycosiden als Hauptform im zirkulatorischen System wurde bisher

fiir andere Flavonoide noch nicht beobachtet (McGhie und Walton 2007).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Absorption und des Metabolismus von Anthocyanen
modifiziert nach McGhie und Walton (2007). Acy-Gly = Anthocyanglycosid, Acy = Anthocyanidin;
Acy-methyl = methylierter Anthocyanmetabolit; Acy-Gluc = glucuronidierter Anthocyanmetabolit;
SGLT = natriumabhéingiger Glucosetransporter; LPH= Lactase-Phloridzinhydrolase.

Die bereits im Magen absorbierten Anthocyane werden zum Teil in der Leber methy-

liert bzw. glucuronidiert (first-pass Metabolismus) und gelangen anschlieend ins Blut

bzw. im Rahmen des enterohepatischen Kreislaufs iiber die Galle in den Diinndarm

(McGhie und Walton 2007).

Uber den Metabolismus der anderen Flavonoidklassen im Magen ist wenig

bekannt (Manach et al. 2004; McGhie und Walton 2007). Experimente mit Ratten
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zeigten, dass die Aglycone Quercetin und Daidzein im Magen absorbiert wurden,
jedoch nicht ihre Glycoside (Piskula et al. 1999; Crespy et al. 2002). Der GrofBteil der
Polyphenolglycoside erwies sich gegeniiber saurer Hydrolyse als resistent, passierte

den Magen und erreichte iiber den Zwdlffingerdarm den Diinndarm (Gee et al. 1998).

1.3.2 Duinndarm

Aglycone und Glucoside werden nach der Magenpassage im Diinndarm absorbiert
(Manach et al. 1995; Hollman et al. 1997). Aufgrund einer grof3eren Austauschfldche
bzw. Dichte von Transportsystemen finden im Diinndarm mehr absorptive Vorgédnge
als im Dickdarm statt. Quercetinglucoside werden im Diinndarm sogar besser ab-
sorbiert als ihre Aglycone (Hollman et al. 1995; Morand et al. 2000). Der dieser ge-
steigerten Effizienz zugrunde liegende Mechanismus basiert auf einem natrium-
abhingigen Glucosetransporter (SGLT) zum Transfer der Glucoside in die Entero-
zyten und anschlieender zelluldrer Hydrolyse durch eine cytosolische f-Glucosidase
(CBG) (Hollman et al. 1995; Day et al. 1998). Des Weiteren wird bei der Absorption
von Flavonoiden auch der Lactase-Phloridzinhydrolase (LPH), einer Glucosidase der
Biirstensaummembran des Diinndarms, eine wichtige Rolle zugesprochen. Sie kata-
lysiert nachweislich die extrazellulire Hydrolyse von Glucosiden, gefolgt von passiver

Diffusion des Aglycons durch die Biirstensaummembran (Day et al. 2000).

Rhamnoside, aber auch Arabinoside und Xyloside zeigten im Diinndarm gegen Ab-
sorption und Metabolismus durch die Mikroflora erhdhte Resistenz (Manach et al.
1995; Hollman et al. 1997). Diesen Effekt bestétigte eine in unserem Arbeitskreis vor
kurzem durchgefiihrte Studie mit Ileostomaprobanden, in welcher nach Einnahme von
Apfelsaft und Heidelbeeren in Abhédngigkeit vom Zuckerrest unterschiedliche Gehalte
an Quercetinglycosiden und Anthocyanen im Diinndarminhalt wiedergefunden wur-
den (Kahle et al. 2006). Die Absorption der Anthocyane im Diinndarm ist noch unge-
klart, aber die oben dargestellten Mechanismen (SGLT, LPH) werden auch fiir sie dis-
kutiert. Die im Diinndarm absorbierten Verbindungen werden zum Teil in der Leber
methyliert bzw. glucuronidiert (first-pass Metabolismus) und gelangen anschlieBend

ins Blut bzw. im Rahmen des enterohepatischen Kreislaufs iiber die Galle wieder
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zurlick in den Diinndarm. Nicht im Diinndarm absorbierte Polyphenole gelangen in

den Dickdarm.

1.3.3 Dickdarm

Die Polyphenolkonzentrationen im Dickdarm kénnen mehrere uM betragen (Scalbert
und Williamson 2000); Polyphenole wurden neben Carotinoiden als die einzigen im
Dickdarm vorkommenden Antioxidantien angesehen. Die Mikroflora des Dickdarms
hydrolysiert vorhandene Polyphenolglycoside und baut die entstechenden Aglycone zu
einer Reihe aromatischer Sduren ab (Kuehnau 1976; Scheline 1991). Die Aglycone
werden dabei durch Offnung des Heterozyklus an verschiedenen Positionen gespalten.
Aus Flavonolen entstehen dabei vor allem Hydroxyphenylessigsduren, aus Flavonen
und Flavanonen Hydroxyphenylpropionsduren, aus Flavanolen Phenylvalerolactone
und Hydroxyphenylséuren, und aus Anthocyanen werden verschiedene Phenolcarbon-
sduren sowie entsprechende Aldehyde gebildet (Manach ef al. 2004; Keppler und
Humpf 2005). Die Metabolite konnen weiter zu Benzoesdurederivaten abgebaut wer-
den. Die enstandenen mikrobiellen Endprodukte werden absorbiert und in der Leber
mit Glycin, Glucuronsdure oder Sulfat konjugiert. Die Metabolismuswege sind in
Tiermodellen ausfiihrlich untersucht worden; der Einfluss der chemischen Struktur auf
den Abbau ist bekannt. Beispielsweise werden Verbindungen, deren Hydroxylgruppe
in Position 5, 7 oder 4’ konjugiert ist, nicht gespalten (Griffiths und Smith 1972).
Humanstudien sind jedoch seltener, und individuelle Unterschiede, Einfluss der
Mikroflora und Bedeutung der Erndhrung auf die Produktion der mikrobiellen Meta-

bolite miissen noch genauer untersucht werden.

1.3.4 Konjugation der absorbierten Metabolite

Nach Absorption und kurzem Transport im Blut (s. Abschnitt 1.3.5) werden Poly-
phenole vor allem in Leber und Niere methyliert, sulfatiert oder glucuronidiert. Die
Methylierung wird von der Catechol-O-methyltransferase katalysiert. Dabei erfolgt
der Transfer einer Methylgruppe vom S-Adenosyl-L-methionin auf Polyphenole mit
einer o-Diphenol-(Catechol) Struktur. Diese Reaktion ist fiir Quercetin, Catechin,



Kenntnisstand 25

Kaffeesdure, Luteolin, Cyanidin und Peonidin im Menschen gezeigt (Wu et al. 2002).
Die Catechol-O-methyltransferase-Aktivitdt ist in Leber und Niere am hochsten und
wurde auch im Diinndarm von Ratten nachgewiesen (Tilgmann und Ulmanen 1996;
Piskula und Terao 1998; Donovan et al. 2001). Sulfotransferasen katalysieren den
Transfer einer Sulfatgruppe von 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat auf Hydroxyl-
gruppen von verschiedensten Substraten (Steroide, Gallensduren, Polyphenole, etc.)
fast ausschlieBlich in der Leber (Falany 1997; Piskula und Terao 1998). UDP-Glucu-
runosyltransferasen sind membrangebundene Enzyme, die im endoplasmatischen Re-
tikulum vieler Gewebe lokalisiert sind. Sie katalysieren den Transfer einer Glucuron-
sdure-Einheit von UDP-Glucuronsdure auf u.a Steroide, Gallenséduren und Poly-
phenole. Die Polyphenole werden vermutlich in den Enterozyten glucuronidiert, bevor
sie in der Leber weiter konjugiert werden (Sfakianos ef al. 1997; Spencer et al. 1999;
Crespy et al. 2001; Boersma et al. 2002). Der grofite Teil der in der Diinndarmmucosa
gebildeten Flavonoidglucuronide wird jedoch zuriick ins Darmlumen sekretiert, wo-
durch deren Absorptionsrate vermindert wird (Crespy et al. 1999; Andlauer et al.
2000). Die weitere Metabolisierung der Glucuronide in der Leber ist noch nicht ge-
klart. Vermutlich erfolgt nach Methylierung des Catecholrests die Deglucuronidierung

und Sulfatierung an Position C3’.

1.3.5 Plasmatransport

Polyphenole und deren Metabolite liegen im Blut nicht in freier Form vor. In vitro-
Inkubationen von Quercetin und dessen Metaboliten mit menschlichem Plasma
zeigten, dass Quercetin stark an Plasmaproteine bindet (99%) (Boulton et al. 1998).
Fiir die Bindung ist vor allem Serumalbumin verantwortlich. Der Grad der Bindung
hat Konsequenzen fiir die Verfligbarkeit der Polyphenole und entsprechender
Metabolite in Zellen und Geweben (Boulton et al. 1998). Der Effekt einer Sulfatierung
oder Glucuronidierung auf die Bindung an Albumin ist noch nicht geklirt. Ein Einfluf3
der Position der Konjugation wird diskutiert. Es ist allgemein anerkannt, dass der Grad
der zelluldren Aufnahme proportional zur ungebundenen Konzentration der Meta-
bolite ist. Der Effekt der Albuminbindung auf die biologische Aktivitit von Poly-

phenolen ist noch unzureichend untersucht (Manach et al. 2004). Es stellt sich daher
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die Frage, ob der proteingebundene Ligand noch iiber eine biologische Aktivitit ver-
fligt oder ob Polyphenole nur in ungebundener Form aktiv sind. Dangles et al. (1999)
zeigten, dass der Catecholrest des albumingebundenen Quercetins fiir oxidierende

Verbindungen wie Perjodat verfiigbar bleibt.

1.3.6 Aufnahme in das Gewebe

Daten iiber Konzentration und Aktivitit der Polyphenole in menschlichen Geweben
sind bislang noch limitiert. Bei Studien an Ratten und Méusen wurden Polyphenole
u.a. in Gehirn, Herz, Niere, Milz, Pankreas und Prostata detektiert (Ueno ef al. 1983;
Suganuma et al. 1998; Youdim et al. 2000; Datla et al. 2001; Abd El Mohsen et al.
2002; Mullen, Graf et al. 2002; Vitrac et al. 2003). Die Konzentrationen in diesen
Geweben variierten von 30 bis 3000 ng Aglyconédquivalent/g Gewebe in Abhdngigkeit
von der verabreichten Dosis und dem untersuchten Gewebe. Die wenigen Studien zei-
gen zum Einen, dass die Plasmakonzentrationen nicht direkt mit den Konzentrationen
in den Zielgeweben korrelieren, und zum Anderen, dass die Verteilung zwischen Blut

und Gewebe von Polyphenol zu Polyphenol unterschiedlich ist.

1.3.7 Ausscheidung

Die Eliminierung der Polyphenolmetabolite erfolgt iiber die Galle und den Urin.
Mehrfach konjugierte Metabolite werden vor allem iiber die Galle ausgeschieden,
wihrend die Ausscheidung kleinerer Konjugate wie z.B. Monosulfate vornehmlich
iiber den Urin erfolgt (Crespy ef al. 2003). Die Ausscheidung von Polyphenolen iiber
die Galle ist bisher nur in Ratten untersucht worden (Sfakianos et al. 1997; Kohri et al.
2001). Aufgrund der bei Ratten fehlenden Gallenblase ist eine Ubertragung auf den
Menschen nicht gewéhrleistet. Fiir Flavanone und Isoflavone betrug die Plasma-
konzentration 4-30% bzw. 16-66% der zugefiihrten Menge, wihrend Anthocyane und
Flavonole mit 0,005-0,1% bzw. 0,3-1,4% der Zufuhr wesentlich geringere Plasma-
konzentrationen aufwiesen (Manach et al. 2004). Diese geringen Werte konnten mit
einer Ausscheidung tiber die Galle oder intensiven Metabolisierung der Verbindungen

einhergehen. Da die Halbwertszeiten flir den Verbleib von Anthocyanen und Flavo-
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nolen im Plasma bei ca. 2 h liegen, kann eine Aufrechterhaltung hoher Konzentration
der Polyphenolmetaboliten im Plasma nur mit einem dauerhaften Konsum von poly-

phenolhaltigen Produkten erreicht werden (Manach ef al. 2004).

14 Biologische Effekte von Polyphenolen

Die protektiven Effekte von Polyphenolen in hoheren Pflanzen (u.a. FraBschutz,
Schutz vor UV-Strahlung) sind schon seit langem bekannt. Das Interesse an den Wir-
kungen der Polyphenole im Menschen ist seit dem Phénomen des ,,French Para-
doxons® (geringes Herzinfarktrisiko trotz hoher Zufuhr an geséttigten Fettsduren) (Re-
naud und Delorgeril 1992), welches mit hohem Rotweinverzehr in Zusammenhang ge-
bracht wird, gestiegen. Infolgedessen wurden die biologischen Effekte von Polyphe-
nolen u.a. in vitro mit isolierten Enzymen, kultivierten Zellen oder Geweben unter-
sucht. Sehr wenig ist tiber die in vivo-Situation und die Wirkungen der entsprechenden

Metabolite bekannt (Manach et al. 2004).

In letzter Zeit wurden die protektiven Effekte von Polyphenolen vermehrt mit dem
Schutz vor durch oxidativen Stress bedingten Krankheiten, wie kardiovaskuldren Er-
krankungen, Alzheimer sowie entziindlichen Darmerkrankungen in Verbindung ge-
bracht (Dryden et al. 2006). Als Grundlage fiir die protektiven Effekte geht man meist

von den antioxidativen Wirkungen der Polyphenole aus (Pietta 2000).

Im Folgenden werden die antioxidativen Effekte, die Rolle von Polyphenolen be-
ziiglich gastrointestinaler Erkrankungen und die Wechselwirkung mit Enzymsystemen

kurz dargestellt.

1.4.1 Antioxidative Effekte

Der menschliche Korper unterliegt stindig dem Einfluss reaktiver Sauerstoff- bzw.
Stickstoffspezies (ROS bzw. RNS), die sowohl endogen als auch exogen entstechen
konnen. Endogene Reaktanden werden bei bestimmten, im Korper ablaufenden Pro-

zessen wie Zellatmung, Entziindungsreaktionen oder Abbau von DNA-Basen gebildet.
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Exogen entstehen ROS bzw. RNS unter dem Einfluss von Faktoren wie UV-Strah-
lung, Chemikalien oder Zigarettenrauch (Kohen und Nyska 2002; Kuhn Merrily
2003). Zu diesen reaktiven Intermediaten zdhlen freie Radikale (u.a. das Hydroxyl-
radikal), das Superoxidradikalanion, das Stickstoffdioxidradikal aber auch nicht radi-
kalische Verbindungen wie Singulettsauerstoff, Wasserstoffperoxid, Ozon und Per-

oxynitrit (Halliwell 1997).

Der Korper des Menschen setzt enzymatische (Superoxiddismutase, Katalase und
Glutathionperoxidase) und nichtenzymatische (Antioxidantien wie z.B. f-Carotin, a-
Tocopherol und L-Ascorbinsédure) Schutzmechanismen zur Beseitigung der reaktiven
Oxidantien ein (Chandra et al. 2000; Finkel und Holbrook 2000). Wird das Gleich-
gewicht zwischen Bildung und Eliminierung der ROS zu Gunsten der Bildung ver-
schoben, spricht man von oxidativem Stress (Sies 1991). Zellmembranen, DNA und
Proteine sind Zielstrukturen der tiiberschiissigen reaktiven Sauerstoffspezies und
werden in Oxidationsreaktionen modifiziert und somit in ihrer Funktion beeintrachtigt.
Oxidativer Stress wird bereits seit Jahren mit zahlreichen Erkrankungen wie Herz-
kreislauf-Erkrankungen, Alzheimer und entziindlichen Darmerkrankungen in Verbin-

dung gebracht (Spector 1995; Halliwell 1996).

Wie bereits erwédhnt, wird die Mehrzahl der gesundheitsfordernden Effekte von
Polyphenolen auf deren antioxidative Eigenschaften zuriickgefiihrt (Rice-Evans et al.
1996; Bagchi et al. 1997; Hagerman et al. 1998; Plumb et al. 1998). Aufgrund ihrer
niedrigen Redoxpotentiale sind vor allem die Flavonoide in der Lage, reaktive ROS
bzw. RNS durch Abgabe eines Wasserstoffatoms zu reduzieren und damit zu
deaktivieren (Abbildung 11) (Rice-Evans ef al. 1995; van Acker ef al. 1996; Bors et
al. 1998; Pietta 2000). Das intermediédre Aroxylradikal kann durch Abfangen weiterer
Radikale in die stabile Chinon-Struktur iibergehen (Abbildung 11) (Pietta 2000).
Wesentliche strukturelle Voraussetzungen fiir die Radikalfingereigenschaft am
Flavonoidgrundgeriist sind nach aktuellem Kenntnisstand orthostdndige Hydroxyl-
gruppen am B-Ring, eine Doppelbindung zwischen C2 und C3 und eine Carbonyl-

gruppe an C4. Das Zusammenspiel dieser Strukturelemente ermdglicht eine Elek-
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tronendelokalisierung iiber das gesamte Ringsystem und damit eine Stabilisierung des
Radikals. Zusédtzliche Hydroxylgruppen an C3 und C5 erhdhen die Stabilitit des
Flavonoidradikals und somit das Radikalfangerpotential (Butkovic et al. 2004).

OH o 0]
/©/0H R\_}H /©/0H R\/%H /ﬁjro
—_— —_—
R R R

Flavonoid (FL-OH) Aroxylradikal (FL-O") Chinon

Abbildung 11: Deaktivierungsreaktion reaktiver Radikale durch Flavonoide, Schema modifiziert nach
Pietta (2000) und Rice-Evans (2001).

Flavonoide inaktivieren neben ROS und RNS auch metallische Prooxidantien wie
Eisen- und Kupferionen durch Bildung von stabilen Flavonoid-Chelatkomplexen (Ab-
bildung 12) (Noda et al. 2002). Dadurch erfolgt u.a. die Inhibierung der Lipidperoxi-
dation und der Lipoxygenasereaktion. Eine Verringerung der Lipidperoxidation und
der Oxidation von Low-Density Lipoproteinen (LDL) wurde in vitro (Satue-Gracia et

al. 1997; Noda et al. 2002) und in vivo (da Silva et al. 1998) beobachtet.

Abbildung 12: Flavonoid-Chelatkomplex mit Metallionen (Me") nach Belitz und Grosch (2001).

Sowohl Catechin als auch Quercetin wiesen in vitro und in vivo hohe Affinitat zur
Bildung von Kupfer- bzw. Eisen-Chelatkomplexe auf (Brown et al. 1998; Cheng und
Breen 2000; Soczynska-Kordala et al. 2001; Mira et al. 2002).
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1.4.2 Polyphenole und gastrointestinale Erkrankungen

Der Verdauungstrakt ist anfdllig fiir Krankheiten wie akuter Durchfall, Magen-
geschwiire, entziindliche Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) und
Krebs bzw. Krebsvorstufen. Polyphenole sollten u.a. aufgrund ihrer antioxidativen
Eigenschaften im Intestinaltrakt pridventiv oder gegebenenfalls auch therapeutisch

gegen die genannten Krankheiten einsetzbar sein (Dryden ef al. 2005).

1.4.2.1 Akuter Durchfall

Ein Polyphenolextrakt aus Apfeln inhibierte dosisabhingig eine mit Choleratoxin
induzierte Diarrho (Saito et al. 2002). Der gepriifte Extrakt, der vor allem hoch-
polymere Catechine enthielt, verminderte effektiv die Fliissigkeitssekretion. Diese
Beobachtung bestitigte die Ergebnisse eines klinischen Versuchs, bei dem Patienten
mit akuter Diarrhd tanninreiches Pulver aus Schalen von Friichten des Johannis-
brotbaums (21,2% Polyphenole) verabreicht bekamen. (Loeb ef al. 1989). Nach Auf-
nahme des Pulvers kam es 1.5 d friiher als bei den Kontrollgruppen zum Stillstand der
Diarrhd. Eine Vielzahl anderer gegen Diarrhd benutzter Formulierungen wurde auf
aktive Komponenten untersucht, und Polyphenole wurden in diesem Zusammenhang
wiederholt als aktive Molekiile identifiziert (Abdulrahman et al. 2004; Agbor Gabriel,
et al. 2004).

1.4.2.2 Magengeschwir

Helicobacter pylori kann Magengeschwiire und in seltenen Fillen auch Magenkrebs
verursachen. Wéhrend der Helicobacter pylori-Infektion kommt es zu oxidativem
Stress und somit zur Schiddigung der Magenschleimhaut (Lee et al. 2004). Zur
Behandlung einer solchen Infektion werden im Allgemeinen Protonenpumpen-
Inhibitoren, kombiniert mit Antibiotika eingesetzt. Die Behandlungsmethoden sind
jedoch noch liickenhaft, weshalb weiterhin nach Alternativen gesucht wird. Aufgrund
der antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften von Teepolyphenolen

untersuchten Lee ef al. (2004) die Effekte des Teeinhaltsstoffes Epigallocatechingallat.
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Dazu wurden menschliche Magenkrebszellen mit Helicobacter pylori inkubiert.
Bereits eine Vorbehandlung mit niedrigen Dosen Epigallocatechingallat verhinderte

u.a. bakteriell induzierte Cytotoxizitdt, DNA-Schidigung und Apoptose.

1.4.2.3 Entzundliche Darmerkrankungen

Sowohl Darmmucosazellen als auch aktivierte Neutrophile produzieren wihrend der
Entstehung von entziindlichen Darmerkrankungen (z.B. Colitis ulcerosa) freie Radi-
kale (Dryden et al. 2005). Um diese Reaktionen zu verhindern, wurden zahlreiche

Untersuchungen durchgefiihrt.

Mazzon et al. (2005) untersuchten die Wirkung eines polyphenolreichen Tee-Extrakts
auf eine mit 6-Dinitrobenzolsulfonsdure induzierte Colitis ulcerosa im Dickdarm von
Ratten. Die Anwendung des Extrakts reduzierte dabei nachweislich den TNF (,,tumor
necrosis factor*)-a-Anteil und fiihrte zu einem Anstieg des Himoxygenase-1-Gehalts,

verbunden mit einer Linderung der entziindlichen Prozesse im Dickdarm.

Der Effekt von (-)-Epigallocatechin-3-gallat auf NF (,,nuclear factor*)-xB in einer in-
testinalen Epithelzelllinie wurde von Yang et al. (2001) untersucht. (-)-Epigallocate-
chin-3-gallat inhibierte dosisabhéngig die Aktivierung von NF-xB und wirkte somit

antiinflammatorisch.

In einer weiteren Tierstudie wurde Colitis ulcerosa induziert und mit Polyphenolen
aus grinem Tee behandelt (Oz et al. 2005). Folgende Parameter verbesserten sich
durch die Behandlung: Histologie des Dickdarms, Korpergewicht und Héamatokrit-
wert. Zusitzlich waren ausgewihlte Entziindungsmarker im Serum (Serumamyloid A
und TNF-a) der behandelten Tiere signifikant niedriger als in den unbehandelten
Kontrollgruppen. Diese exemplarischen Studien zeigen, dass oral verabreichte, anti-
oxidativ wirksame Substanzen wie Polyphenole positive Effekte auf Entziindungen

der gastrointestinale Mucosa haben konnen.
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1.4.2.4 Krebserkrankungen des Verdauungstraktes

Darmkrebs ist in Deutschland die zweithdufigste Krebserkrankung, an der mehr als
6% der Bevdlkerung erkranken. Man geht davon aus, dass in den westlichen Industrie-
landern Erndhrungsfaktoren bei der Entstehung von Krebs mit eine Rolle spielen
konnen (Ju et al. 2003). So erhdht eine fettreiche Erndhrung das Risiko, an Darmkrebs
zu erkranken u.a. durch Verdnderungen des Arachidonsiduremetabolismus und Begiin-
stigung entziindlicher Darmerkrankungen (s. Abschnitt A 1.4.2.3). Infolge dieser Pro-
zesse kommt es vermehrt zu oxidativem Stress, der durch eine erhohte Zufuhr von
Antioxidantien beeinflusst werden kann. Tatséchlich ergaben epidemiologische Stu-
dien Hinweise auf protektive Effekte infolge einer polyphenolreichen Diit. Ji et al.
(1997) fiihrten eine entsprechende Studie iiber die Wirksamkeit eines erhdhten Kon-
sums an griinem Tee auf Pankreasenzyme und Darmkrebs in China durch. Die Hoéhe
des Konsums korrelierte invers mit dem Auftreten von Pankreas- und Darmkrebs.
Diese Beobachtung wurde durch verschiedene Tierstudien bestitigt. Nach Azoxy-
methan-induziertem Kolonkrebs und nachfolgender Zufuhr von griinem Tee wurden
sowohl in der Kolonmucosa als auch den Tumoren von Ratten Phospholipase A-
Aktivitdt, Cycloxygenase-2-Expression, Lipoxygenaseaktivitit und das Auftreten
anormaler Kryptenherde (,,aberrant crypt foci“: friiheste mikroskopisch fassbare
Liasionen im Kolon und Rektum) untersucht (Ju et al. 2003). Nach Gabe von griinem
Tee erfolgte eine Reduktion der Phospholipase A,- und 5-Lipoxygenase-Aktivitit,
womit eine Abnahme des Leukotrien Bs-Anteils um 90% verbunden war. Auch die

Zahl der ,,abberant crypt foci* nahm aufgrund des Teekonsums ab.

1.4.3 Wechselwirkung mit Enzymsystemen

Im vorangegangenen Abschnitt sind bereits Beispiele aufgefiihrt, bei denen Poly-
phenole nachweislich im Humanstoffwechsel wichtige Enzyme beeinflussten. Einen
Uberblick iiber die Hemmung einer weiteren Reihe von Enzymen durch Flavonoide
gibt Tabelle 3. Besonders hervorzuheben wegen ihrer Bedeutung im humanen Orga-
nismus sind Wechselwirkungen mit der Cytochrom P450 (CYP)-Enzymfamilie (Pha-
se-1 Enzyme), den Phase-II Enzymen und der Cyclooxygenase (COX) bzw. Lipoxyge-
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nase (LOX). Die Wechselwirkung der drei erstgenannten Enzyme mit Flavonoiden
wird im Folgenden kurz erldutert; auf Interaktionen von Polyphenolen mit LOX wird

im Abschnitt A 3.5 ndher eingegangen.

Tabelle 3: Hemmung von Enzymen durch Flavonoide, modifiziert nach Middleton et al. (2000).

Enzym Flavonoid
Proteintyrosinkinase Genistein, Quercetin
Proteinkinase C Fisetin, Quercetin, Luteolin
Phospholipase A2 Quercetin
Lipoxygenase sh. 3.5
Cyclooxygenase Prodelphinidin B-4 3'-O -gallat, Quercetin
Xanthinoxidase Quercetin, Luteolin
Topoisomerasen Genistein, Fisetin, Quercetin
RNA- und DNA-Polymerasen Quercetin, Kaempferol, Fisetin, Chrysin
Amylasen Quercetin
Malatdehydrogenase Quercetin
Lactatdehydrogenase Quercetin
Pyruvatkinase Quercetin

Alkohol- und Aldehydehydrogenase Daidzein
Ornithindecarboxylase Quercetin

Histidin- und DOPA-Decarboxylase Quercetin, (+)-Catechin
Reverse Transkriptasen Quercetin, Baicalein, Myricetin
HIV-1-Proteinase Myricetin, Morin, Quercetin, Fisetin
HIV-1-Integrase Quercetin
Hyaluronidase Kaempferol

ATPase Quercetin
Adenylatzyklase Chrysin, Apigenin
Gluthation-S-Transferase Quercetin
CYP-Familie u.a. Naringenin, Baicalein, Galangin

CYP P450-Enzyme sind als Phase-I Enzyme am Metabolismus vieler Xenobiotika
beteiligt. Dabei konnen sie reaktive Sauerstoffverbindungen freisetzen und in Sekun-
dérreaktionen z.B. polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs) oder Nitros-
amine zu genotoxischen Verbindungen aktivieren. Flavonoide inhibieren CYP-En-
zyme direkt, fangen reaktive O,-Verbindungen ab und zeigen so antimutagene Wir-
kung (Moon et al. 2006). Dariiber hinaus hemmen Flavone (Chrysin, Baicalein und
Galangin), Flavanone (Naringenin) und Isoflavone (Genistein und Biochanin A)
Aromatase CYP 19 und verringern dadurch die Estrogenbiosynthese — ein bei der Ent-
wicklung von Brust- und Prostatakrebs zu diskutierender Effekt (Moon et al. 2006).

Allerdings kann auch eine Aktivierung von CYP-Enzymen und somit eine erhohte
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Freisetzung von reaktiven Sauerstoffverbindungen kann durch Flavonoide erfolgen,
was am Beispiel von Flavonen, Flavanonen und CYP 1A bzw. CYP 2B in Ratten

gezeigt worden ist (Siess ef al. 1996).

Weitere Beispiele flir die Inhibierung oder Induktion von CYP-Enzymen durch
Flavonoide beschreiben Studien von Kay und Holub (2006) und Moon et al. (2006).
Phase-II Enzyme wie UDP-Glucuronyltransferase, Glutathion-S-Transferase und Chi-
nonreduktase werden durch Flavonoide aktiviert. Es wird vermutet, dass die Induktion
der Phase-II Enzyme dabei ihren Ursprung in der durch Flavonoide hervorgerufenen
Toxizitét hat. Polyphenole konnen im Organismus prokanzerogene Chinone bilden,
die von der Chinonreduktase metabolisiert und damit von der Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen abgehalten werden. Die Aufnahme von Flavonoiden aktiviert
diese Phase-II Enzyme primédr zu deren Metabolisierung und Exkretion, bedingt
dadurch aber eine generelle Steigerung des Abwehrsystems gegen weitere Kanzero-
gene (Scalbert er al. 2005). Weiterhin stellen zahlreiche Flavonoide (z.B. Fisetin,
Galangin, Quercetin, Kédmpferol und Genistein) wirksame nichtkompetitive Inhibi-

toren der Sulfotransferase 1A1 dar (Moon et al. 2006).

Die Hemmung von Enzymen des Arachidonsduremetabolismus durch Polyphenole ist
bedeutsam fiir die Pathogenese von kardiovaskuldren Erkrankungen und die Bildung
von Tumoren. Die durch COX und LOX katalysierte Peroxidierung von Arachidon-
sdure (AA) fiihrt potentiell zu einer Vielzahl von Genotoxinen, deren DNA-Addukte

als ein Schritt im Prozess der Karzinogenese angesehen werden (Blair ez al. 2006).

Ebenso bedeutend wie die Bildung von Lipidhydroperoxiden ist die metabolische
Umsetzung der AA durch COXs und LOXs zu den physiologisch aktiven Eico-
sanoiden (COXs: Endoperoxide, Prostaglandine, Thromboxane, Prostacycline; LOXs:
Leukotriene, Hepoxiline, Trioxiline, Lipoxine). Diese konnen als lokal wirkende
Hormone unterschiedliche Zellantworten auslosen. In der Pathogenese von Herzkreis-
lauferkrankungen stehen insbesondere die Thromboxane und Leukotriene im Mittel-

punkt des Interesses. Die Thromboxane A, und B, wirken zum Einen gefia3verengend
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und zum Anderen stark proaggregatorisch auf die Blutpldttchen. Somit steigt die
Gefahr einer Thrombenbildung und damit die eines Herzinfarktes oder Schlaganfalls
erheblich (Loffler und Petrides 1998). Verschiedene Luteolinderivate inhibierten nach-
weislich COX und verringerten dadurch die Synthese von Thromboxan B, (Odontuya
et al. 2005). Weitere Studien zur Modulation der Arachidonsdurekaskade durch Flavo-

noide wurden von Schneider und Bucar (2005) und Werz (2007) zusammengefasst.

2 D-Galacturonsaure und Pektin

2.1 D-Galacturonsaure

D-Galacturonséure zeigt Mutarotation und liegt bevorzugt in der dargestellten a-pyra-
noiden Form vor (Abbildung 13). Als solche ist sie Bestandteil vieler saurer Oligo-
und Polysaccharide, von denen einige als Verdickungsmittel und Geliermittel bei der
Lebensmittelherstellung verwendet werden (Pektin, s. Abschnitt A 2.2; Tragant, Kara-
ya-Gummi). Die Gewinnung von D-Galacturonsdure erfolgt durch enzymatische Hy-

drolyse von Pektin.

Mit Hilfe von Farbreagenzien wie Naphthalin-1,3-diol (Tollens-Reagenz) oder Carba-
zol 1dBt sich D-Galacturonsdure qualitativ und quantitativ erfassen. Zusédtzlich kann

dies auch enzymatisch erfolgen (Eisenbrand et al. 2006).

OH
COOH

HO
OH

OH

Abbildung 13: Struktur von a-D-Galacturonsiure.

Uber den intestinalen Metabolismus von o-D-Galacturonsdure ist bisher noch nichts

bekannt.
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2.2 Pektin

2.2.1 Allgemeines

Pektine sind hochmolekulare glycosidische Pflanzeninhaltsstoffe, die in Friichten,
Wurzeln und Blattern weit verbreitet sind. Die Pektine bestehen im Wesentlichen aus
Ketten von 1,4-a-glycosidisch verbundenen Galacturonsidure-Einheiten, deren Saure-
gruppen zu 20-80% mit Methanol (MeOH) verestert sind. Man unterscheidet zwischen
hochveresterten (HV-Pektine, > 50%) und niedrigveresterten Pektinen (NV-Pektine,
< 50%) (Abbildung 14). Durch Esterhydrolyse erhilt man Pektinsdure (Polygalactu-
ronsdure) und durch deren Salzbildung Pektate (Eisenbrand et al. 2006).

Obst-Pektin enthélt 95%, Riiben-Pektin bis zu 85% D-Galacturonsaure, der
Rest besteht aus anderen Zuckereinheiten (s. Abschnitt A 2.2.2). Die Molmassen der
verschiedenen Pektine variieren zwischen 10 und 500 kDa. Die Struktureigenschaften
sind stark vom Polymerisationsgrad abhédngig. So bilden z.B. die Obst-Pektine in ge-
trocknetem Zustand Fasern, wihrend die Flachs-Pektine eine feinkdrnige, pulvrige

Textur aufweisen (Eisenbrand et al. 2006).

2.2.2 Struktur

Pektine verfiigen tiber keine exakt festgelegte Struktur (Pérez et al. 2000). Der Haupt-
anteil wird von homopolymeren, partiell methylierten a-(1—4)-D-Galacturonséure-
Resten (,,smooth region®) gebildet (Abbildung 14), die von sogenannten ,hairy
regions* mit alternierenden a-(1—2)-L-Rhamnosyl-a-(1—4)-D-Galacturonosyl-Sek-
tionen ergidnzt werden. Diese Verzweigungsstellen mit meist neutralen Seitenketten
(1-20 Reste) enthalten vorwiegend L-Arabinose und D-Galactose als Zuckereinheit
(Rhamnogalacturonan I). Auch sogenannte Rhamnogalacturonan-II-Seitenketten, die
andere Reste wie D-Xylose, L-Fucose, D-Glucuronsdure, D-Apiose, 3-Desoxy-D-
manno-2-octulosonsdure und 3-Desoxy-D-lyxo-2-heptulosonsiure enthalten, tragen

zur Strukturbildung der Pektine bei (Pérez et al. 2003).



Kenntnisstand 37

Abbildung 14: Grundstruktur des Pektinmolekiils, modifiziert nach Eisenbrand et al. (2006); HV-
und NV-Pektin: R=H, R,=OCHj;; amidiertes Pektin: R;=H, R,=NH,.

2.2.3 Vorkommen

Pektin kommt in der Natur hauptsichlich in folgenden Formen vor:

a.) gelost im Zellsaft,
b.) als unldsliches Calcium-Pektat in der Mittellamelle der Zellwinde,
c.) als unldsliches, wahrscheinlich mit Calcium-, Magnesium- und Phosphat-Ionen

vernetztes Protopektin in der primdren Zellmembran.

Der Pektingehalt in Friichten kann stark variieren: Apfel 1-1,5%, Aprikosen 1%, Kir-
sche 0,4%, Apfelsine 0,9-3,5%, Mohren 1,4%, Orangenschalen und Zitronenschalen
30%, Apfeltrester 15% (Eisenbrand et al. 2006).

2.2.4 Funktionen

Pektine fungieren in der Pflanze hauptsidchlich als Geriist- und Kittsubstanzen, sie
gewdhrleisten dadurch den Zusammenhalt der Zellen im Gewebsverband. Werden
Pektine durch Einwirkung Pektin-spaltender Enzyme lysiert, resultiert ein Gewebs-
zerfall in der Pflanze. Der Pektingehalt der Pflanzen ist groBen Schwankungen unter-
worfen; er ist in jungen, unverholzten Pflanzenteile am hdchsten (Eisenbrand et al.

2006).
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2.2.5 Gewinnung

Pektin wird aus Schalen von Citrusfriichten (Orangen, Grapefruit, Limone) und Apfel-
trester nach Trocknung bei 80-100°C und Extraktion mit Séure (pH 1,5-3,5) gewon-
nen. Der Extrakt wird filtriert, adsorptiv gereinigt und im Vakuum bis auf 8-12%
Trockensubstanz konzentriert. Aus dem Konzentrat wird Pektin a) durch organische
Losemittel (Ethanol, Isopropanol, Aceton) oder b) durch Aluminiumsalze als unlds-
liches Aluminium-Pektat gefdllt. Durch Filtration und Trocknung erhélt man bei a)
HV-Pektin, bei b) wird das Aluminium-Pektat mit angesduerten organischen Ldse-
mitteln in das freie Pektin iiberfiihrt, wobei man ebenfalls ein HV-Pektin erhélt. Durch
Behandlung mit Séduren, Alkalien oder Enzymen erhdlt man NV-Pektin. Die Entes-
terung mit alkoholischem Ammoniumhydroxid fithrt zur Bildung von amidiertem

Pektin (AP, E 440b) (Eisenbrand et al. 2006).

2.2.6 Gelbildungseigenschaften

Durch Wasserstoftbriickenbindungen kommt es in Teilbereichen der hochveresterten
Pektin-Kette zu Assoziationen, wodurch sich ein dreidimensionales Netzwerk aus-
bildet. Die UnregelmiBigkeiten im Molekiil, hervorgerufen durch Zuckereinheiten wie
L-Rhamnose, bewirken nur kurze Haftstellen, deren Stabilisierung durch Herabsetzen
der Wasseraktivitdt und Dissoziation vermindert werden muss. Beides gelingt durch
Zusatz von Zucker (z.B. Saccharose) und Sdure (Fruchtsduren wie Citronensdure und
Apfelsiure). Allgemein unterscheidet man schnell gelierendes Pektin (20-70 s) mit
einem Veresterungsgrad zwischen 72% und 74%, normal gelierendes Pektin (100-140
s) mit 68-71% Veresterungsgrad und langsam gelierendes Pektin (180-250 s) mit 61-
68% Veresterungsgrad. Die Gele der hochveresterten Pektine sind nicht hitzerever-

sibel (Eisenbrand et al. 2006).

Niedrigveresterte Pektine (20-45%) bendtigen zur Gelbildung zweiwertige Kationen,
welche mit den Carboxy- und Hydroxylgruppen der durch axial-axial Bindung ver-
kniipften Galacturonsdurebausteine Kettenassoziate nach dem Egg-Box-Modell bil-

den. Calcium-Ionen miissen im Unterschuss bleiben und diirfen nur langsam mit dem
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Pektin-Molekiil reagieren. Letzteres wird durch Verwendung von unldslichen Cal-
ciumsalzen wie Citrat oder Phosphat erreicht. Bei Calcium-Pektinaten handelt es sich

um hitzereversible Gele (Eisenbrand et al. 2006).

Amidierte Pektine nehmen hinsichtlich ihrer Gelbildungseigenschaften eine Mittel-
stellung ein; sie bendtigen zwar Calcium-Ionen, neigen aber bei Calcium-Uberschuss

nicht zur Koagulation (Eisenbrand et al. 2006).

2.2.7 Verwendung

Die technisch wichtigste Eigenschaft der Pektine ist ihre Fahigkeit zur Bildung von
Gelen. Die hochveresterten Pektine liefern in saurer (pH 3-5), wisseriger Losung nach
Zusatz von ca. 60-65% Zucker (und gegebenenfalls Séuren) klare, feste Gele. Diese
Eigenschaft der Pektine wird zur Herstellung von Obstgelees, Marmeladen und Konfi-
tiiren und beim Eindicken von Einmachgut aller Art genutzt, indem man wéhrend des
Kochens durch Zusatz von Pektin-Extrakten (Gelierpulver) oder vorgemischtem Ge-
lierzucker ein Gelieren herbeifiihrt. Bei niederveresterten Pektinen ist die Gelbildung
weitgehend unabhingig vom Zuckergehalt und Sauregehalt, erfordert dagegen die An-
wesenheit von Calcium-lonen. Pektine werden — meist in amidierter Form — z.B. zur
Herstellung nihrstoffreduzierter, didtetischer Konfitliren und Marmeladen, fiir Torten-
gull, zur Gelierung von Milchdesserts und als Verdickungsmittel und Schutzkolloid
fir Emulsionen in der Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie verwendet. Wei-
terhin finden Pektine Verwendung als Stabilisatoren fiir Speiseeis sowie als Kom-

plexbildner zur Entgiftung bei Schwermetallvergiftungen (Eisenbrand et al. 2006).

2.2.8 Metabolismus

Da Pektin als bekannter physiologisch aktiver Bestandteil der Ballaststoffe gilt (Lim e?
al. 2005; Young Graeme, Hu et al. 2005), wurde der intestinale Metabolismus von
HV-und NV-Pektin bereits mehrfach untersucht. Saito ez al. (2005) und Dongowski et
al. (2002) haben allerdings widerspriichliche Ergebnisse erzielt. Im Gegensatz dazu

gibt es nahezu keine Informationen iiber den Metabolismus von amidiertem Pektin



40 Kenntnisstand

(Gulfi et al. 2006) und D-Galacturonséure - dem Monomer und gleichzeitig Hauptme-
taboliten des Pektins (s. Abschnitt A 2.1). Pektin wird partiell oder vollstindig durch
die Mikroflora des Dickdarms abgebaut (Dongowski et al. 2002), wobei der Abbau
ein mehrstufiger Prozess ist, der durch Demethylierung unter Einfluss von Pektin-
esterasen eingeleitet wird und zur Bildung von Pektinséure fiihrt. Diese wird durch die
Enzyme Pektinlyase und endo- bzw. exo-Polygalacturonase depolymerisiert, wobei
oligomere und monomere, geséittigte und ungesittigte Galacturonsédurereste entstehen.
Die Oligomeren werden sukzessiv zu Monomeren abgebaut, die anschlieBend iiber
den Embden-Meyerhof-Parnas- und den Pentosephosphat-Weg fermentiert und letzt-
endlich zu kurzkettigen Fettsduren (SCFA) (Acetat, Propionat, Butyrat und Valerat)
und Gasen (H,, CO,) als Endprodukte abgebaut werden (Dongowski et al. 2002).

2.2.9 Biologische Effekte

Der anerkannt erndhrungsphysiologische Nutzen der Pektine besteht in ihrer Funktion
als Ballaststoffe. Einige neuere Untersuchungen deuten auf immunstimulierende
Effekte der Pektine hin (Paulsen 2002). In der Medizin wird Pektin traditionell wegen
seiner antidiuretischen Eigenschaften verabreicht. Des Weiteren werden dem Ballast-
stoff zahlreiche gesundheitsférdernde Effekte wie Wechselwirkung mit Gallensduren
und vor allem Senkung des Serum-Cholesterolspiegels zugeschrieben (Paulsen 2002).
Die genannten Wirkungen kann Pektin nur als Makromolekiil entfalten, wie von

Dongowski et al. (2002) gezeigt worden ist.
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3 Lipoxygenase (LOX)
3.1 Die LOX-Familie

3.1.1 Vorkommen

Lipoxygenasen (LOX) (EC 1.13.11.12) gehdren zu den cytosolischen Enzymen und
sind in Pflanzen, Pilzen, Tieren und Humangeweben weit verbreitet. Mehrfach unge-
sattigte Fettsduren mit 1,4-(Z,Z)-Pentadiensystem stellen Substrate fir LOX-kataly-
sierte Reaktionen dar (Abbildung 15) (Yamamoto ef al. 1997; Grechkin 1998).

Hohere Pflanzen enthalten viele verschiedene LOX. So kommen allein in der Soja-
bohne (Glycine max) 8 Isoformen vor. In der Maus werden Lipoxygenaseproteine von
7 Genen exprimiert, und 5 homologe LOX wurden bereits im Menschen charak-

terisiert (Boeglin et al. 1998; Krieg ef al. 1998; Sun et al. 1998).

HC \/\/\_/\_/\/\/\/\__-_
COOH

COOH

Z

AN

CH,

—— —— COOH
< CH,

Abbildung 15: Gemeinsame Strukturelemente von LOX-Substraten am Beispiel von Linol-, Linolen-
und Arachidonsdure (von oben nach unten); m: proximaler Rest (hydrophil) m: distaler Rest (hydro-
phob), m: Pentadiensystem.

In den folgenden Beispielen (Abbildung 16) ist die Umsetzung von 1,4-(Z,Z)-Penta-
dien-strukturierten Fettsduren mit molekularem Sauerstoff zu Hydroperoxyfettsduren

dargestellt.
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Pflanze

Lipoxygenase _

R1/2m Ros 02 R1/2/—m R.

— — COOH
Lipoxygenase _
_ — 0,

Abbildung 16: 1: Dioxygenierung 1,4-(Z,Z)-ungesittigter Fettsduren durch LOX (fiir Linolséure: R,
(Methylende) = (CH;)4Me; R, (Carboxylende)= (CH,);COOH). 2: Dioxygenierung von Arachidonsidure
durch 15-LOX. Modifiziert nach Brash (1999).

OOH

3.1.2 Nomenklatur

Die Nomenklatur basiert auf der Substratspezifitidt des Enzyms. Im Folgenden bedeu-
tet dies, dass eine 12-LOX Arachidonsdure an C12 oxygeniert. Sofern erforderlich,
wird zusétzlich die Stereoselektivitit angegeben (12-(R)-LOX oder 12-(S5)-LOX).
Sollte mehr als ein 12-LOX-Typ in der selben Spezies vorkommt, wird nach dem Ge-
webe des Auftretens unterschieden (z.Bsp.: Blutplittchen-, Leukozyten- oder epider-

male 12-LOX) (Yamamoto et al. 1997).

3.2 LOX-Katalyse

3.2.1 Enzymstruktur

Das Lipoxygenaseprotein besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einer Mole-

kularmasse von 75-80 kDa in Tieren (inklusive Mensch) und 94-104 kDa in Pflanzen.



Kenntnisstand 43

N-terminale
Doméine

‘T C-terminale
\  Domaine

Abbildung 17: Kristallstruktur der Soja LOX-1 modifiziert nach Youn et al. (2006). Die Quell-
daten wurden von der Protein Data Base bezogen (PDB: 2IUJ). Die Visualisierung erfolgte durch
Accelerys viewer lite 5.0 Software. Die N-terminale Doméne ist dunkelgriin und die C-terminale
Domine silbern gefirbt. Das Fe*'-Ton ist als rote Kugel dargestellt.

Das N-terminale Ende stellt eine f-Faltblattstruktur (8 Faltblétter) dar, die grofere
katalytische Doméne besteht aus a-helicalen Einheiten (20-30 Helices) mit einem

nicht-Ham Eisenatom als katalytischem Zentrum (Abbildung 17) (Brash 1999).

Die Liganden des Eisenatoms umfassen 4 Histidinreste und die Carboxylgruppe eines
Isoleucinrests vom C-Terminus des Proteins. Die Aminosdurereste sind in Form einer

Bipyramide octahedral um das Eisenatom angeordnet (Abbildung 18) (Brash 1999).
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Abbildung 18: Anordnung der Liganden um das nicht-Hdam Eisenatom der LOX modifiziert nach
Gillmor et al. (1997). Die Visualisierung erfolgte durch ChemBioDraw 3D Ultra 9.0 Software. Dar-
stellung im Stdbchenmodell. Grau: Kohlenstoffatome, Weil3: Wasserstoffatome, Blau: Stickstoffatome,
Rot: Sauerstoffatome, Magenta: Rest.

Nach Isolierung des Enzyms liegt das Eisenatom tiiblicherweise in der inaktiven zwei-
wertigen Form vor. Bei der Katalyse wird das Eisen durch das Produkt oxidiert und so
in die aktive Fe’"-Form iiberfiihrt (Produktaktivierung) (Abbildung 19). Von vier
Isoformen sind die Kristallstrukturen bekannt: drei sind 15-LOX (Soja LOX-1 und
zweil 15-LOX aus Kaninchen-Reticulozyten) (Boyington et al. 1993; Minor et al.
1996; Gillmor et al. 1997). Bei der vierten handelt es sich um Soja LOX-3, die eine
unspezifische Peroxidation katalysiert (Skrzypczak-Jankun, ef al. 1997). Trotz der auf-
geklirten Kristallstrukturen ist weder bekannt, wie das Substrat zum katalytischen

Zentrum gelangt, noch wie es zur Substratbindung kommt.

3.2.2 Mechanismus der LOX-Katalyse

Der Mechanismus der LOX-Katalyse ist bis heute noch nicht vollkommen geklért.

Experimentelle Befunde weisen auf einen Radikalmechanismus hin (Chamulitrat und
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Mason 1989; Maccarrone et al. 1995). Nach dem in Abbildung 19 dargestellten Mo-
dell der LOX-Katalyse durchlduft das Enzym unter aeroben Bedingungen nach

Produkt-Aktivierung einen Redoxzyklus, den man in fiinf Schritte unterteilen kann:

Aerober Zyklus Anaerober Zyklus
LOX Fe2*
(natives, inaktives Enzym) n-Pentan
/ Oxodiene
ROOH

LOX Fe3*
(aktives Enzym)

H+
Y Vv
LOX—— Fe?t =N
‘—A \ LOX—— Fe?*
>_%\=/
+D|mere HOO

Abbildung 19: Postulierter Reaktionsablauf der LOX-Katalyse: Dioxygenasereaktion (acrober Zyklus)
und Hydroperoxidasereaktion (anaerober Zyklus) modifiziert nach De Groot et al. (1975). Die Visuali-
sierung erfolgte durch ChemDraw Ultra 9.0 Software.

1. Abstraktion eines H-Atoms der doppeltallylstindigen Methylengruppe im Sub-
strat unter Bildung eines Fettsdureradikals; Valenzwechsel von Fe*™ zu Fe’™ im
aktiven Zentrum.

2. Bildung des konjugierten Doppelbindungssytems verbunden mit Isomerisie-
rung in die E-Form.

3. Insertion von molekularem Sauerstoff unter Bildung eines Peroxyradikals.

4. Oxidation des Eisens von Fe*" zu Fe’", zugleich Reduktion des Fettsiureradi-

kals zum Anion.
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5. Freisetzung der aktiven Fe’’-Form und Bildung des Hydroperoxids durch

Protonierung.

Sinkt die O,-Konzentration wihrend der Katalyse, treten Dioxygenase- und Hydro-
peroxidasereaktion in Konkurrenz zueinander auf. Bei der Hydroperoxidasereaktion
handelt es sich um einen anaerob verlaufenden Mechanismus (Ludwig et al. 1987).
Das Eisen im aktiven Zentrum des Enzyms absolviert einen Redoxzyklus, in dessen
Verlauf ein Pentadienylradikal aus einem Fettsduremolekiil sowie ein Alkoxyradikal
aus einem Hydroperoxid freigesetzt werden (Garssen et al. 1972; Verhagen et al.
1977). Analog zur Dioxygenasereaktion wird aus der doppeltallylstindigen Methylen-
gruppe eines Fettsduremolekiils ein H-Atom abstrahiert. Aufgrund des Sauerstoft-
mangels findet jedoch keine Sauerstoffinsertion, sondern die Dissoziation des Fett-
sdureradikals aus dem Enzym-Fettsdureradikal-Komplex statt. Durch Reaktion zweier
Radikale entstehen Fettsiuredimere. Durch Reaktion der inaktiven Fe*-Form des
Enzyms mit einem Fettsdurehydroperoxid werden Hydroxyionen und Alkoxyradikale,
die wiederum zu Oxodienen und n-Pentan zerfallen kdnnen, gebildet. Dabei wird die

inaktive Fe**-Form zur aktiven Fe**-Spezies oxidiert und kann erneut einen Katalyse-

zyklus durchlaufen (Roth 1998).

Die LOX-katalysierte Dioxygenierung verlduft sowohl regio- als auch enantioselektiv.
Typ-I LOX wie Soja LOX-1, Kartoffel- oder Weizen-LOX zeichnen sich durch ihre
hohe Regio- und Stereoselektivitét aus, d.h. sie bilden eines der beiden Regioisomere
in enantiomerenreiner Form. Typ-II LOX wie Soja LOX-2 und -3 hingegen zeigen
kaum Selektivitit: die Regioisomere und Enantiomere werden in vergleichbaren Men-
gen gebildet (van Os ef al. 1979). Mit Ausnahme der Biosynthese (R)-konfigurierter
Hydroperoxide durch die Koralle Pseudoplexaura porosa wird fiir alle bisher unter-
suchten Typ-I LOX die stereoselektive Bildung (S)-konfigurierter Hydroperoxide be-
schrieben (Bundy et al. 1986).
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3.3 Ubernahme des Substrats

3.3.1 Einfluss der Proteinstruktur

Die p-Fallblattstruktur der LOX (Abbildung 17) besitzt signifikante Homologie zu
einer Domédne am C-Terminus der Sduger-Lipasen (Gillmor et al. 1997). Analog zur
LOX sind Lipasen cytosolische Enzyme, die nur an der Grenzfliche Wasser/Lipid
aktiv sind und sich daher im hydrophoben Umfeld des Substrats vor entsprechender
Umsetzung erst Zugang verschaffen miissen. Diese Funktion der Anlagerung an der
Phasengrenze libernimmt nachweislich eine Doméne mit S-Faltblattstruktur, die dem
Enzym {iber Protein-Protein und hydrophobe Wechselwirkungen mit Lipoprotein-
partikeln Zugang zum Substrat verschafft (Gillmor et al. 1997). Bei LOX ist diese
Funktion zwar noch nicht vollstindig bewiesen, wird aber aufgrund der Homologie

der beiden Doménen angenommen.

3.3.2 5-LOX und five-LOX-activating Protein (FLAP)

Bei der leukozytiren 5-LOX wurden Wechselwirkungen mit dem Substrat bisher am

besten untersucht (Abbildung 21).

Dabei immobilisiert die 5-LOX das Substrat iiber eine komplexe Protein-Protein Inter-
aktion mit dem ,,five-lipoxygenase activating protein“ (FLAP), welches ein 18-kDa
grofes integrales Membranprotein darstellt (Struktur s. Abbildung 20) (Evans et al.
2008).
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Zellmembran

Abbildung 20: Struktur des ,,five-lipoxygenase activating proteins* (FLAP) im Komplex mit MK-591
modifiziert nach Evans et al. (2008). Die einzelnen Monomere des FLAP-Trimers sind griin, blau und
violett dargestellt. Der Blick zeigt das Protein integriert in die angedeutete Zellkernmembran. Das
MK-591-Molekiil ist als Stabchenmodell dargestellt.

Nach Stimulation der Zelle kommt es vermehrt zu Ca*"-Mobilisierung und Akti-
vierung der ,,mitogen-activated protein kinase® (MK-2/3) bzw. der ,,extracellular-sig-
nal regulated kinase® (ERK). Beide Kinasen aktivieren die 5-LOX durch Phosphory-
lierung, wihrend parallel dazu Fettsdurehydroperoxide (LOOH) das Eisen im aktiven
Zentrum oxidieren. Nachdem AA durch die cytosolische Phospholipase A, (cPLA>)
aus der Zellmembran freigesetzt wird, priasentiert FLAP, das selbst keine enzyma-
tische Wirkung besitzt, das Substrat der 5-LOX (Mancini et al. 1993) (Abbildung 21).
Bis dato wurden drei weitere Proteine identifiziert, die mit 5-LOX in Wechselwirkung
treten und an der Regulierung bzw. Lokalisierung des Enzyms am Zellkern beteiligt

sind. FLAP gehort jedoch zu den bislang am besten untersuchten (Provost et al. 1999).
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Abbildung 21: Aktivierung und Bereitstellung des Substrats in Leukozyten modifiziert nach Werz
(2007). cAMP: cytosolisches Adenosinmonophosphat, PKA: Proteinkinase A, CLP: ,,coactosine-like
protein®, ERK: ,.extracellular-signal regulated kinase®, P: Phosphat, MK-2/3: | mitogen-activated pro-
tein kinase®, LOOH: Fettsdurehydroperoxid, LTs: Leukotriene, FLAP: , five-lipoxygenase activating
protein“, AA: Arachidonséure, cPLA,: cytosolische Phospholipase A,.

3.4 Die Rolle der LOX und ihrer Produkte in vivo

Die Funktionen der LOX und ihrer Produkte sind sehr vielfaltig. Am besten untersucht
ist die Bildung biologisch aktiver Verbindungen/Signalmolekiile. Abbildung 22 gibt

einen Uberblick iiber die biologischen Funktionen von Lipoxygenasen.

Ein Beispiel fiir ein durch LOX katalysiertes Endprodukt ist 12-Hydroxyeicosatetraen
(12-HETE), das durch die 12-LOX der Blutplattchen generiert wird. LOX-Produkte
wie 12-HETE konnen sehr schnell wirken. Schon im nanomolaren Bereich sind sie in

der Lage, an Rezeptoren und Kanélen der Zelloberfldche zu binden und dort u.a. die
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Neurotransmission und Zelladhdsion zu modulieren (Piomelli et al. 1987). Die 12-
LOX ist aber auch féhig, ihre Wirkung iiber einen ldngeren Zeitraum zu entfalten und
dabei Produkte zu bilden, die Effekte auf Zelldifferenzierung oder Zelliiberleben
austiben (Yu, ef al. 1995; Tang, et al. 1996).

Lipoxygenase-Funktionen

|
| | |

Signaltrans- Peroxidations- Mobilisierung
duktionen reaktionen von Lipiden
Bildung Bildung eines Oxidation von
eines einzelnen Produktgemisches Estern
Fettsaureprodukts aus freien Fettsduren
-und Estern
Zwischen- End- Oxidation, Oxidation,
produkt produkt physiologisch pathologisch
| \ \ |
z. B. z. B. z. B.in z. B.
Leukotriene 12-HETE Reticulozyten, Oxidation
Keratinozyten von LDL \
l l l l S-Oxidation
Strukturelle Pathologische

ignal ignal
Signa Signa Veranderungen Verédnderungen

Abbildung 22: Die biologischen Funktionen der LOX modifiziert nach (Brash 1999).

Wenn eine veresterte Fettsdure umgesetzt wird, werden Mischungen von Hydroper-
oxyprodukten gebildet, die durch Anderung der physikalischen Eigenschaften Mem-
branstrukturen modifizieren kénnen (Abbildung 22). Das Potential zur Verdnderung
der Membranstruktur wurde erstmals anhand von 15-LOX aus Séugetierreticulozyten
und ihrer Funktion wihrend der Zellalterung gezeigt (Rapoport und Schewe 1986).
Wihrend der Alterung von Keratinozyten und der Entwicklung von Epithelzellen der

Linse wurde der gleiche Effekt beobachtet (Schewe und Kuhn 1991).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Arachidonsdurekaskade.
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Der komplexe, von Lipoxygenasen katalysierte Metabolismusweg wird im Menschen

Arachidonsédurekaskade genannt und ist in Abbildung 23 schematisch dargestellt.

Dieser Mechanismus wird durch die Bereitstellung von AA aus Membranphospho-
lipiden infolge enzymatischer Wirkung der cPLA; eingeleitet. Das Substrat AA steht
nun zur oxidativen Umsetzung durch LOX bereit und kann in Hydroperoxyeicosa-
tetraene (HPETE) umgewandelt werden. Durch die Leukotrien A4 (LTA4)-Synthase
entsteht nachfolgend LTA4, welches als zentrales Substrat fiir die LTA4-Hydrolase
und die Leukotrien C4 (LTC4)-Synthase zur Verfiigung steht. LTC4 kann anschlies-
send durch Peptidasen zu Leukotrien D4 (LTD4) und Leukotrien E4 (LTE4) gespalten
werden (Steinhilber 1994).

Im Folgenden wird die spezifische Bedeutung der wichtigsten humanen LOX-Iso-
formen (5-, 12- und 15-LOX) und deren Produkte kurz zusammengefasst, ohne dass

auf die vielfaltigen Wechselwirkungen im Einzelnen eingegangen wird.

3.4.1 Pathophysiologische Bedeutung der 5-LOX

Leukotriene vermitteln als Sekundarprodukte des 5-LOX-Weges akute Entziindungen
sowie immunologische Reaktionen (Mayatepek und Hoffmann 1995; Heller et al.
1998). Besonders hervorzuhebende Entziindungsreaktionen sind hierbei rheumatoide
Arthritis, Gicht, Schuppenflechte (Psoriasis), Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
(Ford-Hutchinson 1985). LTC4, LTD4 und LTE4 werden auch unter dem Oberbegriff
,»slow reacting substance of anaphylaxis® (SRS-A) zusammengefasst und sind wich-
tige Mediatoren des Immunsystems bei hypersensitiven Reaktionen; sie sind mitver-
antwortlich fiir die dabei auftretende Broncho- und Vasokonstriktion bei Asthma bron-

chiale (Crowther und Rees 2000).

3.4.2 Pathophysiologische Bedeutung der 12-LOX

Fiir die 12-LOX ist eine Beteiligung an der Kanzerogenese, insbesondere der Metasta-

sierung der Krebszellen (Honn et al. 1994), nachgewiesen worden, wobei speziell das
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Verhiltnis von 13-Hydroxyoctadecadienséure (13-HODE) zu 15-Hydroxyeicosatetra-
en (15-HETE) von besonderer regulatorischer Bedeutung ist (Bastida et al. 1990). Des
Weiteren ist die 12-LOX an der Entstehung von Psoriasis und neuronaler Degenera-
tion beteiligt (Mueller 1994; Li et al. 1997). In Séugetieren wird die 12-LOX vor-

nehmlich in Thrombozyten, Leukozyten und Hautzellen exprimiert.

3.4.3 Pathophysiologische Bedeutung der 15-LOX

Obwohl man die 15-LOX in einer Anzahl verschiedener Sdugetierzellen nachgewiesen
hat, ist die physiologische und pathophysiologische Bedeutung dieses Enzyms noch
nicht vollig geklart. Die Beteiligung der 15-LOX an immunologischen Reaktionen
(Vanderhoek 1988), der endothelialen Zellproliferation (Setty ef al. 1987), der Aus-
reifung von Blutzellen (Grullich et al. 2001) sowie der Arteriosklerose (Kuehn et al.
1997) gilt als gesichert. Ergebnisse von in vitro-Untersuchungen zeigten, dass die 15-
LOX den Oxidationsprozess von LDL initiiert (Cathcart et al. 1991). Eine Inhibierung
dieses Enzyms sollte demzufolge initial hemmend auf die Arteriosklerose wirken

(Berliner und Heinecke 1996).

3.5 Polyphenole als LOX-Inhibitoren

Uber natiirliche LOX-Inhibitoren pflanzlichen Ursprungs gibt es eine Vielzahl von
Informationen. Neben Chinonen, Triterpenen und Sesquiterpenen, Alkaloiden und
Polyacetylenen stellen vor allem die Polyphenole (inklusive Flavonoide) eine Gruppe
gut untersuchter LOX-Inhibitoren dar. Mechanistisch hemmen Polyphenole die LOX
primir iiber die Reduktion von reaktiven Sauerstoffspezies, was auf ihr antioxidatives
Potential zuriickzufiihren ist. Des Weiteren konnen die vicinalen Hydroxylgruppen der
Polyphenole das Eisenatom des aktiven Zentrums der LOX chelieren (Werz 2007). In
Tabelle 4 und 5 sind die ICsyp Werte (Versuche in intakten Zellen und im zellfreien
System) von ausgewihlten Polyphenolen und Flavonoiden nach 5-LOX-Inhibierung

gezeigt. Eine Zusammenfassung der aktuellen Situation gibt Werz (2007).
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Tabelle 4: Hemmung der 5-LOX durch Polyphenole (n.b. = nicht bestimmt) modifiziert nach

Werz (2007).

Verbindung ICs, intakte Zellen I1Cs, zellfrei Pflanze
Hydroxytyrosol 10-26 uM 13 uM Olea europaea
Eugenol 20 uM 26 uM Syzygium aromaticum
Kaffeesdure n.b. 3,7 uM Artemisia rubripes
Resveratrol 1,37-8,9 uM n.b. Polygonum multiflorum
Nordihydroguaretsédure (NDGA) 0,8 uM 28 uM Larrea divaricata
Hyperforin 1,2 uM 0,09 uM Hypericum perforatum
Curcumin 2,7 uM 0,7-30 uM Curcuma longa
Gingerole 0,004-3 uM n.b. Zingiber officinalis

Polyphenole sind strukturell sehr unterschiedliche Verbindungen; dementsprechend

variieren auch die ICso-Werte im Bereich von 0,004 bis 30 uM.

Flavonoide sind die bekannteste Gruppe bioaktiver Polyphenole, wobei viele

von ihnen wirksame LOX-Hemmer sind (Tabelle 5). Die ICs)-Werte zeigen eine

Bandbreite von 0,09 bis 22 uM, mit Sophoraflavanon G als stirkstem Inhibitor.

Tabelle 5: Inhibition der 5-LOX durch Flavonoide (n.b. = nicht bestimmt) modifiziert nach Werz

(2007).

Verbindung I1Cs, intakte Zellen I1Cs, zellfrei Pflanze
Quercetin 3,2 uM 0,3 uM, 25 uM Lonicera japonica, ubiquitar
Mpyricetin 13 uM n.b. ubiquitdr
Myricetin-3-O -f -D-glucuronid 2’(; 1“};41\4(132 ?:;31) n.b. Epilobium angustifolium
Rhamnetin 0,7 pM n.b. Guiera senegalensis
5-0 -Demethylnobiletin 0,35 uM 0,25 uM Sideritis tragoriganum
Cirsiliol 0,4 uM 0,1 uM Salvia officinalis
Baicalein 7,13-9,5 uM n.b. Scutellaria baicalensis
Luteolin 0,1 uM n.b. ubiquitdr
Papyriflavonol 0,64 uM 7 uM Broussnetia papyriferra
Sophoraflavanon G n.b. 0,09-0,25 uM Sophora flavescens
Epicatechin n.b. 22 uM Erythroxylum coca
Epigallocatechin n.b. <30 pg/ml Camellia sinensis
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Uberrschenderweise ist trotz der Fiille an Informationen iiber Polyphenole bzgl. der
Wechselwirkung von Anthocyanen mit Lipoxygenase fast nichts bekannt. Lediglich
Narayan et al. (1999) beschrieben eine schwache Inhibierung von Soja LOX-5 mit
einem anthocyanhaltigen Pigment aus einer Zellkultur von schwarzen Karotten (ICsy:

5 M).
4 lleo- und Kolostoma

Durch Studien mit Probanden, die einen kiinstlichen Darmausgang besitzen, hat man
einen guten Zugang zur Mikroflora des Intestinums. Deshalb wurden im Rahmen
dieser Arbeit neben Speichel und kiinstlichem Magensaft insbesondere auch Ileo- und
Kolostomabeutelinhalte als Inkubationsmedien benutzt, um die Verfiigbarkeit von
sekunddren Pflanzeninhaltsstoffen zu untersuchen. Der Name der beiden genannten
kiinstlichen Darmausgiinge kommt vom griechischen Stoma (Mund, Offnung); er ist in
der Medizin ein Sammelbegriff fiir einen stuhlableitenden kiinstlichen Ausgang. Dies
kann, wie bereits erwéhnt, ein Dickdarm- (Kolostoma) oder ein Diinndarmausgang
(Ileostoma) sein. Ein Ileo- bzw. Kolostoma ist ndtig, wenn der Darm aufgrund einer
Erkrankung chirurgisch behandelt werden muss oder bestimmte Darmbereiche wegen
Entziindungen von der Stuhlpassage ausgeschlossen werden sollen. Dies kann z.B. bei
Morbus Crohn, Colitis ulcerosa oder der adenomatdsen Polyposie der Fall sein. Durch
einen chirurgischen Eingriff wird ein Teil des Darms mit einer Offnung im Bauch
verbunden, durch die der Stuhl abflieBen kann. Operativ eingesetzte Stomatypen
konnen das endsténdige Ileo- bzw. Kolostoma und das doppelldufige Ileo- bzw. Kolo-
stoma sein. Beim doppelldufigen Stoma gibt es eine zufiihrende und eine abfiihrende
Schlinge zur Bauchdecke. Sinn und Zweck ist dabei die Entlastung des noch vorhan-
denen Darms. Dies gilt sowohl fiir doppelldufige Ileo- als auch doppelldufige Kolosto-
mata (Abbildungen 24 und 25).
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. Dunndarm

. Dickdarm (Kolon)
@ s-formiger Dickdarm
@ Mastdarm

7 Darm entlastet,
% noch vorhanden

Abbildung 24: Darstellung eines doppelldufigen Ileostomas modifiziert nach Schiirmann und Bauch-
redner (2001).

. Dunndarm

. Dickdarm (Kolon)
@ s-formiger Dickdarm
@ Mastdarm

Darm entlastet,
noch vorhanden

Abbildung 25: Darstellung eines doppelldufigen Kolostomas modifiziert nach Schiirmann und Bauch-
redner (2001).

Fiir den Begriff endstidndiges (terminales) Kolostoma wird oftmals auch die Bezeich-
nung AP fiir Anus praeter naturalis (kiinstlicher Darmausgang) verwendet. Ein end-
standiges Ileostoma wird notwendig, wenn der gesamte Dickdarm auf Grund einer Er-
krankung operativ entfernt werden muss oder ebenfalls eine Entlastung des noch vor-
handenen Dickdarms erzielt werden soll. In Abbildung 26 ist ein endstdndiges Ileo-

stoma schematisch dargestellt.
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Abbildung 26: Darstellung eines endstdndigen Ileostomas modifiziert nach Schiirmann und Bauch-
redner (2001).

Das endstindige Kolostoma wird notwendig, wenn nur ein Teil des erkrankten Dick-
darms entfernt werden muss oder bei entziindlichen Darmerkrankungen entlastet wer-
den soll. Zu diesem Zweck wird der Dickdarm durch die Bauchdecke nach auflen ver-

legt (Abbildung 27) (Schiirmann und Bauchredner 2001).

. Dunndarm

. Dickdarm (Kolon)
@ s-formiger Dickdarm
@ Mastdarm

: = Darm entfernt

Abbildung 27: Darstellung eines endsténdigen, linksseitigen Kolostomas modifiziert nach Schiirmann
und Bauchredner (2001).

Die folgende Abbildung zeigt Stomabeutel, mit denen der ausflieBende Darminhalt
aufgefangen wird (Abbildung 28). Zur Anbringung der Beutel wird zuerst die in Ab-
bildung 28 gezeigte Halterung auf die Bauchdecke angebracht und an dieser der Beu-

tel aufgeklebt.



58 Kenntnisstand

Abbildung 28: Stomabeutel und deren Anbringungshilfe.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Probanden hatten alle ein endstéindiges
Ileo- bzw. Kolostoma (linksseitig).

Um das mikrobielle Potential von Stomabeutelinhalten zu zeigen, wurde die
Mikroflora von Ileostomabeutelinhalten mit der von gesunden Probanden von Gor-
bach et al. (1967) verglichen. Um die Anzahl der Mikroorganismen zu bestimmen,
wurden Fézes-, Ileostomabeutel- und Diinndarmproben von je 30 Probanden unter-

sucht.

2 Billionen (2 x 10°) 80 Millionen (8 x 107) 1 Million (1 x 106)
Mikroorganismen Mikroorganismen Mikroorganismen
pro Gramm Féazes pro Gramm lleo- pro Gramm Dinn-

stomabeutelinhalt darminhalt

Anaerobier 50% Aerobier 50%  Anaerobier 50% Aerobier 50%

Aembierl/ﬁ S D e N .

Anaerobier 99%

1500 x 80 x 1X
Fazes lleostoma- Dinndarm-
beutelinhalt inhalt

Abbildung 29: Vergleich der gesamten Mikroorganismen in Fézes, Ileostomabeutelinhalt und Diinn-
darminhalt modifiziert nach Gorbach et al. (1967).
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Die Ermittlung der Keimzahlen ergab, dass in den Fizes mit 2x10° kolonienbildende
Einheiten/g (KbE/g) die hochste Keimzahl vorlag, wéihrend die Ileostomabeutelinhalte
mit 8x10” KbE/g und die Inhalte von gesunden Diinnddrmen mit 1x10° KbE/g weniger
Mikroorganismen enthielten (Abbildung 29) (Gorbach et al. 1967).

Die Keimzahlen lassen darauf schlieBen, dass Fézes iiber ein groferes metabolisches
Potential verfiigen als der Diinndarminhalt. Desweiteren wies der Inhalt der Ileostoma-
beutel 80x hohere Keimzahlen als der Inhalt des gesunden Diinndarms auf. Die Fézes-
proben enthielten mit 99% die meisten Anaerobier und mit 1% die wenigsten Aero-
bier, wahrend sowohl die Stomabeutel- als auch die Diinndarminhalte je 50% enthiel-

ten.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass intestinale Inhalte signifikant hinsichtlich
Anzahl und Art der Keime variieren. Desweiteren unterscheidet sich die Flora der
Stomabeutel von der des gesunden Diinndarms, sie ist aber aufgrund der gleichen
Verteilung der Keime (50% Anaerobier bzw. Aerobier) trotzdem mit dieser vergleich-

bar und somit als ex-vivo-Testsystem grundsédtzlich geeignet (Gorbach et al. 1967).
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Wie einleitend ausgefiihrt wurde, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, anhand von
in vitro- und ex vivo-Modellsystemen den intestinalen Metabolismus sowie die anti-
inflammatorischen Eigenschaften ausgewihlter sekundirer Pflanzeninhaltsstoffe zu
untersuchen, um eine Verbindung zwischen den bekannten in vitro-Effekten und der
bislang weitgehend ungeklarten in vivo-Situation zu kniipfen. Zur Anwendung kamen
humaner Speichel, kiinstlicher Magensaft, Ileo- und Kolostomabeutelinhalte, Soja
LOX-1 sowie 5-LOX aus menschlichen neutrophilen Granulozyten.

Da Speichel und die in vitro-Modellsysteme Magensaft und Soja LOX-1
standardisierte Werkzeuge darstellen, wurden sie ohne vorherige Uberpriifung direkt
zu den Versuchen eingesetzt. Die ex vivo-Modellsysteme (Ileo- und Kolostomabeutel-
inhalte; 5-LOX aus menschlichen neutrophilen Granulozyten) wurden vor den Experi-

menten auf metabolische Kompetenz bzw. Zellvitalitit {iberpriift.

1 Prifung auf metabolische Kompetenz der verwende-
ten lleo- und Kolostomabeutelinhalte

Die verwendeten Stomabeutel stammten von 6 weiblichen Probanden, die 48 h vor
den Versuchen auf polyphenol- bzw. pektin- oder galacturonsiurehaltige Nahrungs-
mittel verzichteten. Wéhrend des raschen Transports vom Probanden ins Labor wur-

den die Beutel kiihl in einem Anaerobentopf gelagert (s. Abschnitt E 1.3-1.4).

1.1  System zum Nachweis von Enzymaktivitaten

Im Rahmen der Charakterisierung der verwendeten humanen Stomabeutelinhalte wur-
den mit Hilfe des APIZYM™ Tests (Durchfithrung s. Abschnitt E 1.1) Profile der
Enzymaktivititen erstellt. Die Zuverldssigkeit der Ergebnisse ist in der Routineana-
lytik belegt. Bei dem schnell durchzufiihrenden Test wurden 19 verschiedene Enzym-
aktivitdten iiberpriift. Zur Auswertung dienten Farbreaktionen, die eine An- bzw. Ab-
wesenheit bestimmter Enzyme bestitigten (Abbildung 30). Tabelle 6 gibt einen Uber-
blick tiber die durchgefiihrten Testreaktionen sowie deren Ergebnisse fiir die Inhalte
von sechs unterschiedlichen Stomabeutelinhalten. Der Test diente weiterhin als Posi-

tivkontrolle und wurde parallel zu den Inkubationsexperimenten durchgefiihrt.
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E ! 2 3 4 5 8 7 B ] 1 1 12 13 14 15 16 17 18 18 20 I.

Abbildung 30: Abbildung des APIZYM™-Teststreifens zum qualitativen Nachweis von Enzym-
aktivitdten (reprisentativ: Proband 2). Nummer 1: Kontrolle; die {ibrige Zuordnung Nummer — Enzym-
aktivitét s. Tabelle 6.

Tabelle 6: Ergebnisse von Farbreaktionen zum Nachweis von Enzymaktivititen in den verwendeten
Ileo- und Kolostomabeutelinhalten (positiver (+) oder negativer (-) Ausgang der Farbreaktion).

Ileostomabeutelinhalte (1-3) Kolostomabeutelinhalte (4-6)
Nr. ?EIZ&,IZHSI{'I;ZE}’F; eslts) Proband 1* Proband 2* Proband 3" Proband 4" Proband 5" Proband 6"
’ Alkalische + + . . N N
Phosphatase
3 Esterase (C4) + + + + - -
4 Esterase Lipase (C8) + + + + + -
5 Lipase (C14) + + + - - -
6 Leucin Arylamidase + + + - - -
7 Valin Arylamidase + + + - - -
8 Cystin Arylamidase - - - - - +
9 Trypsin + + + - - -

10 a-Chymotrypsin - - - - - -

11 Saure Phosphatase + + + + + +
Naphtol-AS-BI-

12 + + + + + +
phosphohydrolase

13  a-Galactosidase - + - + + +

14 p-Galactosidase + + + + + +

15 p-Glucuronidase + + + + + +

16 o-Glucosidase + + + + + +

17 p-Glucosidase + + - + + +

18 N—acetylﬁ - + i i N N .
Glucosaminidase

19 o -Mannosidase - - - - - R

20 oa-Fucosidase - - - + + -
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1.2 Bestimmung der anaeroben Gesamtkeimzahl

Fiir die Bestimmung der anaeroben Gesamtkeimzahl erfolgten Kultivierungsversuche
gemil den im Abschnitt E 1.2 aufgefiihrten Angaben. Die Anzahl kolonienbildender
Einheiten der Beutelinhalte der Probanden 1-6 nach 4-tigiger Bebriitung bei 37°C un-

ter anaeroben Bedingungen ist Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Anaerobe Keimzahlen der Ileo- und Kolostomabeutelinhalte

Ileostomabeutelinhalte (1-3) Kolostomabeutelinhalte (4-6)
Proband 1  Proband2 Proband3 Proband4 Proband5 Proband 6

Anaerobe Keimzahl

1,77E+08  1,36E+09  7,28E+08  4,20E+09  5,40E+09  6,40E+10
[KbE/g]

Wie dargestellt, zeigten die untersuchten Ileo- und Kolostomabeutelinhalte geeignete
metabolische Kompetenz fiir nachfolgend beschriebene Anwendungen. Wie im Ab-
schnitt B 2 beschrieben, wurden die Stomabeutelinhalte benutzt, um den Metabolis-

mus ausgewihlter, sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe zu untersuchen.

2 Untersuchung des Metabolismus von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen mit verschiedenen Modell-
systemen

2.1 Inkubation von Apfelinhaltsstoffen mit Ileo- und Kolostoma-
beutelinhalten

2.1.1 Einfluss des Zuckerrests, der Aglyconstruktur und der Mikroflora-
konzentration auf die Hydrolyse von Phenolglycosiden im mensch-
lichen Dinndarm

Quercetin- (1b-f) und p-Nitrophenolglycoside (2b-f) (hier: 3-O-f-D-Glucoside (1b,
2b), 3-0-f-D-Galactoside (1c, 2c), 3-O-a-L-Arabinoside (1d, 2d), 3-O-4-D-Xyloside

(1e, 2e) und 3-O-a-L-Rhamnoside (1f, 2f)) wurden unter anaeroben Bedingungen bei
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37°C fiir 24 h mit den Ileostomabeutelinhalten von drei Probanden inkubiert (Durch-
filhrung s. Abschnitt E 2.1.1).

Reprisentativ fiir alle untersuchten Quercetin- (1b-f) und p-Nitrophenol-gly-
coside (2b-f) sind in Abbildung 31 die Abbaukurven von Quercetin-3-O--D-glucosid
(Q3glc) (1b) (Bild A), Quercetin-3-O-a-L-rhamnosid (Q3rha) (1f) (Bild B), p-Nitro-
phenylglucosid (p-Npglc) (2b) (Bild C) und p-Nitrophenylrhamnosid (p-Np-rha) (2f)
(Bild D) dargestellt. Q3glc (1b) wurde innerhalb von 2 h nahezu vollstdndig hydroly-
siert. Das Aglykon erreichte nach 6 h ein Maximum von 0,3 pmol und war bis zum
Ende der Inkubation stabil. Q3rha (1f) erwies sich iiber den gesamten Inkubations-

zeitraum als stabil.
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Abbildung 31: Abbau von Phenolglycosiden (je 20 pL einer 50 mM Stammldsung) wéhrend Inku-
bation mit menschlichen Ileostomabeutelinhalten (pH: 6,3, reprédsentativ: Proband 1) verfolgt mit
HPLC-DAD (302-360 nm). Bild A: Q3glc (1b) (A), Quercetin (1a) (o0), 360 nm. Bild B: Q3rha (1f)
(A), 360 nm. Bild C: p-Npglc (2b) (A); p-Np (2a) (D), 302 nm. Bild D: p-Nprha (2f) (A); p-Np (2a)
(o), 304 nm. Bild A-D: Aufgetragene Werte sind Mittelwerte + ,,standard deviation“ (SD) aus Dreifach-
bestimmungen.
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Innerhalb 1 h wurde p-Npglc (2b) vollstdndig in p-Nitrophenol (p-Np) (2a) und Glu-
cose gespalten. Das Aglykon nahm parallel bis 0,27 umol zu und war wéhrend der
Inkubationszeit stabil (Abbildung 31, Bild C). Im Gegensatz zu Q3rha (1f) wurde p-
Nprha (2f) durch den menschlichen Diinndarminhalt gespalten. Nach 8 h wurde p-
Nprha (2f) groftenteils zu p-Np (2a) (erstmals nach 0,5 h detektiert) und Rhamnose
hydrolysiert. p-Np (2a) erreichte ein Maximum (0,21 pmol) nach 4 h und war bis 8 h
stabil (Abbildung 31, Bild D). Die leichte Abnahme der p-Np-Konzentration zwischen
10 und 24 h (Abbildung 31, Bild C und D) ist moglicherweise auf mikrobiell beding-

ten Abbau zuriickzufiihren - ein Effekt der nicht weiter untersucht wurde.

Quercetin (1a) und p-Np (2a) waren die einzigen im Verlauf der Inkubationen de-
tektierten Metaboliten. In zusétzlich durchgefiihrten Stabilitdtsexperimenten - mit Puf-
fer (pH 6,3), aber ohne Ileostomabeutelinhalt - waren Quercetin (1a), p-Np (2a) und
deren entsprechende Glycoside (1b-f bzw. 2b-f) {iber 24 h stabil (Daten nicht gezeigt).

Um die Hydrolyserate fiir jedes Substrat zu bestimmen, wurde eine Tangente durch
den linearen Bereich der Abbaukurven gelegt. Die dadurch erhaltenen Steigungen je-

der linearen Regressionslinie ergaben die Hydrolyseraten in umol/h (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Graphische Auswertung der Abbaukurven am Beispiel von Q3glc (1b) (m) und Q3rha
(1f) (A). Es wurde eine Tangente durch den linearen Bereich der Abbaukurve gelegt. Die dadurch
erhaltenen Steigungen jeder linearen Regressionslinie ergaben die Hydrolyseraten in pmol/h. Gezeigt
sind die Mittelwerte = SD aus Dreifachbestimmungen.
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Die Hydrolyserate fiir Q3glc (1b) war mit 0,22 umol/h die hochste der untersuchten
Quercetinglycoside (1b-f). Q3rha (1f) erwies sich wihrend der genannten Inkubations-
zeit als stabil und hatte demnach eine Hydrolyserate von nahezu Null. Mit 0,04 bzw. je
0,03 umol/h zeigten Quercetin-3-O-f-D-galactosid (Q3gal) (1c), Quercetin-3-O-f-D-
xylosid (Q3xyl) (1e) und Quercetin-3-0-a-L-arabinosid (Q3ara) (1d) praktisch iden-
tische Hydrolyseraten (Abbildung 33, Reihe a).

Hydrolyserate

ara

rha

Abbildung 33: Hydrolyseraten [umol/h] der untersuchten Quercetin- (1b-f) und p-Np-glycoside (2b-f)
wihrend Inkubation mit Ileostomabeutelinhalten von Proband 1-3 zwischen 0 and 24 h mit verschie-
denen Quercetin- und p-Np-glycosid Stammlosungen (50 mM). glc: Glucosid; gal: Galactosid; ara:
Arabinosid; xyl: Xylosid; rha: Rhamnosid. a: Quercetinglycoside, b: p-np-Glycoside. Gezeigt sind die
Mittelwerte = SD aus Dreifachbestimmungen.

Im Gegensatz zu Q3rha (1f) wurde p-Nprha (2f) mit einer Hydrolyserate von 0,06
umol/h durch die Ileostomabeutelinhalte gespalten. p-Npglc (2b) zeigte die hochste
Hydrolyserate, gefolgt von p-Nitrophenylgalactosid (p-Npgal) (2¢) (0,21 pmol/h), p-
Nitrophenylxylosid (p-Npxyl) (2e) (0,12 pmol/h) und p-Nitrophenylarabinosid (p-
Npara) (2d) (0,09 umol/h), wihrend p-Nprha (2f) mit 0,06 umol/h am langsamsten
hydrolysiert wurde (Abbildung 33, Reihe b). Als einziger Metabolit wihrend der Inku-
bationen war p-Np (2a) detektierbar.

Beim Vergleich der Hydrolyseraten der untersuchten Quercetin- (1b-f) und p-Np-
glycoside (2b-f) fillt auf, dass die Spaltung der p-Np-glycoside (2b-f) (Abbildung 33,
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Reihe b) in jedem Fall schneller war als die der entsprechenden Quercetinglycoside
(1b-f) (Abbildung 33, Reihe a).

Um den Einfluss der Mikroflora beziiglich der Hydrolyse von Phenolglycosiden zu
untersuchen, wurde zusétzlich eine Studie mit konstanter Q3glc-Konzentration (20 pl
einer 50 mM Stammlosung) und unterschiedlichen Inokulum-Volumina (75 pl, 312.5
ul, 625 ul, 1250 pl, 2500 pl) durchgefiihrt. Eine zweite Versuchsreihe erfolgte unter

Zusatz eines Penicillin/Streptomycin Antibiotikums (Durchfiihrung s. Abschnitt E
2.1.1.3).
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Abbildung 34: Hydrolyseraten [umol/h] einer Q3glc-Lésung (1b) (20 pL einer 50 mM Stammldsung)
wihrend der Inkubation mit verschiedenen Volumina Inokulum (75 pL, 312,5 uL, 625 pL, 1250 pL,
2500 pL), erhalten von 3 unterschiedlichen Ileostomabeutelinhalten (Proband 1-3); ohne Zusatz von
Antibiotikum (m), mit Zusatz eines Penicillin/Streptomycin Antibiotikums (A ). Gezeigt sind die Mittel-
werte + SD aus Dreifachbestimmungen.

Wie in Abbildung 34 dargestellt ist, nahm die Hydrolyserate von Q3glc (1b) ohne
Antibiotikumzusatz von 75 bis zu 2500 pl Inokulum mit steigendem Mikrofloragehalt
linear zu. In 1 ml Ileostomabeutelinhalt wurde ein durchschnittlicher Gehalt von log
8,75 (£ 0,37) KbE bestimmt. Dies bedeutet fiir die angewandten Volumina von 75 bis
2500 pl Durchschnittsgehalte von log 0,68 bis zu 21,9 KbE. Nach Zusatz des Anti-
biotikums fand keine Hydrolyse von Q3glc (1b) statt (Abbildung 34).
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Quercetin (1a) und Q3rha (1f) erwiesen sich als stabil gegen ilealen Abbau/Hydrolyse.
Um dem Verlauf der Verdauung weiter zu folgen, wurden diese, zusammen mit
weiteren im Diinndarm stabilen Verbindungen, mit Kolostomabeutelinhalten inku-

biert. Die erzielten Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt dargestellt.

2.1.2 Inkubation der gegen ilealen Abbau resistenten Verbindungen mit
Kolostomabeutelinhalten

Chlorogenséure (3), Procyanidin B, (4), (-)-Epicatechin (5), Phloretin (6), Quercetin
(1a) und Q3rha (1f), wurden mit Kolostomabeutelinhalt unter anacroben Bedingungen
bei 37°C fiir 24 h inkubiert (Durchfiihrung s. Abschnitt E 2.1.2). Alle diese Verbin-
dungen sind bekannte Apfelinhaltsstoffe.

Abbildung 35 zeigt den zeitlichen Verlauf der Inkubation von Chlorogensiure (3)
(Bild A), Procyanidin B, (4) (Bild B), (-)-Epicatechin (5) (Bild C), Phloretin (6) (Bild
D), Quercetin (1a) (Bild E) und Q3rha (1f) (Bild F).

Chlorogenséure (3) wurde innerhalb von 8 h vollkommen abgebaut. Spuren der beiden
Metabolite Kaffeesdure (7) und D-(-)-Chinasdure (8) konnten bereits zu Beginn der
Versuchsreihe detektiert werden. Die Konzentration der Kaffeesdure (7) nahm zwi-
schen 0-10 h bis 0,26 pumol zu. Parallel wurde D-(-)-Chinaséure (8) (0,31 umol) gebil-
det. Beide Metabolite blieben bis zu einer Inkubationsdauer von 24 h stabil (Abbil-
dung 35, Bild A).

Procyanidin B, (4) wurde bis 24 h nicht vollstindig abgebaut. Einhergehend mit dem
Abbau entstand (-)-Epicatechin (5) bis zu einem Gehalt von 0,14 umol, der bis 24 h
konstant blieb (Abbildung 35, Bild B).

(-)-Epicatechin (5) selbst wurde im Zeitraum von 6 h vollkommen abgebaut. Parallel
dazu nahm der Anteil an 0-(3’,4’,5’-Trihydroxyphenyl)-y-valerolacton (9a) mit einem
Maximum von 0,3 umol bei 2 h zu. Danach kam es zu einer kontinuierlichen Abnah-

me bis auf 0,11 pmol (nach 6 h) mit nachfolgender Konstanz bis zu 24 h. Zeitgleich
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zum Abbau des Lactons nahm die Dihydrokaffeesdure-Konzentration (10) bis zu ei-
nem Maximum von 0,27 pmol bei 10 h zu und sank anschlieBend bis auf 0,18 pmol

(24 h) (Abbildung 35, Bild C).
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Abbildung 35: Abbau von Polyphenolen (je 20 uL einer 50 mM Stammlésung) wihrend Inkubation
mit menschlichem Kolostomabeutelinhalt (Proband 4, pH: 7,4), verfolgt mit HPLC-DAD (210-360 nm).
Bild A: Chlorogenséure (3) (A), Kaffeesdure (7) (m), D-(-)-Chinasdure (8) (®), 280 nm (Chinaséure (8):
210 nm). Bild B: Procyanidin B, (4) (m), (-)-Epicatechin (5) (A), 280 nm. Bild C: (-)-Epicatechin (5)
(m), 6-(3°,4°,5’-Trihydroxyphenyl)-y-valerolacton (9a) (A ), Dihydrokaffeesidure (10) (e), 280 nm. Bild
D: Phloretin (6) (m), Phloroglucin (11) (A), p-Hydroxy-dihydrozimtsdure (12) (#), 280 nm. Bild E:
Quercetin (1a) (m), 360 nm, 3,4-Dihydroxy-phenylessigsiure (13) (4), 280 nm, Phloroglucin (11) (A),
210 nm, 3,4-Dihydroxy-methylbrenzcatechin (14) (x), 280 nm. Bild F: Q3rha (1f) (m), Quercetin (1a)
(A). Bild A-F: Aufgetragene Werte sind Mittelwerte £ SD aus Dreifachbestimmungen.

Phloretin (6) wurde innerhalb von 8 h vollstindig abgebaut, zeitgleich stiegen die

Phloroglucin- (11) und p-Hydroxy-dihydrozimtsduregehalte (12) (0,17 umol bzw. 0,15
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umol) bis 6 h und blieben bis 8 h nahezu konstant (Abbildung 35, Bild D). Phloro-
glucin (11) war nach 24 h nicht mehr, p-Hydroxy-dihydrozimtséure (12) noch in ge-
ringen Mengen (0,03 umol) detektierbar.

Der Quercetingehalt (1a) nahm bis 24 h kontinuierlich ab. Die Konzentration der bei-
den Metabolite Phloroglucin (11) und 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (13) nahm
wéhrend der Inkubation mit Maximalgehalten von 0,17 pmol und 0,13 pmol nach 6 h
zu. Wihrend ein geringer Gehalt an 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (13) (0,05 pmol
nach 24 h) noch nachweisbar war, wurde Phloroglucin (11) vollkommen abgebaut.
Der dritte Metabolit, 3,4-Dihydroxy-methylbrenzcatechin (14), wurde nach 4 h erst-
mals detektiert. Dessen Konzentration nahm zeitgleich zum Abbau der anderen beiden

Metaboliten mit einem Maximum von 0,28 pmol nach 24 h zu (Abbildung 35, Bild E).

Aus Abbildung 35, Bild F, ist ein kontinuierlicher Abbau von Q3rha (1f) bis 6 h er-
sichtlich, wobei die parallel dazu stattfindende Zunahme von Quercetin (1a) nach 6 h
mit 0,15 pmol ihr Maximum erreichte. Innerhalb von 24 h wurde Quercetin (1a) voll-
kommen abgebaut, wobei die in Bild E beschriebenen Metabolite nicht detektiert

werden konnten.

Nachdem der intestinale Metabolismus von Quercetinderivaten und weiteren aus-
gewidhlten Polyphenolen untersucht worden war, waren im Folgenden strukturelle
Determinanten des Verhaltens von Anthocyanen im Intestinaltrakt zu erarbeiten. Die

erzielten Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt prasentiert.

2.2 Einfluss des Zuckerrests und der Aglyconstruktur auf die Hy-
drolyse von Heidelbeeranthocyanen im menschlichen DUnn-
und Dickdarm

Ein Heidelbeerextrakt wurde unter anaeroben Bedingungen bei 37°C fiir 10 bzw. 24 h
mit den Ileo- bzw. Kolostomabeutelinhalten von je drei unterschiedlichen Probanden
inkubiert. Der Abbau der Anthocyane wurde mittels HPLC-DAD bei 520 nm verfolgt
(Durchfiihrung s. Abschnitt E 2.2). Es zeigte sich rasch, dass bei den Inkubationen
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eine Hydrolyse der Anthocyane zu den Aglykonen erfolgte (strukturell nicht dar-
gestellt).

Um die Hydrolyserate fiir jedes Anthocyan zu bestimmen, wurde jeweils eine Tan-
gente durch den linearen Bereich der Abbaukurve gelegt. Die dadurch erhaltenen Stei-
gungen jeder linearen Regressionslinie ergaben die Hydrolyseraten in %/h (Abbildung
36).
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Abbildung 36: Anthocyan-Abbaukurve am Beispiel der Hydrolyse von Delphinidin-3-O-a-L-arabino-
sid (Dp3ara) (15d) (=) und Petunidin-3-O-$-D-galactosid (Pt3gal) (15i) (A) wihrend Inkubation mit
Ileostomabeutelinhalt (reprisentativ: Proband 1). Es wurde eine Tangente durch den linearen Bereich
der Abbaukurve gelegt. Die dadurch erhaltenen Steigungen jeder linearen Regressionslinie ergaben die
Hydrolyseraten in %/h. Aufgetragene Werte sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Die erhaltenen Hydrolyseraten in %/h sind fiir jeden Proband und jedes Anthocyan
detailliert in Abbildung 37 dargestellt. Sie variierten im Verlauf der Inkubationen mit
Ileo- (Probanden 1-3) und Kolostomabeutelinhalten (Probanden 4-6) von 1,2 bis
66%/h bzw. 2 bis 32%/h. Im Detail lagen die Hydrolyseraten bei 3,74-61,5 %/h
(Proband 1; Abbildung 37, Bild A), 11,8-66,1 %/h (Proband 2; Abbildung 37, Bild B),
1,2-12,2 %/h (Proband 3; Abbildung 37, Bild C), 18,2-30,1 %/h (Proband 4; Abbil-
dung 37, Bild D), 2-30 %/h (Proband 5; Abbildung 37, Bild E) und 4,2-32 %/h (Pro-
band 6; Abbildung 37, Bild F).
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Die ileale Hydrolyse der unmethylierten Anthocyane (Delphinidin- (15b-d) und
Cyanidinglycoside (15f-h)) verlief schneller (33-61%/h) als diejenige der methylierten
Anthocyane (Petunidin- (15i-K), Peonidin (15m, n) und Malvidinglycoside (150-S))
(3,7-15,5%/h; Ausnahme: Peonidin-3-O-4-D-glucosid (Pn3glc) (15n)) (Abbildung 37,
Bilder A-C).

Die bei den Inkubationen mit Kolostomabeutelinhalt ermittelten Hydrolysegeschwin-
digkeiten waren flir unmethylierte (18,4-29%/h) und methylierte Anthocyane (18,1-
30%/h) gleich (Abbildung 37, Bilder E-F).
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Abbildung 37: Hydrolyseraten [%/h] der Anthocyane wihrend Inkubation eines Heidelbeerextrakts
(0.8 g/1) mit Ileo- (Proband 1-3) und Kolostomabeutelinhalten (Proband 4-6) zwischen 0 und 24 h. Bild
A: Proband 1. Bild B: Proband 2. Bild C: Proband 3. Bild D: Proband 4. Bild E: Proband 5. Bild F:
Proband 6. Aufgetragene Werte sind Mittelwerte = SD aus Doppelbestimmungen. Dp3gal: Delphinidin-
3-0-f-D-galactosid, Dp3glc: Delphinidin-3-O-4-D-glucosid, Dp3ara: Delphinidin-3-O-a-L-arabinosid,
Cy3gal: Cyanidin-3-O-f$-D-galactosid, Cy3glc: Cyanidin-3-O-f-D-glucosid, Cy3ara: Cyanidin-3-O-o-
L-arabinosid, Pt3gal: Petunidin-3-O-$-D-galactosid, Pt3glc: Petunidin-3-O-f-D-glucosid, Pt3ara: Petu-
nidin-3-0-p-D-arabinosid, Pn3gal: Peonidin-3-O-f-D-galactosid, Pn3glc: Peonidin-3-O-f-D-glucosid,
Mv3gal: Malvidin-3-0-f-D-galactosid, Mv3glc: Malvidin-3-O-f-D-glucosid, Mv3ara: Malvidin-3-O-$-
D-arabinosid.
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Bezogen auf die Strukturen der konjugierten Zucker nahmen die ilealen Hydrolyse-
geschwindigkeiten [%/h] tendenziell in folgender Reihenfolge ab: ara > glc > gal (un-
methylierten Anthocyane) bzw. glc > gal >ara (methylierten Anthocyane) (Abbildung
37, Bilder A-C).

Die bei den Inkubationen mit Kolostomabeutelinhalten bestimmten Hydro-
lysegeschwindigkeiten [%/h] wiesen ebenfalls Abhiangigkeit vom Zuckerrest auf: gal
> glc > ara (unmethylierte Anthocyane) bzw. glc > gal >ara (methylierte Anthocyane)
(Ausnahme: Petunidinderivate) (Abbildung 37, Bilder E-F). Somit zeigte die Mikro-
flora von Ileostoma- und Kolostomabeutelinhalten identische Abhdngigkeit von der
Struktur der konjugierten Zucker bei Hydrolyse der methylierten Anthocyane, aber
genau entgegengesetzte bei Hydrolyse der unmethylierten Anthocyane.

Bei sdmtlichen Kolostomainkubationen wurden die Anthocyanarabinoside
(15d, h, Kk, s) immer am langsamsten hydrolysiert, wahrend Dp3ara (15d) und Cyani-
din-3-0-a-L-arabinosid (Cy3ara) (15h) durch die Ileostomabeutelinhalte am schnell-

sten hydrolysiert wurden.

Neben den bereits vorgestellten Polyphenolen war auch der Metabolismus von Pektin
zu studieren. Weder dessen Monomer D-Galacturonsdure noch die amidierte Form des
Pektins hat man bisher diesbeziiglich untersucht. Desweiteren gab es keine
Informationen {iber die Stabilitdt von Pektin in Mundhdhle und Magen. Daher wurden
im Folgenden als Substrate D-Galacturonsdure und amidiertes Pektin benutzt und
deren Verhalten in Mundhdhle, Magen und Diinn- bzw. Dickdarm untersucht. Die

erzielten Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt.

2.3 Metabolismus von D-Galacturonsaure und amidiertem Pektin

D-Galacturonsdure (16) und amidiertes Pektin (17) sind zundchst unter aeroben Be-
dingungen mit Speichel und kiinstlichen Magensaft inkubiert worden. Unter anaero-
ben Bedingungen wurden dann die beiden Substrate mit Ileo- (Probanden 1-3) und
Kolostomabeutelinhalten (Probanden 4-6) untersucht. Zusétzlich wurden Stabilitéts-
studien beider Substrate nur mit Carbonat-Phosphatpuffer (pH 6,3 and pH 7,4), aber

ohne Inokulum durchgefiihrt. Die bei den Studien zu erwartenden Zielverbindungen
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waren D-Galacturonsdure (16), kurzkettige Fettsduren (SCFA) (Acetat (18), Propionat
(19) und Butyrat (20)) sowie Methanol (MeOH) (21) (Inkubationen mit amidierten
Pektin (17)) (Durchfiihrung s. Abschnitt E 2.3).

D-Galacturonsédure (16) erwies sich sowohl im Verlauf der Inkubationen mit
Speichel und kiinstlichen Magensaft als auch bei Stabilitdtsstudien als stabil (Daten
nicht gezeigt). Bei den Inkubationen mit den Ileostomabeutelinhalten der Probanden 1
und 2 wurde D-Galacturonsdure (16) innerhalb von 6 h vollkommen abgebaut (Abbil-
dung 38).

Im gleichen Zeitraum waren wihrend der Inkubation mit Ileostomabeutel-
inhalt von Proband 3 noch 0,3 g/l D- Galacturonsédure (16) zu ermitteln. Diese Kon-
zentration blieb dann bis 10 h mit 0,2 g/l nahezu stabil. Die SCFA nahmen im Verlauf
der Inkubationen mit allen Ileostomabeutelinhalten kontinuierlich bis zu einem Mittel-

wert von 1,5 £ 0,04 g/l zu (Abbildung 38).

—
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Abbildung 38: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von D-Galacturonsdure (16) (2 g/L) mit den Ileo-
stomabeutelinhalten der Probanden 1-3. D-Galacturonsdure (16) und SCFA wurden photometrisch (524
nm) nach Carbazolreaktion bzw. durch Gaschromatographie-Flammenionisations-Detektion (GC-FID)
bestimmt. D-Galacturonsiure (16): Proband 1 (m), Proband 2 (#), Proband 3 (A); SCFA: (o). Die D-
Galacturonsidurewerte jedes Probanden sind als Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD darge-
stellt; fiir bessere Illustration sind die SCFA-Werte als Mittelwerte £ SD der Probanden 1-3 gezeigt.

Die Inkubationen von D-Galacturonsidure (16) mit Kolostomabeutelinhalten zeigten
groBere individuelle Unterschiede im Abbau und der damit verbundenen SCFA-Bil-
dung (Abbildung 39).
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So variierten die D-Galacturonséurekonzentrationen nach 6 h Inkubation von 1,5 g/l
(Proband 4), 0,46 g/l (Proband 6) bis 0,08 g/l (Proband 5); nach 10 h war D-Galac-
turonsdure nicht mehr nachweisbar. Parallel hierzu nahm die SCFA-Konzentration
(mit erwartet hohen individuellen Abweichungen) bis zu einem Maximalwert von 1,95
+ 0,14 g/l zu (Abbildung 39). Detaillierte Informationen {iber die bei den Inkubationen
gebildeten Konzentrationen von Acetat (18), Propionat (19), Butyrat (20) und Gesamt-
SCFA liefern die in Abbildung 44 und Tabelle 8 zusammengestellten Daten.

<4—— D-Galacturonsaure [g/l]
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Abbildung 39: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von D-Galacturonsdure (16) (2 g/l) mit den Kolo-
stomabeutelinhalten der Probanden 4-6. D-Galacturonséure (16) und SCFA wurden photometrisch (524
nm) nach Carbazolreaktion bzw. durch Gaschromatographie-Flammenionisations-Detektion (GC-FID)
bestimmt. D-Galacturonsdure: Proband 4 (0), Proband 5 (¢), Proband 6 (A); SCFA: (e). Die D-Galac-
turonsdurewerte jedes Probanden sind als Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen = SD dargestellt; fiir
bessere Illustration sind die SCFA-Werte als Mittelwerte £ SD der Probanden 4-6 gezeigt.

Amidiertes Pektin (17) war sowohl im Verlauf der Inkubationen mit Speichel und
kiinstlichen Magensaft als auch bei den Stabilitdtsstudien stabil (Daten nicht gezeigt).
Die Inkubationen mit den Ileostomabeutelinhalten der Probanden 1-3 fiihrten zu sehr
unterschiedlichen Abbaukurven. So nahmen die Anfangskonzentrationen von amidier-
ten Pektin (17) (Proband 1: 1,47 g/l, Proband 2: 1,3 g/l, Proband 3: 1,2 g/I) nach 6 h
bis zu 0,47 g/1 (Proband 1), 0,81 g/l (Proband 2) und 1,15 g/l (Proband 3) ab. Die ent-
standenen SCFA-Werte betrugen nach 6 h Inkubation 0,56 + 0,32 g/l und erreichten
maximal 1 + 0,23 g/l (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von amidierten Pektin (17) (2 g/L) mit den Ileo-
stomabeutelinhalten der Probanden 1-3. Amidiertes Pektin (17) und SCFA wurden photometrisch (524
nm) nach Carbazolreaktion bzw. durch Gaschromatographie-Flammenionisations-Detektion (GC-FID)
bestimmt. Amidiertes Pektin (17): Proband 1 (m), Proband 2 (¢), Proband 3 (A); SCFA: (o). Die Werte
des amidierten Pektins (17) jedes Probanden sind als Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD dar-
gestellt; flir bessere Illustration sind die SCFA-Werte als Mittelwerte = SD der Probanden 1-3 gezeigt.

Die mit dem Pektinabbau verbundene MeOH-Freisetzung betrug 52 mg/l (Proband 1)
bzw. 36 mg/l (Proband 2) und 16 mg/l (Proband 3) (Abbildung 41).

60 -
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Abbildung 41: Methanolfreisetzung wihrend der Inkubation von amidierten Pektin (17) (2 g/L) mit den
Ileostomabeutelinhalten der Probanden 1-3. MeOH (21) wurde via Headspace solid-phase microextrac-
tion Gaschromatographie/Massenspektrometrie (HS-SPME-GC/MS) bestimmt. Die Methanolwerte sind
als Mittelwerte + SD der Probanden 1 (m), 2 (¢) und 3 (A) dargestellt.
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Verglichen mit den bei den Inkubationen von amidierten Pektin mit Ileostomabeutel-
inhalten erhaltenen Ergebnissen zeigten die Inkubationen mit Kolostomabeutelinhalten
geringere individuelle Unterschiede im Abbau des Substrats und in der Bildung von

SCFA (Abbildung 42).

So betrugen die Konzentrationen des amidierten Pektins (17) nach 6 h Inkubation 0,58
g/l (Proband 4), 0,38 g/L (Proband 6) und 0,29 g/L (Proband 5). Nach 24 h waren noch
0,33-0,06 g/l amidiertes Pektin (17) vorhanden. Parallel nahm die SCFA Konzentra-
tion (mit erwartet hohen individuellen Abweichungen) bis zu 1,18 + 0,3 g/l (Abbil-

dung 42) zu.
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Abbildung 42: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von amidiertem Pektin (17) (2 g/L) mit den Kolo-
stomabeutelinhalten der Probanden 4-6. Amidiertes Pektin (17) und SCFA wurden photometrisch (524
nm) nach Carbazolreaktion bzw. durch Gaschromatographie-Flammenionisations-Detektion (GC-FID)
bestimmt. Amidiertes Pektin (17): Proband 4 (o), Proband 5 (¢), Proband 6 (A); SCFA: (e). Die Werte
des amidierten Pektins (17) jedes Probanden sind als Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD dar-
gestellt; flir bessere Illustration sind die SCFA-Werte als Mittelwerte = SD der Probanden 4-6 gezeigt.

Die ermittelten MeOH-Werte betrugen 49,7 mg/l (Proband 4), 58,1 mg/l (Proband 5)
und 44,8 mg/l (Proband 6) (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Methanolfreisetzung wihrend der Inkubation von amidierten Pektin (2 g/L) mit den
Kolostomabeutelinhalten der Probanden 4-6. MeOH (21) wurde via Headspace solid-phase microex-
traction Gaschromatographie/Massenspektrometrie (HS-SPME-GC/MS) bestimmt. Die Methanolwerte
sind als Mittelwerte = SD der Probanden 4 (o), 5 (0) und 6 (A) dargestellt.

Acetat (18) war der Hauptmetabolit bei allen Inkubationen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Verteilung der SCFA [%] nach Inkubation von D-Galacturonséure (16) (D-GalA) und
amidierten Pektin (17) (AP) mit Ileo- (10 h) und Kolostomabeutelinhalten (24 h). SCFA-Werte sind
dargestellt als Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD.
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Prozentual setzten sich die Gesamt-SCFA nach Inkubation von D-Galacturonsdure
(16) mit Ileostoma- (10 h) und Kolostomabeutelinhalten (24 h) wie folgt zusammen:
91,2-98% Acetat (18), 1-4,3% Propionat (19), 0,4-4,5% Butyrat (20) bzw. 96,8-99,7%
Acetat (18), 0,1-2,2% Propionat (19), 0,1-1% Butyrat (20) (Abbildung 44). Daneben
ergaben die Inkubationen von amidiertem Pektin (17) mit Ileo- (10 h) und Kolostoma-
beutelinhalten (24 h) 89,6-98,8% Acetat (18), 0,8-5,2% Propionat (19), 0,6-5,2% Bu-
tyrat (20) bzw. 99-100% Acetat (18), 0-0,6% Propionat (19), 0-0,4% Butyrat (20) (Ab-
bildung 44).

Bei Vergleich jedes Datenpaares zeigten nur die Acetat-Werte signifikante Unterschie-

de (Tabelle 8).

Tabelle 8: Bildung von Acetat (18), Propionat (19) und Butyrat (20) bei der Inkubation von D-Galac-
turonsdure (16) und amidierten Pektin (17) mit Ileo- und Kolostomabeutelinhalten. Mittelwerte = SD
von n = 6 unabhéngigen Versuchen.

Kontrolle
ilar;l':iL:)_ns b;rt]iﬁ_s Total Substrat b;rt]il:gs Acetat - Propionat  Butyrat Total
. - y ) )
medium  zeit  SC A zeit (18) (19) (20) SCFA
[h] [mmol/1] [h] [mmol/g] [mmol/g] [mmol/g] [mmol/g]
lleo- D-Galacturon-
stoma- 0 7-14+0.58  sdure (16) 10 1240247 0,28+0,13 0,18+0,15 12,4 +0,51
beutel- amidiertes

inhalt 10 7,03+0,47 Pektin (17) 10 8,71+2,87 0,05+0,03 0,05+0,04 8,81 +2,94

D-Galacturon-

Kolo- X
0 65,5+41,5 séure (16) 24 16+0,8 0,12+0,12 0,06 +0,04 16,2+ 0,96

stoma-
beutel- amidiertes
inhalt 24 72 +£30,4 Pektin (17) 24 10,1 +1,5 " 0,02 £0,02 0,01 £0,002 10,1 £1,5

! Summe der Acetat (18), Propionat (19) und Butyrat (20) Konzentrationen (mmol/l Inokulum); Inkubationen
ohne Zusatz von Substrat

? Summe der Acetat (18), Propionat (19) und Butyrat (20) Konzentrationen (mmol/g Substrate); korrigierte
Werte (Differenz zwischen den Inkubationen mit Substrat und den entsprechenden Kontrollen)

: Signifikant hoher als ” (p <0,001); bestimmt durch one-way ANOVA
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Die Acetatkonzentrationen am Ende der Inkubationen von D-Galacturonsiure (16) mit
I[leostomabeutelinhalten (12 + 0,24 mmol/g Substrat) waren signifikant niedriger (p <
0,001) verglichen mit den entsprechenden Werten der Inkubationen mit Kolostoma-
beutelinhalten (16 £ 0,8 mmol/g Substrat). Daneben wurde wihrend der Inkubation
von D-Galacturonsédure (16) mit Kolostomabeutelinhalt signifikant (p < 0,001) mehr
Acetat (16 + 0,8 mmol/g Substrat) gebildet als nach Inkubation von amidierten Pektin
(17) mit Kolostomabeutelinhalt (10,1 = 1,5 mmol/g Substrat) (Tabelle 8). Die Propio-

nat- und Butyratkonzentrationen ergaben keine signifikanten Unterschiede.

Nach der Metabolisierung der sekundédren Pflanzeninhaltstoffe konnen die stabilen
Verbindungen oder deren Anteile bzw. gebildete Metabolite von den Darmepithelzel-
len absorbiert werden und dort protektive Effekte ausiiben. Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit wurde lediglich auf potentielle antiinflammatorische Wirkung fokussiert
und demzufolge wurden nachfolgend Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Polyphe-
nolen mit dem proinflammatorischen Enzym LOX untersucht. Die Ergebnisse dieser

Studien werden im nichsten Abschnitt dargestellt.

3 LOX-Hemmung durch sekundare Pflanzeninhalts-
stoffe

3.1 Flavonoide und deren intestinale Metabolite als Soja LOX-1
Inhibitoren

Folgende Verbindungen wurden auf ihre Wirksamkeit gegeniiber Soja LOX-1
getestet: (+)-Catechin (22), (-)-Epicatechin (5), (S)-6-(3’,4°,5’-Trihydroxyphenyl)-y-
valerolacton (9a), racemisches J-(3’,4’-Dihydroxyphenyl)-y-valerolacton (9b), Pro-
cyanidin B, (4), Q3glc (1b), Q3gal (1c), Q3rha (1f), p-Npglc (2b), p-Npgal (2c), p-
Nprha (2f), Taxifolin (23), Apigenin (24a), Luteolin (24b), Hispidulin (24c), Scu-
tellarein (24d), Daidzin (25a), Daidzein (25b), Genistein (25c), Puerarin (25d) und
Equol (26).

Die Enzymversuche erfolgten spektralphotometrisch, wobei die Bildung des Hydro-
peroxidprodukts bei 234 nm verfolgt wurde (Durchfiihrung s. Abschnitt E 3.1) (von
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den Flavan-3-olen und deren Metaboliten musste eine Konzentration von 50 uM ein-

gesetzt werden, da sich mit 10 uM keine messbare Inhibierung erreichen lieB3).

Die Inhibierungseffektivitdt der untersuchten Flavan-3-ole und deren Metabolite nahm
in folgender Reihenfolge ab: (+)-Catechin (22) > (-)-Epicatechin (5) > racemisches 0-
(3’,4’-Dihydroxyphenyl)-y-valerolacton (9b) = Procyanidin B, (4) > (S)-0-(3°,4’,5’-
Trihydroxy-phenyl)-y-valerolacton (9a) (s. Tabelle 9).

Tabelle 9: Inhibierung von Soja LOX-1 durch Flavonoide und deren intestinaler Metabolite (Flavan-3-
ole und Metabolite: 50 uM; alle anderen: 10 uM).

Flavan-3-ole

und Metabolite Restaktivitdt [%] Quercetin- und p Np-glycoside Restaktivitdt [%]

(+)-Catechin (22) 24,4 Quercetin (1a) 64,4

(-)-Epicatechin (5) 49 Quercetin-3-0 -f -D- 49
glucosid (Q3glc) (1b)

(S)-0-(3,4°,5- Quercetin-3-0 -4 -D- 13,3

Trihydroxyphenyl)- 80 galactosid (Q3gal) (1c)

y -valerolacton (9a) Quercetin-3-0 -a -L- 42,2
rhamnosid (Q3rha) (1f)

racemisches 0 -(3°,4'- p -Nitrophenyl- 62,2

Dihydroxyphenyl)- 77,8 glucosid (p -Npglc) (2b)

y -valerolacton (9b) p -Nitrophenyl- 35,6
galactosid (p -Npgal) (2c)

Procyanidin B, (4) 77,8 p -Nitrophenyl- 46,7
rhamnosid (p -Nprha) (2f)

f—ialj“,l(; Iz/ilnon Taxifolin) Restaktivitdat [%] Isoflavone und Metabolite Restaktivitit [%]

Apigenin (24a) 95 Daidzin (25a) 84,6

Luteolin (24b) 83,7 Daidzein (25b) 95

Hispidulin (24c) 49 Genistein (25¢) 83,8

Scutellarein (24d) 46 Puerarin (25d) 62,2

Taxifolin (23) 71 Equol (26) 77

Fiir die Inhibierungsstirke der Flavonole ergab sich folgende Reihenfolge: Scutella-
rein (24d) (46% Restaktivitdt) > Luteolin (24b) > Apigenin (24a). Die Effekte von
Scutellarein (24d) und Hispidulin (24c) unterschieden sich mit 46% bzw. 49% Rest-

aktivitat kaum.
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Die Resultate zeigten ferner, dass Quercetin (1a) LOX stéirker inhibierte als sein Di-
hydroderivat Taxifolin (23) (s. Tabelle 9). Mit Restaktivitdten von 13,3%-49% hemm-
ten die Quercetinglycoside (1b, ¢, f) LOX effektiver als die entsprechenden p-Np-Gly-
coside (2b, c, f) (Restaktivititen: 46,7%-62,2%) (s. Tabelle 9). Als wirksamste Inhibi-

toren der Soja LOX-1 erwiesen sich die Galactoside.

Die Inhibierungseffektivitit der Isoflavone nahm in folgender Reihenfolge ab: Puera-
rin (25d) > Genistein (25¢) > Daidzin (25a) > Daidzein (25b). Der intestinale Isofla-
von-Metabolit Equol (26) zeigte mit 77% Restaktivitdt einen stirkeren Hemmeffekt

als die meisten untersuchten Isoflavone (s. Tabelle 9).

In Abbildung 45 sind die als inhibierungssteigernd identifizierten Strukturelemente
(dreifache Hydroxylierung an Ring A, vicinale Hydroxygruppen an Ring B, Stereo-
chemie an C2 (R) bzw. C3 (S) und Konjugation mit Galactose an C3) zusammenge-

fasst.

OH oy

OH

Abbildung 45: Zusammenfassung LOX-inhibierungssteigernder Strukturelemente. Griin: in der Lite-
ratur schon beschrieben (Richard-Forget ef al. 1995, Werz 2007), Rot: noch nicht literaturbekannt.

Das bekannte Potential von Polyphenolen zur LOX-Hemmung wurde durch die bei
unseren Versuchen erzielten Ergebnisse im Wesentlichen bestétigt und im Hinblick
auf den Effekt der Zuckerkonjugation erweitert. Uber das Verhalten von Anthocyanen
gegeniiber LOX war dagegen bisher praktisch nichts bekannt. Daher waren im Folgen-
den Anthocyane als LOX-Inhibitoren genauer zu untersuchen. Die Ergebnisse werden

im nichsten Abschnitt prasentiert.
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3.2  Anthocyane als LOX-Inhibitoren
3.2.1 SojaLOX-1

Zur Ermittlung ihres LOX-Inhibitionspotentials wurden die Anthocyane Delphinidin-
3-0-p-D-glucosid (Dp3glc) (15¢), Delphinidin-3-O-4-D-galactosid (Dp3gal) (15b),
Dp3ara (15d), Cyanidin-3-O-f-D-glucosid (Cy3glc) (159g), Cyanidin-3-O-f-D-galacto-
sid (Cy3gal) (15f), Cy3ara (15h), Peonidin-3-O-$-D-glucosid (Pn3glc) (15n), Peoni-
din-3-0-f-D-galactosid (Pn3gal) (15m), Peonidin-3-O-a-L-arabinosid (Pn3ara) (150),
Malvidin-3-0O-f-D-glucosid (Mv3glc) (15r) und ihre Aglycone untersucht (Isolierung
der Anthocyane s. Abschnitt E 3.2.2-3.2.5; Durchfiihrung der Enzymversuche s. Ab-
schnitt E 3.2.8.1). Um die Wechselwirkungen und den Hemmtyp zu untersuchen, wur-
de Soja LOX-1 als bekanntes und standardmafig angewendetes Modellsystem benutzt.
Der zeitliche Ablauf der durch Soja LOX-1 katalysierten Reaktion bei Anwesenheit
von 0-8 uM Dp3gal (15b) ist in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Zeitlicher Ablauf der LOX-katalysierten Reaktion. Das Inhibierungspotential von Dp3-
gal (15b) wurde mit Soja LOX-1 fiir 10 min in sauerstoffgesittigtem 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0) unter-
sucht. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 puM Linolsdure gestartet und die Bildung des Hydro-
peroxidprodukts wurde bei 234 nm verfolgt. Die Konzentrationen von Dp3gal (15b) waren 0 (m), 0,1
(4),0,3 (A)und 8 uM (e). Aufgetragen sind die Mittelwerte (n=3) + SD.
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Alle untersuchten Anthocyane und Anthocyanidine, mit Ausnahme der Malvidinderi-
vate — sie zeigten keinen messbaren Hemmeffekt - inhibierten die Soja LOX-1 kon-
zentrationsabhdngig, wie reprasentativ an den Beispielen von Dp3glc (15¢) und Dp3-

gal (15b) in Abbildung 47 dargestellt ist.
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Abbildung 47: Dosis-Wirkungskurven der Inhibierung von Soja LOX-1; représentativ: Dp3-glc (15¢)
(m) und Dp3gal (15b) (). Beide Komponenten wurden mit Soja LOX-1 fir 10 min in sauerstoff-
gesittigtem 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0) untersucht. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pM
Linolsédure gestartet und die resultierende Bildung des Hydroperoxidprodukts wurde bei 234 nm ver-
folgt. Aufgetragen sind die Mittelwerte (n=3) &+ SD.

Abbildung 48 zeigt eine schematische Ubersicht der bestimmten ICso-Werte.

Die Delphinidinderivate (15a-d) waren mit ICso-Werte von 0,43 uM-0,49 mM (im
Detail: Dp3glc (15¢): 0,43 + 0,07 uM, Dp3gal (15b): 0,46 + 0,16 uM, Dp3ara (15d):
0,49 £ 0,06 mM, Delphinidin (Dp) (15a): 0,27 £ 0,06 mM) die effektivsten Inhibi-
toren, gefolgt von den Cyanidinderivaten (15e-h) mit ICso-Werten von 0,18-1,24 mM
(im Detail: Cyglc (159): 0,25 + 0,04 mM, Cy3gal (15f): 0,18 + 0,02 mM, Cy3ara
(15h): 1,24 + 0,36 mM, Cyanidin (Cy) (15e): 0,58 £ 0,36 mM) und den Peonidinderi-
vaten (151-0) mit den hochsten ICsp-Werten von 0,59-37,7 mM (im Detail: Pn3glc
(15n): 37,5 + 0,33 mM, Pn3gal (15m): 37,7 + 0,25 mM, Pn3ara (150): 31 + 0,43 mM,
Peonidin (Pn) (15l): 0,59 + 0,04 mM) (Abbildung 48).
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Die statistischen Analysen (Durchfiihrung s. Abschnitt E 3.2.8.5) ergaben signifikant
niedrigere (p < 0,001) ICsp-Werte der unmethylierten Anthocyane (im Detail: Dp3glc
(15c), Dp3gal (15b), Dp3ara (15d), Cy3glc (159), Cy3gal (15f), Cy3ara (15h)) ver-
glichen mit den methylierten Peonidinglycosiden (im Detail: Pn3glc (15n), Pn3gal
(15m), Pn3ara (150)) (Abbildung 48).
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Abbildung 48: 1Csp-Werte [mM] der Inhibierung von Soja LOX-1 durch Anthocyane und entsprechen-
den Aglyconen. Die ICso-Werte sind dargestellt als Mittelwerte (n=3) + SD. Signifikanz-Tests wurden
durch one-way ANOVA mit ,,post-hoc Bonferroni's multiple comparison test” durchgefiihrt. Dp3glc:
Delphinidin-3-O-f-D-glucosid, Dp3gal: Delphinidin-3-O-f-D-galactosid, Dp3ara: Delphinidin-3-O-a-
L-arabinosid, Dp: Delphinidin, Cy3glc: Cyanidin-3-O-4-D-glucosid, Cy3gal: Cyanidin-3-0-f-D-galac-
tosid, Cy3ara: Cyanidin-3-O-a-L-arabinosid, Cy: Cyanidin, Pn3glc: Peonidin-3-O-$-D-glucosid, Pn3-
gal: Peonidin-3-O-f-D-galactosid, Pn3ara: Peonidin-3-O-a-L-arabinosid, Pn: Peonidin.

3.2.2 5-LOX aus menschlichen neutrophilen Granulozyten

Die beiden effektivsten Soja LOX-1 Inhibitoren, Dp3glc (15¢) und Dp3gal (15b), wur-
den zusitzlich mit 5-LOX aus isolierten humanen neutrophilen Granulozyten unter-

sucht (Durchfiihrung s. Abschnitt E 3.2.8.2). Hierflir wurden neutrophile Granulozyten
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aus peripherem Humanblut isoliert und deren Zellvitalitét iberpriift (Durchfiihrung s.
Abschnitt E 3.2.6). Sowohl die Zellvitalitit (> 90% lebende Zellen) als auch die Zell-
konzentration (> 5000 Zellen/ ul) erwiesen sich nach Anfarbung mit Trypan-blau und

mikroskopischer Analyse als fiir die geplanten Studien als geeignet.

Fiir die Inhibierungsversuche wurden die Granulozyten lysiert und die 5-LOX-Akti-
vitdt im entstehenden Lysat spektralphotometrisch bestimmt (Durchfiihrung und Akti-
vitdt s. Abschnitt E 3.2.8.2).

Dp3glc (15c) und Dp3gal (15b) inhibierten effektiv auch die Aktivitidt der 5-LOX
konzentrationsabhéngig (Abbildung 49). Diese beiden untersuchten Anthocyane iiber-
trugen mit ICso-Werten von 2,15 + 0,7 uM (Dp3glc (15¢)) und 6,9 + 0,42 (Dp3gal
(15b)) ihr starkes Soja LOX-1-Inhibitionspotential auf die humane 5-LOX.
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Abbildung 49: Dosis-Wirkungskurven der Inhibierung von 5-LOX aus humanen neutrophilen Granu-
lozyten durch Dp3glc (15¢) (m) und Dp3gal (15b) (¢). Beide Komponenten wurden mit 5-LOX aus
humanen neutrophilen Granulozyten fiir 5 min in sauerstoffgesattigtem 0,1 M ,phosphate buffered
saline” (PBS)-Puffer (pH 7,4) untersucht. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 mM Arachi-

donsdure gestartet und die resultierende Bildung von 5S-HETE wurde bei 236 nm verfolgt. Aufgetragen
sind die Mittelwerte (n=3) £+ SD.
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Die bei Versuchen mit Dp3glc (15¢) bzw. Dp3gal (15b) und 5-LOX ermittelten 1Cs-
Werte waren signifikant hoher (p < 0,001) als die bei den Versuchen mit Soja LOX-1
bestimmten ICsp-Werte (Abbildung 50).

p < 0,001
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Abbildung 50: ICsp-Werte [uM] der Inhibition von Soja LOX-1 und 5-LOX aus humanen neutrophilen
Granulozyten durch Dp3glc (15¢) and Dp3gal (15b) Die ICs-Werte sind dargestellt als Mittelwerte
(n=3) + SD. Signifikanz-Tests wurden durch one-way ANOVA mit ,,post-hoc Bonferroni's multiple
comparison test™ durchgefiihrt.

Mit Peonidin (15l), das aufgrund guter kommerzieller Verfiigbarkeit als représentati-
ves Beispiel gewéhlt wurde, erfolgte mit Soja LOX-1 die Ermittlung des Inhibierungs-
typs (Durchfiihrung s. Abschnitt E 3.2.8.3).

Nach spektralphotometrischer Messung von mit unterschiedlichen Inhibitor- und Sub-
stratkonzentrationen (0-1500 bzw. 25-500 uM) durchgefiihrten Versuchen wurden die
Daten nach Michaelis-Menten ausgewertet und anschlieBend nach Lineweaver-Burk
linearisiert (Abbildung 51). Durch diese doppelt-reziproke Auftragung und Lineari-
sierung der erhaltenen Daten zeigt bekanntlich jeder der drei Inhibitionstypen (kompe-
titiv, nichtkompetitiv, unkompetitiv) ein charakteristisches Muster. Da bei unseren Er-

gebnissen die Trendlinien parallel angeordnet sind, handelt es sich um einen unkompe-
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titiven Inhibierungstyp, wodurch die Affinitdt des Inhibitors fiir den Enzym-Substrat-
Komplex beschrieben wird (Abbildung 52).
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Abbildung 51: Kombinierte Darstellung der Werte zur Charakterisierung der Soja LOX-1-Aktivitét.
Die Darstellung besteht aus einem Michaelis-Menten-Plot (Mittelwerte (n=3) + SD) und einem inte-
grierten Lineweaver-Burk-Plot (Mittelwerte (n=3)). S: Substrat (Linolséure).

1,2-
1,0-
g
el | I
£ £ 0,84 i =
ZEZ (=0
— = O
g a 0,64
=
04
! I I I !
-0,050 -0,025 0,000 0,025 0,050

1/S [uMY

Abbildung 52: Lineweaver-Burk Plot der Inhibierung von Soja LOX-1 durch Peonidin (15l) (Mittel-
werte (n=3)). Der Assay wurde mit Enzym (10 pL einer 0,5 mg/ml Proteinstammldsung; spezifische
Aktivitat: 131000 units/mg Protein) in An- und Abwesenheit von Peonidin (15l) (verschiedene Konzen-
trationen) durchgefiihrt. Die Peonidinkonzentrationen waren 0 (m), 500 (¢), 1000 (@) und 1500 uM (A).
Die Konzentrationen der Linolsdure (S) variierten von 25-500 pM. Bei Abwesenheit des Inhibitors
betrugen der K,-Wert 78,4 uM und der V ,,-Wert 5,47 pumol/min, wihrend sowohl die K,,-Werte bei
zunehmender Inhibitorkonzentration [I] (500, 1000 und 1500 uM) mit 53,8, 36,8 und 26,2 uM als auch
die Vx-Werte mit 3,71, 2,48 und 1,74 pmol/min abnahmen.
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Zum rechnerischen Nachweis wurden die aus dem Lineweaver-Burk Diagramm erhal-
tenen 1/Vnax und -1/K-Werte, wie in Abbildung 53 dargestellt, abgelesen, aufgeldst

und V. bzw. K, berechnet.

Bei Abwesenheit des Inhibitors betrugen der K,-Wert 78,4 uM und der Vp.x-Wert
5,47 umol/min, wiahrend sowohl die K,,-Werte bei zunechmender Inhibitorkonzentra-
tion [I] (500, 1000 und 1500 uM) mit 53,8, 36,8 und 26,2 uM als auch die V,.x-Werte
mit 3,71, 2,48 und 1,74 umol/min abnahmen.
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Abbildung 53: Graphische Darstellung zur Ermittlung von V. und K. Lineweaver-Burk Plot der
Inhibition von Soja LOX-1 durch Peonidin (15l). Der Assay wurde mit Enzym (10 puL einer 0,5 mg/ml
Proteinstammldsung; spezifische Aktivitit: 131000 units/mg Protein) in An- und Abwesenheit von Peo-
nidin (verschiedene Konzentrationen) durchgefiihrt. Dargestellt: lediglich Inhibierung mit 500 uM (A)
Peonidin (151). Die Konzentrationen der Linolsdure (S) variierten von 25-500 pM.

Die Inhibierungskonstante K; wurde graphisch mittels Sekundérplot bestimmt. Hierfiir
wurden die 1/Vpmax Werte aus dem Lineweaver-Burk Plot gegen die Konzentrationen
des Inhibitors aufgetragen (Abbildung 54). Die Inhibierungskonstante K;, die sich aus
dem Schnittpunkt der erhaltenen Trendlinie mit der x-Achse ergab, betrug 361 uM.
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Abbildung 54: Bestimmung der Inhibierungskonstanten K; von Peonidin (15l). Dazu wurden die
1/Vimax-Werte aus Abbildung 54 gegen die Peonidin-Konzentrationen (500, 1000 und 1500 uM) aufge-

tragen.

Nachfolgend werden die im Abschnitt B dargestellten Ergebnisse diskutiert. Die Rei-
henfolge der Diskussionspunkte wird dabei aus Abschnitt B iibernommen.



C. Diskussion
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1 Prufung auf metabolische Kompetenz der verwende-
ten lleo- und Kolostomabeutelinhalte

Vor ihrer Verwendung zur Umsetzung der zu untersuchenden Substrate wurde die
Mikroflora der Stomabeutelinhalte zunéchst auf ihre enzymatische Aktivitit und
Vitalitdt tberpriift. Hierzu wurden die enzymatischen Aktivititen der Darminhalte
zunichst anhand des APIZYM'™-Testsystems untersucht. Solche standardisierten
Testsysteme werden bereits seit vielen Jahren in der Routineanalytik erfolgreich zum
Nachweis enzymatischer Aktivitdten in ungereinigten Untersuchungsmaterialien, wie
z.B. Geweben, Zellen, biologischen Fliissigkeiten, Mikroorganismen etc., eingesetzt.
Die Durchfiihrung des Tests ermdglichte die Uberpriifung von 19 ausgewihlten En-

zymaktivitdten mittels geeigneter Farbreaktionen.

Wie Tabelle 6 zu entnehmen ist, waren im Wesentlichen Hydrolasen, wie z. B. f-Glu-
curonidase, f-Glucosidase und a-Glucosidase (Scheline 1973; Krishnaiah et al. 2001;
Laube et al. 2001) im Grofteil der untersuchten Medien aktiv vertreten. Um die inter-
individuellen Unterschiede der Beutelinhalte beziiglich des Vorkommens einiger
Enzyme (Tabelle 6) nicht zu vernachldssigen, wurden die Metabolismusstudien mit
jedem Inhalt durchgefiihrt. Der Test diente weiterhin als Positivkontrolle fiir die en-
zymatischen Aktivitdten der verwendeten Medien und wurde parallel zu den Inkuba-

tionsexperimenten durchgefiihrt.

Dariiber hinaus wurde die Anzahl kolonienbildender Einheiten aller Beutelinhalte
nach 4-tdgiger Bebriitung bei 37°C unter anaeroben Bedingungen geméfl Angaben im
Abschnitt E 1.2 durchgefiihrt. Damit wurde abgesichert, dass der zligige, unter anaero-
ber Atmosphire gehaltene Transport der Beutelinhalte vom jeweiligen Probanden ins
Labor die Lebensfdhigkeit der Anaerobier, die den vorwiegenden Anteil in diesen
Darmsegmenten darstellen, nicht beeintrachtigte. Die erhaltenen Werte von 1,77E+08
bis 6,40E+10 KbE/g stimmen mit der Literatur iiberein (Gorbach et al. 1967; Hart et
al. 2002) und belegen die Lebensfihigkeit der Anaerobier wihrend des Transports
(Tabelle 7).
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2 Untersuchung des Metabolismus von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen mit verschiedenen Modell-
systemen

2.1 Inkubation von Apfelinhaltsstoffen mit Ileo- und Kolostoma-
beutelinhalten

2.1.1 Einfluss des Zuckerrests, der Aglyconstruktur und der Mikroflora-
konzentration auf die Hydrolyse von Phenolglycosiden im mensch-
lichen Dinndarm

Trotz zahlreicher nachgewiesener chemopraventiver in vitro-Effekte ist die in vivo-
Situation von Polyphenolen im Hinblick auf gesundheitsfordernde Effekte noch immer
ungeklirt (Hertog et al. 1992; Scalbert und Williamson 2000; USDA 2003; Manach et
al. 2004). Der aktuelle Stand wurde kiirzlich zusammengefasst (Manach et al. 2004;
Manach et al. 2005). Demnach wird der grof3te Teil der oral aufgenommenen Poly-
phenole im Diinndarm absorbiert oder metabolisiert. Dies wurde u.a. in unserem Ar-
beitskreis durch eine Studie mit Apfelpolyphenolen und Ileostomaprobanden besti-
tigt, bei der nach oraler Aufnahme in den Ileostomabeutelinhalten bis zu 33% Apfel-

polyphenole wiedergefunden wurden (Kahle ez al. 2005).

In welchem Mal} verschiedene Polyphenole absorbiert oder metabolisiert werden,
hingt von deren Struktur ab. Beispielsweise werden Quercetinglucoside (1b) im
Diinndarm vollstindig in Quercetin (1a) und Glucose gespalten, die Spaltprodukte
zum groften Teil (64,5-80,7%) absorbiert (Walle et al. 2000; Williamson et al. 2000),
konjugiert und im Plasma transportiert (Day ef al. 2001). Tierstudien, ex vivo- und in
vivo-Experimente (Arts et al. 2004; Keppler und Humpf 2005; Kahle et al. 2005)
zeigten, dass die Hydrolyse von Quercetinglycosiden im Diinndarm von der Struktur
des konjugierten Zuckers abhingt. So war lediglich Q3rha (1f) resistent gegen ileale
Hydrolyse, wohingegen Q3ara (1d) zum groBiten Teil, Q3glc (1b), Q3gal (1c) und
Q3xyl (1e) vollkommen gespalten wurden. Bis zu diesem Metabolismusschritt hat
man nachweislich keinen mikrobiell bedingten Abbau des Aglycons beobachtet (Ma-

nach et al. 2004; Rechner et al. 2004).
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Sowohl die Abhdngigkeit von der Struktur des Zuckers bei der Hydrolyse als auch die
Stabilitit des Aglycons wurden in unseren Studien, bei der Effekte in der Mundhdhle
und im Magen (Walle et al. 2005) unberticksichtigt blieben, bestitigt (Abbildung 33).
Q3glc (1b) wurde schnell gespalten, wihrend Q3rha (1f) von der Mikroflora nicht
metabolisiert wurde (Abbildung 31). Das Aglycon der hydrolysierten Glucoside er-
reicht nach Absorption den Blutkreislauf, wahrend die Rhamnoside unverindert ins
Kolon gelangen und dort der Mikroflora ausgesetzt werden (Williamson et al. 2000).
Diese spaltet Q3rha (1f) zu Rhamnose und Quercetin (1a), welches dann u.a. zu
Phloroglucin (11) und 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (13) (Groenewoud und Hundt
1986; Miyake et al. 1997; Schneider et al. 1999; Labib et al. 2004) abgebaut wird.

Um die strukturelle Abhdngigkeit der Hydrolyse auf das Aglycon auszuweiten, wurde
die Glycosidaseaktivitit der Mikroflora zusétzlich mit p-Np-Glycosiden (2b-f) (p-
Npgal (2¢), p-Npara (2d), p-Nprha (2f), p-Npxyl (2e) und p-Npglc (2b)) — haufig ein-
gesetzten synthetischen Standardsubstraten zur Uberpriifung von Enzymaktivititen -
untersucht. Deren Hydrolyse war, den Quercetinanaloga entsprechend, ebenfalls vom
Zuckerrest abhéngig. Dariiber hinaus bewies der direkte Vergleich der Hydrolyseraten
beider Phenolklassen den Einfluss der Aglyconstruktur, denn die Spaltung der p-Np-
Glycoside (2b-f) war in jedem Fall schneller als die der entsprechenden Quercetin-
glycoside (1b-f) (Abbildung 33). Diese Beobachtung bestitigte schon frither von
Berrin et al. (2003) vorgelegte Ergebnisse. Wéhrend ihrer Studien mit einer cytoso-
lischen f-Glucosidase aus menschlichen Zellen wurden die untersuchten Flavonoid-
glucoside in Abhingigkeit ihrer Aglyconstruktur in unterschiedlichem Maf} hydroly-
siert. Hierfir wurden vier einzelne Proteinmutanten (Val'®—Tyr, Phe**—Ser,
Tyr'®—Ala und Tyr’®—Phe) die Homologie zur Substratbindungsstelle (Aglycon)
der f-Glucosidase besallen, in Pichia pastoris exprimiert, aufgereinigt und charakteri-
siert. Die Val'®—Tyr Mutation beeinflusste wihrend der Versuche mit den p-Np-
Glycosiden die K, nicht, verflinffachte diese jedoch bei Anwendung der Flavonoid-
glycoside. Diese Ergebnisse zeigten erstmals die biochemische Bedeutung dieses

Rests wihrend der Aglyconbindung des Substrats.
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Aufgrund ihrer vorwiegend p-glycosidischen Struktur schienen Quercetinglycoside
resistent gegen Hydrolyse durch Pankreasenzyme und somit auch gegen Absorption zu
sein (Kuehnau 1976). Im Laufe der Zeit hat man jedoch gezeigt, dass nach Zufuhr von
Quercetinglucosid-reicher Nahrung das Aglycon rasch ins Plasma gelangte, was eine
schnelle Absorption im Diinndarm bewies (Scalbert und Williamson 2000; Day et al.
2001). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde der Absorptionsmechanismus vor allem
von Quercetinglucosid eingehender untersucht; dies fiihrte zu zwei Hypothesen (Day

et al. 2003):

a) aktiver Transport von Quercetinglucosiden in Enterozyten durch den SGLT

gefolgt von systematischer zelluldrer Hydrolyse durch CBG;

b) luminale Hydrolyse der Glucoside durch die LPH mit nachfolgender Absorp-

tion des freigesetzten Aglycons durch passive Diffusion.

Die Ergebnisse weiterer Versuche wiesen der LPH, einer auf der Biirstensaummem-

bran des Sdugerdiinndarms gebundenen pS-Glycosidase, die entscheidende Rolle zu

(Day et al. 2000 und 2003).

Nichtsdestotrotz ist LPH - wie erwdhnt - membrangebunden, und diirfte deshalb nur
zu einem geringen Anteil, vor allem iiber Abrieb, an der Hydrolaseaktivitdt des ange-
wendeten Ileostomabeutelinhalts beteiligt sein. Aus diesem Grund postulierten wir,
dass die Spaltung von Phenolglycosiden insbesondere auch von der hydrolytischen
Aktivitit der Mikroflora bestimmt wird. Erstmals wurde dies durch unsere mit Q3glc
(1b) durchgefiihrte Studie bewiesen, bei der eine eindeutige Abhéngigkeit der Hydro-
lyseraten vom eingesetzten Gehalt an Mikroflora beobachtet wurde. Dieses Resultat
fand ferner eine Stiitze durch das Fehlen jeglicher Hydrolyse von Q3glc (1b) nach Zu-
satz eines Antibiotikums (Abbildung 34).

Trotz der interindividuellen Variabilitit der Mikroflora in den verwendeten Ileo-
stomabeutelinhalten, welche durch die Anwendung von drei verschiedenen Probanden

nur teilweise beriicksichtigt wurde, 14sst sich nunmehr folgern, dass die Hydrolyse von
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Phenolglycosiden im menschlichen Intestinaltrakt neben der Art der Zuckereinheit und

der Aglyconstruktur auch von der Menge der verfiigbaren Mikroflora abhéngt.

2.1.2 Inkubation der gegen ilealen Abbau resistenten Verbindungen mit
Kolostomabeutelinhalten

Die folgenden Verbindungen hatten sich bereits bei Ileostoma-Modellstudien mit
Quercetinglycosiden (1b-f) (s. Abschnitt B 3.1.1) und weiteren Polyphenolen (Daten
nicht gezeigt) als stabil erwiesen: Quercetin (1a), Q3rha (1f), Chlorogensdure (3),
Procyanidin B, (4), (-)-Epicatechin (5) und Phloretin (6). Da diese Verbindungen
aufgrund ihrer ilealen Stabilitdt das Kolon erreichen, wurden sie mit Kolostoma-
beutelinhalt inkubiert, um den weiteren Verlauf ihres Metabolismus zu zeigen. Der
Stoffwechsel dieser oder dhnlicher Verbindungen durch Kolon- bzw. Fékalflora ist in
unserem Arbeitskreis und von Anderen bereits eingehend untersucht worden (Rechner
et al. 2004; Labib 2006), sodass auf eine detaillierte Diskussion der einzelnen

Metabolismusvorgénge verzichtet werden kann.

Durch Inkubation von Quercetin (1a) (Abbildung 35, Bild E) wurden die Ring-
spaltungsprodukte Phloroglucin (11), 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (13) und 3,4-
Dihydroxy-methylbrenzcatechin (14) erhalten. Die Bildung von 3,4-Dihydroxy-phe-
nylessigsdure (13) und Phloroglucin (11) belegte die Féhigkeit der Mikroflora des Ko-
lons, Quercetin (1a) durch Spaltung des C-Rings abzubauen. Phloroglucin (11) und
3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (13) unterlagen einem weiteren Abbau, der jedoch
von uns nicht genauer untersucht wurde (Abbildung 35, Bild E). Die beschriebene
intermediére Bildung von Phloroglucin (11) und 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (13)
steht in Ubereinstimmung mit bereits vorliegenden Literaturergebnissen (Schneider et
al. 2000; Braune, Gutschow et al. 2001; Labib et al. 2004). Sowohl Justesen et al.
(2000) als auch Labib et al. (2004) fiihrten Inkubationsversuche mit humanen Fizes
bzw. Schweinecaecum und Quercetin (1a) durch und wiesen dabei die Bildung von
3,4-Dihydroxy-methylbrenzcatechin (14) nach. Dies stimmt ebenfalls mit unseren

Ergebnissen iiberein.
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Q3rha (1f) wurde von der Mikroflora des Kolons vollstindig zum Aglycon Quercetin
(1a) abgebaut (Abbildung 35, Bild F). Eine darauffolgende Ringspaltung wurde nicht
beobachtet. Die Kompetenz der Kolonmikroflora, im Gegensatz zu der des Ileums
Rhamnoside zu spalten, ist bekannt und wurde von Aura et al. (2002) durch in vitro-

Versuche mit humaner Fékalflora und p-Nprha (2f) bzw. Rutin gezeigt.

Die Inkubation von Chlorogensdure (3) fiihrte zur Spaltung in Kaffee- (7) und China-
sdure (8). Beide Metabolite blieben bis zu einer Inkubationsdauer von 24 h stabil
(Abbildung 35, Bild A). Schon Plumb et al. (1999) hatten gezeigt, dass Chlorogen-
sdure (3) im Menschen durch ein Enzym der Kolonflora in Kaffee- (7) und Chinasiure
(8) gespalten wird. Die Spaltung von Chlorogenséure (3) ist spater von Rechner et al.
(2004) eingehend untersucht worden. Die dort beschriebene weitere Umwandlung von
Kaffeesdure (7) zu Dihydrokaffeesdaure (10) und 3-(3-Hydroxyphenyl)-propionséure

wurde bei unseren Versuchen jedoch nicht festgestellt.

Procyanidin B; (4) wurde wihrend der Inkubation nur teilweise abgebaut; als einziger
Metabolit war (-)-Epicatechin (5) detektierbar (Abbildung 35, Bild B). Der beschriebe-
ne Abbau von Procyanidin B, (4) war bereits bekannt; so fanden Baba et al. (2002) in
einer Studie mit Ratten, dass Procyanidin B, (4) absorbiert, im Urin ausge-schieden

und teilweise zu (-)-Epicatechin (5) metabolisiert wurde.

Nach Inkubation von (-)-Epicatechin (5) wurden 0-(3°,4°,5’-Trihydroxyphenyl)-y-va-
lerolacton (9a) und Dihydrokaffeesdure (10) gebildet (Abbildung 35, Bild C). Die
nachgewiesene Transformation von Flavonolen zu Phenylvalerolactonen und deren
anschlieBende Metabolisierung zu Phenylpropionséuren im Kolon ist bereits in friihe-
ren Studien von Scalbert und Williamson (2000) bzw. Olthof et al. (2003) gezeigt
worden und fand seine Bestitigung in den von Rechner et al. (2004) vorgelegten
Ergebnissen. Dabei wurde beschrieben, dass im Kolon wéhrend des Abbaus von (-)-
Epicatechin (5) 0-5-(3’,4’-Dihydroxyphenyl)-y-valerolacton und das methylierte Deri-
vat 0-5-(3’-Methoxy-4’-hydroxyphenyl)-y-valerolacton gebildet wurden.
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Phloretin (6) wurde zu Phloroglucin (11) und p-Hydroxy-hydrozimtsdure (12) abge-
baut (Abbildung 35, Bild D). Auch dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit
Literaturergebnissen (Labib 2006). Dabei wurde Phloretin (6) im Laufe der Inkubation
mit Schweinecaecum ebenfalls zu den genannten Metaboliten abgebaut. Zusétzlich

wurde noch 3-Phenylpropionsédure detektiert.

2.2 Einfluss des Zuckerrests und der Aglyconstruktur auf die Hy-
drolyse von Heidelbeeranthocyanen im menschlichen Dinn-
und Dickdarm

Anthocyane sind in Pflanzen, vor allem Beeren, weit verbreitet und werden daher
tdglich durch die Nahrung aufgenommen. Aktuelle Studien bestitigen eine Antho-
cyanaufnahme von 12,5 mg/d (USA) bzw. 82 mg/d (Finnland). Nichtsdestotrotz ist de-
ren Verfiigbarkeit mit einer Wiederfindung von etwa 0,1% der aufgenommenen Men-

ge im Urin sehr gering (McGhie und Walton 2007).

Nach Eintritt in den Korper werden die Anthocyane zahlreichen metabolischen
Verinderungen unterworfen. Uber mdgliche Metabolisierung in der Mundhohle gibt
es keine Informationen, wéhrend sich die Anthocyane im Magen als stabil erwiesen.
Dort und im Diinndarm werden sie teilweise absorbiert; der Rest wird im Kolon zu
phenolischen Sduren metabolisiert (McGhie und Walton 2007; Keppler und Humpf
2005).

Beziiglich des Metabolismus im Diinndarm fanden Kahle ez al. (2006), dass nach ora-
ler Aufnahme hohe Anteile an Heidelbeeranthocyanen (bis zu 85%) den Diinndarm
unmetabolisiert passierten und das Kolon erreichten. Dabei hatten sowohl die Struktur
des B-Rings als auch der gebundene Zucker Einfluss auf Abbau und/oder Absorption
der einzelnen Anthocyane. So erwiesen sich an Ring-B methylierte Anthocyane (Pt
(15i-k), Pn (15m, n), Mv (150-s)) verglichen mit den unmethylierten Dp (15b-d) und
Cy (15f-h) als stabiler. Daneben wurden vor allem die Anthocyanglucoside meta-

olisiert/absorbiert, wiahrend die Arabinoside sich am stabilsten erwiesen.
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Um die in vivo-Situation des Anthocyanabbaus eingehender bzgl. Aglycon- und
Zuckerabhingigkeit im Diinndarm zu untersuchen, wurden ex vivo-Studien mit Hei-
delbeerextrakt und Ileostomabeutelinhalten durchgefiihrt und die Hydrolyseraten der
einzelnen Anthocyane bestimmt. Desweiteren wurden zusétzlich Studien mit Kolo-
stomabeutelinhalten durchgefiihrt, um die Stabilitdt der Anthocyane im Dickdarm zu

prifen.

Methylierung am B-Ring und Konjugation mit Arabinose an C3 sind nachweislich
Strukturparameter, die eine Stabilitdt von Anthocyanen im Diinndarm beglinstigen.
Von Kahle et al. (2006) wurde dies fiir alle Heidelbeeranthocyane (Ausnahme:
Dp3ara) bewiesen. Der Einfluss der Methylierung wurde durch unsere ex-vivo-Studien
mit Ileostomabeutelinhalten bestétigt. Die methylierten Pt- (15i-k) Pn- (15m, n), und
Mv-glycoside (150-S) erwiesen sich im Durchschnitt resistenter gegen mikrobiellen
Abbau als die unmethylierten Dp- (15b-d) und Cy-glycoside (15f-h) (Abbildung 37).
Auch der stabilisierende Effekt einer Arabinosekonjugation an C3 wurde wihrend
unserer Versuche bei den untersuchten unmethylierten Anthocyanen beobachtet (Ab-
bildung 37). Wie schon von Kahle et al. (2006) gezeigt, bildete Dp3ara (15d) auch bei
den von uns durchgefiihrten ex-vivo-Experimenten eine Ausnahme und war das insta-
bilste Dp-Derivat. Aufler den Cyanidinen (Reihenfolge der Geschwindigkeit des in
vivo-Abbaus: glc > gal > ara; ex vivo-Abbau: ara > glc > gal) wurden die in vivo-Er-
gebnisse von Kahle et al. (2006) somit auch durch die ex vivo-Experimente mit Ileo-

stomabeutelinhalt bestétigt (Abbildung 37).

Da ein Grofteil der aufgenommenen Anthocyane in den Dickdarm gelangt (Kahle et
al. 2006), wurde der Heidelbeerextrakt zusitzlich mit Kolostomabeutelinhalten inku-
biert. Die Methylierung am B-Ring hatte keinen Einflu auf die Stabilitdt, denn so-
wohl die Dp- (15b-d) und Cy-glycoside (15f-h) als auch die Pt- (15i-Kk), Pn- (15m, n)
und Mv-glycoside (150-S) wurden ungefahr gleich schnell abgebaut. Bei den Inkuba-
tionen mit Kolostomabeutelinhalten waren die Anthocyanarabinoside am stabilsten

(Abbildung 37).
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Zusammenfassend erwies sich das angewandte ex-vivo-Stomamodell, bei dem Absorp-
tionsvorgédnge unberiicksichtigt blieben, als gut geeignet um die in vivo-Situation des
intestinalen Abbaus von Anthocyanen zu iiberpriifen. Methylierte und mit Arabinose
konjugierte Anthocyane sind demnach im Intestinaltrakt besonders stabil, gelangen bis
zu 85% in den Dickdarm (Kahle et al. 2006) und konnten dort gegebenenfalls (ihre

postulierten) gesundheitsfordernden Effekte ausiiben.

2.3 Metabolismus von D-Galacturonsaure und amidiertem Pektin

Obwohl der intestinale Metabolismus von hoch- bzw. niederverestertem Pektin sowie
von Pektinsdure schon intensiv untersucht worden ist (Dongowski und Lorenz 1998;
Dongowski et al. 2002; Saito et al. 2005), gibt es diesbeziiglich kaum Informationen
iiber amidiertes Pektin (17) und dessen Monomer D-Galacturonsédure (16) (Marounek
et al. 2005; Gulfi et al. 2006; Marounek et al. 2007). Zudem ist bisher noch ungeklart,
ob und gegebenenfalls inwieweit diese Komponenten in Mundhdhle und Magen meta-

bolisiert werden.

Der Mundhohle wird seit langem hydrolytische Aktivitit zugeschrieben die u.a. mit
der Hydrolyse von Flavonoidglycosiden in Verbindung gebracht wurde (Walle et al.
2005). Im Rahmen unserer Experimente mit Speichel erwiesen sich die untersuchten

Substrate D-Galacturonsdure (16) und amidiertes Pektin (17) allerdings als stabil.

Im weiteren Verlauf der Verdauung scheint ein Abbau von Pektin unter den physiko-
chemischen Bedingungen des Magens moglich (Dongowski et al. 2002). Dennoch
wurde kiirzlich gezeigt, dass sich Pektin im Milieu des Magens stabil verhilt (Dupuis
et al. 2006). In der angefiihrten Studie wurde das Medikament Ketoprofen mit Pektin
umhiillt, um einen Transport in den Dickdarm zu ermdglichen. Wihrend der
Inkubation mit Magensaftsimulanz blieb der Pektinverband stabil, und nichts von der
umhiillten Substanz wurde ins gastrische Medium abgegeben (Dupuis et al. 2006).
Unsere Studien, welche die Stabilitdt von D-Galacturonsdure (16) und amidiertem
Pektin (17) im Verlauf der Inkubationen mit kiinstlichem Magensaft bewiesen, be-

stitigten im Wesentlichen diese Ergebnisse.
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In unseren Versuchen wurde D-Galacturonsidure (16) durch Ileo- und Kolostoma-
beutelinhalte vorwiegend vollstindig (Abbildungen 38 und 39), amidiertes Pektin (17)
teilweise abgebaut (Abbildungen 40 bzw. 42). Bisher wurden weder der gesamte
Abbau des Monomers, noch die partielle Depolymerisierung des Pektins durch die
Mikroflora des Diinndarms berichtet. Obwohl der Abbau von Pektin durch die
Mikroflora des Dickdarms bekannt ist (Dongowski et al. 2000), nahm man absolute
Stabilitidt des Polymers im Diinndarm an (Dongowski et al. 2002). Mit der Bildung
von SCFA und der zusétzlichen Freisetzung von MeOH (21) (im Falle des amidierten
Pektins (17)), wurde ein Abbau der inkubierten Substrate durch die ileale Mikroflora
bewiesen. Somit ist eine vollstdndige Stabilitdt von Pektin im Diinndarm nicht
gegeben. Der verbleibende, stabile Anteil dieses physiologisch aktiven Ballaststoffs
gelangt in den Dickdarm und kann dort die beschriebenen gesundheitsférdernden
Eigenschaften entfalten (Lim ez al. 2005; Young Graeme, et al. 2005). Allgemein wies
amidiertes Pektin (17) nach Inkubation mit Ileostomabeutelinhalt (Abbildung 40) eine
grofere Stabilitdt auf als nach Inkubation mit Kolostomabeutelinhalt (Abbildung 42).

SCFA und MeOH (21) sind bekannte Produkte des Pektinmetabolismus (Bourquin et
al. 1996; Lindinger et al. 1997) und wurden nach Abbau von Pektin gefunden. Die
Kontrolle der Bildung von Oligogalacturonséuren als Zwischenprodukte (Dongowski

und Lorenz 1998) wurde im {ibrigen bei unserer Studie nicht beriicksichtigt.

SCFA, vorrangig Acetat (18), Propionat (19) und Butyrat (20), sind neben den Gasen
CO,, CH4 and H; dominierende Endprodukte des Polysaccharidmetabolismus (Wong
et al. 2006). Als solche erfiillen sie vielfdltige physiologische Funktionen im Kolon.
Nach ihrer Bildung werden die SCFA schnell und effizient im Kolon absorbiert und
nur zu 5-10% SCFA iiber die Fézes ausgeschieden (Roberfroid 2005). In den Kolon-
epithelzellen und dem angrenzenden Gewebe fungieren die SCFA als Néhrstoffe und
dariiber hinaus als Modulatoren des pH-Werts und des Zellvolumens. Weiterhin
spielen sie als Signalmolekiile bei Regulation der Proliferation, Differenzierung und
Genexpression (Cook und Sellin 1998) sowie als Bausteine fiir die Lipidsynthese

(Wolever et al. 1989) eine entscheidende Rolle. Wahrend unserer Versuche wurde
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Acetat (18) als vorherrschende SCFA bestimmt, was jlingste Ergebnisse von Marou-
nek et al. (2007) bestitigte. Jedoch lag in dieser Studie eine unterschiedliche prozen-
tuale Verteilung der SCFA (54,7% Acetat (18), 10,4% Propionat (19), 27,8% Butyrat
(20)) im Caecum der untersuchten Ratten vor, denen amidiertes Pektin (17) mit der
Nahrung verabreicht worden war. Verglichen mit unseren Modellstudien sind hohere
Anteile an Butyrat (20) und Propionat (19), aber geringere Anteile an Acetat (18)
gebildet worden (Abbildung 44). Dies ist moglicherweise der von der Humanflora
abweichenden caecalen Mikroflora der Ratte zuzuschreiben. Nach seiner Bildung wird
Acetat (18) sofort absorbiert, zur Leber transportiert und daher im Kolon kaum
metabolisiert (Cook und Sellin 1998). Im Gegensatz zu Propionat (19) fiihrt Acetat
(18) nachweislich zu einem Anstieg der Cholesterolsynthese (Wong et al. 2006). So
konnen Substrate, welche das Acetat (18):Propionat (19) Verhéltnis senken (z.B. pro-
pionylierte Stdrkederivate (Clarke et al. 2007)), den Gehalt an Serumlipiden ver-
ringern und moglichen cardiovaskuldren Krankheiten vorbeugen (Wong et al. 2006).
Da Butyrat (20) wihrend unserer Versuche nur ein untergeordnetes Fermentations-

produkt darstellte, wird seine genauere Funktion nachfolgend nicht weiter diskutiert.

Die im Verlauf der Inkubationen bestimmten maximalen MeOH-Konzentrationen
variierten von 16 bis 58,1 mg/l (Abbildungen 41 und 43) und lagen damit im Bereich
bereits publizierter Daten, die aus Experimenten mit Pektin und Apfeln erhalten
wurden (Siragusa et al. 1988; Lindinger ef al. 1997). Nach Siragusa et al. (1988)
liegen die in unserer Studie ermittelten MeOH-Konzentrationen weit unterhalb des
toxikologisch relevanten Bereichs. Daneben hatten frithe Studien bereits gezeigt, dass
nach Verabreichung hoher Dosen an Pektin (15-50 g/d) keine toxischen Nebeneffekte
beim Menschen auftraten (Kay und Truswell 1977; Meittinen und Tarpila 1977).

Zusammengefasst belegen unsere Ergebnisse erstmals die Stabilitit von D-Galac-
turonsdure (16) und amidierten Pektin (17) in Speichel und kiinstlichen Magensaft.
Wihrend das Monomer nach Inkubation mit Ileo- und Kolostomabeutelinhalten abge-
baut wurde, erwies sich amidiertes Pektin (17) mit Gehalten von 22-35% und 3-17%

in Ileo- (nach 10 h) und Kolostomabeutelinhalten (nach 24 h) als teilweise stabil.
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3 LOX-Hemmung durch sekundare Pflanzeninhalts-
stoffe

In den letzten Jahren wurde verstirkt versucht, die Pathogenese der entziindlichen
Darmerkrankungen zu entschliisseln. Dies flihrte u.a zu einer Reihe von neuen The-
rapiemoglichkeiten, die sowohl auf spezifische als auch unspezifische Mediatoren des
Entziindungsverlaufs abzielen. Die Anwendung dieser Therapien (u.a. TNF-a-Blocker
wie Infliximab und Adalimumab, rekombinante Cytokine, Adhédsions-Molekiil-Inhibi-
toren wie Natalizumab, Probiotika etc.) ist ein vielversprechender Ansatz, die bisheri-
gen (u.a. Glucocorticoide, Corticosteroide, ,,non-steroidal anti-inflammatory drugs‘

(NSAIDs)) zu unterstiitzen (Noble ef al. 2008, Rizzello et al. 2008).

Neben diesen vielfiltigen Therapiemoglichkeiten, wie sie aktuell von Noble et al.
(2008) zusammengefasst sind, werden zusitzlich natiirliche Wirkstoffe zur Entziin-
dungsvorsorge gesucht. Diskutiert werden vermehrt sekundéire Pflanzeninhaltsstoffe,
unter diesen auch die antioxidativ wirksamen Polyphenole (Dryden et al. 2006). Thr
Potential, Entziindungen vorzubeugen bzw. gegebenenfalls zu therapieren, wurde mit
einigen im Entziindungsprozess wichtigen Faktoren untersucht. Unter diesen sind
Modellsysteme mit Entziindungsmarkern wie LOX, COX, NF«B, ,,peroxisome proli-
ferator-activated receptor y” (PPARy), ,,C-reactive protein“ (CRP), Interleukinen und
TNF-a zu nennen, deren Wechselwirkungen mit Polyphenolen wie Curcumin und
Procyanidinen in jiingster Zeit untersucht worden sind (Bengmark 2006, Terra et al.
2007, Terra et al. 2008). Hier nimmt die LOX als Modellsystem eine zentrale Rolle
ein, da sie neben COX ein Schliisselenzym der Arachidonsidurekaskade darstellt. LOX
ist verantwortlich fiir die Bildung der HPETEs und leitet so die Entstehung der
Entziindungsmediatoren LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 und LTE4 ein. Die Inhibierung

von LOX fiihrt daher zu einer erheblichen Abschwéchung der Entziindungsreaktion.

Aus diesem Grund wurde LOX im Rahmen dieser Arbeit als Modellsystem gewihlt,
um die antiinflammatorischen Eigenschaften von Polyphenolen zu untersuchen. Dabei

wurde Soja LOX-1 wegen ihrer - im Vergleich zur COX - besseren Verfiigbarkeit zur
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Etablierung der Methode angewendet. Zur Ubertragbarkeit des Modells auf den Men-
schen wurde anschlieBend das Modell mit 5-LOX aus humanen neutrophilen Granulo-

zyten gewdhlt.

3.1 Flavonoide und deren intestinale Metabolite als Soja LOX-1
Inhibitoren

Nach der beschriebenen Metabolisierung der Polyphenole (u.a. von Quercetinderi-
vaten) werden diese von den Zellen absorbiert und kdnnen dort protektive (u.a. anti-
inflammatorische) Effekte ausiiben. Um mogliche Mechanismen der antiinflammatori-
schen Wirkungen aufzukldren, wurden Struktur-Wirkungsbeziehungen von Polyphe-
nolen mit dem proinflammatorischen Enzym LOX untersucht. Um die Inhibitions-
stirken von Flavan-3-olen, deren Metaboliten sowie Flavonen, Flavanonen und Iso-
flavonen miteinander zu vergleichen, wurde das in der Literatur bereits etablierte

Modellenzym Soja LOX-1 verwendet.

(+)-Catechin (22) wies unter den untersuchten Flavan-3-olen das stirkste Inhi-
bierungspotential auf (Tabelle 9). Der beobachtete Einfluss der Stereochemie an C3
((+)-Catechin (22): S, (-)-Epicatechin (5): R) ist bereits bekannt (Richard-Forget et al.
1995). Des Weiteren ist eine metabolische Aktivierung der Flavan-3-ole unwahr-
scheinlich, da beide Valerolactone (als intestinale Metabolite von Epicatechin) LOX
kaum inhibierten und auch bei den Untersuchungen von Lambert et al. (2005) keine

nennenswerten ,,bioaktiven Eigenschaften zeigten.

Die von uns ermittelte Inhibierungsstdrke des Flavan-3-ol-Dimers Procyanidin B, (4)
ist liberraschend gering und entspricht nicht Literaturangaben; so ist bekannt, dass
niedermolekulare Procyanidine die Dioxygenaseaktivitit signifikant hemmen (Schewe

et al. 2002).

Um den Einfluss der Hydroxylierung am A- und B-Ring zu untersuchen, wurden die
Flavonole Apigenin (24a) (A-Ring: 2 x OH, B-Ring: 1 x OH), Luteolin (24b) (A-+B-
Ring: 2 x OH) und Scutellarein (24d) (A-Ring: 3 x OH, B-Ring: 1 x OH) auf ihre
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Inhibierungseffektivitit gegen LOX gepriift. Scutellarein (24d) wies unter den unter-
suchten Flavonolen das stirkste Inhibierungspotential auf (Tabelle 9). Die starken
inhibitorischen Eigenschaften von Scutellarein (24d) lassen sich auf die dreifache
Hydroxylierung am A-Ring zuriickfiihren. Auch Baicalein besitzt dieses Struktur-
kriterium und ist als effektiver LOX-Inhibitor bekannt (Werz 2007). Weiterhin wurde
gezeigt, dass Luteolin (24b) aufgrund seiner vicinalen Diolstruktur am B-Ring besser
inhibitorisch wirksam ist als das Monohydroxyderivat Apigenin (24a). Auf diesen
Effekt haben schon Richard-Forget et al. (1995) hingewiesen.

Der Einflu3 der Doppelbindung zwischen C2 und C3 auf die Inhibierungsstirke wurde
mit Taxifolin (23) (2,3-Dihydroquercetin) untersucht; die erhaltenen Ergebnisse wur-
den mit denen von Quercetin (1a) verglichen. Die Resultate zeigten, dass die C2-C3-
Doppelbindung die Inhibierung von LOX nur leicht verstarkte (Quercetin (1a): 64,4%
Restaktivitdt > Taxifolin (23): 71% Restaktivitit) (Tabelle 9). Dieses Ergebnis besti-
tigte die bereits frither von Richard-Forget et al. (1995) vorgelegten Resultate.

Der EinfluB3 der Methylierung (OCH3) wurde anhand von Scutellarein (24d) (OH an
C6) und Hispidulin (24c) (OCH; an C6) untersucht. Da sich die Inhibierungseffekte
der beiden Verbindungen mit 46% bzw. 49% Restaktivitdit kaum unterschieden,
schwicht offensichtlich eine Methoxygruppe nicht zwingend die Inhibierungskapazitit
gegeniiber LOX. Bas ef al. (2006) hatten sogar eine effiziente LOX-Hemmung mit 5-

O-Demethylnobiletin, einem Polymethoxyflavon, gezeigt.

Der Einfluss der Strukturen des Aglycons bzw. der Zuckereinheit auf die Inhi-
bierungseffektivitdt wurde mit Quercetin (1b, ¢, f)- und p-Np-Glycosiden (2b, c, )
(hier: S-D-glucoside (1b; 2b), p-D-galactoside (1c; 2¢), und a-L-rhamnoside (1f; 2f))
untersucht. Die stirkere Inhibierung der Quercetinglycoside (1b, ¢, f) im Vergleich zu
den p-Np-Glycosiden (2b, c, f) ldsst sich anhand ihrer Flavonoidstruktur erkldren, die
ein groferes antioxidatives Potential besitzt. Daneben fiihrte die Glycosylierung zu
einer gesteigerten Hemmrate, bewiesen durch den Vergleich der bei Quercetin (1a)

bzw. mit Quercetinglycosiden (1b, c, f) erhaltenen Ergebnisse. Dieses Resultat be-
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statigt indirekt die von Werz (2007) vorgelegten Daten, wonach das konjugierte Myri-
cetin 3-O-glucuronid ein starkeres Inhibierungspotential als das Aglycon aufwies.

Zusitzlich beeinflusste die Art des konjugierten Zuckers die Inhibierungs-
stiarke der untersuchten Verbindungen. Sowohl bei den Quercetinglycosiden (1b, c, f)
als auch bei den p-Np-Glycosiden (2b, ¢, f) nahm diese in der Reihenfolge gal > rha >
glc ab.

Um den Einfluss der Stellung des B-Rings auf das Inhibierungspotential gegeniiber
LOX zu iiberpriifen, wurden ferner auch Isoflavone (25a-d) (Daidzin (25a), Daidzein
(25b), Genistein (25¢), Puerarin (25d); B-Ring an C3 anstatt C2) und deren intesti-
naler Metabolit Equol (26) untersucht. Bei diesen positionsisomeren Verbindungen
kam es zu einer unwesentlich stirkeren Hemmung der LOX, wie durch den Vergleich
von Genistein (25C) (83,8% Restaktivitdt) mit Apigenin (24a) (95% Restaktivitit) ge-
zeigt werden konnte. Interessanterweise zeigte der intestinale Isoflavon-Metabolit
Equol (26) mit 77% Restaktivitdt einen stirkeren Hemmeffekt als die meisten unter-

suchten Isoflavone.

Zusammenfassend wurden folgende in der Literatur bereits beschriebene Struktur-

elemente als gegentiber LOX inhibierungssteigernd identifiziert:

- dreifache Hydroxylierung am Ring A (Werz 2007)
- vicinale Hydroxygruppen an Ring B (Richard-Forget et al. 1995)
- Stereochemie an C2 (R) bzw. C3 (S) (Richard-Forget et al. 1995).

Der von uns nachgewiesene starke Einfluss der Konjugation mit Galactose an C3 ist

allerdings bisher noch nicht beschrieben worden.

3.2  Anthocyane als LOX-Inhibitoren

Die ICsp-Werte der untersuchten Anthocyane umfassten mit 0,43 uM bis 37,7 mM
einen weiten Bereich (Abbildung 48). Die beiden effektivsten Verbindungen, Dp3glc
(15¢) und Dp3gal (15b), zeigten sowohl gegen Soja LOX-1 als auch 5-LOX eine
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groBeres Inhibierungspotential als Baicalein — ein bekannter, effektiver 5-LOX-Inhi-
bitor mit Flavonoidstruktur (ICsy in Leukozyten (Ratte, Mensch): 7,13-9,5 uM) (Werz
2007) (Abbildung 50). Die Konjugation von Dp (15a) und Cy (15€) mit Glucose bzw.
Galactose fiihrte zu einem Anstieg des Inhibierungspotentials (Abbildung 48). Diese
Erkenntnisse stimmen indirekt mit kiirzlich publizierten Daten iiberein (Werz 2007).
Hier zeigte das konjugierte Myricetin 3-O-glucuronid mit 2,2 uM einen niedrigeren
ICso-Wert als das Aglycon (ICsp: 13 uM). Allerdings fiihrte die Konjugation mit
Arabinose in allen Versuchen zu einer leichten Zunahme der ICso-Werte (Abbildung
48). Bei den Pn-Derivaten (15l-0) fiihrte jegliche Glycosylierung - verglichen mit dem
Aglycon - zu einer Abnahme des Hemmeffekts (Abbildung 48), was die Ergebnisse
von Richard-Forget et al. (1995) bestitigte, bei denen jegliche Glycosylierung auch zu

einem Verlust des Inhibierungspotentials fiihrte.

Allgemein nahm die Inhibierungsaktivitit gegen Soja LOX-1 in der folgenden Reihen-
folge ab: Dp-Derivate (15a-d) > Cy-Derivate (15e-h) > Pn-Derivate (15l-0) > Mv-
Derivate (15p-S). Im Detail waren die ICsop-Werte der unmethylierten Anthocyane
(Dp3glc (15c), Dp3gal (15b), Dp3ara (15d), Cy3glc (15g), Cy3gal (15f), Cy3ara
(15h)) signifikant niedriger als diejenigen der entsprechenden methylierten Peonidin-
glycoside (15m-0) (Pn3glc (15n), Pn3gal (15m), Pn3ara (150)) (die Mv-Derivate
(15p-s) zeigten keine messbares Inhibitionspotential). Das Inhibierungspotential der
Aglycone nahm mit Dp (15a) > Cy (15e) > Pn (15l) > Mv (15p) in derselben Folge ab,
jedoch ohne Signifikanz (Abbildung 48). Diese Beobachtungen konnten auf die unter-
schiedlichen antioxidativen Aktivitdten der Anthocyane und Anthocyanidine, verbun-
den mit ihrer variierenden Anzahl an freien Hydroxylgruppen, zuriickzufiihren sein.
Rahman et al. (2006) zeigten, dass das Potential der antioxidativen Aktivitit von
Anthocyanen sowohl durch ihre Aglyconstruktur als auch durch den jeweiligen
Zuckerrest bestimmt wird. Daraus resultierte eine antioxidative Aktivitit der Verbin-
dung gegeniiber Superoxidradikalen bzw. Peroxynitrit in folgender Reihenfolge: Dp
(15a) > Cy (15e) = Mv (15p) > Pn (15l). Obwohl die antioxidative Aktivitat der
untersuchten Verbindungen nicht verfolgt wurde, bestdtigten unsere Ergebnisse - mit

Ausnahme von Mv (15p) - diese Beobachtungen.
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Wihrend der Soja LOX-1 Versuche erwiesen sich vicinale Hydroxygruppen am B-
Ring und Konjugation mit Glucose bzw. Galactose an C3 als inhibierungssteigernde
Strukturelemente. Im letztgenannten Punkt besteht ein grundsitzlicher Unterschied zu
Flavonolen wie Quercetin (1a), deren hohe antioxidative Wirkung nach Konjugation
an C3 konserviert wurde, das LOX-Inhibierungspotential dagegen verloren ging (Loke

et al. 2008).

Bei einer unkompetitiven Inhibierung (Abbildung 52) reagieren entsprechende
Inhibitoren ausschlieBlich mit dem Enzym-Substrat-Komplex ohne Affinitit zum
freien Enzym. Dies konnte eine Reaktion von Pn (151) mit einem enzymgebundenen
Fettsdureradikal (hochstwahrscheinlich ein Peroxylradikal) sein. Wenn dieses Radikal
das aktive Zentrum verldsst, liegt das Fe-Atom dort in der reduzierten, also inaktiven
Form vor. Dies senkt den Gehalt an aktivem Enzym in der Reaktion und fiihrt so zur
Hemmung. Bisher gibt es allerdings keine Ergebnisse, welche diese Hypothese
bestéitigen wiirden, und deshalb miissen zur Beweisfithrung noch weitere Experimente
durchgefiihrt werden. Den Typ unkompetitiver Inhibierung hat man im Ubrigen auch
fiir weitere phenolische Verbindungen wie Vanillinsdure, (-)-Epicatechin (5) und

Sclerotiorin gezeigt (Richard-Forget ef al. 1995; Chidananda und Sattur 2007).

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass Nahrungsbestandteile wie Dp3glc
(15c) und Dp3gal (15b) (reiche Quellen: Heidelbeeren und schwarze Johannisbeeren)
in vitro starkes LOX-Inhibierungspotential besitzen. Um diese Wirkungen in vivo
entfalten zu konnen, miissen diese Anthocyane mogliche Zielzellen unmodifiziert
erreichen, da metabolische Verdnderungen nachweislich grundlegende Effekte auf die
Wirksamkeit von Flavonoiden haben (Loke et al. 2008; Lotito und Frei (20006)).
Tatsdchlich sind Anthocyane die einzige Untergruppe der Flavonoide, die unmodifi-

ziert, d.h. als intakte Glycoside absorbiert werden (McGhie und Walton 2007).

Unter Beriicksichtigung der niedrigen ICs)-Werte in Verbindung mit ihrer aktuell
bekannten Verfiigbarkeit im Metabolismus des Menschen (McGhie und Walton 2007),

ist eine in vivo Priavention entziindlicher Erkrankungen durch diese Anthocyane grund-
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satzlich vorstellbar. Strukturell stell sich daher aufgrund der Instabilitit von Antho-
cyanen beim physiologischen pH (7,4) noch die Frage, welche chemische(n) Struk-
ture(n) unter in vivo-Bedingungen wirksam sind. Diesbeziiglich zeigten von uns
durchgefiihrte Kontrollexperimente bei pH 7,4 (Daten nicht gezeigt) das Vorliegen

von chinoiden Anhydrobasen.
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1 Prifung auf metabolische Kompetenz der verwende-
ten lleo- und Kolostomabeutelinhalte

1.1  System zum Nachweis von Enzymaktivitaten

1.1.1 Verwendete Substanzen

Der API ZYM Testkit wurde von Bio Mérieux (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Frank-
reich) bezogen. Tris(hydroxyl-methyl)aminomethan (TRIS) war von Riedel-de Haén
(Seelze, Deutschland), Natrium-Laurylsulfat von Serva (Heidelberg, Germany), 2-Me-
thoxy-ethanol von Merck (Darmstadt, Deutschland) und Fast Blue BB von Sigma
(Steinheim, Deutschland).

1.1.2 Prinzip

Fiir die Uberpriifung der Enzymaktivititen in den verwendeten Ileo- und Kolostoma-
beutelinhalten wurde der APIZYM'™-Testkit zum halbquantitativen Nachweis von
Enzymaktivititen eingesetzt. Das System eignet sich filir verschiedene Materialien
(Mikroorganismen, Zellsuspensionen, Gewebe, biologische Fliissigkeiten usw.).

Der APIZYM Streifen besteht aus 20 Bechern, die speziell fiir den Nachweis
von Enzymreaktionen konzipiert sind. Der Boden des Streifens ist ein nichtverwo-
benes Faserteil, auf dem sich die synthetischen Substrate befinden. Dieser Tréger
fordert die Enzymreaktionen, selbst wenn die Substrate nicht 16slich sind.

Die enzymatischen Tests wurden mit einer dichten Bakteriensuspension
(hier: Ileo- bzw. Kolostomabeutelinhalte) beimpft, welche die Substrate 10st. Die
wihrend der Inkubationszeit auftretenden Reaktionen wurden durch Farbumschlige
nach der Reagenzzugabe sichtbar gemacht. Die entsprechenden Enzymaktivititen

wurden geméal beiliegendem Auswertungsbogen zugeordnet.

1.1.3 Testdurchfiihrung

Die Probe wurde 1:1 mit destilliertem Wasser verdunnt. Eine Inkubationswanne mit

Deckel wurde bereitgestellt und zur Herstellung einer feuchten Kammer mit ca. 5 ml
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destilliertem Wasser versetzt. AnschlieBend wurden 65 pl der verdiinnten Probe in
jeden Becher des API ZYM"™.-Streifens pipettiert und 4 h bei 37°C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden je 1 Tropfen ZYM A und ZYM B Reagenz (Zusammensetzung

s. Tabelle 10) in jeden Becher gegeben und 5 min zur Farbentwicklung stehen gelas-

sen.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Reagenzien

ZYM A Tris(Hydroxymethyl)aminomethan 25g ZYMB  Fast Blue BB 035¢g
Reagenz  HCI37% 11ml Reagenz 2-Methoxyethanol 100 ml
Na-Laurylsulfat 10g
H,O 100 ml

Danach wurde der Streifen fiir 10 s in einem Abstand von 10 ¢cm unter eine starke
Lichtquelle (1000 W) gehalten. Die Reaktionen wurden abgelesen und mit Hilfe des

Auswertungsbogens interpretiert.

1.1.4 Verwendete Gerate

Die in Tabelle 11 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:

Tabelle 11: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Inkubationsschrank  Heraeus Trischrank  Heraeus (Hanau, Deutschland)
Lampe Typ 50 SIS (Schweinfurt, Deutschland)

1.2 Bestimmung der anaeroben Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der anareoben Gesamtkeimzahlen aller im Rahmen dieser Arbeit
benutzten Ileo- und Kolostomabeutelinhalte wurde freundlicherweise von Dr. Lembke

(Tetra Pak Research, Stuttgart, Deutschland) durchgefiihrt.
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1.2.1 Material und Methoden

Die Proben wurden wéhrend der Untersuchung bei 8§°C aufbewahrt. Die mikrobiolo-
gischen Untersuchungen erfolgten in einer Don Whitley MAKS VAS500 Anaeroben-
bank unter vollstandigem Sauerstoffausschluss durchgefiihrt. Es wurde eine Unter-
suchung auf anaerob wachsende Gesamtkeime nach dem Koch’schen Plattenverfahren
(Koch 1994) als Doppelbestimmung auf Brain Heart Infusion Agar (BHI) durch-
gefiihrt. Die Homogenisierung der Probe erfolgte durch kriftiges Schiitteln fiir 30 s.
Samtliche Arbeitsschritte fanden in der Anaerobenbank statt, inklusive der Bebriitung

der Platten bei 37°C fur 4 d.

1.3 Speichel-, lleo- und Kolostomaprobanden

Die Speichelproben wurden von 3 gesunden ménnlichen Probanden (23-35 Jahre) zwi-
schen 7.00 und 8.00 Uhr gesammelt. Die Probanden verzichteten ab dem vorhergehen-

den Abend auf Zihneputzen.

Die Ileostomabeutelinhalte wurden von 3 weiblichen Probanden (34-39 Jahre) bereit-
gestellt. Allen Probandinnen hatte man auf Grund einer Erkrankung des Dickdarms
durch Morbus Crohn (jeweils ohne Beteiligung des Diinndarms) 5-6 Jahre vor Beginn
der hier durchgefiihrten Untersuchungen ein endsténdiges Ileostoma gelegt. Bei keiner

der Probandinnen wurde Diinndarmgewebe operativ entfernt.

Die Kolostomabeutelinhalte wurden von 3 weiblichen Probanden (30-60 Jahre) bereit-
gestellt. Allen Probandinnen hatte man infolge Dickdarmkrebses oder entsprechender
Vorstufen 12-30 Jahre vor Beginn der hier durchgefiihrten Untersuchungen ein links-
seitiges Kolostoma gelegt. Nach Entfernung des erkrankten Kolonbereichs wurden

keine weiteren Symptome fiir Dickdarmkrebs beobachtet.

Die Probandinnen verzichteten 48 h vor den Versuchen auf polyphenolhaltige (Tee,
Kaffee, Schokolade, Gemiise, Friichte, Zwiebeln, Soja-Produkte, Sifte und Wein)

bzw. pektin-oder galacturonsdurehaltige (Gemiise, Friichte, Marmeladen und Gelees,
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Séifte und Milchprodukte) Nahrungsmittel. Des Weiteren nahmen die Probandinnen
wihrend dieser Didt keine Arzneimittel zu sich und wurden mindestens 4 Wochen vor

den Versuchen nicht mit Antibiotika behandelt.

1.4 Vorbereitung der Modellsysteme zur Untersuchung des
Metabolismus von sekundéaren Pflanzeninhaltstoffen

1.4.1 Vorbereitung des Speichels

Die Bedingungen fiir D-Galacturonsdure und amidiertes Pektin in der Mundhohle
wurden durch Speichel simuliert. Fiir die Inkubationen (s. Abschnitt E 7.2.1) wurde
der Speichel nach Walle et al. (2005) 1:1 mit destilliertem Wasser verdiinnt, homoge-
nisiert, zentrifugiert (5000 x g, 5 min) und der Uberstand als Inkubationsmedium be-

nutzt.

1.4.2 Herstellung des kinstlichen Magensafts

Die Bedingungen fiir D-Galacturonséure und amidiertes Pektin im Magen wurden mit
kiinstlichem Magensaft (Inkubationen s. Abschnitt E 7.2.2) nach Gillatt et al. (1985)

simuliert.

1.4.2.1 Verwendete Substanzen

NaCl und KCl waren aus der Chemikalienausgabe der Universitit, Pepsin von Sigma

(Steinheim, Deutschland) und HCI von VWR (Fontenay sous Bois, Frankreich).

1.4.2.2 Durchfihrung

0,21 g NaCl, 0,187 g KCI und 0,069 g Pepsin wurden in 30 ml destillierten H,O ge-
16st, mit HCI (0,1 N) auf pH 1,8 eingestellt und mit H,O (pH: 1,8) auf 50 ml aufge-
fiillt.

1.4.2.3 Verwendete Geréte

Die in Tabelle 12 aufgefiihrten Gerite wurden verwendet:
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Tabelle 12: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Go6ttingen, Deutschland)
Riihrplatte IKAMAG®RH Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
pH-Meter WTW Series inoLab®, pH 720 WTW (Weilheim, Deutschland)

1.4.3 Gewinnung des Inokulums

Die Bedingungen fiir alle untersuchten Polyphenole, D-Galacturonsidure und amidier-
tes Pektin im Diinn- bzw. Dickdarm wurden durch Ileo- bzw. Kolostomabeutelinhalte

simuliert.

1.4.3.1 Verwendete Substanzen

HCI wurde von VWR (Fontenay sous Bois, Frankreich) bezogen. AnaeroGen'" wurde
bei Oxoid Limited (Hampshire, UK) bestellt. Resazurin war von Sigma (Steinheim,
Deutschland) und die restlichen Chemikalien des Carbonat-Phosphatpuffers sowie die

Glaswolle waren aus der Chemikalienausgabe der Universitat.

1.4.3.2 Durchfuhrung

Nach Abnahme wurde der Ileo- bzw. Kolostomabeutel zusammen mit AnaeroGen'™,
um eine moglichst anaerobe Atmosphire zu erzeugen, sofort in den Anaerobentopf
iiberfiihrt. Der Topf wurde auf schnellstem Weg ins Labor gebracht und sofort in eine
begaste (N/CO, Gasgemisch; 80:20 v/v) Anaerobkammer (Eigenkonstruktion, Labib
2006) gestellt. Der Ileo- bzw. Kolostomabeutelinhalt wurde mit gleichem Volumen
eines anaeroben Carbonat-Phosphatpuffers (pH 6,3: Ileostomabeutelinhalt, pH 7.,4:
Kolostomabeutelinhalt) (Zusammensetzung s. Tabelle 13) nach Lebet et al. (1998)

verdiinnt, gemixt und iiber Glaswolle filtriert. Das Filtrat wurde als Inokulum benutzt.
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Tabelle 13: Zusammensetzung des anaeroben Carbonat-Phosphatpuffers nach Lebet et al. (1998)

Zusammensetzung des Carbonat-Phosphatpuffers

Zusammensetzung der Spurenelementldsung

Chemikalien Einwaage Chemikalien Einwaage
NaHCO;, 9,24 g/l  FeSO, x 7 H,O 368,0 mg/100 ml
Na,HPO, 2,83 g/l MnSO,x 1 H,0 115,9 mg/100 ml
NaCl 0,47 g/l ZnSO, x 7 H,0O 44,0 mg/100 ml
KCl 0,45g/1 CoCl, x 6 H,O 12,0 mg/100 ml
Harnstoff 0,4 g/l NiCl, 10,0 mg/100 ml
CaCl,x 2 H,O 0,07 g/l CuSO,x 5 H,O 9,8 mg/100 ml
Na,SO,, wasserfrei 0,1 g/l  Mo;(NH,) 0,4 x 4 H,O 1,7 mg/100 ml
MgCl, x 6 H,O 0,1 g/l

Spurenelementlosung 10 ml/1

Resazurin (1 mg/ml) 1 ml/1

Das erhaltene Inokulum wurde jeweils unter dem Punkt Inkubationsbedingungen (s.

jeweils Abschnitt E 2.1.1.2, 2.1.2.2, 2.2.2 und 2.3.2) als Inkubationsmedium benutzt.

1.4.3.3 Verwendete Gerate

Die in Tabelle 14 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:

Tabelle 14: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Riihrplatte IKAMAG®RH Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Trockenschrank Modell 400 Memmert (Schwabach, Deutschland)
pH-Meter WTW Series inoLab®, pH 720 WTW (Weilheim, Deutschland)
Wasserbad HBR-2 Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Anaerobentopf Merck (Darmstadt, Deutschland)

Anaerobkammer

selbst konstruiert
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2 Untersuchung des Metabolismus von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen mit verschiedenen Modell-
systemen

2.1 Inkubation von Apfelinhaltsstoffen mit Ileo- und Kolostoma-
beutelinhalten

2.1.1 Einfluss des Zuckerrests, der Aglyconstruktur und der Mikroflora-
konzentration auf die Hydrolyse von Phenolglycosiden im mensch-
lichen Dinndarm

2.1.1.1 Verwendete Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien waren pro analysis (p.a.)-Qualitdt und die Lésungs-
mittel ,,HPLC-grade®. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch zusétzlich des-
tilliert und H,O fiir die HPLC Analysen durch die hauseigene Millipore™ Aufberei-
tungsanlage von Millipore S.A. (Molsheim, Frankreich) filtriert. Acetonitril (Lichro-
solv®) wurde von Merck (Darmstadt, Deutschland), Ameisenséure von Fluka (Deisen-
hofen, Deutschland) und Dimethylsulfoxid (DMSO) sowie Essigsdure von Gruessing
(Filsum, Deutschland) bezogen. Q3rha, Quercetin, p-Np, p-Npara, und p-Nprha waren
von Sigma (Steinheim, Deutschland). Q3glc und p-Npglc wurden von Fluka (Deisen-
hofen, Deutschland) erhalten. p-Npgal und p-Npxyl waren von Serva (Heidelberg,
Deutschland). Q3gal wurde von Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Q3ara und
Q3xyl wurden freundlicherweise von Prof. H. Becker (Saarbriicken, Deutschland) zur
Verfligung gestellt. Das Penicillin/Streptomycin Antibiotikum wurde von der Bio-
chrom AG (Berlin, Deutschland) bezogen. Der interne Standard (IS) 3,4,5-Trime-
thoxyzimtsdure war von Sigma (Steinheim, Deutschland). Die Inkubationsréhrchen
wurden von Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), die HPLC-Filter (Polyvinyliden-
difluorid, 0,45 pm) von Roth (Karlsruhe, Deutschland) und die HPLC-Gladschen von
WICOM (Heppenheim, Deutschland) bezogen.

2.1.1.2 Inkubationsbedingungen

In Inkubationsr6hrchen wurden je 20 pl Stammlésung (50 mM in DMSO) des

jeweiligen Substrates pipettiert und nach Begasung (N>) 2,5 ml des Inokulums zugege-
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ben. Die Rohrchen wurden verschlossen und bei 37°C fiir 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 und
24 h inkubiert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wurden die Rohrchen
mit fliissigem N, behandelt und sofort lyophilisiert. Als Kontrollen wurden Proben mit
20 ul DMSO statt Substrat und Inokulum vorbereitet und wie beschrieben inkubiert.
Zusitzlich wurden Stabilitdtsstudien von jedem Substrat mit anaerobem Carbonat-
Phosphatpuffer (pH 6,3) analog den Inkubationen durchgefiihrt. Alle Experimente

erfolgten als Dreifachbestimmungen.

2.1.1.3 Versuch zur Abhé&ngigkeit Hydrolyserate — Mikroflorakonzentration

In Inkubationsrohrchen wurden je 20 ul Q3glc Stammldsung (50 mM in DMSO)
pipettiert und nach Begasung (N;) unterschiedliche Volumina an Inokulum (75 pl,
312,5 ul, 625 pul, 1250 ul, 2500 ul) zugegeben. Zu festgelegten Zeitpunkten (0, 30, 60,
90 und 120 min) wurden die enzymatischen Reaktionen durch fliissigen N, gestoppt
und alle Proben anschlieend lyophilisiert.

Diegleichen Versuche wurden nach Zugabe eines 1% Penicillin/Streptomy-

cin Antibiotikum durchgefiihrt.

2.1.1.4 Probenaufarbeitung

Die gefriergetrockneten Proben wurden zweimal mit je 1,25 ml 70%igem (v/v) MeOH
(1% (v/v) Essigsdure) im Ultraschallbad extrahiert. Nach Zentrifugation (5000 x g, 10
min) wurden die Uberstéinde vereinigt und filtriert. Die Kontrollen (ohne Substrat bzw.
Inokulum) wurden genauso behandelt. Teile des gewonnenen Extrakts (50 ul) wurden
mit Hochdruckfliissigchromatographie-Diodenarray-Detektion (HPLC-DAD) und
HPLC-Elektrospray-lonisierung-Tandemmassenspektrometrie ~ (HPLC-ESI-MS/MS)

gemessen.

2.1.1.5 HPLC-DAD-Analytik

Die Quantifizierung aller Substrate und Metabolite durch HPLC-DAD Analytik wurde
unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
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Tabelle 15: HPLC-DAD Bedingungen

Pumpe Hewlett-Packard 1100 HPLC Gradientenpumpe (Waldbronn,
Deutschland)

Probengeber Wisp 712b Autosampler (Waters, Eschborn, Deutschland)

Stationédre Phase Hypersil ™ Gold C,g (100 x 4,6 mm, 3 um PartikelgroBe)
(Thermo, Runcorn, UK)

Detektor Hewlett-Packard 1100 Photodiode array Detektor (DAD)

MeBwellenlédngen Quercetin und Quercetinglycoside: 360 nm

p -Npara: 306 nm, p -Nprha: 304 nm, p -Npxyl, p -Npgal,
p-Npglc: 302 nm

Steuerung und Datenverarbeitung Hewlett-Packard ChemStation Software (Waldbronn,
Deutschland)

Mobile Phase A: 0,1%ige (v/v) Ameisensdure; B: Acetonitril

Gradient 0-40 min: 1 -50% B

Fluf3 1 ml/min

Die Quantifizierung erfolgte mittels Kalibriergeraden (gemessen bei den entsprechen-
den Absorptionsmaxima). Die Berechnungen erfolgten iiber die Relation der jeweili-
gen Substanz zum eingesetzten IS (Peakfliche Verbindung/Peakflache IS versus (vs.)
Konzentration Verbindung/Konzentration IS). Alle Werte sind Mittelwerte aus Drei-

fachbestimmungen + SD.

Die Linearitit der inkubierten Substrate (Quercetin- und p-Np-Glycoside) war von
0,1-50 mg/l gewéhrleistet. Die Korrelationskoeffizienten der Kalibriergeraden betru-
gen mindestens 0,99. Die Versuche waren reproduzierbar. Die Bestimmungsgrenze
(LOQ: ,,limit of quantitation®) lag bei 0,1-1 mg/l (je nach Substrat). Die Wiederfin-
dungen der inkubierten Substrate betrugen: 76-90% (Quercetinglycoside) bzw. 70-
96% (p-Np-Glycoside).

Um die Hydrolyserate fiir jedes Substrat zu bestimmen, wurde eine Tangente durch
den linearen Bereich der Abbaukurve gelegt. Die dadurch erhaltenen Steigungen jeder

linearen Regressionslinie ergaben die Hydrolyseraten in pmol/h.
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Um die Abhéngigkeit Hydrolyserate — Mikroflorakonzentration mit und ohne Antibio-
tikumzusatz zu zeigen, wurden die Hydrolyseraten zusétzlich gegen die entsprechen-

den Inokulumvolumina aufgetragen.

2.1.1.6 HPLC-ESI-MS/MS

Die Identifizierung der untersuchten Verbindungen erfolgte durch HPLC-ESI-MS/MS

Analytik.

Tabelle 16: HPLC-ESI-MS/MS Bedingungen

Gerit

Pumpe

Probengeber

Stationdre Phase

Ionization mode

Sheath- und Auxiliary-Gas
Massenbereich
Kollisionsgas
Kollisionsenergie
Kapillarspannung

Kapillartemperatur

Steuerung und Datenverarbeitung

Mobile Phase
Gradient
Flu3

Finnigan TSQ 7000 Triple Stage Quadrupol-Massenspektrome-
ter mit Finnigan Elektrospray Ionisation-Interface (ESI) (Finni-
gan MAT, Bremen, Deutschland)

Applied Biosystems 140B Spritzenpumpe fiir bindre Hochdruck-
gradienten (Applied Biosystems, Bensheim, Deustchland)

Triathlon-900 Autosampler (Spark Holland, Emmen, Holland)

HypersilTM Gold C;g column (100 x 2,1 mm, 3 um Partikelgrofie)
(Thermo, Runcorn, UK)

negativ

Stickstoff 5,0, Sheath (70 psi), Auxiliary (10 units)
Full-scan mode, m/z 150-700, total scan duration: 1,0 s
Argon (2,0 mTorr)

20-40 eV

3,2kV

200°C

Xecalibur Qual Browser Software 1.2/1.3 (Thermo Electron Corp.,
Dreieich, Deutschland)

A: 0,1%ige (v/v) Ameisensdure; B: Acetonitril
0-40 min: 5-99% B

0,2 ml/min

Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten, deprotonierten lo-

nen und Produktionenspektren mit denen von entsprechenden Referenzsubstanzen.



Experimenteller Teil 131

2.1.1.7 Verwendete Gerate

Die in Tabelle 17 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:

Tabelle 17: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Riihrplatte IKAMAG®RH Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Anaerobkammer selbst konstruiert

Ultraschallbad TranssonicT460 Elma® (Singen. Deutschland)
Inkubationsschrank Heraeus Trischrank Heraeus (Hanau, Deutschland)
Zentrifuge Universal 16R, Rotor: 1616/1614 Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
Gefriertrocknungsanlage  Christ Alpha 1-4, 0,1 mbar Christ (Osterode am Harz, Deutschland)

2.1.2 Inkubation der gegen ilealen Abbau resistenten Verbindungen mit
Kolostomabeutelinhalten

2.1.2.1 Verwendete Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien waren p.a.-Qualitidt und die Losungsmittel ,,HPLC-
grade®“. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch zusétzlich destilliert und H,O
fiir die HPLC Analysen durch die hauseigenen Millipore™ Aufbereitungsanlage von
Millipore S.A. (Molsheim, Frankreich) filtriert. Acetonitril (Lichrosolv®) wurde von
Merck (Darmstadt, Deutschland), DMSO und Ameisensiure sowie Essigsdure wurden
von Griissing (Filsum, Deutschland) bezogen. Chlorogensédure, Chinasdure, Phloro-
glucin, Hydrokaffeesidure, p-OH-Hydrozimtsdure und 3,4-diOH-Phenylessigsdure
wurden von Fluka (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Kaffeesdure, Procyanidin B,,
(-)-Epicatechin, Quercetin und Q3rha wurden von Sigma (Steinheim, Deutschland)
gekauft. 4-Methylbrenzcatechin war ein Merck Produkt (Darmstadt, Deutschland).
Phloretin und (+)-Catechin waren von Roth (Karlsruhe, Deutschland). Die Referenz o-
(3°,4’,5°-Trihydroxyphenyl)-y-valerolacton wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Rice (Rutgers, University of New Jersey, USA) zur Verfligung gestellt. Der IS (3,4,5-

Trimethoxy-zimtsdure) war von Sigma (Steinheim, Deutschland). Die Inkubations-
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rohrchen wurden von Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland), die HPLC-Filter (Poly-
vinylidendifluorid, 0,45 pm) von Roth (Karlsruhe, Deutschland) und die HPLC-Glés-
chen von WICOM (Heppenheim, Deutschland) bezogen.

2.1.2.2 Inkubationsbedingungen

In Inkubationsréhrchen wurden je 20 pl Stammlésung (100-200 mM in DMSO) des
jeweiligen Substrates pipettiert und nach Begasung (N,) 5 ml des Inokulums zugege-
ben. Die Réhrchen wurden verschlossen und bei 37°C fir 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 h
inkubiert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wurden die R6hrchen mit
fliissigem N, behandelt und sofort lyophilisiert. Als Kontrollen wurden Proben mit 20
ul DMSO statt Substrat vorbereitet und wie beschrieben inkubiert. Zusitzlich wurden
Stabilitdtsstudien von jedem Substrat mit anaerobem Carbonat-Phosphatpuffer (pH
7,4) analog den Inkubationen durchgefiihrt. Alle Experimente erfolgten als Drei-

fachbestimmungen.

2.1.2.3 Probenaufarbeitung

Die gefriergetrockneten Proben wurden zweimal mit je 2,5 ml 70%igem (v/v) MeOH
(1% (v/v) Essigsdure) im Ultraschallbad extrahiert. Nach Zentrifugation (5000 x g, 10
min) wurden die Uberstiéinde vereinigt und filtriert. Die Kontrollen (ohne Substrat bzw.
Inokulum) wurden analog behandelt. Teile des gewonnenen Extrakts (50 pl und 20 pl)
wurden mit HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS gemessen.

2.1.2.4 HPLC-DAD-Analytik

Die Quantifizierung aller Substrate und Metabolite durch HPLC-DAD Analytik wurde
unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
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Tabelle 18: HPLC-DAD Bedingungen

Pumpe

Probengeber

Stationédre Phase

Stationdre Phase (Chinaséure)

Detektor
MeBwellenldngen

Steuerung und Daten-
verarbeitung

Mobile Phase
Mobile Phase (Chinasdure)

Gradient
Gradient (Chinasdure)

Fluf
FluB (Chinaséure)

Hewlett-Packard 1100 HPLC Gradientenpumpe (Waldbronn,
Deutschland)

Wisp 712b Autosampler (Waters, Eschborn, Deutschland)

Hypersil ™ Gold Cg (100 x 4,6 mm, 3 um PartikelgroBe)
(Thermo, Runcorn, UK)

Vorséulen: 2x RPg Hypersil ODS (250 x 4,6 mm, 5 um Partikel-
grofe) (Thermo, Runcorn, UK)

Trennsédule: BioRad Aminex, HPX-87 H (300 x 7,8, 5 um Parti-
kelgroB3e) (BioRad, Hercules, USA)

Hewlett-Packard 1100 Photodiode array Detektor (DAD)
210-360 nm

Hewlett-Packard ChemStation Software (Waldbronn,
Deutschland)

A: 0,1%ige (v/v) Ameisensdure; B: Acetonitril

A:0,0075 N Schwefelsdure; B: Wasser

0-40 min: 1-50% B

0-5 min: 100% A isokratisch, 5-20 min: 0-90% B linearer Gradient,
20-47 min: 90% B isokratisch, 47-48 min: 90-0% B linearer Gradient

1 ml/min
0,6 ml/min

Die Quantifizierung aller Verbindungen erfolgte mittels Kalibriergeraden (erstellt bei

den entsprechenden Absorptionsmaxima). Die Berechnungen erfolgten iiber die Rela-

tion der jeweiligen Substanz zum eingesetzten IS (Peakfldche Verbindung/Peakfliche

IS vs. Konzentration Verbindung/Konzentration IS). Alle Werte sind Mittelwerte aus

Dreifachbestimmungen + SD.

Die Linearitét der inkubierten Substrate (Chlorogensdure, Procyanidin B,, (-)-Epicate-

chin, Phloretin, Quercetin und Q3rha) war von 0,1-50 mg/1 gewihrleistet. Die Korrela-

tionskoeffizienten der Kalibriergeraden betrugen mindestens 0,99. Die Versuche wa-

ren akkurat und reproduzierbar. Das LOQ lag bei 0,1-1 mg/l (je nach Substrat). Die

Wiederfindungen der inkubierten Substrate betrugen 65-90%.
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2.1.25 HPLC-ESI-MS/MS

Die Identifizierung der untersuchten Verbindungen erfolgte durch HPLC-ESI-MS/MS

Analytik durch Vergleich von Retentionszeiten, deprotonierten lonen und Produktio-

nenspektren mit denen von entsprechenden Referenzsubstanzen.

Tabelle 19: HPLC-ESI-MS/MS Bedingungen

Gerat

Pumpe

Probengeber

Stationdre Phase

Ionization mode

Sheath- und Auxiliary-Gas
Massenbereich
Kollisionsgas
Kollisionsenergie
Kapillarspannung
Kapillartemperatur

Steuerung und Daten-
verarbeitung

Mobile Phase
Gradient
Flu3

Finnigan TSQ 7000 Triple Stage Quadrupol-Massenspektrome-
ter mit Finnigan Elektrospray Ionisation-Interface (ESI) (Finni-
gan MAT, Bremen, Deutschland)

Applied Biosystems 140B Spritzenpumpe fiir bindre Hochdruck-
gradienten (Applied Biosystems, Bensheim, Deustchland)

Triathlon-900 Autosampler (Spark Holland, Emmen, Niederlande)

HypersilTM Gold C;g column (100 x 2,1 mm, 3 pm PartikelgrofBe)
(Thermo, Runcorn, UK)

negativ, positiv

Stickstoff 5,0, Sheath (70 psi), Auxiliary (10 units)
Full-scan mode, m/z 150-700, total scan duration: 1,0 s
Argon (2,0 mTorr)

20-40 eV

3,2kV

200°C

Xcalibur Qual Browser Software 1.2/1.3 (Thermo Electron Corp.,
Dreieich, Deutschland)

A: 0,1%ige (v/v) Ameisensédure; B: Acetonitril
0-30 min: 5-99% B

0,2 ml/min

2.1.2.6 Verwendete Gerate

Die in Tabelle 20 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:
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Tabelle 20: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Riihrplatte IKAMAG®RH Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Anaerobkammer selbst konstruiert

Ultraschallbad TranssonicT460 Elma® (Singen, Deutschland)
Inkubationsschrank Heraeus Trischrank Heraeus (Hanau, Deutschland)
Zentrifuge Universal 16R, Rotor: 1616/1614 Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 1-4, 0,1mbar Christ (Osterode am Harz, Deutschland)

2.2 Einfluss des Zuckerrests und der Aglyconstruktur auf die Hy-
drolyse von Heidelbeeranthocyanen im menschlichen Dunn-
und Dickdarm

2.2.1 Verwendete Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien waren p.a.-Qualitdt und die Losungsmittel ,,HPLC-
grade®. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch zuséitzlich destilliert und H,O
fiir die HPLC Analysen durch die hauseigenen Millipore™ Aufbereitungsanlage von
Millipore S.A. (Molsheim, Frankreich) filtriert. Acetonitril (Lichrosolv®) wurde von
Merck (Darmstadt, Deutschland) und Ameisensdure wurde von Griissing (Filsum,
Deutschland) bezogen. Die Priaparateglédser waren aus der Chemikalienausgabe. Der
Heidelbeerextrakt wurde von Kaden Biochemicals (Hamburg, Deutschland) und der
IS (3.4,5-Trimethoxyzimtsdure) von Sigma (Steinheim, Deutschland) bezogen. Die
Inkubationsrohrchen waren von Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), die HPLC-Filter
(Polyvinylidendifluorid, 0,45 pum) von Roth (Karlsruhe, Deutschland) und die HPLC-
Gldschen von WICOM (Heppenheim, Deutschland).

2.2.2 Inkubationsbedingungen

In Priparategldser wurden je 630 ul Stammldsung des Heidelbeerextrakts (20 g/l in
1%iger Ameisenséure) pipettiert und nach Begasung (N,) 15 ml des Inokulums zuge-

geben (finale Konzentration: 806 mg/l). Die Glaschen wurden verschlossen und bei
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37°C unter kontinuierlichem Riihren fiir 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 h (Ileostoma-
beutelinhalt) und 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10 h und 24 h (Kolostomabeutelinhalt) inkubiert. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurden je 1 ml Probe entnommen und in Inkubations-
rohrchen (100 pl konzentrierte Ameisensdure darin vorgelegt) pipettiert, vorsichtig
homogenisiert und 5 min ins Ultraschallbad gestellt. Um die enzymatischen Reaktio-
nen zu stoppen, wurden die Rohrchen anschlieend mit fliissigem N, behandelt und
sofort lyophilisiert. Als Kontrollen wurden Proben mit 630 pl 1%iger Ameisensédure
statt Substrat und Inokulum bzw. Puffer statt Inokulum vorbereitet und wie be-

schrieben inkubiert. Alle Experimente waren Doppelbestimmungen.

2.2.3 Probenaufarbeitung

Die gefriergetrockneten Proben wurden dreimal mit je 1 ml MeOH/Ameisensdure
(95/5, v/v) im Ultraschallbad extrahiert. Nach folgender Zentrifugation (5000 x g, 5
min) wurden die Uberstinde vereinigt und mit N, abgeblasen. Der Riickstand wurde in
1 ml 10%iger (v/v) Ameisensdure aufgenommen und durch HPLC-Filter filtriert. Da-
nach wurden 380 ul Filtrat mit 20 pl internem Standard versetzt und 25 pl mit HPLC-
DAD vermessen. Die Kontrollen (ohne Substrat bzw. Inokulum) wurden genauso be-

handelt.

2.2.4 HPLC-DAD-Analytik

Die Quantifizierung aller Anthocyane des Extrakts durch HPLC-DAD Analytik wurde
unter den in Tabelle 21 dargestellten Bedingungen durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte liber das jeweilige Peakfldchenverhiltnis Peakfliche Antho-
cyan/Peakfliache IS vs. Konzentration Anthocyan/Konzentration IS bezogen auf eine
Anthocyanextraktlosung (380 pl Anthocyanextraktlosung (806 mg/l) + 20 ul IS, 25 ul
davon mit HPLC-DAD gemessen). Die Fldchenverhdltnisse der Anthocyanextrakt-

16sung entsprachen dabei 100% und dienten zur Berechnung der Inkubationswerte.
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Tabelle 21: HPLC-DAD Bedingungen

Pumpe Hewlett-Packard 1100 HPLC Gradientenpumpe (Waldbronn,
Deutschland)

Probengeber Wisp 712b Autosampler (Waters, Eschborn, Deutschland)

Stationédre Phase Agilent Hypersil ODS Cig (4,6 x 150 mm, 5 pm Partikelgrof3e)
(Thermo, Runcorn, UK)

Detektor Hewlett-Packard 1100 Photodiode array Detektor (DAD) (Wald-
bronn, Deustchland)

MeBwellenldngen Interner Standard: 300 nm, Anthocyane: 520 nm

Steuerung und Daten- Hewlett-Packard ChemStation Software (Waldbronn,

verarbeitung Deutschland)

Mobile Phase A: 2,5%ige (v/v) Ameisensédure; B: Acetonitril

Gradient 0-40 min: 3-11% B, 40-60 min: 11-22% B, 60-65 min: 22-80% B
65-70 min: 80% B, 70-75 min: 80-3% B, 75-85 min: 3 % B

Flu 0,5 ml/min

Die Wiederfindungen der Anthocyane betrugen 92-100% (Ileostomaversuche) bzw.
34-51% (Kolostomaversuche). Die niedrigen Wiederfindungen bei den Kolostoma-
versuchen erkldren sich durch die dickfliissige Beschaffenheit des Kolostomabeutel-
inhalts. Dagegen war der Ileostomabeutelinhalt sehr diinnfliissig und somit besser zu

extrahieren.

2.2.5 Verwendete Gerate

Die in Tabelle 22 aufgefiihrten Gerite wurden verwendet:

Tabelle 22: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Riihrplatte IKAMAG®RH Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Anaerobkammer selbst konstruiert

Ultraschallbad TranssonicT460 Elma® (Singen, Deutschland)
Inkubationsschrank Heraeus Trischrank Heraeus (Hanau, Deutschland)
Zentrifuge Universal 16R, Rotor: 1616 &1614 Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 1-4, 0.1 mbar Christ (Osterode am Harz, Deutschland)
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2.3 Metabolismus von D-Galacturonsaure und amidiertem Pektin

2.3.1 Verwendete Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien waren p.a.-Qualitit und die Losungsmittel ,,HPLC-
grade®. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch zusétzlich destilliert und H,O
fiir die HPLC Analysen durch die hauseigenen Millipore™ Aufbereitungsanlage von
Millipore S.A. (Molsheim, Frankreich) filtriert. D3-MeOH wurde von Deutero GmbH
(Kastellaun, Deutschland) bezogen. Buttersdure, Carbazol, Galacturonsidure, MeOH,
Schwefelsdure und Natriumtetraborat waren von Fluka (Deisenhofen, Deutschland).
Essigsdure und Ammoniumsulfat waren von Griissing (Filsum, Deutschland) und 2-
Methyl-1-pentanol, Propionsdure und Perchlorsdure wurden von Sigma (Steinheim,
Deutschland) erhalten. Ethanol absolut war von Riedel-de Haén (Seelze, Deutsch-
land). Amidiertes Pektin (AF 020; deklarierter Veresterungsgrad (DE): 30% bzw.
Amidierungsgrad (DA): 20%) wurde freundlicherweise von der Herbstreith & Fox KG
(Neuenbiirg, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Die Inkubationsréhrchen und Ep-
pendorfcaps waren von Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), die HPLC-Filter (Poly-
vinylidendifluorid, 0,45 pm) von Roth (Karlsruhe, Deutschland) und die Headspace-
Gléaschen von WICOM (Heppenheim, Deutschland). Die verwendeten Kiivetten waren
von Hellma (Prizisions Quartz Suprasil® Kiivetten, Lichtpfad: 10 mm) (Miillheim,

Germany).

2.3.2 Inkubationsbedingungen

2.3.2.1 Speichel

Verdiinnter Speichel (2,5 ml) wurde zu 5 mg D-Galacturonsédure enthaltenden und mit
N, begasten Inkubationsrohrchen gegeben. Fiir die Inkubation mit amidierten Pektin
wurden 1.25 ml verdiinnter Speichel zu 1,25 ml einer Pektinstammlosung (4 g/l)
pipettiert. Die Inkubationsrohrchen wurden fest verschlossen, homogenisiert und bei
37°C fiir 0, 30, 60, 120 s inkubiert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen,

wurden die Proben anschlieend mit fliissigem N, behandelt und lyophilisiert.
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Fiir die MeOH-Messungen wurden 5 ml verdiinnter Speichel zu 5 ml einer Pektin-
stammldsung (4 g/1) gegeben und nach Homogenisierung bei 37°C fiir 0, 30, 60, 120 s
inkubiert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wurden die Proben an-

schlieBend mit fliissigem N, behandelt.

Die Kontrollproben bestanden aus entsprechenden Volumina destilliertem Wasser

anstatt D-Galacturonsdure bzw. amidierten Pektin.

2.3.2.2 Kunstlicher Magensaft

Kiinstlicher Magensaft (2,5 ml) wurde zu 5 mg D-Galacturonsédure enthaltenden und
mit N, begasten Inkubationsréhrchen gegeben. Fiir die Inkubation mit amidierten Pek-
tin wurden 1,25 ml verdiinnter Speichel zu 1,25 ml einer Pektinstammlosung (4 g/1)
pipettiert. Die Inkubationsrohrchen wurden fest verschlossen, homogenisiert und bei
37°C fiir 0, 1, 2, 3, 4 h inkubiert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wur-

den die Proben anschlieBend mit fliissigem N, behandelt und lyophilisiert.

Fiir die MeOH-Messungen wurden 5 ml kiinstlicher Magensaft zu 5 ml einer Pektin-
stammldsung (4 g/l) gegeben und nach Homogenisierung bei 37°C 0, 1, 2, 3, 4 h inku-
biert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wurden die Proben anschliefend

mit fliissigem N, behandelt.

Die Kontrollproben bestanden aus entsprechenden Volumina von destilliertem Wasser

anstatt D-Galacturonsiure bzw. amidierten Pektin.

2.3.2.3 lleo- und Kolostomabeutelinhalte

Inokulum (2,5 ml) wurde zu 5 mg D-Galacturonsdure enthaltenden und mit N, begas-
ten Inkubationsrohrchen gegeben. Fiir die Inkubation mit amidierten Pektin wurden
1,25 ml Inokulum zu 1,25 ml einer Pektinstammldsung (4 g/1) pipettiert. Die Inkuba-
tionsrohrchen wurden fest verschlossen, homogenisiert und bei 37°C fiir 0, 0,5, 1, 2, 4,

6, 8, 10 h (Ileostomabeutelinhalte) und 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24 h (Kolostomabeutel-
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inhalte) inkubiert. Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wurden die Proben
anschliefend mit fliissigem N, behandelt und fiir die D-Galacturonséure- bzw. Pektin-

bestimmungen lyophilisiert. Fiir die Bestimmung der SCFA s. Abschnitt E 7.3.3.

Zusitzlich wurden Stabilitdtsstudien von D-Galacturonséure und amidierten Pektin
mit dem verwendeten anaeroben Carbonat-Phosphat Puffer (pH 6,3 bzw. pH 7,4) ohne

Inokulum wie beschrieben durchgefiihrt.

Fiir die MeOH-Messungen wurden 5 ml Inokulum zu 5 ml einer Pektinstammldsung
(4 g/1) gegeben und nach Homogenisierung bei 37°C fiir 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 h (Ileo-
stomabeutelinhalte) und 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24 h (Kolostomabeutelinhalte) inkubiert.
Um die enzymatischen Reaktionen zu stoppen, wurden die Proben anschliefend mit

fliissigem N, behandelt.

Die Kontrollproben bestanden aus entsprechenden Volumina destilliertem Wasser an-
statt D-Galacturonsdure bzw. amidierten Pektin.
2.3.2.4 Verwendete Geréte

Die in Tabelle 23 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:

Tabelle 23: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Waage BP 210S Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Riihrplatte IKAMAG®RH Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland)
Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Anaerobkammer selbst konstruiert

Inkubationsschrank Heraeus Trischrank Heraeus (Hanau, Deutschland)

Gefriertrocknungsanlage  Christ Alpha 1-4, 0,1 mbar Christ (Osterode am Harz, Deutschland)




Experimenteller Teil 141

2.3.3 Probenaufarbeitung

2.3.3.1 Aufarbeitung fur die Messung von D-Galacturonsaure und amidiertem
Pektin

Die gefriergetrockneten Proben wurden zweimal mit je 1,25 ml destilliertem Wasser
extrahiert. Nach Zentrifugation (5000 x g fiir 10 min) wurden die Uberstéinde vereinigt
und mit HPLC-Filtern filtriert. Die Kontrollen (ohne Substrate) wurden analog be-
handelt. Teile des Extrakts (Inkubation mit Speichel: 1 ml; Inkubation mit kiinstlichem
Magensaft: 500 pl; Inkubation mit Ileo- bzw. Kolostomabeutelinhalt: 500 ul) wurden
verdiinnt (Inkubation mit Speichel: 1:100; Inkubation mit kiinstlichem Magensatft: 1:
50; Inkubation mit Ileo- bzw. Kolostomabeutelinhalt: 1:50) und photometrisch gemes-

sen (s. Abschnitt E 7.4.1).

2.3.3.2 Aufarbeitung fur die Messung von MeOH

Die gefrorenen Proben wurden aufgetaut und per Headspace solid-phase microex-
traction Gaschromatographie/Massenspektrometrie (HS-SPME-GC/MS) (s. Abschnitt
E 7.4.2) gemessen.

2.3.3.3 Aufarbeitung fur die Messung von SCFA

Zur Bestimmung der SCFA wurden die inkubierten Proben zentrifugiert (5000 x g fiir
10 min). AnschlieBend wurden 100 ul des Uberstandes mit 50 pl 2-Methyl-1-pentanol
(IS), 280 ul einer 0,36 M Perchlorsdure-Losung und 270 pl einer 1 M KOH-L6sung
versetzt und das Gemisch gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Proben wurden
mit 950 pl einer 0,5 M HCI aufgenommen und nach Zentrifugation (5000 x g fiir 10
min) mit GC-Flammenionisations-Detektion (GC-FID) (s. Abschnitt E 7.4.3) gemes-

sSen.

2.3.3.4 Verwendete Geréate

Die in Tabelle 24 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:
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Tabelle 24: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Vortexer Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Ultraschallbad TranssonicT460 Elma® (Singen, Deutschland)
Zentrifuge Universal 16R, Rotor: 1616/1614 Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 1-4, 0,1 mbar Christ (Osterode am Harz, Deutschland)

2.3.4 Probenmessungen

2.3.4.1 Photometrische Messung von D-Galacturonsdure und amidiertem
Pektin

D-Galacturonséure und amidiertes Pektin wurden photometrisch nach einer modi-
fizierten Carbazolreaktion des D-Galacturonsédurerests (Bitter und Muir 1962; Dische
und Rothschild 1967) analog Platzer et al. (1999) gemessen. Dafiir wurden 1,25 ml
Natriumtetraborat-Losung (0,025 M Natriumtetraborat x 10 H,O in Schwefelsdure) in
Eppendorfcaps pipettiert und auf 4°C abgekiihlt. Teile (210 pl) der nach Abschnitt E
7.3.1 vorbereiteten Proben wurden vorsichtig liber die Séure geschichtet, die Caps
verschlossen und unter stindigem Kiihlen 5 min lang leicht geschiittelt. Danach wur-
den die Proben fiir 10 min in einem kochenden Wasserbad erhitzt und auf Raum-
temperatur abgekiihlt. Fiir die Farbreaktion wurden 40 pl Carbazollosung (0,125%
Carbazol in Ethanol absolut (v/v)) hinzupipettiert, gefolgt von mehrmaligem Schiitteln
der Caps. Dann wurden die Proben fiir 15 min in einem kochenden Wasserbad erhitzt,
auf Raumtemperatur abgekiihlt und die Absorption der Proben bei 524 nm gegen

Kontrollen (destilliertes Wasser anstatt Probe) gemessen.

Durch diese Bestimmungsmethode wurden nur die freien D-Galacturonséurereste
(unverestert oder unamidiert) des verwendeten amidierten Pektins erfasst; dieser An-
teil wurde bestimmt und lag bei 47,5 + 0,7%. Folglich wurden die eingesetzten Pektin-
konzentrationen von 4 g/l bzw. 2 g/l korrigiert und die Werte 1,9 g/l bzw 0,95 g/l

erhalten.
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Die Konzentrationen von D-Galacturonsdure und amidierten Pektin wurden tiber Kali-

briergeraden bestimmt. Alle Werte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD.
Linearitdt war von 1-100 mg/l D-Galacturonsidure gewihrleistet und die Korrelations-
koeffizienten der Kalibriergeraden betrugen mindestens 0,99. Die Versuche waren
akkurat und reproduzierbar. Das LOQ lag bei 1 mg/l Galacturonsidure. Die Wieder-

findungen der inkubierten Substrate betrugen 94-100% Galacturonsaure.

Die in Tabelle 25 aufgefiihrten Gerdte wurden verwendet:

Tabelle 25: Verwendete Gerite

Geréat Typ Hersteller
Photometer UVmini-1240 Spectrophotometer Shimadzu (Kyoto, Japan)
Wasserbad Julabo MWB Julabo Labortechnik (Seelbach,

Deutschland)

2.3.42 HS-SPME-GC/MS

Die verwendete Faser wurde vor den Versuchen, wie vom Hersteller empfohlen, kon-
ditioniert. Der Assay wurde modifiziert nach Savary und Nunez (2003) durchgefiihrt.
Dafiir wurden 6 g (NH4),SO4 und 1,25 pl D3-MeOH (IS) mit 10 ml der aufgetauten
Probe (s. Abschnitt E 7.3.2) in einem Headspacegldschen gemischt. Die verschlos-
senen Glidschen wurden bei 70°C 30 min lang in einem Aluminiumblock erhitzt.
Danach wurde die Nadel der SPME-Vorrichtung durch das Septum der Headspace-
glaschen gestochen und die Faser fiir weitere 30 min dem Kopfraum ausgesetzt. Nach
Ablauf der Zeit wurde die Faser eingezogen und sofort in den GC-Injektor appliziert.
Zur Desorption wurde die Faser fiir 1 min im Injektor belassen und danach zwecks

Equilibrierung in einen weiteren Injektor liberfiihrt.
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In Tabelle 26 sind die wihrend der Versuche gewihlten Bedingungen aufgefiihrt.

Tabelle 26: HS-SPME-GC/MS Bedingungen

SPME-Faser

Heizplatte mit Alublock

Gaschromatograph

Injektor

Probengeber

Stationdre Phase

Temperaturprogramm
Tragergas

Massenspektrometer

Ionisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Datenaufnahme

Datenkonvertierung

Datenauswertung

Solid-phase microextraction fibers (Supelco, Bellefonte, USA;
70 um Carbowax-DVB)

Agilent 6890 Series Gaschromatograph; (Agilent Technolo-
gies, Wilmington, USA)

Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 220°C

Agilent 7683 Series Injektor (Agilent Technologies, Wilming-
ton, USA)

DB-Wax Kapillarsdule (30 m x 0,25 mm i.d.; d;= 0,25 pm) (J&W,
Agilent, Waldbronn, Germany)

30°C, 10 min isotherm; 25°C/min, 240°C
1,0 ml/min Helium 5.0, constant flow

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent Techno-
logies, Wilmington, USA)

ElektronenstoBionisation (EI), 70 eV
Ionenquelle 150 °C, Transferline 220 °C
1¥10™ mbar

1300 V

Scan mode, 10-50 u

Hewlett-Packard ChemStation Software (Waldbronn, Deutsch-
land)

File Converter

Xcalibur Qual Browser Software 1.2/1.3 (Thermo Electron Corp.,
Dreieich, Deutschland)

Die MeOH-Konzentrationen wurden tliber das jeweilige Flichenverhéltnis MeOH/D3-

MeOH (eingesetzte D3-MeOH-Konzentration bekannt) der Basis-lonenpaare (m/z

32/35) bestimmt. Alle Werte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD.

Die Linearitit war in einem Bereich von 5-100 mg/l MeOH gewéhrleistet. Die Ver-

suche waren akkurat und reproduzierbar. Das LOQ lag bei 5 mg/l MeOH. Die Wieder-
findung von MeOH betrug 90-100%.
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2343 GC-FID

Ein Aliquot (1 pl; split 1:20) der nach Abschnitt E 7.3.3 vorbereiteten Probe wurde per

GC-FID unter folgenden Bedingungen analysiert:

Tabelle 27: GC-FID Bedingungen

Gaschromatograph Hewlett-Packard 5890 Series II Gaschromatograph; (Waldbronn,
Deutschland)

Injektor Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 220°C

Probengeber Hewlett-Packard 7673 Series Injektor (Waldbronn, Deutschland)

Stationdre Phase

DB-Wax Kapillarsdule (30 m x 0,25 mm i.d.; d; = 0,25 um) (J&W,
Agilent, Waldbronn, Germany)

Temperaturprogramm 40°C fiir 3 min isotherm; 4°C/min, 240°C

Tragergas 2,0 ml/min Helium 5.0, constant flow

Make-up Gas 30 ml/min Stickstoff 5.0

Brennergas 30 ml/min Wasserstoff 5.0, 300 ml/min Luft

Detektor Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 250 °C

Datenaufnahme und
Datenauswertung

Hewlett-Packard ChemStation Software (Waldbronn, Deutsch-
land)

Die Konzentrationen der SCFA wurden {iiber Kalibriergeraden bestimmt. Die
Berechnungen erfolgten iiber die Relation der SCFA zum eingesetzten IS (Peakflache
Verbindung/Peakfliche IS vs. Konzentration Verbindung/Konzentration IS). Alle

Werte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen + SD.

Die Linearitit war von 1-200 mg/l SCFA gewihrleistet und die Korrelations-
koeffizienten der Kalibriergeraden betrugen 0,99. Das LOQ lag fiir alle SCFA bei 1
mg/l.

2.3.4.4 Statistische Analyse

Mittelwerte und Standardabweichungen wurden fiir den kompletten Datensatz berech-

net (n = 6 unabhingige Versuche; jeder Versuch wurde doppelt ausgefiihrt). Die Da-
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tensidtze wurden durch one-way ANOVA mit ,,post-hoc Bonferroni's multiple com-
parison test* statistisch analysiert. Statistische Signifikanz wurde als p < 0,05 defi-
niert. Wegen der limitierten Probenzahl wurde ein Vortest durchgefiihrt, um die nor-
male Resteverteilung zu untersuchen. Dafiir wurden die Reste jedes Datensatzes be-
rechnet und das Verhéltnis des erhaltenen Bereichs zur Standardabweichung wurde
analog David et al. (1954) analysiert. Um eine normale Resteverteilung und folgende
ANOVA Analyse zu erreichen, wurde mit jedem Datensatz eine reziproke Trans-
formation durchgefiihrt. Aufgrund der limitierten Anzahl an Daten sollten die p-Werte
mit Vorsicht interpretiert werden. Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad

Prism Software durchgefiihrt.

3 LOX-Hemmung durch sekundéare Pflanzeninhalts-
stoffe

3.1 Flavonoide und deren intestinale Metabolite als Soja LOX-1
Inhibitoren

3.1.1 Verwendete Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien waren p.a.-Qualitit und die Losungsmittel ,,HPLC-
grade®. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch zusitzlich destilliert und H,O
fiir die HPLC Analysen durch die hauseigenen Millipore™ Aufbereitungsanlage von
Millipore S.A. (Molsheim, Frankreich) filtriert. Olsiure, Procyanidin B, Q3glc, Api-
genin, Luteolin, Daidzin, Genistein und Taxifolin wurden bei Fluka (Buchs, Schweiz)
gekauft. p-Npglc und p-Npgal wurden von Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen.
Borsdure, Soja-LOX-1, (-)-Epicatechin, Q3rha, Puerarin, Daidzein und p-Nprha
wurden von Sigma (Steinheim, Deutschland) gekauft. Q3gal und (+)-Catechin waren
von Roth (Karlsruhe, Deutschland). Equol war von Chromadex (Irvine, USA) und
Scutellarein von Extrasynthése (Genay-Cedex, Frankreich). 6-(3°,4°,5’-Trihydroxy-
phenyl)-y-valerolacton wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Rice (Rutgers, Univer-
sity of New Jersey, USA) zur Verfiigung gestellt. Hispidulin wurde dankenswerter-

weise von Dr. Kavvadias (Universitit Wiirzburg) bereitgestellt. Die Eppendorfcaps
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wurden von Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland) und die Quarzkiivetten von Hellma

(Miillheim, Deutschland).

3.1.2 Soja LOX-1 Assay

Die Bildung des cis, trans-Hydroperoxidderivats der Linolsdure wurde photometrisch
bei 234 nm (Produkt, ¢ = 25 cm*/umol) und Raumtemperatur tiber 10 min verfolgt.
Der Versuch wurde bei pH 9,0 in sauerstoffgeséttigtem 0,1 M Boratpuffer durch-
gefiihrt. Die Standardreaktionsmischung (Endvolumen: 2 ml) enthielt dabei 10 ul des
Enzyms (Proteinstammldsung: 0,5 mg/ml; spezifische Aktivitit: 131000 units/mg
Protein), 10 pl der zu untersuchenden Verbindung (Stammldsungen: 2 mM in Etha-
nol/Boratpuffer) und wurde mit 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0) aufgefiillt. Die Reaktion
wurde durch Addition von 100 pl des Substrates (1 mM Linolsdure) gestartet. Die
Kontrollen (Enzymaktivitit) enthielten gleiche Volumina Ethanol ohne jeweiligen
Inhibitor. Die Umsetzungsrate (v) wurde von den Kurven (Abbildung 46) durch Extra-
polation der Anfangsgeschwindigkeit tiber 90 s erhalten. Die Restaktivitit wurde
durch Vergleich der Umsetzungsraten (v) der Versuche mit und ohne Inhibitorzusatz
berechnet. Olsiure diente als Positivkontrolle (der Hemmung) wihrend aller Ver-

suche.

3.1.3 Verwendete Geréte

Folgende Gerite wurden fiir den Enzymassay benutzt:

Tabelle 28: Verwendete Geriite

Gerat Typ Hersteller

Spektralphotometer UV mini-1240 Shimadzu (Duisburg, Deutsch-
land)

Vortexer Vortex Reax 1 Heidolph (Schwabach, Deutsch-

land)
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3.2  Anthocyane als Lipoxygenase-Inhibitoren

3.2.1 Verwendete Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien waren p.a.-Qualitit und die Losungsmittel ,,HPLC-
grade®. Die Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch zusétzlich destilliert und H,O
fiir die HPLC Analysen durch die hauseigenen Millipore™ Aufbereitungsanlage von
Millipore S.A. (Molsheim, Frankreich) filtriert. Acetonitril und Methanol waren von
Fisher Scientific (Leicestershire, UK), Ameisensdure war von Gruessing (Filsum,
Deutschland). Amberlite XAD-7 wurde von Supelco (Bellefonte, USA) bezogen. Dp
war von Extrasynthése (Lyon, Frankreich), Cy, Pn und Mv waren von Alsachim (Ill-
kirch Graffenstaden, Frankreich). Die Trypan-blau Losung, Ammoniumchlorid, Linol-
sdure, Arachidonsdure, Borsdure, Soja-LOX-1, Dithiothreitol (DTT), Adenosintriphos-
phat (ATP) und Calciumchlorid x 2 H,O wurden von Sigma (Steinheim, Deutschland)
gekauft. ,,Phosphate buffered saline* (PBS) und Biocol Dichtegradienten-Losung wa-
ren von Biochrom (Berlin, Deutschland). Natriumcitrat und TRIS wurden von Merck
(Darmstadt, Deutschland) bezogen. Salzsdure war von VWR (Fontenay sous bois,
Frankreich), Olsdure und Nordihydroguaretsiure (NDGA) waren von Fluka (Buchs,
Schweiz). Na,COs, 0,1 M NaOH, CuSO4 und Natriumtartrat waren aus der Chemi-
kalienausgabe, Bovines Serumalbumin (BSA) von Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
und Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz von Merck (Darmstadt, Deutschland) Die Mono-
vetten™ und Eppendorfcaps waren von Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), die
Quarzkiivetten von Hellma (Miillheim, Deutschland) und die Halbmikro PMMA-Kii-
vetten von Brand (Wertheim, Deutschland).

3.2.2 Extraktion und Isolierung der Anthocyane

Die verwendeten Anthocyane wurden von Wildheidelbeeren (Vaccinium myrtillis)
(Dp3glc, Dp3gal, Dp3ara, Mv3glc), kommerziell erhéltlichen Aroniakonzentrat
(Aronia melanocarpa) (Cy3gle, Cy3gal, Cy3ara) und Cranberrysaft (Vaccinium
macrocarpon) (Pn3glc, Pn3gal, Pn3ara) erhalten. Um phenolische Rohextrakte der

verwendeten Heidelbeeren zu erhalten, wurden diese nach Kaehkoenen et al. (2003)
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extrahiert. Daflir wurden 2 g Beeren mit 20 ml Losungsmittel (H,O/Acetonitril/Amei-
sensdure; 50:49:1) 1 min lang homogenisiert. Die Probe wurde zentrifugiert (5000 x g
fiir 15 min) und der Uberstand wurde gesammelt. Die Extraktion wurde zweimal
durchgefiihrt. Die gesammelten Uberstéinde wurden abrotiert und der Riickstand in
0,5% Ameisensdure gelost. Die gekauften Aronia- bzw. Cranberry-Produkte wurden

unextrahiert verwendet.

Zur Isolierung wurden der phenolische Heidelbeerrohextrakt, das Aroniakonzentrat
und der Cranberrysaft nach Kaehkoenen et al. (2003) Amberlite XAD-7 Séulen-
chromatographie aufgereinigt. Dafiir wurden die Proben auf eine gefiillte Glassdule
gegeben, um freie Zucker, organische und phenolische Siuren mit 2% Ameisensdure
abzutrennen. Die anthocyanreiche Fraktion wurde durch Elution mit Acetoni-
tril/H,O/Ameisensdure (50:49.5:0.5) gefolgt von einem Waschschritt mit Acetoni-
tril/ Ameisensaure (99.5:0.5) erhalten. Folgende Gerdte wurden zur Extraktion und Iso-

lierung benutzt:

Tabelle 29: Verwendete Geriite

Gerat Typ Hersteller
Ultra-Turax Mixer T25 Mixer Janke & Kunkel (Staufen,
Deutschland)

Glassdule Durchmesser: 40 mm, Lange: 300 mm Chemikalienausgabe
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3.2.3 Préaparative HPLC/ UV-VIS Fraktionierung

Die weitere Auftrennung der unter 3.2.2 erhaltenen Fraktionen wurde mittels pripara-

tiver HPLC unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Tabelle 30: Praparative HPLC-UV/VIS Bedingungen

Pumpe

Injektor

Stationédre Phase

Detektor
MeBwellenlange

Steuerung und Daten-
verarbeitung

Mobile Phase

Gradient

Flu

Knauer K1001 Pumpe (Knauer, Berlin, Deutschland)

Rheodyne Six-Port Injektionssystem, 1 ml Probenschleife (Rheo-
dyne Europa, Alsbach a.d. Bergstrasse, Deutschland); Injektions-
volumen: 400 pl

Waters XBridgeTM Prep C18 (19 x 150 mm, 5 pm PartikelgroBe)
(Waters, Milford, USA)

Knauer UV/VIS Detektor (Knauer, Berlin, Deutschland)
520 nm

SE 120 BBC Goertz Metrawatt Datenschreiber (Goertz, Wien,
Osterreich)

A: 10%ige (v/v) Ameisensdure; B: Acetonitril

0-36 min: 2% B isokratisch, 36-50 min: 2-4% B, 50-75 min: 4-6% F
75-85 min: 6-9% B

8 ml/min

Die isolierten Anthocyane wurden ausgewogen und die Ausbeuten waren wie folgt:
2,32% Dp3gle, 1,38% Dp3gal, 2,5% Dp3ara (Prozentangaben bezogen auf Heidel-
beer-XAD-Extrakt); 0,4% Cy3glec, 0,1% Cy3gal, 0,3% Cy3ara (Prozentangaben bezo-
gen auf Aronia-XAD-Extrakt); 0,24% Pn3glc, 5,14% Pn3gal, 2,44% Pn3ara (Prozent-

angaben bezogen auf Cranberrysaft).
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3.2.4 HPLC-DAD-Analytik

Die HPLC-DAD-Analyse wurde zur Uberpriifung der Reinheit der unter 3.2.3 erhal-

tenen Fraktionen unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Tabelle 31: HPLC-DAD Bedingungen

Pumpe 2 Alexys LC 100 Pumpen (Antec Leyden, Zouterwoude, Nieder-
lande)

Probengeber AS 100 Autosampler (Antec Leyden, Zouterwoude, Niederlande)
Injektionsvolumen: 100 pl

Stationdre Phase Agilent Hypersil ODS Cg (4,6 x 150 mm, 5 um Partikelgrof3e)
(Thermo, Runcorn, UK)

Detektor SPA-10A UV/VIS Detektor (Shimadzu Europa, Duisburg,
Deutschland)

MeBwellenldngen 520 nm

Steuerung und Daten- Alexys Data System Software (Antec Leyden, Zouterwoude, Nie-

verarbeitung derlande)

Mobile Phase A: 10%ige (v/v) Ameisensdure; B: 10%ige (v/v) Ameisensiure/

Acetonitril (1:1; v/v)
Gradient 0-60 min: 2-8% B
Fluf3 0,5 ml/min




152

Experimenteller Teil

3.2.5 HPLC-ESI-MS/MS

Die Identifizierung der erhaltenen Anthocyane erfolgte durch HPLC-ESI-MS/MS

Analytik durch Vergleich der Retentionszeiten, deprotonierten Ionen und Produktio-

nenspektren mit denen von entsprechenden Referenzsubstanzen und Literaturdaten.

Tabelle 32: HPLC-ESI-MS/MS Bedingungen

Gerit

Pumpe

Probengeber

Stationdre Phase

Ionization mode

Sheath- und Auxiliary-Gas
Massenbereich
Kollisionsgas
Kollisionsenergie
Kapillarspannung
Kapillartemperatur

Steuerung und Daten-
verarbeitung

Mobile Phase
Gradient
Fluf3

Finnigan TSQ 7000 Triple Stage Quadrupol-Massenspektrome-
ter mit Finnigan Elektrospray lonisation-Interface (ESI) (Finni-
gan MAT, Bremen, Deutschland)

Applied Biosystems 140B Spritzenpumpe fiir bindre Hochdruck-
gradienten (Applied Biosystems, Bensheim, Deustchland)

Triathlon-900 Autosampler (Spark Holland, Emmen, Niederlande)
Injektionsvolumen: 100 pl

Waters Symmetry C18 column (150 x 2,1 mm, 3 um Partikelgrofe)
(Waters, Milford, USA)

positiv

Stickstoff 5.0, Sheath (70 psi), Auxiliary (10 units)
Full-scan mode, m/z 150-1000, total scan duration: 1,0 s
Argon (2,0 mTorr)

20-40 eV

3,5kV

250°C

Xcalibur Qual Browser Software 1.2/1.3 (Thermo Electron Corp.,
Dreieich, Deutschland)

A: 1%ige (v/v) Ameisensdure; B: Acetonitril
0-20 min: 1-50% B

0,2 ml/min
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3.2.6 Isolierung der 5-LOX aus humanen neutrophilen Granulozyten

Die Isolierung der 5-LOX wurde nach dem in Abbildung 55 dargestellten Schema

durchgefiihrt.

45 ml Humanblut

gesammelt mit Monovetten
(Natriumcitrat als Antikoagulanz)

Blut +35 ml PBS
(pH: 7,4);

4 Tubes a 20 ml
Biocol;
Uberschichtung
mit 20 ml Blut;

l Zentrifugation mit 680 x g bei RT; 45 min

Pellet: Granulozyten + Erythrozyten

l 4 x Waschen mit PBS fiir 10 min bei 4 °C mit302x g

2 x in 10 ml hypotonischen Lysis-Puffer suspendieren

(fuir 10 min bei 37 °C schiitteln (Zerstorung der Erythrozyten)
Zentrifugation mit 300 x g bei 4 °C fiir 15 min)

Pellet ——| Uberstand wird verworfen

Suspension in 10 ml PBS
Zentrifugation mit 300 x g bei 4 °C fiir 15 min

Pellet: Suspension in 2 ml PBS-
hauptséchlich neutrophile Puffer
Granulozyten

Granulozytensuspension

Zentrifugation (8500 x g; 30 min) l (1 min; 20 kHz)

Ultraschallbad

Uberstand wird aliquotiert
und eingefroren

Abbildung 55: Tsolierung der 5-LOX aus Humanblut modifiziert nach Cusan et al. (2005).

Menschliches peripheres vendses Blut von gesunden Probanden, welche keine Medi-

kamente eingenommen hatten, wurde in Monovetten™ auf Natriumcitrat als Anti-

koagulanz gesammelt. Die humanen neutrophilen Granulozyten wurden angelehnt an

Cusan et al. (2005) durch einen Biocol Dichtegradienten und folgende hypotonische

Lyse der Erythrozyten isoliert. Dafiir wurden 45 ml des Blutes mit PBS-Puffer (pH:

7,4) vermischt und sofort in 20 ml Biocol Losung enthaltende Inkubationsréhrchen

tiberfiihrt. Nach Zentrifugation (680 x g bei Raumtemperatur fiir 45 min) bildeten die
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Leukozyten und Erythrozyten ein Pellet, wihrend die Thrombozyten und das Plasma
im verworfenen Uberstand blieben. Das Pellet wurde anschlieBend in 10 ml PBS-
Puffer (pH: 7,4) aufgenommen. Nach wiederholter Zentrifugation (300 x g bei 4°C fiir
10 min) und Verwerfung des Uberstandes, wurde das gewaschene Pellet in 10 ml
hypotonischen Lysispuffer (0,17 g NH4Cl, 0,2 g TRIS, H,O auf 100 ml, pH 7,2) sus-
pendiert und vorsichtig fiir 10 min bei 37°C geschiittelt, um die noch vorhandenen
Erythrozyten zu zerstoren. Die Suspension wurde abermals zentrifugiert (300 x g bei
4°C fiir 15 min), der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit PBS-Puffer ge-
waschen (300 x g bei 4°C fiir 10 min). Die Lyse- und Waschschritte wurden wieder-
holt bis das Pellet frei von Erythrozyten war. Das resultierende Pellet, welches haupt-

sdchlich neutrophile Granulozyten enthielt, wurde in 2 ml PBS-Puffer suspendiert.

Um die Zellvitalitdt und Zellkonzentration zu {iberpriifen, wurden 50 pl Leukozyten-
suspension und 10 pl einer 0,4% Trypan-blau Losung auf einem Objekttrager ge-
mischt und mit einem Lichtmikroskop bei 1000facher Vergroferung untersucht. Tote
Zellen erschienen wegen der Absorption der Trypan-blau Losung groBBer und dunkler,
wihrend die lebenden Zellen kleiner, heller und granulser erschienen. Die Suspen-
sion muflte dabei > 90% lebende Zellen enthalten. Die Leukozytenkonzentration der
verdiinnten Zellsuspension wurde in einer Zahlkammer und mit einem Lichtmikroskop
bestimmt. Fiir den Bioassay musste die Zellkonzentration 5000 Zellen/ul PBS-Puffer

betragen.

Die Suspension wurde fiir 20-30 s bei 20 kHz in ein Ultraschallbad gestellt, um die
cytosolische 5-LOX in Ldésung zu bringen. Die Losung wurde anschlieBend zentri-
fugiert (8500 x g fiir 30 min bei Raumtemperatur) und der Uberstand direkt als
Enzymquelle eingesetzt. Die Proteinkonzentration der erhaltenen Enzymquelle wurde

nach Lowry ef al. (1951) mit BSA als Standard bestimmt (s. Abschnitt E 3.2.7).
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Tabelle 33: Verwendete Geriite

Gerat Typ Hersteller

Laminar Air Flow Typ UVF 6.07 BDK (Sonnenbiihl-
Genkingen, Deutschland)

Zentrifuge Megafuge 1.0R Kendro (Osterode, Duetsch-
land)

Zentrifuge Sigma 101 M Sigma (Osterrode, Deutsch-
land)

Mikroskop Inversmikroskop, ECLIPSE TS100 Nikon (Diisseldorf, Deutsch-
land)

Zahlkammer Neugebauer improved, Tiefe 0,1 mm Superior (Marienfeld,
Deutschland)

Ultraschallbad Bandelin Smarex TK 52 Bandelin Electronics

(Berlin, Deutschland)

3.2.7 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinkonzentration der unter Abschnitt E 3.2.6 erhaltenen Enzymquelle wurde
nach Lowry et al. (1951) mit BSA als Standard bestimmt.

Hierfiir wurden folgende Losungen vorbereitet:

Losung A: 2 g Na,COj; wurden in 100 ml 0,1 M NaOH geldst (18,86 mM)
Loésung B: 1 g CuSO4 wurde in 100 ml H,O gelost. (6,26 mM)

Losung C: 2 g Natriumtartrat wurden in 100 ml H,O geldst. (8,69 mM)
Losung D: Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz : H,O im Verhéltnis 5:4
Losung E: 10 ml Losung A, 0,1 ml Lésung B und 0,1 ml Losung C
Kalibrierlosungen:

Aus einer BSA-Stammldsung (5 mg/ml) wurden 6 Kalibrierlosungen in einem Kon-

zentrationsbereich von 0,05 bis 1,0 mg/ml hergestellt.

Probeldsung:

Das Cytosol wurde vor der Bestimmung mit H,O 1:100 verdiinnt.
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Durchfiihrung:

200 pl der Probe-, Kalibrierlosungen bzw. H,O (Nullabgleich) wurden mit 1 ml Lo-
sung E versetzt, gut gemischt und 10 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieBend wurden 100 ul Lésung D zugegeben, nochmals gut gemischt und fiir wei-
tere 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln stehengelassen. Nach der Inkubation
wurde die Absorption der Probe- bzw. Kalibrierlosungen bei 750 nm gegen die Leer-
probe (Nullabgleich) bestimmt. Mit Hilfe der erstellten Kalibriergeraden wurde der
Proteingehalt des Cytosols ermittelt. Bei der Bestimmung wurden folgende Gerite

benutzt:

Tabelle 34: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Spektralphotometer UV mini-1240 Shimadzu (Duisburg, Deutsch-
land)

Vortexer Vortex Reax 1 Heidolph (Schwabach, Deutsch-
land)

3.2.8 Enzymassays

3.2.8.1 Soja LOX-1 Assay

Die Bildung des cis,trans-Hydroperoxidderivats der Linolsdure wurde photometrisch
bei 234 nm (Produkt, ¢ = 25 cm*/umol) und Raumtemperatur iiber 10 min verfolgt.
Der Versuch wurde bei pH 9,0 in sauerstoff-geséttigtem 0,1 M Boratpuffer durchge-
fiihrt.

Die Standardreaktionsmischung (Endvolumen: 2 ml) enthielt 10 pl des Enzyms (Pro-
teinstammldsung: 0,5 mg/ml; spezifische Aktivitdt: 131000 units/mg Protein), 10-200
ul des zu untersuchenden Anthocyans bzw. Anthocyanidins (Stammldsungen: 2-200
mM in MeOH (0,1% HCI)/0,1 M Boratpufter), nicht mehr als 0,1% MeOH und wurde
mit 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0) aufgefiillt. Die Reaktion wurde durch Addition von
100 pl des Substrates (I mM Linolsdure) gestartet. Die Kontrollen (Enzymaktivitét)
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enthielten gleiche Volumina MeOH (0,1% HCI) ohne Inhibitor (Anthocyane und An-
thocyanidine). Die Umsetzungsrate (v) wurde von den Kurven (Abbildung 46) durch
Extrapolation der Anfangsgeschwindigkeit iiber 90 s erhalten. Die Restaktivitdt wurde
durch Vergleich der Umsetzungsraten (v) der Versuche mit und ohne Inhibitorzusatz
berechnet. Olsdure diente als Positivkontrolle wihrend aller Versuche. Alle Versuche

wurden dreimal durchgefiihrt.

3.2.8.2 Assay mit 5-LOX aus menschlichen neutrophilen Granulozyten

Der Assay mit 5-LOX aus menschlichen neutrophilen Granulozyten wurde nach
Aharony und Stein (1986) durchgefiihrt. Dabei wurde die Bildung des 5-HETE
(Produkt, & = 28 cm?*/umol) iiber die Absorptionszunahme photometrisch bei 236 nm
und 37 °C fiir 5 min verfolgt. Das Substrat (AA) wurde analog Axelrod et al. (1981)

vorbereitet.

Fiir die Inhibierungsversuche wurde zunéchst die 5-LOX-Aktivitdt im unter Abschnitt

E 3.2.6 gewonnenen Lysat spektrophotometrisch bestimmt.

Die nach Gleichung 1 berechnete spezifische Aktivitit betrug 0,22 pmol/min/mg Pro-
tein (Durchfiihrung der Proteinbestimmung s. Abschnitt E 3.2.7).

1y — (AE-V1.1000)
(t-e-d-Vs)

Gleichung 1: Berechnung der Volumenaktivitit (V,) des eingesetzten Enzyms

AE: Absorptionsdnderung/min t: Zeiteinheit [min]
V: Gesamtvolumen [ml] d: Schichtdicke der Kiivette [cm]
V,: Volumen des Enzyms [ml] ¢ 5-Hydroxyeicosatetraen

&: mikromolarer Extinktionskoeffizient [cm?/umol] (5-HETE): 28 cm?/umol

Die Standardreaktionsmischung (Endvolumen: 500 pl) enthielt 100 pl der unter 3.2.6
erhaltenen Enzymquelle (Spezifische Aktivitét: 0,22 pmol/min/mg Protein), 2,5-25 uLb
Dp3glc bzw. Dp3gal (Stammldsung: 2 mM in MeOH (0,1% HC1)/0.1 M Boratpuffer),
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nicht mehr als 0,1% MeOH, 75 ul Cofaktoren (je 25 pl von 5 mM DTT, 4 mM ATP
und 6 mM CaCl,) und wurde anschlieBend mit 0,1 M PBS-Puffer (pH 7,4) aufgefiillt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl Substrat (10 mM AA) gestartet. Die
Kontrollen (Enzymaktivitit) enthielten gleiche Volumina MeOH (0,1% HCI) ohne In-
hibitor (Dp3glc und Dp3gal). Die Umsetzungsrate (v) wurde von den Kurven (Abbil-
dung 46) durch Extrapolation der Anfangsgeschwindigkeit liber 90 s erhalten. Die
Restaktivitdt wurde durch Vergleich der Umsetzungsraten (v) von Versuche mit und
ohne Inhibitorzusatz berechnet. NDGA diente als Positivkontrolle (der Hemmung)

wihrend aller Versuche. Alle Versuche wurden dreimal durchgefiihrt.

3.2.8.3 Bestimmung des Inhibitionsttyps mit Peonidin und Soja LOX-1

Die Anwesenheit eines Inhibitors dndert die Michaelis-Menten Konstante (K;,) und-
oder die Geschwindigkeit (v) der Reaktion (Das 1993). Das Ausmal} der Verdnderung
hingt sowohl von der Inhibitorkonzentration (I) als auch von dessen Affinitdt fiir das
Enzym, ausgedriickt durch die Inhibitionskonstante K;, ab. Eine hohe K; bedeutet nie-

drige Affinitdt und umgekehrt.

Um die Inhibitionsmuster und etwaige Struktur-Aktivititsbeziehungen detailliert zu
untersuchen, wurde der Inhibitionstyp (kompetitiv, unkompetitiv, nichtkompetitiv)
von Pn bei Soja LOX-1 untersucht. Dafiir wurden Lineweaver-Burk Plots (doppelt
reziprok) von 1/Substratkonzentration (S) gegen 1/v mit und ohne Zusatz des Inhi-
bitors erstellt. Fiir jede Konzentration des Inhibitors (drei unterschiedliche Konzentra-
tionen) wurden graphische Plots gegen 3 verschiedene Konzentrationen des Substrats
gebildet (25-500 uM). Von der Anordnung der erhaltenen Plot-Trendlinien konnte der
Inhibitionstyp abgeleitet werden. Die K, bzw. V.x Werte wurden durch die Schnitt-
punkte auf der 1/S-Achse bzw. 1/v-Achse des Lineweaver-Burk Plots erhalten.

Um K zu berechnen wurde 1/Vy,.x gegen I aufgetragen, wobei der Schnittpunkt der

erhaltenen Trendlinie auf der Inhibitorachse K; ergab.
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3.2.8.4 Verwendete Gerate

Folgende Gerite wurden fiir die Enzymassays benutzt:

Tabelle 35: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller

Spektralphotometer UV mini-1240 Shimadzu (Duisburg, Deutsch-
land)

Vortexer Vortex Reax 1 Heidolph (Schwabach, Deutsch-
land)

3.2.8.5 Statistische Analyse

Mittelwerte und Standardabweichungen wurden fiir den kompletten Datensatz
berechnet (jedes Experiment wurde dreifach ausgefiihrt). Die Datensdtze wurden
durch one-way ANOVA mit ,,post-hoc Bonferroni's multiple comparison test*
statistisch analysiert. Statistische Signifikanz wurde als p < 0.05 definiert. Wegen der
limitierten Probenzahl wurde ein Vortest durchgefiihrt, um die normale Reste-
verteilung zu untersuchen. Dafiir wurden die Reste jedes Datensatzes berechnet und
das Verhiltnis des erhaltenen Bereichs zur Standardabweichung wurde analog David
et al. (1954) analysiert. Um eine normale Resteverteilung und folgende ANOVA
Analyse zu erreichen, wurde reprdsentativ mit einem Datensatz eine reziproke
Transformation durchgefiihrt. Aufgrund der limitierten Anzahl an Daten sollten die p-
Werte mit Vorsicht interpretiert werden. Die statistischen Analysen wurden mit

GraphPad Prism Software durchgefiihrt.
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