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Zusammenfassung

Polyphenole sind im Sekundarstoffwechsel gebildete Pflanzenstoffe und als solche Be-
standteil unserer taglichen Nahrung. Aufgrund von in vitro Untersuchungen sowie tier-
experimentellen und epidemiologischen Studien werden ihnen vielfaltige gesundheits-
fordernde Wirkungen zugesprochen. Voraussetzung fir die Wirksamkeit in vivo ist die
Absorption der Polyphenole aus der Nahrung im Gastrointestinaltrakt sowie das Erreichen
ausreichend hoher Plasmakonzentrationen im systemischen Kreislauf, d. h. eine aus-
reichend hohe Bioverfligbarkeit. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Umfang der
gastrointestinalen Absorption und Metabolisierung von mit der Nahrung aufgenommenen
Polyphenolen in vivo zu ermitteln. Darliber hinaus sollte deren systemische Verfligbarkeit
anhand von humanen Serum- und Urinproben bestimmt werden. Lebensmittel der Wahl
war dabei Apfelsaft, dem in Deutschland hinsichtlich des Konsums von Fruchtsaften und -
nektaren die groRte Bedeutung zukommt. Gleichzeitig handelt es sich um ein Produkt, bei
dem nachteilige Wirkungen nicht zu erwarten und bisher auch nicht beschrieben sind.

Die Identifizierung und Strukturaufklarung der Polyphenole und ihrer Metabolite erfolgte
mittels Hochleistungsflissigchromatographie-Diodenarray-Detektion (HPLC-DAD), HPLC-
Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie (HPLC-ESI-MS/MS) sowie Kapillargaschro-
matographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS). Quantitative Analysen wurden mittels
HPLC-DAD durchgeflihrt; fir die Bestimmung der Polyphenolgehalte in Urinproben sowie
von D-(-)-Chinasaure wurde die HPLC-ESI-MS/MS im Single Reaction Monitoring (SRM)

Modus eingesetzt.

Zur Etablierung der Polyphenolanalytik und zur Auswabhl eines fir die Studien geeigneten
Saftes wurden zunachst die Polyphenolprofile verschiedener Presssafte aus Most- und
Tafelapfeln sowie kommerziell erhaltlicher Apfelsafte ausgewertet. Die bei den Press-
saften erhaltene Polyphenolzusammensetzung entsprach weitgehend Literaturangaben.
Fir die Safte aus Tafelapfeln wurden Polyphenolmengen zwischen 154 und 178 mg/L
bestimmt, wohingegen die Safte aus Mostapfeln Gehalte zwischen 261 und 830 mg/L
aufwiesen. Der hochste Gehalt von 970 mg/L wurde flir die Sorte Boskoop ermittelt. Bei
den Saften des Handels wiesen die naturtriiben Apfelsafte mit 182 bis 459 mg/L teilweise
deutlich hohere Polyphenolgehalte auf als die klaren Produkte (120 - 173 mg/L). Unter-
schiede zwischen Saften aus Konzentrat und Direktsaften waren nicht feststellbar. Do-
miniert wurde die jeweilige Polyphenolzusammensetzung von Hydroxyzimtsauren, wobei
5-Kaffeoylchinasaure die héchsten Anteile aufwies. Daneben waren 4-p-Cumaroylchina-

saure und (-)-Epicatechin mengenmafig herausragende Komponenten.
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Bei oraler Aufnahme kommen die Polyphenole zuerst mit Speichel in Kontakt. Daher
wurde dessen Wirkung auf die Apfelpolyphenole in ex vivo Studien Uber einen Zeitraum
von funf Minuten untersucht. Umsetzungen mit nach Zentrifugation erhaltenem Speichel-
sekret fuhrten zu keiner Modifikation der Substanzen. In Gegenwart von nicht zentrifugier-
tem Speichel wurden fir die B-glycosidisch gebundenen Flavonoidglycoside Phloretin-2°-
O-glucosid, Phloretin-2°-O-xyloglucosid, Quercetin-3-O-glucosid, Quercetin-3-O-galacto-
sid, Quercetin-3-O-xylosid, sowie Quercetin-3-O-rutinosid hydrolytische Abbaureaktionen
in Abhangigkeit ihres Zuckerrestes beobachtet. Dabei wurden die Glucoside vor Galacto-
se am schnellsten gespalten. Es folgten Xylose und Xyloglucose vor Rutinose. Nach Anti-
biotikumzugabe wurden deutlich geringere Abbauraten ermittelt. Die Hydrolyse erfolgt

demnach hauptsachlich durch Enzyme der bakteriellen Mundflora.

Im Weiteren gelangen die Polyphenole (ber die Speiserdhre in den stark sauren Magen.
Zur Uberpriifung ihrer Stabilitat wurden die einzelnen Apfelpolyphenole mit kiinstlichem
Magensaft (pH 1,81) Uber vier Stunden inkubiert. Fur Procyanidin B, wurde ein nahezu
vollstandiger Abbau zu (-)-Epicatechin nachgewiesen. Die anderen untersuchten pheno-

lischen Verbindungen erwiesen sich als stabil.

Nach Passage des Magens erreichen die Polyphenole das neutrale bis leicht alkalische
Duodenum. Die von uns mit simuliertem Duodenalsekret (pH 7,2) Uber einen Zeitraum
von 24 Stunden durchgeflihrten Studien zeigten, dass einige der phenolischen Substan-
zen unterschiedlichen Modifizierungen unterlagen. Fir 5-Kaffeoylchinasdure wurde eine
37%ige Abnahme beobachtet. Dabei wurden 3- und 4-Kaffeolychinasaure, Kaffeesaure,
D-(-)-Chinasaure sowie Kaffeesauremethylester generiert. Vergleichbare Ergebnisse wur-
den bei der Inkubation von 4-p-Cumaroylchinasaure erhalten, bei welcher neben p-Cu-
marsauremethylester das 3- und 5-Isomer sowie die Spaltprodukte p-Cumarsaure und D-
(-)-Chinasaure als Metabolite identifiziert wurden. Kaffeesaure unterlag einer 26,3%igen
Umsetzung zu Ferulasaure, Dihydrokaffeesdure und Kaffeesduremethylester. Bei den
monomeren Flavan-3-olen wurden mittels HPLC-Analytik an chiraler Phase Epimeri-
sierungen von (+)-Catechin zu (-)-Epicatechin sowie von (-)-Epicatechin zu (-)-Catechin
nachgewiesen. Procyanidin B, war nach vier Stunden nur noch in Spuren erfassbar, ohne
dass jedoch ein Metabolit detektiert werden konnte. Quercetin wurde innerhalb von zwei
Stunden vollstandig in Phloroglucin, 3,4-Dihydroxybenzoesdure und 2,4,6-Trihydroxy-

benzoesaure gespalten.

Um die Verfligbarkeit der Polyphenole im Dickdarm zu untersuchen, wurde eine Inter-

ventionsstudie mit naturtribem Apfelsaft bei elf Probanden mit einem Stoma des
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terminalen lleums durchgefuhrt. Nach oraler Aufnahme von einem Liter Saft wurde der
lleostomaausfluss Uber einen Zeitraum von acht Stunden gesammelt. In den lleostoma-
beuteln wurden zwischen Null und 33,1% der einzelnen aus dem Apfelsaft aufge-
nommenen phenolischen Substanzen wiedergefunden, wobei maximale Mengen nach
zwei Stunden auftraten. Der ausgeschiedene Anteil der Flavonoidglycoside war dabei ab-
hangig von der Struktur des jeweiligen Zuckerrestes. Als Metabolite waren D-(-)-China-
saure, 1- und 3-Kaffeoylchinasaure, Phloretin und dessen 2’-O-Glucuronid sowie die
Methylester der Kaffee- und p-Cumarsaure nachweisbar. Fir die héhermolekularen Pro-
cyanidine wurden Wiederfindungen von 90,3% ermittelt. Daneben konnte deren partieller

Abbau durch Bestimmung des mittleren Polymerisationsgrades dokumentiert werden.

Um die Metabolisierungsvorgange der Polyphenole speziell im Dinndarm zu unter-
suchen, wurden ex vivo Inkubationen mit frischem lleostomabeutelinhalt durchgefiihrt.
Wahrend fur die Hydroxyzimtsduren und die Flavan-3-ole kein signifikanter Abbau festge-
stellt wurde, unterlagen die Flavonoidglycoside Phloretin-2°-O-glucosid, Phloretin-2’-O-
xyloglucosid, Quercetin-3-O-glucosid, Quercetin-3-O-galactosid, Quercetin-3-O-arabinosid,
Quercetin-3-O-xylosid, Quercetin-3-O-rhamnosid und Quercetin-3-O-rutinosid in Abhan-
gigkeit ihres Zuckerrestes unterschiedlich schnellen Hydrolysevorgangen (Glucose > Ga-
lactose > Xylose > Arabinose > Rhamnose > Rutinose > Xyloglucosid). Durch Umsetzun-
gen der korrespondierenden p-Nitrophenolglycoside mit ilealer Flissigkeit konnte ferner
ein Einfluss der Aglyconstruktur auf die Hydrolyserate nachgewiesen werden. In einer
weiteren Versuchsreihe wurde ein linearer Anstieg der Hydrolyserate von Quercetin-3-O-
glucosid (reprasentatives Beispiel) in Abhangigkeit des Mikrofloragehaltes beobachtet.
Unter Antibiotikumzusatz erfolgte hingegen kein Abbau. Diese Befunde belegten erstmals
die hydrolytische Aktivitat der Dinndarmikroflora im Zusammenhang mit dem Abbau von

Flavonoidglycosiden.

Um in der Leber stattfindende Metabolisierungsvorgange zu erfassen, wurden Modell-
studien mit frisch isolierten Hepatozyten der Ratte durchgeflihrt. Die untersuchten Flavan-
3-ole sowie p-Cumarsaure waren Uber den gesamten Inkubationszeitraum von vier
Stunden stabil. Bei den Umsetzungen von Kaffeesdure konnten Ferula- und Isoferula-
saure in Spuren nachgewiesen werden. 5-Kaffeoylchinasdure wurde zu 1-, 3- und 4-
Kaffeoylchinasdure sowie zu Kaffeesduremethylester metabolisiert. Die Inkubation von 4-
p-Cumaroylchinasaure lieferte ahnliche Resultate. Als Metabolite wurden 3- und 5-p-Cu-
maroylchinasaure sowie p-Cumarsduremethylester identifiziert. Die Aglycone Phloretin
und Quercetin unterlagen intensiven Konjugationsreaktionen. Phloretin wurde via Pha-

se lI-Entgiftungsweg zu zwei Glucuroniden metabolisiert, von denen eines als Phloretin-
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2’-O-glucuronid identifiziert werden konnte. Die Umsetzung von Quercetin ergab acht
Metabolite, bei denen es sich um 3’-O-Methylquercetin sowie verschiedene Quercetin-

und 3°-O-Methylquercetin-O-glucuronide handelte.

Die systemische Verflugbarkeit der Polyphenole wurde in einer weiteren Humanstudie
mit fuinf gesunden Probanden untersucht. Nach Konsum von einem Liter naturtriiben
Apfelsaft erfolgten Blutabnahmen Gber einen Zeitraum von acht Stunden. Die Bilanzierung
der Apfelpolyphenole im Serum erfolgte sowohl vor als auch nach enzymatischer Hydro-
lyse (B-Glucuronidase, Sulfatase). Kaffeesaure, (-)-Epicatechin, Phloretin und Quercetin
lagen in geringen Mengen teilweise unkonjugiert im Serum vor. 5-Kaffeoylchinasaure und
4-p-Cumaroylchinasaure waren erst nach Enzymbehandlung detektierbar. Von den ge-
nannten Substanzen wurden nach Konjugatspaltung insgesamt zwischen 0,4 und 2,6%
wiedergefunden. Maximale Serumspiegel wurden zwischen einer und vier Stunden er-
reicht. Generell war eine grof3e interindividuelle Variabilitdt sowohl im Grad der Konjuga-
tion als auch bei den im Serum vorliegenden Konzentrationen der einzelnen Substanzen

feststellbar.

Abschlieend wurde die renale Ausscheidung der Polyphenole bei sechs gesunden
Probanden nach oraler Applikation von einem Liter Apfelsaft ber einen Zeitraum von
24 Stunden untersucht. Nach Glucuronidase- und Sulfatasebehandlung waren 5-Kaffeo-
ylchinasaure, 4-p-Cumaroylchinasaure, (-)-Epicatechin, Phloretin und Quercetin im Urin
detektierbar. Kaffeesaure lag in geringen Mengen bereits in freier Form vor. Insgesamt
wurden 23% der mit dem Saft aufgenommenen phenolischen Verbindungen wiederge-
funden. Davon waren 19,5% in Form von hydroxylierten phenolischen Sauren sowie Hip-

pursaure und deren hydroxylierte Formen nachweisbar.

Die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse hinsichtlich Absorption, Metabolisierung und
systemischer Verflugbarkeit im menschlichen Organismus leisten einen Beitrag zum bes-
seren Verstandnis der Wirkungen von Polyphenolen. Die Charakterisierung neu gebildeter

Metabolite ist zudem fiur weiterfihrende Studien von Relevanz.
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Summary

Polyphenols are plant constituents formed by secondary metabolism and are as such part
of our daily diet. On the basis of in vitro assays as well as animal experimental and epi-
demiological studies, various health-promoting effects are attributed to them. Require-
ments for the effects in vivo are the absorption of polyphenols from food in the gastro-
intestinal tract as well as reaching sufficiently high plasma concentrations in the systemic
cycle, i. e. a sufficiently high bioavailability. The objective of the present work was to de-
termine the amount of gastrointestinal absorption and metabolism of polyphenols after
food consumption in vivo. Furthermore, their systemic availability should be determined by
serum and urine samples. The food under study was apple juice, which has the greatest
importance regarding the consumption of fruit juices and -nectars in Germany. Additionally,
it is a daily consumed product where adverse effects are not expected and so far have not
been described.

Identification and structural elucidation of polyphenols and their metabolites were per-
formed by high-performance liquid chromatography diode-array detection (HPLC-DAD),
HPLC electrospray ionization tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS) as well as
high-resolution gas chromatography mass spectrometry (HRGC-MS). Quantitative analy-
ses were performed by HPLC-DAD; for the quantitation of polyphenol contents in the urine
samples under study as well as the D-(-)-quinic acid, HPLC-ESI-MS/MS in the single

reaction monitoring (SRM) mode was used.

For the establishment of polyphenol analysis and for the selection of a suitable juice for
the studies, the polyphenol profiles of different pressed juices of cider and dessert apples
as well as commercially available apple juices were analysed first of all. The polyphenol
composition received with pressed juices corresponded to a large extent to literary
references. For the juices from dessert apples polyphenol amounts ranged between 154
and 178 mg/l, whereas the juices from cider apples showed contents between 261 and
830 mg/l. The highest concentration of 970 mg/l was determined for the Boskoop cultivar.
Among commercially available juices, with 182 to 459 mg/l cloudy apple juices showed
partly higher contents than the clear products (120 - 173 mg/l). Differences between juices
from concentrate and direct juices were not ascertainable. The respective polyphenol
composition was dominated by hydroxycinnamic acids with 5-caffeoylquinic acid showing
the highest quantities. Besides, 4-p-coumaroylquinic acid and (-)-epicatechin were quanti-

tatively outstanding components.
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By oral consumption, polyphenols come first into contact with saliva. Therefore, its effect
on the apple polyphenols was investigated in ex vivo studies over a period of five minutes.
Conversions with saliva obtained after centrifugation led to no modification of the substan-
ces. In the presence of not centrifuged saliva in $-glycosidic bound flavonoid glycosides
phloretin 2°-O-glucoside, phloretin 2°-O-xyloglucoside, quercetin 3-O-glucoside, querce-
tin 3-O-galactoside, quercetin 3-O-xyloside as well as in quercetin 3-O-rutinoside hydroly-
tic decomposition reactions in dependence of their sugar moiety were observed. In this
process, glucosides were fastest split before galactoside. Xyloside and xyloglucoside
succeeded ahead of rutinoside. After the addition of antibiotic, smaller degradation rates
were clearly determined. Thus, hydrolysis resulted mainly from the enzymes of the oral

bacterial flora.

Afterwards, the polyphenols reach the highly acid stomach via the oesophagus. For
examination of their stability the individual apple polyphenols were incubated with artifical
gastric juice (pH 1.81) for four hours. For procyanidin B, an almost complete decom-
position to (-)-epicatechin was demonstrated. The other phenolic compounds under study

were stable.

Following the passage of the stomach the polyphenols reach the neutral to slightly
alkaline duodenum. The studies conducted by us with simulated duodenal secretion (pH
7.2) over a period of 24 hours showed that some of the phenolic substances underlay
different modifications. For 5-caffeoylquinic acid, a decomposition of 37.0% was observed.
3- and 4-caffeoylquinic acid, caffeic acid, D-(-)-quinic acid as well as caffeic acid methyl
ester were thereby generated. Comparable results were received with the incubation of 4-
p-coumaroylquinic acid, where beside p-coumaric acid methyl ester the 3- and 5-isomer
as well as the fission products p-coumaric acid and D-(-)-quinic acid were identified as
metabolites. 26.3% of the caffeic acid underwent a conversion to ferulic acid, dihydro-
caffeic acid and caffeic acid methyl ester. For monomeric flavan-3-ols epimerisation from
(+)-catechin to (-)-epicatechin as well as from (-)-epicatechin to (-)-catechin was de-
monstrated by HPLC analytics using a chiral phase. Only traces of procyanidin B, were
detectable after four hours, a metabolite could not be detected however. Quercetin was
split completely into phloroglucinol, 3,4-dihydroxybenzoic acid and 2,4,6-trihydroxybenzoic

acid within two hours.

In order to investigate the availability of polyphenols in the large intestine, an intervention
study with cloudy apple juice was accomplished by eleven volunteers with a terminal

ileostomy. After oral intake of one litre of juice the ileostomy discharge was collected over
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a period of eight hours. Between zero and 33.1% of the particular phenolic substances
absorbed from the apple juice were recovered in the ileostomy bags, whereas maximum
contents appeared after two hours. The excreted amount of the flavonoid glycosides de-
pended thereby on the structure of the respective sugar moiety. As metabolites, D-(-)-
quinic acid, 1- and 3-caffeoylquinic acid, phloretin and its 2"-O-glucuronide as well as the
methyl ester of the caffeic and p-coumaric acid were detectable. For the high-molecular
procyanidins recoveries of 90.3% were detected. Besides, their partial decomposition

could be documented by identification of the mean degree of polymerisation.

In order to investigate the metabolic procedures of the polyphenols specifically in the
small intestine, ex vivo incubations with fresh ileostomy bag content were accomplished.
While for the hydroxycinnamic acids and the flavan-3-ols no significant decomposition was
determined, the flavonoid glycosides phloretin 2°-O-glucoside, phloretin 2°-O-xyloglu-
coside, quercetin 3-O-glucoside, quercetin 3-O-galactoside, quercetin 3-O-arabinoside,
quercetin 3-O-xyloside, quercetin 3-O-rhamnoside and quercetin 3-O-rutinoside under-
went rapidly differing hydrolysis procedures in dependence of the structure of their sugar
moiety (glucose > galactose > xylose > arabinose > rhamnose > rutinose > xyloglucose).
Furthermore, an influence of the aglycon structure on the hydrolysis rate could be
demonstrated by conversions of the corresponding p-nitrophenol glycosides with ileal fluid.
In an additional test series the hydrolysis rate of quercetin 3-O-glucoside (representative
example) revealed a linear slope depending on the microflora content. With addition of
antibiotic however no decomposition occurred. These results proved the hydrolytic activity

on glycosides of the ileal microflora for the first time.

In order to study the metabolic procedures taking place in the liver, model experiments
with freshly isolated rat hepatocytes were accomplished. The investigated flavan-3-ols as
well as p-coumaric acid were stable over the whole incubation period of four hours. A
conversion of caffeic acid to ferulic and isoferulic acid could be observed in trace amounts.
5-caffeoylquinic acid was metabolised to 1-, 3- and 4-caffeoylquinic acid as well as to
caffeic acid methyl ester. The incubation of 4-p-coumaroylquinic acid showed similar
results; 3- and 5-p-coumaroylquinic acid as well as p-coumaric acid methyl ester were
detected. The aglycons phloretin and quercetin underlay intensive conjugation reactions.
Phloretin was conjugated to two glucuronides via phase |l metabolism. One of them could
be identified as phloretin 2°-O-glucuronide. The conversion of quercetin resulted in eight
metabolites, which included 3’-O-methylquercetin as well as different quercetin and 3°-O-

methylquercetin O-glucuronides.
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The systemic availability of polyphenols was investigated in a further human study with
five healthy volunteers. After consumption of one litre of cloudy apple juice blood
samples were taken over a period of eight hours. The measurement of the apple poly-
phenols in blood serum was carried out both before and after enzymatic hydrolysis
(B-glucuronidase, sulfatase). Caffeic acid, (-)-epicatechin, phloretin and quercetin were
present in small quantities, partly unconjugated, in the serum. 5-caffeoylquinic acid and 4-
p-coumaroylquinic acid were detectable after enzyme treatment only. Of the mentioned
substances, between 0.4 and 2.6% were recovered in total after cleavage of conjugates.
Maximum serum levels were reached between one and four hours. Generally, a large
interindividual variability was observed both in the degree of conjugation and in the con-

centrations of the individual substances available in the serum.

Finally, the renal elimination of polyphenols was investigated in six healthy volunteers
after oral intake of one litre of apple juice during a period of 24 hours. After treatment with
B-glucuronidase and sulfatase, 5-caffeoylquinic acid, 4-p-coumaroylquinic acid, (-)-epi-
catechin, phloretin and quercetin were determined in the urine samples. Caffeic acid was
present in small quantities in its free form without enzymatic treatment. Alltogether 23% of
the phenolic compounds consumed with the juice were recovered in the urine. 19.5% of
that was determined in form of hydroxylated phenolic acids as well as hippuric acid and its

hydroxylated forms.

The findings obtained in this work concerning absorption, metabolism and systemic avai-
lability in vivo contribute to a better understanding of the effects of polyphenols. Further-

more, the characterisation of newly formed metabolites is of relevance for further studies.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Gegen Ende des 20. Jahrhunderts belegten zahireiche epidemiologische Studien, dass
der erhdhte Verzehr einer obst- und gemusereichen Kost vor kardiovaskularen Erkrankun-
gen (CVD), verschiedenen Krebsarten u. a. chronischen Krankheiten schiitzt (s. Uber-
sichtsarbeiten Serdula et al. 1996, Steinmetz und Potter 1996, Ness und Powles 1997,
Lampe 1999). Aus den Ergebnissen neuerer Studien folgerte man, dass durch den
Verzehr von 600 g Obst und Gemuse pro Tag das Risiko an CVD zu erkranken, um etwa
30% und das Risiko an Krebs zu erkranken, um zwei bis 20% in Abhangigkeit der Krebs-
art gesenkt werden kann (Lock et al. 2004). Apfel, die in Deutschland und anderen
Landern gemaRigter Klimabereiche das bedeutendste Fruchtobst darstellen, leisten hierzu
einen wesentlichen Beitrag. Durchschnittlich verzehren die Bundesbiirger 18,4 kg Apfel
pro Jahr, in der EU ist der Pro-Kopf-Verbrauch mit 20,6 kg noch héher (Ellinger 2007).
Neben dem Verzehr der Rohware spielt die Aufnahme von Fruchtsaften eine grof3e Rolle.
Mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von 38,3 L pro Jahr steht Deutschland weltweit an der
Spitze beim Konsum von Fruchtsaften und -nektaren, wobei sich der Apfelsaft mit 11,4 L
der groRten Beliebtheit erfreut (VdF 2008).

Die antioxidative Wirksamkeit von Apfelextrakten und Apfelsaften wurde bereits in zahl-
reichen in vitro Studien sowie in Tierexperimenten nachgewiesen und spiegelte sich in
einer erhohten antioxidativen Kapazitat, der Verminderung von oxidativen Zellschaden
und der Inhibierung der Lipidperoxidation wieder (Pearson et al. 1999, Eberhardt et al.
2000, Sun et al. 2002, Breinholdt et al. 2003, Gossé et al. 2005, Kern et al. 2005,
Tchantchou et al. 2005, Davis et al. 2006, Schafer et al. 2006, Veeriah et al. 2006, Wolfe
et al. 2006, Kern et al. 2007, Decorde et al. 2008).

Die genannten Wirkungen wurden v. a. den sekundaren Pflanzenstoffen, insbesondere
den Polyphenolen, zugeschrieben (Rice-Evans et al. 1996, Eberhardt et al. 2000). Die
wesentlichen phenolischen Verbindungen im Apfel sind die Hydroxyzimtsduren und deren
Ester sowie die Flavonoide. Letztere werden basierend auf unterschiedlichen strukturellen
Merkmalen weiter in Flavonole, Flavan-3-ole, Flavone, Flavanone und Anthocyanidine
unterteilt. Die Polyphenole sollen als Antioxidantien freie Radikale und reaktive Sauer-
stoff- bzw. Stickstoffspezies im Koérper inaktivieren und somit vor oxidativem Stress
schutzen. Dieser wird mit einer Vielzahl von Stoffwechselstérungen und Krankheitsbildern
wie Diabetes mellitus, Alzheimer, Arteriosklerose, Krebs und Herzkreislauferkrankungen
in Verbindung gebracht (Aruoma 1999, Behl und Moosmann 2002).

Die gesundheitsférdernden Wirkungen der Hydroxyzimtsauren und ihrer Derivate sowie

der Flavonoide wurden meist in vitro oder seltener in Tierversuchen unter Verwendung
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von Reinsubstanzen (oft in hohen Konzentrationen) bzw. von Pflanzenextrakten erzielt.
Die Effekte kdnnen jedoch nicht ohne Weiteres auf das komplexe System Mensch Uber-
tragen werden, der Polyphenole in physiologischen Mengen als Teil seiner alltaglichen
Erndhrung aufnimmt. Es ist deshalb von groflem Interesse, umfassende Kenntnisse tber
die Verfligbarkeit von Polyphenolen nach oraler Aufnahme sowie Informationen zu deren
Absorption und Metabolisierung im menschlichen Organismus zu erlangen. Die bisher
vorliegenden Daten sind noch immer llickenhaft und werden teilweise kontrovers disku-
tiert.

Ziel dieser Arbeit war es daher, in Humanstudien die Verfligbarkeit von Polyphenolen
nach Apfelsaftverzehr zu bestimmen sowie die entstandenen Metabolite zu identifizieren
und zu quantifizieren. Die Verwendung von Apfelsaft ermodglichte zum einen eine Poly-
phenolaufnahme in physiologischen Mengen, zum anderen wurden Matrixeffekte berlick-
sichtigt. Zur Etablierung der Analytik und zur Auswahl eines fir die Studien geeigneten
Saftes wurden zunéchst die Polyphenolprofile und -gehalte verschiedener Presssafte aus
Most- und Tafelapfeln sowie von kommerziell auf dem deutschen Markt erhaltlichen
klaren und triben Apfelsaften ermittelt. In einer folgenden Interventionsstudie mit natur-
tribem Apfelsaft, die den Schwerpunkt der Arbeit darstellte, wurde bei Probanden mit
einem Stoma des terminalen lleums die Verstoffwechselung der Polyphenole im oberen
Verdauungstrakt untersucht. Ergdnzend wurden eine Reihe von in vitro und ex vivo
Experimenten durchgeflihrt, um einen Einblick in die Absorptions- und Metabolisierungs-
vorgange der einzelnen Apfelsaftpolyphenole in Speichel, Magen, Duodenum, lleum
sowie in der Leber zu erhalten. In zwei weiteren Humanstudien wurden abschlieRend die
Verteilung im Kérper sowie die renale Elimination der Polyphenole nach Apfelsaftkonsum

in Blutserum und Urin untersucht.
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2 Kenntnisstand

2.1 Apfel und Apfelsaft

2.1.1 Der Apfel

2.1.1.1 Botanik

Apfel (Malus spp.) gehoren zur Familie der Rosengewéachse (Rosaceae). Die Gattung um-
fasst etwa 40 bis 55 Arten laubwerfender Baume und Straucher aus Waldern und Dick-
ichten der ndrdlichen gemaRigten Zone in Europa, Nordamerika und Asien. Tabelle 2.1

gibt einen Uberblick iber die Taxonomie des Apfels.

Tabelle 2.1: Taxonomie des Apfels.

Klasse Dreifurchenpollen-Zweikeimblattrige (Rosopsida)
Unterklasse Rosenahnliche (Rosidae)

Ordnung Rosenartige (Rosales)

Familie Rosengewachse (Rosaceae)

Unterfamilie Kernobstgewachse (Maloidae)

Gattung Apfel (Malus)

Der Apfel ist im botanischen Sinn eine Scheinfrucht, da nicht nur der Fruchtknoten,
sondern auch das Gewebe der Blitenachse an der Fruchtbildung beteiligt ist. Diese
Organe wuchern ungewoéhnlich stark und hillen das Kerngehause ein, welches die
eigentliche Frucht darstellt (StraRburger 2002). Die duReren Merkmale von Apfeln sind
vielfaltig. Die Farbe der Schale kann zwischen griin und einem tiefen, fast schwarzen Rot
liegen.

Apfel erreichen je nach Art etwa Kirsch- bis GrapefruitgroRe. Sie sind von fester, flei-
schiger Konsistenz und bestehen u. a. zu 85% aus Wasser, zu 10% aus Zucker, zu 2%
aus Rohfasern und zu 0,7% aus Fruchtsduren wie Apfelsdure und Zitronensdure. Der
Gehalt an Vitamin C ist sortenabhangig, er liegt zwischen 2 und 25 mg in 100 g Frisch-
frucht (Souci et al. 1994).

Die wechselstéandigen, auf der Unterseite leicht behaarten Blatter des Apfelbaums sind

gesagt-gekerbt, breit-oval geformt und am Ende i. d. R. spitz. Die finfzahligen Bliten sind
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kurzstielig und stehen in wenigblitigen Doldentrauben an Kurztrieben. Manche Apfel-
bliten sind weil3, die meisten jedoch rosa getdnt oder gestreift. Einige wenige Apfelarten
blihen leuchtend rot (Rauh 1994, Franke 1997).

Die Vermehrung der Apfelbdume erfolgt zumeist vegetativ durch Veredelung. Infolge ihrer
Selbststerilitat bendtigen die meisten Apfelsorten eine Fremdbestaubung, um ausreichen-

de Fruchtmengen zu liefern (Franke 1997).

2.1.1.2 Wirtschaftliche Bedeutung

Die wirtschaftlich bedeutendste Art weltweit ist der Kultur- oder Gartenapfel (Malus
domestica Borkh.). Dessen Stammform ist der von Sideuropa bis zum mittleren Nor-
wegen beheimatete Holzapfel (Malus sylvestris), der durch dornige Zweige und kleine,
herb schmeckende, holzige Frichte gekennzeichnet ist. Daneben sind der im Himalaja, in
Sibirien und Ostasien beheimatete Beerenapfel (Malus baccata) sowie der strauchartige
asiatische Paradies- oder Johannisapfel (Malus pumila var. paradisiaca), eine Varietat
des Zwergapfels, am Erbgut des Kulturapfels beteiligt (Rauh 1994).

Die wichtigsten deutschen Apfelanbaugebiete liegen in Baden-Wirttemberg (Bodensee-
region), in Niedersachsen (,Altes Land®) sowie in Sachsen, auf die im Erntejahr 2006/07
zusammen fast 65% der Gesamtmenge von 1,07 Mio. Tonnen Apfel entfielen (Statis-
tisches Bundesamt Deutschland 2008). Damit nahm Deutschland die vierte Stelle der
wichtigsten Apfel anbauenden Lander in der Europdischen Union (EU) hinter Polen
(2,2 Mio. Tonnen), ltalien (1,9 Mio. Tonnen) und Frankreich (1,6 Mio. Tonnen) ein (Ja-
norschke et al. 2008). Die Gesamtapfelproduktion in der EU betrug im Erntejahr 2006/07
9,8 Mio. Tonnen, weltweit lag sie bei 63,8 Mio. Tonnen. China wies dabei mit 26,1 Mio.
Tonnen geernteter Apfel den groRten Anteil auf (FAS/USDA 2008a, Janorschke et al.
2008).

Mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von 18,4 kg ist der Apfel das beliebteste Frischobst in
Deutschland vor der Banane (10,7 kg) und der Apfelsine (5,9 kg) (Ellinger 2007). Wird der
Verbrauch von Apfelsaft mit einbezogen (s. 2.1.2.2), steigt der Konsum auf Uber 40 kg an
(Janorschke et al. 2008). Hinsichtlich des Apfelverzehrs legten im Sortiment vor allem
Gala und Braeburn zu, wohingegen traditionelle Sorten wie Boskoop, Cox Orange und
Golden Delicious ricklaufig sind (Ellinger 2007, Janorschke et al. 2008). Neben dem
Verzehr als rohe Frucht werden Apfel auch zu zahlreichen Produkten wie Marmelade,
Saft oder Most verarbeitet. Des Weiteren sind sie Ausgangsprodukte fir die Herstellung
von Essig und die Gewinnung von Pektin. Die einzelnen Sorten werden nach ihrem Ver-

wendungszweck in Tafelapfel, Kochapfel, Mostapfel und Zierapfel eingeteilt.
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2.1.2 Der Apfelsaft

2.1.2.1 Herstellung

In Abbildung 2.1 ist die Herstellung von naturtriben und klaren Apfeldirektsaften dar-
gestellt. Fir die Herstellung werden vollreife, gesunde Apfel verwendet. Unreife Apfel
haben einen schwachen Geschmack und weisen einen hohen Gehalt an Starke auf.
Diese retrogradiert bei der Lagerung und reif3t als sogenannter Grobtrub die Trubstoffe
mit. Uberreife Apfel lassen sich schwer pressen und filhren bei den weiteren techno-
logischen Verfahren zu Problemen (Dietrich 2004, Barrett und Root 2005). Faule Apfel
sind flr die Verarbeitung zu Saft nicht zulassig (Schobinger 2001).

Da Laub, Gras und ahnliche Verunreinigungen zu einem Fremdaroma im Saft fiihren
kénnen, werden die Apfel gewaschen. Hierbei werden auch die an der Oberflache der
Apfel haftenden Pflanzenschutzmittelriickstdnde und Keime weitgehend beseitigt. Die
Effektivitat dieses Reinigungsprozesses ist von der Dauer des Waschvorgangs, der Tem-
peratur, der Einwirkung mechanischer Krafte sowie dem pH-Wert, dem Hartegrad und
dem Mineralstoffgehalt des Waschwassers abhangig. Bei der folgenden manuellen Sortie-
rung werden faule, zerschlagene sowie unreife Frichte bzw. Fremdstoffe entfernt.

Die verlesenen Friichte werden anschlielend zerkleinert. Art und Umfang der Zerkleine-
rung haben grofRen Einfluss auf die Dauer des anschlieRenden Entsaftungsvorgangs, auf
die Saftausbeute sowie auf den Trubstoffgehalt. Je umfangreicher die Zerkleinerung,
desto mehr werden die Zellen beschadigt und umso hdher liegt die Saftausbeute
(Schobinger 2001). Anwendung finden bei Kernobst hauptsachlich Ratz- oder Hammer-
muhlen, die das Zellgewebe auf mechanischem Weg zerstdéren. Die fruchteigenen Enzy-
me koénnen dadurch mit Zucker und Sauren der Vakuolenflissigkeit reagieren, sodass
Oxidationsvorgange, Pektinabbau und trubbildende Reaktionen ablaufen (Birus 2001). Ein
weiteres Verfahren zur Maischegewinnung ist der sogenannte ,Thermobreak®, bei dem
die Frichte auf 80 °C erhitzt werden. Es kommt zu einer Denaturierung der Protoplasma-
haute, wodurch die Permeabilitat des Gewebes erhoht und der Saftaustritt erleichtert wird
(Vogl 2005). Zum Schutz vor Oxidation kann wahlweise die Maische oder der frisch ge-
presste Saft mit Ascorbinsdure (ca. 150 bis 300 mg/L) als Antioxidationsmittel versetzt
werden (Dietrich 2004).
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Abbildung 2.1: Herstellung von naturtribem und klarem Apfeldirektsaft (modifiziert nach Dietrich
2004). KZE = Kurzzeiterhitzung. Erlauterung der einzelnen Verfahrensschritte im
Text.

Zur Erhdéhung der Saftausbeute und zur Verringerung der Viskositat des Saftes erfolgt
bereits in der Maische durch Behandlung mit Enzympraparaten bei 15 bis 25 °C ein
hydrolytischer Abbau von Starke sowie von Pektin. Eine Maischeenzymierung bei 50 °C,
wie sie bei Beerenobst Ublich ist, fiihrt bei Apfeln zu einer Warmebeschadigung und zu
einer Aromaverschlechterung (Dietrich 2004). Beide Polysaccharide wirken wie Schutz-
kolloide und sind somit in der Lage, Trubpartikel durch Stabilisierung in Lésung zu halten.

Eine vollstandige Klarung des Saftes ist daher erst nach ihrem Abbau mdglich (Will und
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Dietrich 1992, Dietrich und Will 1996). Ist der Abbau der gelésten Starke nicht vollstandig,
kommt es zur Kristallisation dieser und infolgedessen zur Ausbildung hartnackiger Tri-
bungen in klaren Saften. In triben Saften entstehen durch die retrogradierte Starke unan-
sehnliche Grauschleier. Die in der Fruchtsaftindustrie eingesetzten Enzympraparate sind
mikrobiellen Ursprungs (z. B. Asperqillus niger, Aspergillus aculeatus, Trichoderma longi-
brachiatum) und weisen neben den Hauptaktivitaten (Pektinasen, Amylasen) oftmals auch
polysaccharidspaltende Nebenaktivitaten wie Cellulasen oder Hemicellulasen auf. Diese
sind durchaus erwiinscht, da sie ebenfalls zur Verflissigung der Maische und damit zu
einer hoheren Saftausbeute beitragen (Wucherpfennig et al. 1990).

Die anschliefiende Entsaftung erfolgt mittels Pressen oder Dekantern. Hierbei werden die
Zellwande und Membranen durch Druck mechanisch aufgebrochen. Der erhaltene triibe
Saft ist Ausgangspunkt fur die Herstellung sowohl von klaren und naturtriiben Direktsaften
als auch von klaren und naturtriben Konzentraten.

Durch Zentrifugation mittels selbstaustragenden Tellerseparatoren wird die Starke entfernt,
anschliel’end wird der Saft bei 80 °C pasteurisiert und im Tank eingelagert. Bei der Pas-
teurisation werden die flr den Verderb verantwortlichen vegetativen Mikroorganismen und
Enzyme abgetdtet bzw. inaktiviert. Die Einhaltung der Temperatur ist zwingend erforder-
lich, da bei tUber 90 °C vermehrt unerwinschte Effekte im Hinblick auf Farbe, Aroma und
Geschmack des Endprodukts auftreten (Dietrich 2004).

Zur Fertigstellung des naturtriiben Direktsaftes (s. Abbildung 2.1 linke Spalte) wird dieser
i. d. R. erneut separiert, um den bei der Lagerung gebildeten aggregierten Grobtrub zu
entfernen, der sonst in der Flasche sedimentieren wirde. Nach dessen Abtrennung be-
tragt der Gesamttrubgehalt in naturtribem Apfelsaft zwischen 0,2 und 1,0 g/L. Nach er-
neuter Pasteurisation wird der Gehalt an Ascorbinsaure Uberprift und ggf. durch weitere

Ascorbinsaurezugabe angepasst.

Die Herstellung eines klaren Apfelsaftes erfordert zusatzliche Verfahrensschritte, die das
Endprodukt in seinen ernahrungsphysiologischen und sensorischen Eigenschaften jedoch
kaum beeinflussen (s. Abbildung 2.1 mittlere Spalte). Der im Tank gelagerte tribe Saft
unterliegt zunachst einer HeilRklarung mit Pektinasen und Amylasen, um noch vorhan-
dene Mengen an Pektin und geloster Starke abzubauen. Danach erfolgt die Schénung,
die neben der Vorklarung zur Erleichterung der anschlieRenden Filtration die Stabili-
sierung gegen erneute Nachtribungen sowie die Wertsteigerung durch Geschmacks- und
Geruchskorrekturen zum Ziel hat. Als klassische Schonungsmittel finden Gelatine, Kiesel-
sol oder Bentonit Anwendung, daneben sind u. a. auch Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
oder Adsorberharze auf der Basis von Styrol/Divinylbenzol zugelassen. Die groite Bedeu-

tung besitzt noch immer die Kombinationsschénung mit Gelatine und Kieselsol, da sie
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eine schonende Methode darstellt und nicht stark in das chemische Gefluge eingreift.
Fruchteigene monomere Polyphenole werden praktisch nicht angegriffen. Die Wirkung be-
schrankt sich vielmehr auf die héhermolekularen Phenole mit Gerbstoffcharakter, die im
Wesentlichen flr Nachtribungen verantwortlich sind. Durch die Reaktion der positiv gela-
denen Gelatine mit den negativ geladenen Polyphenolen aggregieren diese in kolloidal
geloste Partikel, die sich dann zu grofieren Agglomeraten zusammenballen. Es kommt
zur Ausflockung, bei der andere Trubstoffe mitgerissen werden. Die Wirkungsweise von
PVPP beruht hingegen auf dessen Bildung von Wasserstoffbriicken mit den Hydroxy-
gruppen der Polyphenole (Dietrich 2004).

Die anschieliende Klarung erfolgt mittels Filtration durch porése Schichten wie Cellulose
oder Kieselgur. Seit der Zulassung von Adsorberharzen wird die Klarung auch alternativ
durch die Kombination von Ultrafiltration und Adsorption vorgenommen (Weinand 1994,
Schobinger et al. 1996). Nachteil des Verfahrens ist die Alterung der nicht abgebauten
Kolloide bei der Lagerung. Diese fuhrt zu Komplexbildungen mit weiteren Saftinhalts-
stoffen wie Polyphenolen und zu Kondensationsreaktionen, was einen erhéhten Bedarf an
Enzymen und Schonungsmitteln zur Folge hat. Die Klarung des frisch gepressten Trib-
saftes ist daher vorzuziehen (s. Abbildung 2.1 rechte Spalte). Der Saft wird enzymiert,
geschont, zentrifugiert, filtriert und als Klarsaft nach Kurzzeiterhitzung eingelagert. Haufig
wird aufgrund der Arbeitsspitzen in der Verarbeitungssaison auf die volle Klarung ver-
zichtet. Meistens reicht es aus lediglich die Pektinstoffe und die Starke enzymatisch abzu-
bauen und die endgiltige Klarung erst bei der Fertigstellung des klaren Direktsaftes

vorzunehmen (Dietrich 2004).

Klare Apfelsafte werden heute i. d. R. jedoch aus klarem Apfelsaftkonzentrat gewonnen
(Abbildung 2.2). Hierbei wird dem frisch gepressten triben Saft bei Temperaturen von
Uber 90 °C das Aroma abgetrennt. Der so erhaltene entaromatisierte Tribsaft wird auf
50 °C rickgekihlt und einer Heil3klarung unterworfen. Nach enzymatischem Pektin- und
Starkeabbau erfolgt die Klarung durch Schénung und Filtration oder durch Ultrafiltration
und Adsorption. Der klare Saft wird anschlieBend durch Wasserentzug mit Hilfe von
Vakuumverdampfern auf 72 °Brix konzentriert und gekuiihlt gelagert (Dietrich 2004). Bei
einer Lagerungstemperatur von 5 °C oder weniger sind die Konzentrate sowie die Aroma-
auszuge bis zu sechs Monaten haltbar. Spater erfolgt die Rekonstitution aus Konzentrat,

Wasser und dem aus Apfelsaft gewonnenen Aroma (Dietrich 2004).
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Abbildung 2.2: Herstellung von klarem Apfelsaft aus Konzentrat (modifiziert nach Dietrich 2004).
Bent = Bentonit, Gel = Gelatine, KS = Kieselsol, PVPP = Polyvinylpolypyrrolidon.
Erlduterung der einzelnen Verfahrensschritte im Text.

In den letzten Jahren wird auch naturtriber Apfelsaft vermehrt aus naturtriib einge-
lagertem Apfelsafthalbkonzentrat hergestellt (ohne Abbildung), obwohl die Anforderungen
an dessen Lagerungstemperatur vergleichsweise hoch sind (Dietrich 2004). Die Grinde
liegen in der Einsparung von notwendigem Tankraum sowie der besseren Erhaltung der
Aromaqualitat bei separater Kihllagerung. Beim Konzentrieren auf ca. 40 °Brix wird die

Tribungsstabilitat nicht gefahrdet.

2.1.2.2 Wirtschaftliche Bedeutung

Mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von 38,3 L stand Deutschland im Jahr 2007 weltweit an

der Spitze, was den Konsum von Fruchtsaften und Fruchtnektaren betrifft. Es folgten
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Finnland mit 33,1 L, Amerika mit 32,5 L, Spanien mit 29,1 L und die Niederlande mit
28,9 L. Der durchschnittliche Verbrauch in der Europaischen Union lag bei 25,0L. In
Deutschland erfreute sich der Apfelsaft mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von 11,4 L vor
Orangensaft (8,3 L) und Multivitaminsaft (3,6 L) der gréfiten Beliebtheit (VdF 2008). Im
Gegensatz zum Vorjahr, in welchem jeder Bundesbirger knapp 0,4 L Fruchtsaft mehr

trank, ist der Konsum leicht ricklaufig.

Auch die Apfelsaftproduktion der wichtigsten Apfelsaft herstellenden Lander war mit
1,44 Mio. t im Jahr 2007/08, im Gegensatz zum steigenden Trend der letzten Jahre,
erstmals ricklaufig (2006/07 1,57 Mio. t). China ist mit deutlichem Abstand der grofte
Apfelsaftproduzent (1 Mio. t). Es folgen Polen und die USA mit etwa 90 000 t, Italien mit
62 000 t, Argentinien und Chile mit rund 60 000 t, Sidafrika mit knapp 31 000 t, Spanien
mit 19 000 t, Neuseeland mit 18 000 t und Ungarn mit 11 200 t (FAS/USDA 2008b).

2.2 Physiologie des Menschen

Nahrstoffe konnen im Allgemeinen in der zugefuhrten Form nicht vom Organismus aufge-
nommen werden, da es sich um hdéhermolekulare bzw. nicht oder nur schwer wasser-
I6sliche Verbindungen handelt. Aufgabe der Verdauungsvorgange im Magen-Darm-Trakt
ist es daher, die Nahrungsstoffe zu einer fir die anschlieBende Absorption im Dinndarm
geeigneten Form abzubauen. Durch hydrolytische Spaltung werden die hochmolekularen
Verbindungen in ihre monomeren Bausteine zerlegt. Sie erfolgt durch die in den ver-
schiedenen Verdauungssaften des Magen-Darm-Traktes enthaltenen Enzyme, deren
Wirkung durch Milieubedingungen wie die Salzsaurekonzentration des Magens oder die
Gallensauren des Pankreas verstarkt wird. Die bei der Hydrolyse der Nahrungsstoffe
entstehenden monomeren Einheiten werden von den Zellen der Dinndarmmukosa ab-
sorbiert und gelangen so in die Blutbahn bzw. das Lymphsystem, von wo aus sie Uber
den gesamten Organismus verteilt werden (Loffler und Petrides 1998). Abbildung 2.3 gibt

eine Ubersicht (iber die an der Verdauung beteiligten Organe.
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Abbildung 2.3: Ubersicht tiber den menschlichen Verdauungstrakt (Wikimedia commons).

2.2.1 Der Speichel

In den drei groRen Mundspeicheldrisen werden je nach Menge und Art der aufgenom-
menen Nahrung pro Tag etwa 1,0 bis 1,5 L Speichelsekret produziert. Sein pH liegt auf-
grund der hohen Hydrogencarbonatgehalte bei etwa 7. Die Abgabe des Speichels unter-
liegt keiner hormonellen Kontrolle, kann aber dennoch zwischen gerade wahrnehmbaren
Mengen (0,1 mL/min) und etwa 4 mL pro Minute nach maximaler Stimulation variieren.
Durch standiges Benetzen der Mundhdhle erleichtert der Speichel das Sprechen und
spielt eine wichtige Rolle bei der Zahngesundheit. Auch bei der Geschmackswahr-
nehmung nimmt der Speichel eine zentrale Stellung ein, da er Geschmacksstoffe I6st und
sie nach dem Verdinnen den Geschmacksrezeptoren =zuflihrt (Silbernagl und

Despopoulos 2003).

Speichel besteht zu 99,5% aus Wasser, das die trockenen Nahrungsbestandteile
wahrend des Kauaktes schluckfahig macht. Daneben enthalt Speichel u.a. Ptyalin,
Muzine und Immunoglobulin A. Ptyalin, eine a-Amylase, hydrolysiert die a-1,4-glycosi-

dischen Bindungen der mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydratpolymere. Bereits
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eine Hydrolyse von nur 0,1% aller glycosidischen Bindungen in Starke genlgt, um deren
PartikelgroRe um den Faktor 100 zu verringern (Rehner und Daniel 2002). Dadurch
kommt es zu einer deutlichen Senkung der Viskositdt des Speisebreis, was das Ab-
schlucken erleichtert. Infolge ihrer geringen Aktivitdt und der kurzen Verweilzeit der
Speise in der Mundhéhle spielt Ptyalin jedoch nur eine untergeordnete Rolle bei der
Verdauung. Das pH-Optimum des Enzyms liegt bei 6,7, bei pH-Werten unter 4 wird es
schnell inaktiviert, sodass es im sauren Milieu des Magens nicht mehr wirksam ist (Loffler
und Petrides 1998).

Die Muzine sind Glycoproteine mit einem Kohlenhydratanteil von etwa 50%. Sie dienen
der Einschleimung der Nahrung, die dadurch gleitfahiger wird und so leichter durch die
Speiserohre transportiert werden kann (Bansil et al. 1995).

Des Weiteren sind im Speichel noch einige Substanzen zur Abwehr kérperfremder Mikro-
organismen vorhanden. Als Beispiele seien hier Immunoglobulin A und das Lysozym ge-

nannt, welches Zellwandbestandteile grampositiver Bakterien angreift (Horn et al. 2005).

Die Hauptmenge des Speichels wird von drei paarigen Drisen gebildet, die sich im
Bereich der Mundhohle befinden. Die Unterzungendrise (Glandula sublingualis) wiegt nur
3 bis 6 g und besitzt mehrere Ausfihrungsgange im Bereich des seitlichen und vorderen
Mundbodens, wobei der Hauptausfihrungsgang zusammen mit der Unterkieferdriise am
Zungenbandchen mindet. Sie produziert einen zahen Schleim mit einem geringen Anteil
an Verdauungsenzymen. Die Unterkieferdrise (Glandula submandibularis) ist doppelt so
schwer wie die Unterzungendrise und produziert ein Sekret von mittlerer Zahigkeit. Die
dritte Drise ist die Ohrspeicheldrise (Glandula parotidea) und mit 20 bis 30 g die grofite
Mundspeicheldrise. Ihr Sekret ist dunnflissig.

Die Speichelbildung geschieht in zwei Stufen. Sie beginnt an den Azini (Endstiicken) mit
der Bildung des Primarspeichels, der eine ahnliche Elektrolytzusammensetzung wie das
Blutplasma besitzt, durch aktive Sekretion von Chlorid. Natrium und Wasser folgen passiv
nach. Der Sekundarspeichel entsteht in den Ausflihrungsgangen, wo ein Austausch von
Natrium durch Kalium und Hydrogencarbonat stattfindet. Da die Natriumresorption gegen-

Uber der Kaliumsekretion Gberwiegt, ist der Sekundarspeichel hypoton (Schwegler 1998).

Die Auslosung der Speichelproduktion geschieht reflektorisch. Reize sind u. a. Geruch
und Geschmack der Speisen oder der Kauvorgang. Bedingte Reflexe spielen nur eine
untergeordnete Rolle, Schlaf und Dehydratation hemmen die Speichelsekretion. Der tber-
wiegende Teil der Speichelsekretion steht unter vegetativer Kontrolle. Sie wird durch den
Sympathikus gehemmt, wohingegen jede parasympathische Aktivierung den Speichel-
fluss férdert (Faller 1999).
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Die Speiserdhre (Osophagus), ein 25 bis 30 cm langer Muskelschlauch, transportiert den
Speisebrei aus dem Mund in den Magen. Fir die Verdauung spielt sie keine Rolle, der

von ihr beigemengte Schleim sorgt lediglich flr eine noch bessere Gleitfahigkeit.

2.2.2 Der Magen

Der Magen gliedert sich sowohl anatomisch als auch funktionell in den kuppelférmigen
Fundusbereich, der oberhalb des Eintritts der Speiseréhre (Kardiabereich) liegt, den
eigentlichen Magenkérper (Korpus), der etwa zwei Drittel der Flache der Magenwand
umfasst und dem Antrumabschnitt (Magenausgang), der dem Pylorus (Magenpfdrtner)
vorgelagert ist. Form und Lage des Magens sind abhangig vom jeweiligen Fulllungszu-
stand und kénnen grofie Unterschiede aufweisen. Das Magenvolumen betragt im Nuch-
ternenzustand etwa 1,2 bis 1,6 L (Faller 1999). Die Muskelschichten der Magenwand sind
verhaltnismalig dinn und verdicken sich erst im Pylorusbereich stark. Sie verlaufen in
Langs- und Querrichtung sowie schrag abwarts und bilden so eine dreischichtige Lage
glatter Muskelfasern, was eine schnelle Anpassung der Magenwanddehnung an den Fiil-

lungszustand erlaubt (Rehner und Daniel 2002).

Als Hohlorgan dient der Magen in erster Linie der voriibergehenden Speicherung der ab-
geschluckten festen Nahrung und FlUssigkeit, um sie nach Durchmischung portionsweise
in das Duodenum (Zwdlffingerdarm) zu entleeren. Die Durchmischung des Mageninhalts
erfolgt durch Kontraktionen, die vom unteren Korpusbereich ausgehen und im Abstand
von etwa 20 Sekunden auftreten. Ist der Pylorus geschlossen, fuhren die wellenférmigen
Bewegungen zu einer Verteilung des Speisebreis (Chymus) entlang der Innenwande nach
oben, was eine starke Durchmischung zur Folge hat. Wird der Pylorus gedéffnet, kommt es
aufgrund der kraftigen Kontraktionen im Antrumbereich zu einer schnellen Entleerung, die
sofort wieder einen Verschluss des Pylorus nach sich zieht. Dabei wird die Nahrung zer-
mahlen, mit dem Magensaft vermischt und angedaut. Aulerdem werden die Fette emul-
giert (Silbernagl und Despopoulos 2003).

Feste Nahrung bleibt so lange im Magen, bis sie in Teilchen von <1 mm Durchmesser
suspendiert ist; erst dann flie3t sie in das Duodenum ab. Die Zeit, nach der 50% der auf-
genommenen Menge den Magen wieder verlassen haben, betragt fir Wasser zehn bis
20 Minuten. Dieser Wert erhéht sich fiir feste Nahrung je nach deren Zusammensetzung
auf eine bis vier Stunden, wobei Kohlenhydrate am schnellsten den Magen verlassen,
gefolgt von den Proteinen und zuletzt den Fetten (Moore et al. 1981, Schmidt et al. 2005).
Unverdauliches, z. B. Fasern, verlasst den Magen wahrend der digestiven Phase Uber-

haupt nicht. Erst in der anschlielenden interdigestiven Phase laufen in einem ca. 1,5-
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stiindigen Rhythmus spezielle Kontraktionswellen Gber Magen und Dinndarm, wobei aus
dem Magen auch Unverdauliches und u. a. aus dem Diinndarm retrograd eingewanderte
Bakterien zurtick in den Dickdarm befordert werden. Diese Phase wird durch das Hormon
Motilin gesteuert.

Die Regulation der Magenentleerung ist ein auflderordentlich komplexer Vorgang, dem die
Integration einer Vielzahl von Messgrofien zugrunde liegt. Die Frequenz der Kontrak-
tionen wird durch parasympathische Nervenimpulse erhéht, wohingegen der Sympathikus
eine gegenteilige Wirkung hat. Auch die PartikelgréRe des Chymus fiihrt zu einer For-
derung der Entleerung, wenn sie unter 1 mm sinkt. Daneben modulieren Hormone die
Magenmotorik. So wird diese durch Gastrin aktiviert, dessen Freisetzung aus den G-Zel-
len der Antrumschleimhaut wiederum durch Magendehnung und z.B. einen hohen
Proteingehalt der Kost stimuliert wird. Andere Hormone wie das gastroinhibitorische Pep-
tid oder Cholezystokinin hemmen die Magenmotorik. Beide werden durch einen hohen
Fett- oder Energiegehalt freigesetzt. Weiterhin wird die Magenentleerung durch einen Ab-

fall des pH-Wertes im Chymus gehemmt (Rehner und Daniel 2002).

Die in der Magenschleimhaut gelegenen Magendrisen produzieren taglich etwa 2 bis 4 L
Magensaft, dessen Bestandteile von verschiedenen sekretorischen Zellen der Magen-
schleimhaut gebildet werden. Fur die Produktion der einzelnen Bestandteile des Magen-
saftes sind jeweils unterschiedliche Epithelzellen verantwortlich. Wahrend die Zellen der
pylorischen Region sowie die Nebenzellen im Wesentlichen das fur den Schutz der Ma-
genschleimhaut vor Selbstverdauung notwendige Muzin produzieren, wird in den Beleg-
zellen (Parietalzellen) des Magenfundus die fiir den Magensaft charakteristische Salz-
saure sowie ein als ,intrinsic factor* bezeichnetes Glycoprotein sezerniert. Die Protease

Pepsin wird in den Hauptzellen der Magenschleimhaut gebildet (Horn et al. 2005).

Die Muzine sind Bestandteil einer 200 bis 500 um dicken Schleimschicht, die zwischen
dem Epithel und der Umgebung lokalisiert ist. Diese Muzinschicht sorgt daflir, dass ein
pH-Gradient von pH 1 bis 2 im Magenlumen bis zu einem pH-Wert von 6 bis 7 an der
Zelloberflache aufrechterhalten wird. Ein weiterer Schutz der Magenschleimhaut vor
aggressivem Magensaft stellt die Sekretion von Hydrogencarbonat der unter der Mukus-
schicht befindlichen mukdsen Zellen der Magenschleimhaut dar. Das Hydrogencarbonat
diffundiert in die Mukusschicht und puffert dort die Saure, die vom Lumen her entgegen-
diffundiert, wodurch ein pH-neutrales Milieu der Magenwand aufrechterhalten wird. Die
Prostaglandine PGE, und PGI, férdern die Hydrogencarbonatsekretion. Werden diese

z. B. durch Aspirin gehemmt, wird die Barrierefunktion beeintrachtigt und gastrointestinale
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Nebenwirkungen wie Gastritis oder Schleimhautblutungen kénnen die Folge sein

(Silbernagl und Despopoulos 2003).

Produktion und Abgabe der Salzsaure sind sehr genau reguliert, um einerseits ange-
botene Nahrstoffe bestmoglich aufzuschlielen und um andererseits zu verhindern, dass
eine zu starke Saureproduktion bei Nichternheit zur Schleimhautschadigung fihrt. Die
vor, wahrend und nach der Nahrungsaufnahme ablaufenden Mechanismen lassen sich in
eine kephale, eine gastrale und eine intestinale Phase gliedern. Die kephale Phase unter-
liegt einer zentralnervésen Steuerung. Hier férdern Seh-, Geruchs- und Geschmacks-
nerven, der Kau- und Schlucknerv sowie eine Hypoglykamie bereits vor dem Eintreffen
der Nahrung im Magen die Salzsauresekretion. Bekanntestes Beispiel fliir die Beein-
flussung vegetativer Funktionen durch angelernte Verhaltensweisen ist der Pawlow sche
Hund. Die Signale zur Steigerung der Magensaftproduktion werden vom parasympathi-
schen Nervensystem erzeugt und Uber den Nervus vagus an die Magenschleimhaut wie-
tergeleitet. Daneben stimuliert der Nervus vagus die Gastrinfreisetzung aus den G-Zellen
des Antrums und des Pylorus. Nach Eintreffen der Nahrung im Magen (gastrale Phase)
wird die Freisetzung von Gastrin und damit die Salzsauresekretion durch Dehnung des
Magenantrums weiter verstarkt. Daneben erhdhen chemische Faktoren wie Alkohol oder
Proteine unter Einbeziehung des zentralen Nervensystems die Gastrinfreisetzung. Gastrin
gelangt dabei auf dem Blutweg (sogenannte ,endokrine Aktivierung“) zu Fundus und
Korpus und regt dort ebenfalls die Sauresekretion an. In der intestinalen Phase beein-
flusst auch das Duodenum rickwirkend die Bildung des Magensaftes, indem die Zusam-
mensetzung und die Menge des Speisebreis im Duodenum die Magensaftsekretion auf
hormonellem Weg hemmt oder fordert. Sekretin bremst die Produktion, Gastrin férdert sie.
Auf diese Weise passt das Duodenum dem vom Magen kommenden Chymus an die
Bedurfnisse des Dinndarms an (Schubert 2001).

Molekulare Grundlage der Salzsauresekretion ist die Dissoziation von Kohlensaure mit
Hilfe der Carboanhydrase. Das dabei entstehende Hydrogencarbonat wird durch einen
auf der basoteralen Seite der Belegzellen lokalisierten Anionencarrier gegen Chloridionen
ausgetauscht, die Uber einen speziellen Chloridkanal in das Lumen abgegeben werden.
Auch die fir das Funktionieren der Protonenpumpe notwendigen Kaliumionen gelangen
durch einen entsprechenden Kanal auf die luminale Seite der Belegzellen (Schubert 2001,
Horn et al. 2005).

Die Protease Pepsin wird von den Hauptzellen in Form der inaktiven Vorstufe Pepsinogen
synthetisiert und in den Zymogengranula gespeichert. Nach Freisetzung dieses Pro-

enzyms kommt es zu einer positiven Rickkopplung: im sauren pH des Mageninhalts und



16 2 Kenntnisstand

unter Katalyse von bereits vorhandenem Pepsin wird durch Aminosaureabspaltung das
aktive Enzym Pepsin gebildet. Pepsin gehdrt zur Gruppe der Aspartatproteasen und
besitzt ein pH-Optimum von 1,8. Es spaltet die Peptidbindungen im Inneren von Peptid-
ketten, sodass Polypeptide mit Molekularmassen zwischen 600 und 3 000 Dalton (Da)
entstehen (Loffler und Petrides 1998).

Der pH-Wert im Magen ist im nlchternen Zustand mit 0,8 (bei maximaler Salzsaure-
sekretion) bis 2,5 extrem niedrig, da die basale Sekretion der Salzsaure hier zu sehr ge-
ringen Flissigkeitsvolumina fuhrt. Nach Nahrungsaufnahme steigt der pH-Wert in Ab-
hangigkeit von der Pufferkapazitdt der aufgenommenen Nahrung auf 4,5 bis 6,5. Nach
etwa 30 bis 60 Minuten erreicht der pH wieder den Ausgangswert des niuchternen Ma-
gens. Der niedrige pH tragt zur Denaturierung der Nahrungsproteine bei und wirkt bakteri-
zid (Rehner und Daniel 2002).

2.2.3 Das Pankreas

Der Chymus wird durch die Wirkung der Pylorusmuskulatur schubweise in das Duodenum
befordert und mischt sich dort mit dem duodenalen Verdauungssaft, einer Mischung aus
den Sekreten der Schleimhaut (Mukosa) und den sogenannten Brunner-Drisen des

Duodenums, der Gallenflissigkeit und dem Pankreassekret.

Das Pankreas (Bauchspeicheldrise; Abbildung 2.4) des Menschen ist ein 70 bis 100 g
schweres und 15 bis 20 cm langgestrecktes Organ. Makroskopisch gliedert sich das
Pankreas in drei Abschnitte: den Pankreaskopf (Capus pancreatis), den Pankreaskdorper
(Corpus pancreatis) und den Pankreasschwanz (Cauda pancreatis). Diese drei Abschnitte
gehen ohne eine klare Abgrenzung ineinander Uber. Kopf und Koérper machen die Haupt-
masse des Organs aus und haben im Wesentlichen exokrine Funktion, d. h. sie sind fir
die Produktion und Abgabe von Verdauungsfaktoren in das Duodenum zusténdig. Das
Pankreas, besonders der Schwanzteil, beherbergt zusatzlich die endokrinen Langerhans-
Inseln, deren Hormone Insulin, Glukagon und Somastatin den Kohlenhydratstoffwechsel
steuern (Vay et al. 1993).

Durch das gesamte Pankreas zieht sich der Ausfiihrungsgang der Bauchspeicheldrise,
der sogenannte Pankreasgang (Ductus pancreaticus). Dieser sammelt das Sekret aus
allen Drisenabschnitten und leitet es zum absteigenden Teil des Duodenums, wo er in
einer langsgerichteten Schleimhautfalte, der Vaterpapille, endet. Der Gallengang (Ductus

choledochus) zieht ebenfalls durch den Kopfteil des Pankreas und miindet gemeinsam
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mit dem Pankreasgang oder nahe diesem in das Duodenum. Zusatzliche Ausfuhrungs-

gange der beiden Organe sind mdglich (Vay et al. 1993).

Gallenblasengang Lebergang
(Ductus cysticus) (Ductus hepaticus)
Gallengang
(Ductus choledocus)
Gallenblase
Pankreasschwanz
Pankreasgang / L (Cauda pancreatis)
(Ductus pancreatlc.us) / f%—iﬂaj = ) s Pankreaskbrper
Vaterpapille 4—&{ - = '3'j_L> : R (Corpus pancreatis)
| = |
| —
\ \\(‘/'\;E*f’ Pankreaskopf
\ 2 ; (Capus pancreatis)
\ / Zwolffingerdarm
= i (Duodenum)

Abbildung 2.4: Aufbau und Lage des Pankreas (modifiziert nach Schwegler 1998). Uber einen ge-
meinsamen Ausfihrungsgang miinden Gallen- und Pankreasgang in das Duo-
denum.

In Abhangigkeit der Nahrungszufuhr produziert der exokrine Anteil des Pankreas pro Tag
etwa 3 L Pankreassaft, der in das Duodenum abfliel3t. Unter seinen anorganischen Be-
standteilen ist der hohe Hydrogencarbonatgehalt von besonderer Bedeutung. Dieser ver-
leiht dem Pankreassaft seinen typischen, leicht alkalischen pH-Wert von 7,5 bis 8,8 und
tragt zur Neutralisierung (pH 6,0 bis 7,0) des sauren Chymus aus dem Magen bei (Rehner
und Daniel 2002).

Die im Pankreassaft enthaltenen Enzyme, deren pH-Optimum zwischen 7 und 8 liegt, sind
fur die Verdauung unentbehrlich. Der Proteinspaltung dienen die Proteasen Trypsin,
Chymotrypsin, Carboxypeptidase A und B sowie die Elastase. Sie werden in den exo-
krinen Zellen des Pankreas in Form inaktiver Proenzyme synthetisiert und intrazellular in
den Zymogengranula gespeichert. Ahnlich dem Pepsinogen zeichnen sich die inaktiven
Vorstufen gegenlber den aktiven Enzymproteinen dadurch aus, dass sie aus einer lange-
ren Peptidkette bestehen und durch Abspaltung einer Teilsequenz aktiviert werden. Die
Aktivierung erfolgt erst im Darm, wo Trypsinogen durch eine Enteropeptidase zu Trypsin
umgewandelt wird. Trypsin wiederum katalysiert die Aktivierung der anderen Proenzyme.
Wie Pepsin sind auch Trypsin und Chymotrypsin Endopeptidasen, d. h. sie katalysieren

die Hydrolyse bestimmter Peptidbindungen innerhalb der Proteinmolekile. Die Carboxy-
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peptidasen A und B hingegen spalten als Exopeptidasen einzelne Aminosauren vom
Carboxylende der Aminosauresequenz ab (Silbernagl und Despopoulos 2003).

Die Pankreasamylase, die in ihren Eigenschaften dem Ptyalin entspricht, dient der Koh-
lenhydratspaltung. Als Abbauprodukte entstehen unterschiedlich gro3e Bruchstiicke von
Starke und Glycogen, die dann von den Enzymen des Diinndarmepithels weiter abgebaut
werden.

Das wichtigste Enzym flir die Fettspaltung ist die Pankreaslipase, die bevorzugt die hydro-
lytische Abspaltung der in 1- bzw. 3-Positionen stehenden Fettsduren aus den Triacyl-
glycerinen katalysiert. Reaktionsprodukte sind neben Monoacylglycerinen Fettsauren,
Glycerin und in geringem Umfang auch Diacylglycerine. Ein weiteres an der Fettverdau-
ung beteiligtes Pankreasenzym ist die Cholesterinesterase, die die Hydrolyse von Choles-
terinestern, die erst nach Spaltung resorbiert werden konnen, katalysiert (Loffler und
Petrides 1998).

Fur die Verdauung von Nukleinsauren enthalt der Pankreassaft noch Ribonukleasen und

Desoxyribonukleasen.

Die Bildung des Pankreassaftes ahnelt der des Speichels. Auch hier erfolgt die Bildung in
zwei Stufen, und das Primarsekret entspricht in seiner Elektrolytzusammensetzung dem
des Blutplasmas. Im Gegensatz zum Speichel bleiben die Konzentrationen an Kalium-
und Natriumionen sowie die Osmolaritdt im Pankreassaft im Vergleich zum Blutplasma

aber unverandert (vgl. 2.2.1).

Die Regulation der Pankreassekretion erfolgt sowohl neural als auch humoral. Die Stimu-
lation der Sekretion des exokrinen Pankreas wird in eine kephale, eine gastrale und eine
intestinale Phase unterschieden und erfolgt analog der gastralen Sekretion (s. 2.2.2) (Vay
et al. 1993).

2.2.4 Die Leber

Die Leber ist das wichtigste Stoffwechselorgan des Organismus und mit 1,5 bis 2 kg auch
das schwerste. Etwa 60 bis 70% der Zellmasse bestehen aus Leberparenchymzellen, den
sogenannten Hepatozyten (Rehner und Daniel 2002). Daneben enthalt die Leber eine
Reihe von Nichtparenchymzellen wie Endothel-, Kupfer- oder Sternzellen.

In den Hepatozyten sind die meisten metabolischen Aktivitdten der Leber lokalisiert. Sie
betreffen vor allem den Kohlenhydratstoffwechsel, innerhalb dessen die Leber das wich-
tigste Glycogenspeicherorgan des Organismus darstellt. Daneben verrichtet sie wichtige

Funktionen im Eiweil3- und Fettstoffwechsel. So unterliegen Proteine und Fette einem
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standigen Auf-, Um- und Abbau (z. B. Fettsduresynthese, Aminosaureabbau, Harnstoff-
synthese). Auch an der Produktion zahlreicher Blutbestandteile wie den Gerinnungsfakto-
ren oder Albumin ist die Leber beteiligt. Neben diesen metabolischen Funktionen ist sie
v. a. fur Vitamine und Spurenelemente ein wichtiges Speicherorgan (Loffler und Petrides
1998).

Ferner sorgt die Leber fiir die Entgiftung und Ausscheidung zahlreicher, meist lipophiler
Substanzen. Derartige Verbindungen kénnen kérpereigene, endogen entstandene Stoffe,
sogenannte Endobiotika wie Bilirubin oder Steroidhormone sein oder es handelt sich um
Xenobiotika, also korperfremde Substanzen wie Pharmaka, Konservierungsmittel oder
Alkohol. Die hierfur notwendige Biotransformation ist in zwei Phasen gegliedert. In Pha-
se | werden die Verbindungen meist durch oxidative, seltener durch reduktive Reaktionen
so weit modifiziert, dass sie reaktive Gruppen wie -OH, -NH,, -SH oder -COOH enthalten.
Beispiele fur oxidative Reaktionen sind Hydroxylierung, O- oder N-Dealkylierung und
Desaminierung. Sie werden von mikrosomalen Monooxygenasen in Gegenwart von mole-
kularem Sauerstoff und NADPH/H" katalysiert. Beispiel fiir eine reduktive Modifikation ist
die Umwandlung einer Nitrit- in eine Aminfunktion. In Phase Il erfolgt die Konjugation der
gebildeten reaktiven Gruppen mit polaren oder stark geladenen Substanzen zu aus-
reichend wasserl6slichen Verbindungen. Die haufigste Kopplungsreaktion ist die Glucu-
ronidierung mit Uridin-5"-diphosphat-Glucuronsaure (UDP-Glucuronsaure), die im Gegen-
satz zu anderen Phase lI-Reaktionen nicht im Zellcytosol, sondern im endoplasmatischen
Retikulum stattfindet. Ein wichtiges Beispiel fir die Reaktion mit UDP-Glucuronsaure in
Gegenwart von Glucuronyltransferasen ist Bilirubin. Eine weitere Konjugationsmoglichkeit
ist die Sulfatierung von Hydroxy- und Aminogruppen z. B. von Steroidhormonen. Substrat
hierfir ist 3’-Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat (PAPS). Daneben kommen auch die
Acetylierung mit Acetyl-CoA, die Konjugation mit Glutathion zu Mercaptursauren sowie die
Methylierung vor. Die entstandenen Konjugate werden entweder Uber das Blut zu den
Nieren transportiert, wo sie mit dem Harn ausgeschieden werden, oder sie gelangen lber
die Gallenflussigkeit in den Darm, wo sie mit dem Fazes den Korper verlassen (Loffler
und Petrides 1998, Horn et al. 2005).

Als exkretorisches Organ Ubernimmt die Leber aulerdem die Produktion von Gallen-
flissigkeit, die beim Menschen taglich etwa 0,6 bis 0,7 L betragt. Die Bildung erfolgt in
den Hepatozyten, von wo aus sie entweder direkt als Lebergalle in das Duodenum aus-

geschuttet oder interdigestiv in der Gallenblase gespeichert wird (Boyer et al. 1992).
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2.2.5 Die Galle

Die Gallenblase ist ein etwa 10 cm langer sackférmiger Hohlraum mit einer dinnen
Wandung und einem Fassungsvolumen von 50 bis 70 mL. Der 3 bis 4 cm lange Gallen-
blasengang (Ductus cysticus) verbindet die Gallenblase mit dem zuleitenden Lebergang
(Ductus hepaticus) und dem ableitenden Gallengang (Ductus choledochus) (s. Abbildung
2.4). Im Bereich seiner Mundung in das Duodenum ist die Muskelwand verstarkt und wirkt
zwischen den Mahlzeiten als SchlieRmuskel, sodass der Gallenfluss aus der Leber in die
Gallenblase umgeleitet wird. Dort wird die Gallenflissigkeit auf 1/10 eingedickt und ge-
speichert. Die Konzentrierung erfolgt durch die Resorption von Natrium- und Chloridionen
sowie Wasser in das Blut. Ubrig bleiben die spezifischen Gallenbestandteile wie Choles-
terin, Bilirubin und Gallensalze. Wird die Galle zur Fettverdauung benétigt, erschlaffen die
Muskeln, die Gallenblase kontrahiert sich und die konzentrierte Galle gelangt portions-
weise in das Duodenum. Die Kontraktion der Gallenblase wird durch einen Reiz des Ner-
vus vagus und durch das Hormon Cholezystokinin hervorgerufen (Schwegler 1998, Miller
2004).

Der pH-Wert der Gallenflissigkeit in der Blasengalle liegt zwischen 6,9 und 7,7, der pH-
Wert der Gallenflissigkeit in der Lebergalle betragt 7,1. Die Bedeutung der Gallenfliissig-
keit bei den Verdauungsvorgangen liegt in ihrem hohen Gehalt an Gallensauren, deren
Anwesenheit im Duodenalsaft eine Voraussetzung der fir die Lipidabsorption notwen-
digen Mizellenbildung ist. DarUber hinaus regulieren sie die Cholesterinbiosynthese. Die
Biosynthese der Gallensduren erfolgt in den Hepatozyten aus Cholesterin, wo die prima-
ren Gallensauren Cholat und Chenodeoxycholat produziert und mit Taurin oder Glycin zu
den entsprechenden Gallensalzen konjugiert werden. In dieser Form werden sie in die
Galle abgegeben. Im Darm erfolgt die Abspaltung von Glycin und Taurin, aus denen
durch anschlieBende Dehydroxylierung die sekundaren Gallensduren Desoxycholat und

Lithocholat erhalten werden (Coleman 1987, Boyer et al. 1992).

Obwohl etwa 2 bis 4 g Gallensauren im Organismus zirkulieren, betragt die Neu-
bildungsrate nur rund 200 bis 500 mg, da sie einem ausgepragten enterohepatischen
Kreislauf unterliegen. So werden die konjugierten Gallensauren erst nach ihrer Verwen-
dung bei der Fettverdauung aus dem terminalen lleum Gber einen Na'-abhangigen Co-
transporter absorbiert und der Leber zugefiihrt. Der gesamte Gallensalzbestand des
Korpers durchlauft diesen Kreislauf in Abhangigkeit des Fettgehaltes der Nahrung 6- bis
10-mal pro Tag, da flr die tagliche Fettabsorption etwa 20 bis 30 g Gallensauren benétigt
werden (Caspary 1992). Unkonjugierte Gallensauren werden in den Gallengangen wieder

absorbiert, man spricht von einem cholehepatischen Kreislauf. Der Neubildungsrate ent-
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sprechend werden, abhangig vom Ballaststoffgehalt der Nahrung, etwa 200 bis 500 mg

Gallensauren taglich Uber den Fazes ausgeschieden.

Infolge des enterohepatischen Gallensdurekreislaufs ist deren Konzentration in den
zwischen zwei Hepatozyten befindlichen Gallenkanalchen (Canaliculi) sehr hoch, was zu
einer Osmolaritdtszunahme und damit zu einem Nachstrémen von Wasser und Elektro-
lyten flhrt. Gleichzeitig erhoht sich der Gallenfluss. Diese gallensaureabhangige Cholere-
se macht beim Menschen etwa 30 bis 60% der basalen Gallensekretion aus (Miller 2004,
Schmidt et al. 2005). Daneben gibt es eine gallensdureunabhangige Cholerese, bei der in
den Gallenkanadlen neben der Sekretion von Wasser und Elektrolyten auch die von
Hydrogencarbonat erfolgt. Sekretin und der parasympathische Nervus vagus stimulieren
die Cholerese (Clerici et al. 1997).

2.2.6 Der Darm

2.2.6.1 Der Dinndarm

Der Dinndarm beginnt jenseits des Pylorus und endet an der Einmindung zum Dickdarm.
In Abhangigkeit des Kontraktionszustands seiner Langsmuskelschicht ist er 3 bis 5 m lang
und wird in drei Abschnitte gegliedert. Den ersten Abschnitt stellt das 25 bis 50 cm lange
Duodenum dar, welches unmittelbar am Pylorus beginnt und von vorn betrachtet in Form
eines ,C“ absteigt. In seinem absteigenden Teil minden die Ausfihrungsgange der
beiden groflen Bauchdrisen Pankreas und Leber (Galle). Das Jejunum (Leerdarm) und
das lleum (Krummdarm) bilden die folgenden Abschnitte, die ohne deutliche Trennungs-
linie ineinander Ubergehen. Beide sind Uber ein Aufhdngeband (Mesenterium) an der hin-
teren Bauchhdhlenwand befestigt. Uber dieses ist der Diinndarm mit Blut- und Lymph-
gefallen sowie mit vegetativen Nerven verbunden (Schwegler 1998). In Abbildung 2.5 ist
der Bau des Dinndarms schematisch dargestellt.

Der Dinndarm ist mit Bauchfell (Serosa) liberzogen. Nach innen folgt eine Langsmuskel-
schicht, der Plexus myentericus, eine Ringmuskelschicht, die Submukosa und schliellich
die Mukosa, die von Epithelzellen bedeckt ist. Durch eine extrem starke Auffaltung des
Epithels wird die fir die Absorption von Nahrstoffen verfiigbare Oberflache auf mehr als
100 m? vergroRert. Daran beteiligt sind die Falten (3-fache VergréRerung), die gleichzeitig
die Chymuspassage verlangsamen, die Zotten (7- bis 14-fache Vergroferung) und der
Burstensaum an der luminalen Seite der Endothelzellen (15- bis 40-fache VergroRerung).

Zwischen die resorbierenden Enterozyten der Endothelzellen sind Becherzellen einge-
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streut, deren Mukus die Epitheloberflache als Schutzschicht bedeckt. Am Boden der
Zotten ragen die Krypten unterschiedlich tief in das Schleimhautgewebe hinein. Diese ent-
halten hormonproduzierende Zellen sowie Zellen, die der Immunabwehr dienen (Silber-

nagl und Despopoulos 2003).

13 14 15
| | |

Abbildung 2.5: Schematischer Bau des Dinndarms (modifiziert nach Silbernagl und Despopoulos
2003). 1 = Bauchfell, 2 = Langsmuskelschicht, 3 = Plexus myentericus, 4 = Ring-
muskelschicht, 5 = Submukosa, 6 = Mukosa, 7 = Mesenterium, 8 = Blutgefal}, 9 =
LymphgefaR, 10 = Nerven, 11 = Falte, 12 = Zotte, 13 = Burstensaum, 14 = Entero-
zyt, 15 = Becherzelle, 16 = Krypte.

Das Duodenum besitzt die ausgepragtesten Falten und Zotten, jedoch nur wenige Kryp-
ten. Als ,Ersatz” liegen die Brunner-Drusen vor. Vom Jejunum zum lleum nehmen sowohl
Anzahl als auch Hohe der Falten ab. Auch die Zottenanzahl sinkt zunehmend, wohin-
gegen die der Krypten zunimmt. Ferner sind in der lleummukosa Lymphfollikel anzutreffen,
die in ihrer Gesamtheit als darmassoziiertes lymphatisches System (,gut associated
lymphoid tissue®, GALT) bezeichnet werden. Dieses ist Teil des spezifischen Abwehr-
systems, welches fir eine effiziente Immunantwort gegenlber krankheitsauslésenden
Bakterien und Viren sowie allergenen Nahrungsbestandteilen sorgt (Hillgren et al. 1995).

Der Dinndarm ist der Ort der eigentlichen Verdauung und der Aufnahme von Nahrungs-
bestandteilen (Absorption). Das Duodenum weist hierbei die héchste Stoffwechselrate
aller Darmabschnitte auf. Ein Grofteil der zerlegten Kohlenhydrate und Proteine ftritt
bereits in diesem Abschnitt aus dem Chymus in das Blut Uber. Fette und Gallensalze
passieren erst im lleum die Darmwand in das Pfortaderblut, was den Verdauungsenzy-
men aus Pankreas, Galle und Duodenum mehr Zeit gibt, um die schwer abbaubaren

Nahrungsfette zu zerlegen (Loffler und Petrides 1998, Horn et al. 2005).
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Die Motilitdt des Darms wird autonom vom enterischen Nervensystem gesteuert und
durch Hormone sowie die duf3ere Innervation beeinflusst. Im Dinndarm kommt es durch
abwechselnde Pendel- (alle finf bis acht Sekunden) und Segmentationsbewegungen (alle
vier bis funf Sekunden) der Langs- und Ringmuskulatur zu einer Durchmischung des
Darminhalts. Anschlieend wird dieser mit einer Geschwindigkeit von 1 cm/min durch

peristaltische Wellenbewegungen in den Dickdarm transportiert (Schwegler 1998).

2.2.6.2 Der Dickdarm

Der Dickdarm ist vom Diinndarm durch die Dickdarmklappe (Valva ileocaecalis) getrennt.
Er ist etwa 1,5 bis 1,8 m lang und besteht aus dem Caecum (Blinddarm), dem Kolon
(Grimmdarm) und dem Rektum (Mastdarm). Am unteren Ende des Caecums beginnt der
Wurmfortsatz (Appendix vermiformis), der Teil des darmassoziierten lymphatischen Ge-
webes ist. Das Kolon, mit etwa 1 m Lange der grofite Dickdarmabschnitt, umgibt den
Dinndarm wie einen Rahmen (s. Abbildung 2.3). Das sich anschlieflende 15 cm lange
Rektum endet unterhalb des Analkanals mit dem Anus, welcher den Kanal mit Hilfe eines
inneren glatten SchlieBmuskels sowie eines aufieren quergestreiften SchlieBmuskels ver-
schlief3t. Daneben ist ein Teil der Beckenbodenmuskulatur am Verschlussmechanismus
beteiligt (Schwegler 1998).

Die Schleimhaut des Dickdarms weist eine wesentlich geringere Oberflachenvergrofle-
rung als die Dinndarmschleimhaut auf. So fehlen die Zotten vollstandig, wahrend die
Krypten zahlreich in der Dickdarmmukosa angeordnet sind. Sie sind Uberwiegend mit
schleimbildenden Becherzellen ausgekleidet, die das Epithel vor einer mechanischen
Schadigung des Fazes schitzen sollen. Ein Teil der oberflachlichen Zellen dient daneben

der Absorption (Hillgren et al. 1995, Silbernagl und Despopoulos 2003).

Hauptfunktionen des Dickdarms sind die Speicherung des Darminhalts und die Absorption
von Wasser und Elektrolyten. Durch diese werden etwa 0,5 bis 1,5 L Chymus, die pro Tag
in den Dickdarm gelangen, auf 0,1 bis 0,2 L eingedickt (L6ffler und Petrides 1998).

Taglich werden 60 bis 80 g Fazes ausgeschieden. Dieser besteht zu 76% aus Wasser
und zu jeweils 8% aus Darmepithelzellen, Bakterien sowie unverdaulichen Nahrungs-

resten (Silbernagl und Despopoulos 2003).
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2.2.6.3 Die Darmflora

Im Dickdarm siedeln beim Erwachsenen regelmallig etwa 400 bis 500 Keimarten bei einer
Besiedlungsdichte von 10° bis 10'? Koloniebildenden Einheiten (KbE) in 1 g Fazes. Dabei
dominieren nach Menge und Artendiversitat die Anaerobier, die sich in obligate Spezies
wie Bacteroides-, Eubacterium-, Bifidobacterium- oder Clostridium-Spezies (Finegold et al.
1983, Autenrieth 2003) und in fakultative Arten wie Escherichia coli und andere
Enterobacteriaceae einteilen lassen. Das Verhaltnis der Anaerobier zu den Aerobiern wird
mit 10 000 zu 1 angegeben. Auch fakultative pathogene Mikroorganismen wie Clostridium
difficile und Clostridium perfringens gehdren zur normalen Dickdarmflora. Daruber hinaus
kénnen auch Hefen, insbesondere Candida-Spezies, in Keimzahlen bis etwa 10° pro g
Darminhalt im Dickdarm vorkommen (Autenrieth 2003).

Die natlrlicherweise im Darm vorkommenden Bakterien (Kommensalen) lassen sich in
eine wandstandige und eine luminale Mikroflora unterscheiden. Letztere besteht aus den
permanent abgelosten Zellen der wandstandigen Flora sowie aus oral zugefihrten
Mikroorganismen (Beckmann und Ruffer 2000).

Der Diinndarm ist ebenfalls von etwa 100 Arten besiedelt. Im lleum befinden sich 10° bis
10°KbE/g Fazes. Im Duodenum liegt die Anzahl der KbE bei 10" bis 10*/mL (Blaut und
Clavel 2007). Auch der Magen ist mit 10" bis 10°> KbE/mL, die sich auf schatzungsweise
50 Arten aufteilen, keinesfalls keimfrei. Hier korreliert die Besiedlungsstarke mit dem pH-
Wert des Magens. Je niedriger der pH, desto geringer die Keimzahlen (Finegold et al.
1983, Simon und Gorbach 1984).

Die Darmflora des Einzelnen zeigt eine gewisse Konstanz, wahrend das Keimspektrum
zwischen einzelnen Individuen stark schwanken kann. Man spricht hier von interin-
dividuellen Unterschieden. Diese betreffen in erster Linie die Begleitflora, also Arten, die
nicht regelmaflig oder nur in geringen Keimzahlen auftreten. Beispiele hierfur sind Strep-
tokokken, Staphylokokken oder Clostridien (Mitsuoka und Ohno 1977).

Die Darmbakterien sind von grof3er Bedeutung flr den Wirtsorganismus. Sie erhéhen die
Aktivitat der intestinalen Immunabwehr, férdern sowohl Stoffwechsel als auch Durchblu-
tung der Darmmukosa, regen die Darmmotilitdt an und stellen eine mechanische Barriere
gegenlber Fremdkeimen dar (Sonnenborn und Greinwald 1991, Umesaki und Setoyama
2000, Autenrith 2003). Daneben zersetzen die Bakterien in Garungs- und Faulnisprozes-
sen im Dickdarm befindliche unverdauliche Nahrungsreste (Cummings 1981). Des
Weiteren sind sie in der Lage, einige Vitamine, wie Vitamin K und Vitamin B4,, zu produ-
zieren (Rasic und Kurmann 1993). Die Bedeutung dieser Vitaminproduktion auf den
Makroorganismus wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Auch an der Metabolisierung
von Cholesterin, Gallensaduren und Steroiden sind die Darmbakterien beteiligt (Hirano et
al. 1981, Bokkenheuser 1993).
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2.2.6.4 Pathophysiologie des Darms

2.2.6.4.1 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Unter dem Begriff der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) werden die
klinisch ahnelnden Krankheiten Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zusammengefasst, die
in Schiben verlaufen und bisher nicht heilbar sind. Die Inzidenz von Morbus Crohn
betragt weltweit etwa zehn bis 200 pro 100 000 und Jahr, wobei seit den 1960er Jahren
ein 8- bis 10-facher Anstieg zu verzeichnen ist (Deutsche Morbus Crohn/ Colitis ulcerosa
Vereinigung e.V.). In Nordeuropa und Nordamerika liegt die Inzidenz weit héher als in
Landern der slUdlichen Hemisphare, sodass der Lebensstandard und die damit verbun-
denen Erndhrungsgewohnheiten zur Krankheitsentstehung beitragen kénnten. Die Neu-
erkrankungen mit Colitis ulcerosa sind mit zehn bis 20 Fallen weltweit pro 100 000 und
Jahr Uber die letzten Jahre stabil geblieben. Eine eindeutige Abhangigkeit von Lebens-
standard und Erndhrungsgewohnheiten wurde bisher nicht nachgewiesen (MacDonald
und Monteleone 2005). In Deutschland sind etwa 130 000 Menschen von Morbus Crohn
und ca. 165 000 Menschen von Colitis ulcerosa betroffen. Beide Erkrankungen treten

i. d. R. erstmals zwischen dem 20. und 35. Lebensjahr auf.

Die wichtigsten Charakteristika und Unterscheidungsmerkmale von Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Beiden Erkrankungen liegen ulzerative Ent-
zindungen im Gastrointestinaltrakt zu Grunde. Diese kdnnen bei Morbus Crohn iber den
gesamten Verdauungstrakt an mehreren Stellen gleichzeitig auftreten, bevorzugt jedoch
im Bereich des terminalen lleums bis hin zum Rektum. Dabei wechseln sich gesunde und
entzindete Darmabschnitte ab. Der Entzindungsprozess erfasst alle Schichten der
Darmwand. Die Entzindung der Wandschichten fuhrt zur Bildung von Fisteln, perianalen
Lasionen, eitrigen Abszessen und Stenosen. Bauchschmerzen, Fieber und Durchfalle
sind haufig, blutige Durchfélle eher selten (Reinshagen 2004). Nach Jahren der Erkran-
kung kann Dickdarmkrebs entstehen, die Gefahr ist jedoch weitaus geringer als bei Colitis
ulcerosa (Stein et al. 1999a). Diese ist auf die Mukosa des Kolons und des Rektums
beschrankt. Zu Beginn der Erkrankung tritt bei ca. 25 bis 55% der Patienten nur ein Befall
des Mastdarms auf. Im Verlauf der Krankheit breitet sich die Colitis aufsteigend unter-
schiedlich weit ins Kolon aus (Goéke 2004). Das wichtigste Symptom sind blutig-schleimige
Durchfalle, die bis zu 20-mal am Tag auftreten kénnen. Daneben bildet das Gewebe
Kryptenabzesse aus. Bei einem ausgedehnten Befall und langer andauernden Schiiben
erhoht sich das Risiko an Dickdarmkrebs zu erkranken. Nach zehn Jahren Krankheits-
verlauf ist das Risiko um das bis zu 10-Fache erhéht (Hansen und Classen 1994, Stein et
al. 1999b).
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Tabelle 2.2: Ubersicht der Charakteristika und Unterscheidungsmerkmale chronisch-entziindlicher

Darmerkrankungen.
Differenzierung  Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Lokalisation gesamter Verdauungstrakt, beschrankt auf Kolon,
besonders lleum bis Rektum Rektum
Befallsart diskontinuierlich kontinuierlich
alle Wandschichten mukosale Oberflache
Histologie Granulome Kryptenabszesse
Klinik Schmerzen: haufig & selten
Fisteln, Stenosen, Abszesse,
perianale Lasionen: haufig © selten
massive Blutverluste Uber den
Stuhl: selten & haufig
Krebsentstehung: selten o haufig

Forschungsergebnisse aus der Grundlagenforschung, der Humangenetik und aus
klinischen Studien legen nahe, dass eine genetische Disposition, die Darmflora sowie
Erndhrungsfaktoren bei Auslésung und Auspragung der CED eine Rolle spielen kdnnen.
Daneben werden immunologische Phanomene, defekte ,tight junctions® (die Epithelzellen
umgebende schmale Bander aus Membranproteinen) und Umwelteinflliisse als mogliche
Ursachen diskutiert (Beckmann und Riffer 1998). Sowohl Morbus Crohn als auch Colitis
ulcerosa zeigen eine aktivierte angeborene (liber Makrophagen und neutrophile Granulo-
zyten) und eine erworbene (liber T- und B-Zellen) Immunantwort sowie einen Zusammen-
bruch der Toleranz gegeniiber kommensalen Darmbakterien (MacDonald und Monteleone
2005, Sartor 2006).

Die Behandlung der CED erfolgt mit verschiedenen Medikamenten. Bei leichteren
Verlaufen werden als entzindungshemmendes Mittel Aminosalicylate verabreicht, wohin-
gegen Kortison bei einem akuten Schub eingesetzt wird. Bei schweren Verlaufen werden
Immunsuppressiva oder auch Antibiotika verabreicht. In der Erprobung befinden sich der-
zeit Weihrauchharze (Ammon 2003) und Probiotika (Gionchetti et al. 2006), die die Ent-
zundungen lindern sollen, sowie die Eier des Schweinepeitschenwurms. Aus diesem
schltipfen im Darm Parasiten, die nach kurzer Zeit sterben und ausgeschieden werden,
was zu einer Stimulierung des Immunsystems fuhren soll (Summers et al. 2005).

Trotz der genannten medikamentésen Behandlungsmaoglichkeiten ist bei Morbus Crohn
innerhalb der ersten zehn Jahre bereits bei 80% der Betroffenen ein chirurgischer Eingriff

notig, bei dem die betroffenen Teile operativ entfernt werden. Auch die Colitis ulcerosa
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kann in einigen Fallen nicht mit Medikamenten kontrolliert werden. In diesem Fall oder bei
einem Nachweis von Darmkrebs bzw. Krebsvorstufen muss auch hier eine Operation
erfolgen. Bei dieser wird der gesamte Dickdarm entfernt und das Ende des Dunndarms
durch die Bauchdecke nach auflen geleitet, wo es mit der Haut vernaht wird. Die ge-
schaffene kiinstliche Offnung wird als Stoma bezeichnet, im vorliegenden Fall spricht man
von einem lleostoma. Werden Anteile des Dickdarms durch die Bauchdecke nach auf3en
geleitet liegt ein sogenanntes Kolostoma vor. Zur voriibergehenden Entlastung von Darm-
abschnitten, z. B. wenn Operationsnahte oder Wunden ausheilen sollen, wird ein Stlick
des terminalen lleums bzw. des Dickdarms durch die Offnung in der Bauchdecke nach
auRen gezogen und auf der Vorderseite so durchtrennt, dass zwei Offnungen entstehen:
das Stoma ist damit doppellaufig. Bei einem determinierten Darmausgang ist das Stoma

endstandig (Schirmann 2001).

2.2.6.4.2 Darmkrebs

Nach Herz-Kreislauferkrankungen ist Krebs die haufigste Todesursache (RKI 2006a). Die
Zahl der jahrlich auftretenden Neuerkrankungen an Krebs wird in Deutschland auf etwa
218 250 Erkrankungen bei Mannern und 206 000 Erkrankungen bei Frauen geschatzt.
Das mittlere Erkrankungsalter liegt flir beide Geschlechter bei 69 Jahren, das mittlere
Sterbealter wurde bei Mannern mit 71 Jahren und bei Frauen mit knapp 76 Jahren er-
mittelt. Die altersstandardisierten Inzidenzraten flr Deutschland liegen nach Schatzungen
des Robert-Koch-Instituts (RKI 2006b) fiur Manner und Frauen im Vergleich zu anderen
EU-Landern im oberen Drittel. Hohere Inzidenzraten ergeben sich fur Manner in Ungarn,
Belgien, Frankreich, Luxemburg, Tschechien und Italien, bei Frauen ergeben sich hohere
Inzidenzraten nur in Danemark und Grol3britannien (RKI 20065).

Die Entstehung von Krebs beruht i. d. R. nicht auf einer einzigen Ursache, sondern aus
einem Geflecht unterschiedlicher Faktoren. Eine Pravention oder Friherkennung ist nach
dem heutigen wissenschaftlichen Stand nur bei einem Teil der haufigeren Tumorarten
mdglich. Unter den vermeidbaren Risikofaktoren hat das (Zigaretten-)Rauchen, das bis zu
einem Dirittel aller Todesfalle verursacht, eine herausragende Bedeutung. Ein weniger
genau abschatzbarer, aber vielleicht noch etwas héherer Anteil aller Krebsfalle dirfte auf
falsche Ernahrungsweisen wie Uberernahrung, einem zu hohen Anteil (tierischen) Fettes
und einem geringen Verzehr von Obst und Gemiise zurlickzufiihren sein. Daneben spie-
len chronische Infektionen, erhéhter Alkoholkonsum und Umwelteinfliisse eine Rolle (RKI
2006b). So belegen epidemiologisches Studien, dass mehr als 70% aller Krebserkran-

kungen nicht genetisch bedingt sind und ihnen durch eine gesunde Ernadhrung und einen
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gesunden Lebensstil vorgebeugt werden kann (Block et al. 1992, Reddy et al. 2003,
Mathew et al. 2004, Wong et al. 2005).

Unter Darmkrebs werden die Krebserkrankungen des Dickdarms, des Mastdarms und des
Anus zusammengefasst. Er ist fir Manner und Frauen in Westeuropa, Nordamerika und
Australien mittlerweile die zweithaufigste Krebserkrankung nach Lungen- bzw. Brustkrebs
(Gill und Rowland 2002). Die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen in Deutschland wird
bei beiden Geschlechtern jeweils auf etwas mehr als 35 000 geschatzt, wobei Manner im
Schnitt im Alter von 69 Jahren und Frauen mit 75 Jahren erkranken. In Europa liegt die
Zahl der Neuerkrankungen bei 190 000 jahrlich (Pool-Zobel et al. 2005). Im Vergleich zu
den Erkrankungsraten in anderen EU-Landern steht die Inzidenz in Deutschland bei
Frauen vor Ungarn und Danemark an erster Stelle, bei Mannern nimmt sie hinter
Tschechien, Ungarn und der Slowakei die vierte Stelle ein (RKI 2006b). Darliber hinaus
ist Darmkrebs die zweithaufigste Krebstodesursache in Deutschland.

Ubergewicht und Bewegungsmangel erhdhen das Risiko an Darmkrebs zu erkranken.
Weitere Faktoren sind vermutlich erndhrungsbedingter Art, insbesondere ein hoher Teil
an rotem Fleisch und ein geringer Anteil an Gemuse sowie ein regelmaliger Alkohol-
konsum sollen hier eine Rolle spielen (Owen 2001, Bingham et al. 2003, Donaldson 2004).
Ferner haben genetische Erkrankungen wie familiare adenomatése Polyposis und chro-
nisch entzindliche Darmerkrankungen (s. 2.2.6.4.1) Einfluss auf die Darmkrebsentste-
hung (Gottstein und Koop 2004).

Die Entwicklung einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle wird als Transformation bezeich-
net. Medizinisch unterscheidet man zwischen gutartigen (benignen) und bdsartigen (ma-
lignen) Tumoren. Benigne Tumore enthalten langsam wachsende, noch differenzierte
Zellen. Maligne Tumore zeigen dagegen ein schnelles, infiltrierendes Wachstum und
neigen zur Bildung von Metastasen (Tochtergeschwulsten). Es sind etwa 100 Tumorarten
bekannt, die nach dem Ursprungsgewebe, aus dem sie sich entwickelt haben, unter-
schieden werden (Koolman und R6hm 1998).

Die Kanzerogenese beschreibt den Prozess der Krebsentstehung als eine Abfolge ver-
schiedener Stadien, die als Initiations-, Promotions- und Progressionsphase bezeichnet
werden. Sie sind mit mehreren aufeinanderfolgenden genetischen Mutationen oder dem
Verlust bestimmter Gene assoziiert. Diese Veranderungen sind Grundlage der Trans-
formation (Fearon und Vogelstein 2000).

Normale Zellen zeigen alle Merkmale von ausdifferenzierten, fir bestimmte Funktionen
spezialisierte Zellen. Sie unterliegen der sogenannten Kontaktinhibition, d. h. sie stellen
ihre Zellteilung bei Kontakt mir anderen Zellen ein. Im Allgemeinen befinden sie sich in

der Go-Phase des Zellzyklus (Abbildung 2.6), in der keine Zellteilung stattfindet. Dieser
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Phase folgt die S-Phase (Synthese von DNA), in der neben der Replikation der DNA auch
eine Chromosomenverdoppelung erfolgt. In der anschlieRenden M-Phase (Mitosephase)
kommt es dann durch Mitose und Chromosomentrennung zur Teilung der Zellen. Beide
Phasen sind durch eine G- und G,-Phase (,gap“: Licke) voneinander getrennt. In der G;-
Phase wachst die Zelle durch Synthese von RNA und anderen Proteinen sowie von

Zellbestandteilen. Ausdifferenzierte Zellen gehen wieder in die Go-Phase (ber.

M-Phase
Chromosomentrennung
Zellteilung

G,-Phase G,-Phase

Vorbereitung der Mitose | ﬁﬂ
@ G,-Phase

keine Zellteilung

RNA- und Proteinsynthese
Zellwachstum

S-Phase

DNA-Replikation
Chromosomenverdopplung

Abbildung 2.6: Die Phasen des Zellzyklus und ihre Funktion.

In Abbildung 2.7 sind die drei Stufen der Kanzerogenese dargestellt. Bei der Initiation
kommt es zu einer nicht letalen Mutation der Zelle, bei der das genetische Material ir-
reversibel verandert wird. Lauft an deren Anschluss die Mitose vollstandig ab, ohne dass
der Schaden durch Reparaturmechanismen behoben oder die geschadigte Zelle durch
Apoptose (programmierter, physiologischer Zelltod) zerstort wurde, kommt es zu einer
Weitergabe der Mutation an die Tochterzelle. Die Fahigkeit, die Regulationsmechanismen
von Zellproliferation und Apoptose zu umgehen, fihrt zu einem autonomen Wachstum

des betroffenen Gewebes.

Die Mutation der Zelle kann durch endogene Faktoren wie Protoonkogene, Tumor-
Suppressor-Gene und DNA-Reparaturenzymgene ausgelést werden (Fearon und Vogel-
stein 2000). Daneben kdénnen exogene Faktoren wie kanzerogene Chemikalien oder
physikalische Prozesse (UV-Licht, Réntgenstrahlung) den genetischen Defekt hervorrufen
(Schulte-Hermann et al. 2004).
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Abbildung 2.7: Das Mehrstufenmodell der chemischen Kanzerogenese (modifiziert nach Schulte-
Hermann et al. 2004). Wahrend der Initiation kommt es durch DNA-Schadigung
zur Mutation der gesunden Zelle in eine initiierte Zelle. Diese unterliegt in der Pro-
motionsphase einem selektiven klonalen Wachstum, es kommt zur Ausbildung
benigner Tumore. Die Akkumulation weiterer DNA-Mutationen infolge einer gestei-
gerten Zellproliferation flihrt zur malignen Tumorbildung, aus denen im weiteren
Verlauf Metastasen entstehen (Progressionsphase).

Protoonkogene sind genetische Elemente, deren Genprodukte an der Kontrolle normaler
Wachstums- und Differenzierungsvorgange beteiligt sind und die insbesondere die Zell-
proliferation steuern (Antoniades und Owen 1982, Aaronson 1991, Datto et al. 1995).
Werden Protoonkogene durch Mutationen zu Onkogenen aktiviert, kann es trotz Fehlens
eines exogenen Wachstumssignals zur konstitutiven Anschaltung eines Signaltransduk-
tionswegs kommen, der zur Zellteilung fuhrt. Die Zelle unterliegt dann keiner externen
Regulation der Zellteilung mehr. Ein wichtiges Protoonkogen ist das K-ras2 Gen, dessen
Mutation zu den frihen genetischen Veranderungen bei der Entstehung von Kolon-
tumoren zahlt (Boughdady et al. 1992, Krontiris 1995).
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Aufgabe eines Tumor-Suppressor-Gens ist die Kontrolle der Wirkung von Protoonko-
genen, wodurch sie einen indirekten Einfluss auf die Genregulation ausiben. Beispiel fur
ein Tumor-Suppressor-Gen ist das APC-Gen (Adenomatdse-Polyposis-Coli), das bei etwa
90% der humanen Darmkrebsfalle mutiert ist. Ist durch die Mutation und der damit ver-
bundenen Inaktivierung des (APC-)Gens keine Regulation mehr méglich, kommt es zur
unkontrollierten Zellteilung (Fodde 2002).

Schaden an der DNA, die sich in Basenveranderungen dufiern, werden als Anderungen
der Raumstruktur von spezifischen Proteinen erkannt, die dann mit DNA-Glycosylasen
aktive Komplexe bilden und so die geschadigten Basen eliminieren (de Laat et al. 1999,
Hoeijmakers 2001). Allein durch oxidative Schadigung finden taglich bis zu 10 000
LAngriffe* auf die zellulare DNA statt (Ames et al. 1993). Wurden dabei die den Reparatur-
mechanismen zu Grunde liegenden Gene selbst durch Mutation geschadigt, kann es zum
Ausfall der Reparaturmechanismen kommen und die Disposition flir weitere Mutationen
erhoht werden. Betreffen diese Mutationen Gene, die in die Regulation von Zellprolife-
ration und Apoptose involviert sind, wie Protoonkogene oder Tumor-Suppressor-Gene,
kann dies zu einer ,Entgleisung“ des Zellzyklus fihren (Ames et al. 1993).

Erste im Kolonepithel mikroskopisch sichtbare Anzeichen sind Veranderungen im Bereich
der Krypten. Diese sind durch veranderte luminale Offnungen, ein verdicktes Epithel und
ein ausgedehntes Lumen gekennzeichnet. Sie werden als aberrante Krypten, fokale An-

sammlungen dieser veranderten Krypten als “aberrant crypt foci“ bezeichnet (Bird 1987).

Veranderungen der Expression oder Mutationen in den genannten Gengruppen fiihren
zum selektiven Wachstumsvorteil einer Zelle. Dieses selektive klonale Wachstum einer
initiierten Zelle flhrt zur Entstehung von benignen Tumoren und wird als Tumorpromotion
bezeichnet. Sie stellt einen langsam ablaufenden Prozess dar, der sich an die Initiation
anschliefl3t und viele Jahre dauern kann. Findet in dieser Phase keine durch kérpereigene
Schutzmechanismen gesteuerte Regression des Prozesses statt, kommt es zur Entglei-
sung des Zellzyklus, der durch die Storung des Gleichgewichts zwischen Zellteilung und
Apoptose die Akkumulation weiterer DNA-Mutationen bedingt. Durch die genetischen
Veranderungen kommt es zur Bildung maligner Tumore (Progressionsphase), die durch

Invasion und Metastasierung Tochtertumore bilden (Calvert und Frucht 2002).

2.2.7 Die Nieren und der Urin

Die Nieren sind bohnenférmige, 10 cm lange Organe mit einem Gewicht zwischen 120

und 300 g. Die rechte Niere befindet sich unterhalb der Leber, die linke unterhalb der Milz.
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Funktionelle Einheit der Nieren sind die Nephrone. Diese bestehen aus den Nierenkorper-
chen (Corpusculum renale), die aus Blutkapillarschlingen (Glomerulus) gebildet werden,

und den dazugehdrigen Nierenkanalchen (Tubulus).

Die Hauptaufgabe der Nieren ist die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten und
Wasser. Weitere Funktionen sind die Regulation von Volumen und Osmolaritat der Kor-
perflissigkeiten sowie die Regulation des Elektrolythaushalts und des Saure-Base-Gleich-
gewichts (Burton 1980). Darliber hinaus dienen die Nieren auch als endokrines Organ, da
sie an der Bildung von Hormonen beteiligt sind. SchlieRlich ibernehmen die Nieren auch
Aufgaben im Intermediarstoffwechsel, insbesondere bei dem Abbau von Peptiden und

Aminosauren sowie bei der Gluconeogenese (Laverty und Clark 1989).

Die Bildung des Urins erfolgt in den Nephronen und lasst sich in zwei Abschnitte einteilen.
Im ersten Schritt werden in dem Glomerulus durch Ultrafiltration des Plasmas etwa 180 L
Primarharn pro Tag erzeugt, der isotonisch zum Blutplasma ist. Bei der anschlieend in
den Nephronen erfolgenden Resorption bestimmter Stoffe wie organischen und anorgani-
schen lonen, Glucose, Aminosauren und Vitaminen sowie von Wasser kommt es zu einer
starken Konzentrierung. Der entstandene Sekundarharn betragt mit 0,5 bis 2,0 L (1% des
urspriinglichen Harnvolumens). Der Harn wird in die Nierenbecken geleitet, von wo aus er
Uber den Harnleiter in die Blase gelangt und schliel3lich Uber die Harnréhre ausge-

schieden wird.

Volumen und Zusammensetzung des Urins schwanken in Abhangigkeit der Flissigkeits-
und Nahrungsaufnahme, der extrarenalen Flissigkeitsabnahme (Schweil3, Stuhl, Atmung)
sowie in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und Kérpergewicht (Hesse et al. 1986). Da
die Urinausscheidung einen ausgepragten Tag-Nacht-Rhythmus aufweist, werden Menge
und Zusammensetzung auf 24 Stunden bezogen (Taylor und Curhan 2006). Tabelle 2.3
zeigt die im Endharn taglich ausgeschiedenen Mengen der organischen Bestandteile. Im
Vordergrund stehen dabei stickstoffhaltige Verbindungen. Mit einer Tagesausscheidung
von 20 bis 35 g liegt der Harnstoff an erster Stelle. Er wird in den Hepatozyten aus
Ammoniak und Hydrogencarbonat gebildet und stellt das Endprodukt der Ammoniakent-
giftung beim Menschen dar. Zur Bildung von 30 g Harnstoff werden 70 g Protein bendtigt.
Bei Fieber oder Diabetes mellitus und damit verbundenem erhéhten Proteinabbau nimmt
die Harnstoffausscheidung zu, bei langer dauerndem Hunger hingegen nimmt sie ab.
Harnsaure ist das Endprodukt des Purinstoffwechsels. Eine erhdhte Harnsaureausschei-
dung (Norm 0,3 bis 2,0 g/Tag) beginstigt die Bildung von Uratsteinen (Silbernagl und

Despopoulos 2003). Kreatinin, von dem taglich 1,0 bis 1,5 g im Endharn erscheinen,
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entsteht in Muskel- und Nervenzellen aus Kreatin, das in Mengen von 0,05 bis 0,10 g pro
Tag ebenfalls mit dem Urin ausgeschieden wird. Die Kreatininausscheidung ist direkt
proportional der Muskelmasse und fir ein bestimmtes Individuum konstant. Infolgedessen
wird der Kreatiningehalt des Harns als quantitative BezugsgroRe flr andere Harnbestand-

teile herangezogen.

Tabelle 2.3: Im Endharn taglich ausgeschiedene Mengen der organischen Bestandteile (nach
Koolman und Réhm 1998, Rechner und Daniel 2002).

Bestandteil Gehalt [g/Tag]
Harnstoff’ 20-35
Harnsaure? 0,3-2,0
Kreatin® 0,05-0,10
Kreatinin 1,0-1,5
Glucose <0,16
Ketonkorper <3
Proteine <0,15
Aminosauren 1-3

' von der Proteinzufuhr und der Stoffwechsellage abhangig

% von der alimentaren Proteinzufuhr abhéngig

3 geschlechtsabhangig:Manner: 160 - 280 umol x k9'1 Kdrpergewicht
Frauen: 88 - 222 ymol x kg™ Korpergewicht

Normalerweise werden Uber den Harn nicht mehr als 0,2 g Glucose pro Tag ausge-
schieden. Ein Nachweis von Glucose im Urin deutet meist auf einen Diabetes mellitus hin.
Daneben kann eine Schwangerschaft erhdohte Glucosewerte im Urin bedingen. Ferner
kénnen ein Diabetes mellitus und eine Schwangerschaft zu erhéhten Gehalten an Keton-
kdrpern (Norm < 3 g) fuhren. Proteine mit einer Molekularmasse < 65 kDa finden sich mit
bis zu 0,15 g pro Tag im Urin. Grofiere Proteine kénnen die Poren des Glomerulus nicht
Uberwinden. Die Menge an freien Aminosauren im normalen Urin betragt zwischen 1 und
3 g taglich. Bei Lebererkrankungen steigt die Ausscheidung sehr stark an, was zu einer
Auskristallisation von Tyrosin und Leucin fihren kann (Koolman und R6hm 1998, Taylor
und Curhan 2006). Weitere organische Bestandteile des Urins sind Vitamine, Oxalate,
Konjugate der Biotransformation in der Leber (s. 2.2.4), Aminosaurederivate sowie Hor-
mone und deren Metabolite. Die gelbe Farbe des Urins entsteht durch Pigmente aus dem
Hamoglobinabbau, den Urochromen, die ebenfalls mit dem Urin ausgeschieden werden.
Durch Oxidation der Urochrome dunkelt der Urin an der Luft nach. An anorganischen
Bestandteilen finden sich im Urin die Kationen Natrium (Na®), Kalium (K*), Ammonium
(NH,"), Calcium (Ca**) und Magnesium (Mg?*) sowie die Anionen Chlorid (CI), Sulfat
(S0,%) und Hydrogenphosphat (HPO,?). lhre mit dem Urin taglich ausgeschiedenen
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Mengen sind Tabelle 2.4 zu entnehmen. Diese werden entscheidend von der Zusammen-
setzung der aufgenommenen Nahrung bestimmt. Bei Azidosen kann die Ammoniakaus-
scheidung stark ansteigen, was einen stechenden Geruch und eine pH-Verschiebung in
den alkalischen Bereich zur Folge hat. Der pH-Wert von normalem Urin liegt mit etwa 5,8
(4,8 bis 7,5) im sauren Bereich. Der Genuss grolter Mengen pflanzlicher Lebensmittel

kann den pH-Wert auf Uber 7 ansteigen lassen.

Tabelle 2.4: Im Endharn taglich ausgeschiedene Mengen der anorganischen Bestandteile (nach
Koolman und R6hm 1998).

Bestandteil Gehalt [mmol/Tag]
Chlorid CI 120 - 240
Natrium Na* 100 - 150
Kalium K* 60 - 80
Sulfat SO,* 30-60
Ammonium NH," 30 -50
Hydrogenphosphat HPO,* 10 - 40
Calcium Ca*' 4-11
Magnesium Mg?* 3-6
2.2.8 Das Blut

Blut ist das Tragermedium fur die humorale Kommunikation zwischen den einzelnen Ge-
weben, die durch das Gefalisystem ermdglicht wird. In Arterien, Kapillaren und Venen
eines Erwachsenen zirkulieren in Abhangigkeit von KoérpergroRe und Lebensalter etwa
4.5 bis 6 L Blut. Dieses setzt sich zu 45% aus zellularen Bestandteilen und 55% aus
Plasma zusammen. Die zellularen Anteile lassen sich weiter untergliedern in Erythrozyten
(rote Blutkorperchen), Leukozyten (weille Blutkdrperchen) und Thrombozyten (Blutplatt-
chen). Sie werden vorwiegend im Knochenmark gebildet. Der prozentuale Anteil der Blut-
zellen am Blutvolumen wird als Hamatokrit bezeichnet. Das klare gelbliche Plasma be-
steht zu 90% aus Wasser, 8% aus Proteinen und 2% aus geldsten Salzen sowie organi-
schen Verbindungen (Hormone, Zucker, Aminosauren, Fettsauren, u. a.). Fur seine Farbe
ist das Bilirubin verantwortlich. Werden dem Plasma Fibrinogen und weitere gerinnungs-
aktive Proteine entzogen, erhalt man das etwas dinnflissigere Serum (91% Wasser, 7%
Proteine, 2% geldste Salze und organische Verbindungen). Der pH-Wert des Blutes liegt
bei 7,4 und wird durch verschiedene Puffersysteme konstant gehalten.

Das Blut hat vielfaltige Funktionen, die in unmittelbarem Zusammenhang mit seinen Be-

standteilen und dem Gefallsystem stehen. Die GefalRe haben eine allgemeine Verteiler-
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funktion, ihre Aufgaben sind die Warmeregulation und die Stoffverteilung. Die Blutbe-

standteile haben hingegen meist sehr spezifische Funktionen.

Die Erythrozyten machen mit 99% den Hauptanteil der Blutzellen aus. Bei Mannern
enthalt 1 mm? Blut (entspricht 1 pL) zwischen 4,6 und 6,2 Mio. Erythrozyten, bei Frauen
sind es mit 4,2 bis 5,4 Mio. etwas weniger. Ihre wichtigste Aufgabe ist der Transport von
Sauerstoff von der Lunge in das Gewebe sowie von Kohlendioxid in entgegengesetzter
Richtung. Der Transport der beiden Gase ist an Hamoglobin (Hb), ein spezifisches sauer-
stofftransportierendes Protein (64 kDa), gekoppelt. Hamoglobin ist mit 36% das quantitativ
vorwiegende Protein in den Erythrozyten. Es ist aus vier gleichartigen Aminosaureketten
aufgebaut, in deren Mitte je ein Eisen (Il)-Atom enthalten ist. Dieses nimmt in den Lungen
je ein Sauerstoffmolekil auf (oxygenierte Form, HbO,), welches in das Gewebe transpor-
tiert und dort wieder abgegeben wird (Klinken 2002).

Kohlendioxid, das Endprodukt des oxidativen Stoffwechsels in den Kdorperzellen, kann auf
zwei Wegen in die Lungen transportiert werden. Zu einem geringen Teil bindet das Mole-
kal an die endstandigen Aminogruppen des Hamoglobins (Carbamino-Hb) und kann in
dieser Form transportiert werden. Der gro3ere Teil wird jedoch in den Erythrozyten durch
die Carboanhydrase in Gegenwart von Wasser zu Hydrogencarbonat abgebaut, das an-
schlielfend im Austausch mit Chloridionen zurlck in das Plasma diffundiert und zu den
Lungen gelangt, wo es schlief3lich abgeatmet wird. Daneben ist Hdmoglobin an der Puffe-

rung zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes vom Blut beteiligt (Rehner und Daniel 2002).

Die Leukozyten machen mit 4 000 bis 9 000 pro mm? Blut den kleinsten Teil der zelluléren
Bestandteile aus. Sie unterteilen sich in Granulozyten, die sich je nach dem Farbever-
halten ihres Protoplasmas in eosinophile (3% aller Leukozyten), basophile (1%) und neu-
trophile (55 - 65%) Granulozyten gliedern, Monozyten (5%) und Lymphozyten (20 - 40%).
Aufgabe der Leukozyten ist die Immunabwehr im Organismus. Granulozyten sind hierbei
fur die unspezifische, Mono- und Lymphozyten fiir die spezifische Immunabwehr verant-
wortlich (Winnock et al. 1995). Auf die einzelnen Mechanismen, die der Immunabwehr zu
Grunde liegen, wird an dieser Stelle verzichtet und auf die biochemische Fachliteratur ver-
wiesen.

Die Thrombozyten, mit 180 000 bis 320 000 in 1 mm?® Blut vertreten, sind an den Prozes-
sen der Blutstillung (primare Hamastase) und Blutgerinnung (sekundare Hamastase) be-
teiligt. Unmittelbar nach einer Verletzung kommt es durch Kontraktion zu einer Gefal-
verengung, wodurch die blutende Wunde verkleinert wird. Durch Anlagerung von Throm-
bozyten entsteht ein Adhasionstropf, die Blutung wird gestillt. Die nun folgende Blutgerin-

nung kann durch exogene Mechanismen (,extrinsic system®) wie Gewebsverletzungen
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oder durch bluteigene endogene Mechanismen (,intrinsic system®) ausgeldst werden.
Uber eine Reihe unterschiedlicher Plasmaenzyme wird letztenendes Fibrin freigesetzt, in
dessen Netzwerke sich Blutzellen einlagern und den endgultigen Thrombus (Blut-
gerinnsel) bilden. Bei der abschliellenden Fibrinolyse wird mit Hilfe des Enzyms Plasmin

das Blutgerinnsel wieder aufgelost (Siegel-Axel et al. 2006).

Die Proteine des Plasmas werden nach ihrer Beweglichkeit im elektrischen Feld in flnf
Gruppen eingeteilt: die Albumine (35 - 40 g/L Plasma), die as-Globuline (3 - 6 g/L Plasma),
die a,-Globuline (4 - 9 g/L Plasma), die B-Globuline (6 - 11 g/L Plasma) und die y-Glo-
buline (13 - 17 g/L Plasma). Die wichtigste Funktion der Plasmaproteine, die insbeson-
dere von den Albuminen ausgefuhrt wird, ist die Aufrechterhaltung eines konstanten
Plasmavolumens. Des Weiteren dienen sie dem Transport von wasserunldslichen Sub-
stanzen, Metallen, Hormonen und Vitaminen. Auch an der Blutgerinnung und der an-
schlieRenden Fibrinolyse sind sie beteiligt. Ferner wirken die y-Globuline, die auch als
Immunoglobuline bezeichnet werden, an der Abwehr von Infektionen mit. In begrenztem
Umfang sind die Plasmaproteine ebenfalls in die Aufrechterhaltung von pH-Wert und

osmotischem Druck involviert (Loffler und Petrides 1998).

2.3 Polyphenole

2.3.1 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe

Pflanzeninhaltsstoffe werden anhand des Stoffwechsels in primare und sekundare Stoffe
eingeteilt. Primare Pflanzenstoffe wie Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, Vitamine, Mineral-
stoffe und Wasser sind am Energiestoffwechsel sowie am Aufbau der Zellen beteiligt
(primarer Pflanzenstoffwechsel). Die im Sekundarstoffwechsel gebildeten Pflanzenstoffe
bestehen aus einer Flille chemisch sehr unterschiedlicher Verbindungen. Sie kommen nur
in geringen Mengen vor und liefern keine Energie. Sie sind jedoch haufig biologisch aktiv
und werden dann auch als ,nicht-nutritive bioaktive Inhaltsstoffe* bezeichnet (Pechanek

2006). Die Gruppe der Polyphenole wird zu den sekundaren Pflanzenstoffen gezahlt.

Die sekundaren Pflanzenstoffe werden von der Pflanze u. a. als Abwehrstoffe gegentber
Schadlingen und Krankheiten, als Wachstumsregulatoren sowie als Lock- und Duftstoffe
synthetisiert. Bei einer gemischten Kost liegt ihre tagliche Aufnahme schatzungsweise bei
1,5 g (Ames et al. 1990, Watzl und Leitzmann 1999).
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Bis Ende der 1980er Jahre galten die sekundaren Pflanzenstoffe als antinutritiv und man
versuchte, den Anteil dieser Substanzen in den Nahrungspflanzen zu verringern. Seitdem
hat jedoch eine Neubewertung deren gesundheitlicher Bedeutung stattgefunden. Mittler-
weile werden ihnen vielféltige gesundheitsfordernde Wirkungen zugeschrieben. So sollen
sie u. a. antikanzerogene, antimikrobielle, antioxidative, antithrombotische, immunmodu-
latorische, entziindungshemmende, blutdruckbeeinflussende, blutglucosebeeinflussende,
cholesterinspiegelsenkende und verdauungsférdernde Eigenschaften aufweisen. Bis auf
die beiden letztgenannten Effekte treffen diese auch auf die Polyphenole zu (Watzl und
Leitzmann 1999, Scalbert et al. 2005a, Scalbert et al. 2005b).

2.3.2 Chemie, Vorkommen und Aufnahme von Polyphenolen

Die Polyphenole basieren auf der Struktur des Phenols, welches in vielfaltiger Weise
modifiziert und erweitert werden kann. Sie liegen im Wesentlichen als Phenolcarbon-
sauren und als flavonoide Inhaltsstoffe vor (Kihnau 1976). Auf diese beiden Substanz-

klassen wird im Folgenden naher eingegangen.

2.3.2.1 Phenolcarbonsauren

Phenolcarbonsauren sind phenolische Verbindungen mit einer Carboxylfunktion. In der
Natur liegt nur ein geringer Teil dieser gut wasserléslichen Substanzklasse in freier Form
vor. Der Grolteil ist durch Ester-, Ether- oder Acetalbindungen an strukturbildende Kom-
ponenten der Pflanze wie Cellulose, Proteine oder Lignin, an kleine organische Molekiile
wie Zucker oder Sauren, an groRere Polyphenole oder an andere Naturprodukte gebun-
den. Dies fuhrt zu einer groRen Zahl an Derivaten (Klick und Herrmann 1988).
Phenolcarbonsauren kommen in praktisch allen pflanzlichen Lebensmitteln vor und sind in
allen Pflanzenkompartimenten anzutreffen. Wahrend der verschiedenen Reifestadien ex-
istieren deutliche Konzentrationsunterschiede (Robbins 2003). Daneben beeinflussen An-
baubedingungen sowie genetische Faktoren den Phenolcarbonsauregehalt (Clifford 2000,
Wang und Zheng 2001).

Obwohl immer noch vieles Uber die Funktion der Phenolcarbonsauren in Pflanzen unbe-
kannt ist, werden sie mit diversen Eigenschaften wie Nahrstoffaufnahme, Proteinsynthese,
Enzymaktivitat, Photosynthese, Strukturkomponenten und Allelopathie in Verbindung ge-
bracht (Shahrzad et al. 1998, Kaehkoenen et al. 2001).
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Die im Obst vorkommenden Phenolcarbonsauren lassen sich in die zwei Untergruppen
der Hydroxyzimtsduren und der Hydroxybenzoesauren einteilen. Bei gleichem Grund-
geriust bewirken Zahl und Position der Hydroxylgruppen am aromatischen Ring eine Viel-
zahl von mdglichen Verbindungen. Vorherrschende Form der Phenolcarbonsduren im
Pflanzengewebe sind die trans-lsomere. Durch UV-Licht erfolgt jedoch eine substantielle

Isomerisierung in die cis-Formen (Parr und Bolwell 2000).

In Abbildung 2.8 sind mit Zimtsaure, p-Cumarsaure (p-Hydroxyzimtsaure), Kaffeesaure
(3,4-Dihydroxyzimtsaure) und Ferulasaure (3-Methoxy-4-hydroxyzimtsaure) die Strukturen
wichtiger Hydroxyzimtsauren dargestellt. Sie leiten sich strukturell von der trans-Phenyl-

3-propansaure, einem Cg-C3-Korper ab.

R‘l
HOOC— :<
A R,

Abbildung 2.8: Struktur von p-Hydroxyzimtsauren (R4/R,=H: Zimtsaure; R4=H, R,=0H: p-Cumar-
saure; R1=0OH, R,=0H: Kaffeesaure; R1=0CHs;, R,=OH: Ferulasaure).

In freier Form treten die Hydroxyzimtsauren Ublicherweise nicht in der urspringlichen
Pflanze auf, sondern entstehen erst bei der Verarbeitung durch Hydrolyse (Nardini et al.
2006). In Kern- und Steinobst sowie in einigen Beerenobstarten kommen sie meist mit
D-(-)-Chinasaure verestert vor. Chinasaure besitzt mit ihren vier Hydroxylgruppen vier
Madoglichkeiten zur Veresterung mit den Hydroxyzimtsauren. Als wichtige Verbindungen
sind die Kaffeoylchinasauren zu nennen. Gemafl IUPAC-Nomenklatur werden die 3-, 4-
und 5-Kaffeoylchinasaure auch als Neochlorogensaure, Kryptochlorogensaure und
Chlorogensaure bezeichnet. Die 3- und 5-Isomere haben hierbei die grote Bedeutung.
So steht die Chlorogensaure in Kernobst im Vordergrund, im Steinobst sind es die Neo-
chlorogensaure und/oder die Chlorogensaure. Daneben spielen die Cumaroylchinasduren
eine Rolle. Die 3-p-Cumaroylchinasaure ist hauptsachlich in Kirschen anzutreffen, die
4-p-Cumaroylchinasaure in Apfeln (Herrmann 2001).

Kaffeesaure ist die in Frichten am haufigsten vorkommende phenolische Saure, dort
macht sie zwischen 75 und 100% des gesamten Hydroxyzimtsduregehaltes aus. In
Getreide stellt die Ferulasaure den Hauptanteil mit 0,8 bis 2,0 g/kg Trockengewicht
(Krygier et al. 1982, Lempereur et al. 1997). Glucoseester der Hydroxyzimtsauren sind

z. B. in Beerenobst zu finden (Herrmann 2001).
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Die zweite Untergruppe der Phenolcarbonsauren sind die Hydroxybenzoesauren, deren
Grundstruktur ein Cg-C4-Korper ist. Abbildung 2.9 zeigt die Benzesaurederivate p-Hy-
droxybenzoesaure, Protocatechusaure (3,4-Dihydroxybenzoesaure), Gallussaure (3,4,5-
Trihydroxybenzoesaure), Vanillinsaure (3-Methoxy-4-hydroxybenzoesaure) und Syringa-

saure (3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzoesaure).

HOOC OH

Abbildung 2.9: Struktur von p-Hydroxybenzoesauren (R4/R,=H: p-Hydroxybenzoesaure; R;=0H,
R,=H: Protocatechusaure; R1=0OH, R,=0H: Gallussaure; R1=OCHs;, R,=H: Vanil-
linsaure; R41=0OCHj3;, R,= OCHj;: Syringasaure).

Hydroxybenzoesauren sind vergleichsweise Minorkomponenten, die in der Nahrung aber
weit verbreitet als Konjugate anzutreffen sind. Die Ester der Gallussaure bilden neben den
Proanthocyanidinen eine der beiden Hauptklassen der pflanzlichen hydrolysierbaren
Gerbstoffe, den sogenannten Tanninen, die in zahlreichen Frichten wie Mangos, Erd-
beeren, Himbeeren und Schwarzbeeren vorkommen (Clifford 2000). Die Benzoesaure-
derivate p-Hydroxybenzoesaure, Vanillinsaure, Syringasaure und Protocatechusaure sind
Bestandteile des Lignins und daher universell in Angiospermen verbreitet (Tomas-
Barberan und Clifford 2000).

2.3.2.2 Flavonoide

Flavonoide sind in héheren Pflanzen die mengenmaflig am haufigsten vorkommenden
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe. Bisher sind mehr als 9 000 Verbindungen bekannt,
wobei allein in den letzten funf Jahren mehr als 450 neue Flavonoide in der Literatur be-
schrieben wurden (Williams und Grayer 2004). Ihnen gemeinsam ist ein Cs-C3-Cs-Grund-
gerust. In Abhangigkeit der Position der Bindung des Aromaten an die Benzopyran-Ein-
heit (Chromaneinheit) unterscheidet man diese Gruppe in drei Klassen: Die Flavonoide
(2-Benzopyrane), die Isoflavonoide (3-Benzopyrane) und die Neoflavonoide (4-Benzo-
pyrane). In dieser Arbeit werden ausschliellich die im Apfelsaft vorkommenden Flavo-

noide behandelt, sodass an dieser Stelle nur diese vorgestellt werden.
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Das Grundgerust der Flavonoide ist das Flavan (2-Phenylbenzodihydropyran), welches
aus zwei aromatischen Ringen A und B und einem heterozyklischen C-Ring besteht. Die

Nummerierung der einzelnen Kohlenstoffatome ist fortlaufend (Abbildung 2.10).

Abbildung 2.10: Grundstruktur der Flavonoide (2-Phenyl-benzodihydropyran).

Basierend auf dem Oxidations- und dem Sattigungsgrad der Kohlenstoffatome im hetero-
zyklischen C-Ring werden die Flavonoide in weitere Untergruppen eingeteilt. Wichtige
Untergruppen mit ihren in Obst hauptsachlich vorkommenden Vertretern (nach Hermann
1990) sind die Flavonole (3-Hydroxy-4-oxoflav-2-ene), die Flavan-3-ole (3-Hydroxyflava-
ne) und deren Polymere die Proanthocyanidine (ohne Abbildung), die Anthocyanidine, die
Flavone (3-Oxoflav-2-ene), die Flavanone (4-Oxoflavane) sowie aus der Gruppe der
Chalkone die Dihydrochalkone (Abbildung 2.11).

‘/\I‘OO ‘/\Jf‘oO+
* ~N
OH = OH

Flavan-3-ole Anthocyanidine

OoH ©
Flavone Flavanone 2’-Hydroxydihydrochalkone

Abbildung 2.11: Strukturmerkmale ausgewahlter Flavonoidunterklassen.
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Die einzelnen Verbindungen der jeweiligen Unterklassen unterscheiden sich durch Anzahl
und Verteilung der Hydroxylgruppen sowie durch deren Methylierungsgrad. Das Spektrum
mdglicher Derivate erweitert sich zusatzlich durch die Konjugation mit Zucker, Sulfat- oder
Acetylresten (Harborne und Williams 2000). Eine Glycosylierung erhdht die Loslichkeit im
Zellsaft der Pflanze und stabilisiert sie gegenuber Licht und enzymatischen Abbauvor-
gangen (Aisling-Aherne und O’Brien 2002).

Obwohl derzeit eine grofRe Fulle an Daten zum qualitativen und quantitativen Polyphenol-
gehalt vieler Pflanzen und Lebensmittel existiert, sind allgemeingultige Aussagen auf-
grund verschiedener Einflussfaktoren erschwert. Hier spielen Umweltbedingungen wie
Bodentyp, Temperatur und Sonneneinstrahlung sowie Erntezeitpunkt und Lagerungs-
dauer von Obst und Gemiuse eine entscheidende Rolle. Zudem unterscheiden sich z. B.
Genotypen einer Art durch ihre Fahigkeit zur Bildung bzw. Akkumulation von Flavonoiden,
wodurch erhebliche Unterschiede in ihren Polyphenolgehalten resultieren (Pérez-lizarbe
et al. 1991, Herrmann 1993, Robards und Autolovich 1997, B6hm et al. 1998, Manach et
al. 2004). Interindividuelle Unterschiede, die von den Verzehrgewohnheiten des Einzelnen
und von kulturellen Unterschieden abhangig sind, sowie das weitgehende Fehlen von
Flavonoiden und Phenolcarbonsauren in Nahrstoffdatenbanken erschweren Angaben zur
taglichen Aufnahme. In einer friheren Arbeit von Kihnau (1976) wurde fur die Vereinigten
Staaten pro Person eine tagliche Gesamtflavonoidzufuhr (Glycoside) von 1 g berechnet.
Dabei waren Flavonole, Flavone und Flavanone mit 16%, Anthocyane mit 17%, Catechine

mit 20% und Diflavone mit 45% vertreten.

Flavan-3-ole liegen in der Nahrung als Monomere, Oligomere und Polymere vor. Die
farblosen Monomere Catechin und Epicatechin (Abbildung 2.12) kommen nie glycosyliert

vor, kdnnen aber mit Gallussaure verestert an Position 3 des Flavonoidgerusts vorliegen.

OH OH
OH OH

HO O

OH

Abbildung 2.12: Strukturen der monomeren Flavan-3-ole (+)-Catechin (links) und (-)-Epicatechin
(rechts).
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Oligomere von (Epi)Catechin und (Epi)Gallocatechin werden als kondensierte Tannine
oder als Proanthocyanidine bezeichnet. lhr Polymerisationsgrad in Lebensmitteln er-
streckt sich von zwei bis zu 48 monomeren Einheiten, wobei letztgenannter Wert in
schwarzen Johannisbeeren gefunden wurde (Gu et al. 2003). Sofern als Flavaneinheiten
nur Catechin oder Epicatechin vorliegen, spricht man von Procyanidinen, der in der Natur
am weitest verbreiteten Gruppe der Proanthocyanidine. Unterschiede in der Struktur von
Procyanidinen bestehen in der Stereochemie, im Polymerisationsgrad sowie in der Art der
Interflavanverknipfung. Letztere bildet die Grundlage zur Differenzierung zwischen A-
Typen (doppelt verknipft) und B-Typen (einfach verknlpft). Procyanidine vom B-Typ sind
Uber eine C4-C8-Bindung oder seltener Uber eine C4-C6-Bindung verknipft und kommen
in der Natur wesentlich haufiger vor als Procyanidine vom A-Typ. B-Typ Procyanidine sind
besonders in Kakao, Brombeeren, roten Trauben, Apfeln und Kirschen anzutreffen, wobei
hauptsachlich die dimeren Procyanidine B4, B,, B; und B, in Frichten und Samen
charakterisiert sind. Procyanidine vom A-Typ sind hingegen in Avocados, Erdnissen,
Curry und Zimt enthalten (Gu et al. 2003). Beim A-Typ existiert eine zusatzliche Bindung
zwischen C2 und C7 oder C2 und C5. Exemplarisch sind in Abbildung 2.13 die Strukturen
der dimeren Procyanidine A,, B, und Bs gezeigt. Oligomere Procyanidine haben defini-
tionsgemal einen Polymerisationsgrad von n =2 bis n = 8. Ist der Polymerisationsgrad
gréBer acht, werden sie als polymere Procyanidine bezeichnet (Hemingway et al. 1982,
Wolf 1992, Kolodziej et al. 1993).

Die Proanthocyanidine tragen zum Geschmack von Frichten bei. Hierbei tritt ein adstrin-
gierender Geschmack bei oligomeren Procyanidinen mit etwa sechs bis zehn Grund-
einheiten auf, bei Procyanidinen mit weniger Catechingrundeinheiten ist ein bitterer Ge-
schmack charakteristisch (Lea und Arnold 1978). Diese Eigenschaft beruht auf der Fahig-

keit die Speichelproteine komplex zu binden.

Catechine und Proanthocyanidine kommen v. a. in grinem (bis zu 200 mg/L) und
schwarzem Tee vor, wobei schwarzer Tee aufgrund der Fermentation nur noch die Halfte
des Flavan-3-ol-Gehaltes aufweist. Daneben sind als weitere wichtige Quellen Kakao mit
Gehalten zwischen 5 und 8,4 mg/g (Waterhouse et al. 1996) und Rotwein mit Gehalten
bis zu 300 mg/L zu nennen (Manach et al. 2004). Die tagliche Proanthocyanidinaufnahme
kann zwischen 10 und 500 mg pro Tag variieren (Scalbert et al. 2000, Dépréz et al. 2001).
In der amerikanischen Bevdlkerung wurde die Aufnahme der dimeren, oligomeren und
polymeren Proanthocyanidine pro Tag auf 6,4 mg, 4,5 mg und 42,6 mg geschéatzt, wobei
etwa 74% einen durchschnittlichen Polymerisationsgrad (DP,,) > 3 aufweisen (Gu et al.

2004). Die Hauptaufnahmequellen sind Apfel, Schokolade und Weintrauben. Die tagliche
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Aufnahme der Monomere wurde mit 50 mg in einer hollandischen Kohortstudie mit Tee,

Schokolade, Apfeln und Birnen als Hauptquellen ermittelt (Arts et al. 2001). In Spanien

liegt die Aufnahme flir monomere, dimere und trimere Flavan-3-ole bei 18 bis 30 mg/Tag
(Manach et al. 2004).

Abbildung 2.13: Strukturen der Procyanidine A, [Epicatechin-(43-8, 23-O-7)-Epicatechin] (links),
B, [Epicatechin-(43-8)-Epicatechin] (mitte) und Procyanidin Bs [Epicatechin-(483-
6)-Epicatechin] (rechts).

Die Anthocyane bilden mit Giber 500 Verbindungen die grofte Gruppe an wasserldslichen
Pigmenten im Pflanzenreich (Cooney et al. 2004). Ihren Namen haben sie von anthos
(griech. Blate) und kyanos (griech. blaue Farbe). Unter dem Begriff ,Anthocyane” werden
die Anthocyanidine (Aglycone) und die Anthocyanine (Glycoside) zusammengefasst.
Anthocyane weisen eine positive Ladung am C-Ring auf (Flavyliumkation) und unter-

scheiden sich dadurch von anderen Flavonoiden. In der Pflanze ist Chlorid meist das
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Gegenion zum Flavyliumkation. Man spricht daher bei den Salzen von Flavyliumchloriden
(Merken und Beecher 2000).

Die wichtigsten Anthocyanidine sind Pelargonidin, Cyanidin, Peonidin, Delphinidin, Pe-
tunidin und Malvidin (Abbildung 2.14), die im pflanzlichen Gewebe als Glycoside vorliegen.
Als Zuckerrest treten vor allem die Monosaccharide Glucose, Galactose und Arabinose
sowie das Disaccharid Rutinose (6-O-a-L-Rhamnosyl-D-glucose) auf. Der Zuckerrest

kann auch mit Hydroxyzimtsauren, Essig-, Oxal- oder Malonsaure acyliert sein.

Abbildung 2.14: Struktur von Anthocyanidinen (R4/R,=H: Pelargonidin; R{=OH, R,=H: Cyanidin;
R4=0OH, R,=0OH: Delphinidin; R4=0CHj;, R,=H: Peonidin; R{=0OCH;, R,=0OH:
Petunidin; R4=0OCHj3;, R,= OCHj: Malvidin).

Die Anthocyane sind tiefrot bis blau gefarbt. Mit zunehmendem Grad der Hydroxylierung
kommt es zu einer Blau-, zunehmende Glycosylierung und Methylierung flihren zu einer
Rotverschiebung. Da das Flavyliumkation nur bei sehr niedrigen pH-Werten stabil ist, tre-
ten Farb- und Strukturveranderungen in Abhangigkeit des pH-Wertes auf. Ferner hat die
Anwesenheit von Copigmenten und von komplex gebundenen Spurenelementen Einfluss
auf Farbe und Struktur (Goto et al. 1986, Malien-Aubert et al. 2001, Fossen et al. 2004).

Anthocyane kommen in Gehalten bis zu 10 g/kg Frischgewicht in der taglichen Nahrung
vor. Sehr hohe Anteile besitzen Heidelbeeren, Holunderbeeren, die Friichte der Aronia
sowie Brombeeren. Auch schwarze Johannisbeeren und einige Sidfriichte enthalten
grole Mengen an Anthocyanen. Ihre Aufnahme durch die Nahrung ist hdher als bei allen
anderen Flavonoiden (Talavera et al. 2005). Altere Angaben gehen davon aus, dass die
tagliche Aufnahme in den USA im Sommer bei 215 mg/Tag und im Winter bei 180 mg/Tag
liegt (Kihnau 1976, Clifford 2000). Aktuellere Daten gehen jedoch von einer durchchnitt-
lichen Anthocyanaufnahme in den USA von 12,5mg/Tag aus (Wu et al. 2006). In
Finnland, wo gro3e Mengen an Beeren und Beerenprodukten wie Safte, Marmeladen und
Purees verzehrt werden, werden taglich bis zu 150 mg aufgenommen (Heinonen 2007).
Eine Studie aus Danemark errechnete eine Aufnahme von 75 bis 150 mg/Tag (Dragsted
et al. 1996).
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Die Flavonole treten im pflanzlichen Gewebe immer als Glycoside auf, wobei der Zucker-
rest bevorzugt am C3 des mittleren Rings Uber eine Sauerstoffbricke an das Aglycon
gebunden ist. Die Zuckerreste sind meist Glucose, Galactose und Rutinose, weniger
haufig sind Rhamnose, Arabinose sowie Xylose. Wichtigster Vertreter und zugleich am
besten untersuchte polyphenolische Substanz ist das Quercetin (3,5,7,3",4’-Penta-
hydroxyflavon; Abbildung 2.15).

Abbildung 2.15: Struktur von Quercetin (3,5,7,3",4"-Pentahydroxyflavon).

Die hochsten Flavonolgehalte finden sich mit bis zu 1,2 g/kg in Zwiebeln. Des Weiteren
sind Brokkoli (160 mg/kg), Rotwein (30 mg/L) und Tee (45 mg/L) reich an Flavonolen. Bei
Obst besitzen nur Apfel, Aprikosen und schwarze Johannisbeeren Gehalte tiber 15 mg/kg
an Quercetin und Quercetinglycosiden (Hollmann und Arts 2000). Innerhalb einer Frucht
oder auch in den Blattern schwanken die Konzentrationen in Abhangigkeit der Sonnen-
lichtbestrahlung stark (Herrmann 1976, Price et al. 1995) (vgl. 2.3.3).

Die tagliche Flavonolaufnahme wurde fir die USA, Danemark und die Niederlande auf
etwa 20 bis 25 mg geschatzt (Hertog et al. 1993a; Justesen et al. 1997; Sampson et al.
2002). In Italien geht man sogar von einer durchschnittlichen Aufnahme von 35 mg/Tag
aus (Pietta et al. 1996). In Deutschland wurde in einem bayerischen Teilkollektiv die
tagliche Flavonolaufnahme mit ca. 12 mg pro Person berechnet, wobei Quercetin mit

10,3 mg den Hauptanteil ausmachte (Linseisen et al. 1997).

Dihydrochalkone haben eine offene Ringstruktur, ihr Kohlenstoffgerist wird daher von
den anderen Flavonoiden abweichend nummeriert. lhr Vorkommen ist vergleichsweise
begrenzt, nahezu einzige Quellen sind Apfel und deren Verarbeitungsprodukte wie Apfel-
saft und Apfelwein. Im Apfel sind sie in der Schale und besonders in den Kernen anzu-
treffen. Die Phloretinglycoside Phloretin-2°-O-glucosid (Phloridzin), Phloretin-2°-O-xylo-
glucosid (Abbildung 2.16) sowie Phloretin-2’-O-xylogalactosid sind charakteristische
Apfelinhaltsstoffe. Die Gehalte variieren sortenabhangig (Tomas-Barberan und Clifford

2000). Phloridzin, von dem man bisher glaubte, dass es ausschlieBlich in Apfeln auftrete,
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konnte vor einiger Zeit in Spuren auch in Erdbeeren nachgewiesen werden (Hilt et al.
2003).

Abbildung 2.16: Strukturen von Phloretin-2"-O-glucosid (Phloridzin; links) und Phloretin-2"-O-xylo-
glucosid (rechts).

Im Tierversuch (Ratte) hemmte Phloridzin den Na‘-abhangigen D-Glucosetansporter
SGLT-1, was zu einer Normalisierung von erhéhten Blutglucosespiegeln sowie zur Férde-
rung der renalen Glucoseausscheidung fihrte (Rodriguez et al. 1982, Hongu et al. 1998).
Des Weiteren soll Phloridzin Osteoporose vorbeugen (Puel et al. 2005). Auch Phloretin
beeinflusst die Glucoseaufnahme. Durch renale Hemmung des basolateral lokalisierten
GLUT-2, welcher Glucose entlang des Glucosekonzentrationsgradienten transportiert
(Kellet und Helliwell 2000), limitiert das Aglycon die Absorption von Glucose (Crespy et al.
2001). Insbesondere die selektive Hemmung der DNA-Topoisomerase Il macht das
Dihydrochalkon in Bezug auf eine mogliche praventive Wirkung attraktiv (Constatinou et al.
1995).

Flavone (Abbildung 2.11) kommen als Glycoside z. B. in Sellerie vor (Luteolin und Api-
genin) und werden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter besprochen. Auf Flavanone
(Abbildung 2.11), die hauptsachlich als Glycoside in Zitrusfrichten vorliegen, wird eben-

falls im Rahmen dieser Arbeit nicht naher eingegangen.

2.3.3 Biogenese und Funktion von Polyphenolen in Pflanzen

Die Biosynthese der Polyphenole findet im Cytoplasma der Zelle unter Beteiligung des
endoplasmatischen Retikulums statt (Fritsch und Grisebach 1975, Hrazdina und Wagner

1985). Im ersten Schritt wird das aus dem Shikimatweg stammende Phenylalanin in
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Gegenwart der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) zu trans-Zimtsdure desaminiert
(Schuster und Retey 1995). Aus dieser entstehen durch sequentielle, enzymatische Hy-
droxylierungs- und Methylierungsreaktionen die Hydroxyzimtsguren p-Cumar-, Kaffee-,
Ferula- und Sinapinsaure. Zentraler Baustein der Flavonoidbiosynthese ist p-Cumarsaure,
welche als Coenzym A-Ester unter Katalyse der Chalkonsynthase (CHS) mit drei Malonyl-
CoA-Einheiten zum Naringeninchalkon kondensiert. Dieses wird durch die Chalkoniso-
merase (CHI) in (2S)-Naringenin berfihrt (Abbildung 2.17). Aus diesem entstehen durch
verschiedene Oxidations-, Hydroxylierungs- und Reduktionsvorgange die unterschied-
lichen Flavonoidunterklassen (Saito et al. 1999, Winkel- Shirley 1999, Dixon et al. 2005)

Die Hydroxybenzoesauren werden in Pflanzen aus den entsprechenden Hydroxyzimt-
sauren gebildet, indem ein Acetatrest nach Oxidation der Seitenkette der Hydroxyzimtsau-

ren entfernt wird. Der genaue Mechanismus wird noch diskutiert (Gross 1992).

Flavonoide erfiullen in der Pflanze eine Vielzahl wichtiger Funktionen. Einige Flavonoid-
unterklassen tragen zur charakteristischen Farbung von Blutenblattern, Pollen, Frichten
und Herbstlaub bei. So sind die Anthocyanidine flr blaue, violette oder rote Farbtdne
verantwortlich, wahrend die Flavonole der Blite eine gelbe Farbung verleihen (Harborne
und Williams 2000, Scalbert und Williamson 2000). Aufgrund ihrer stark UV-fluoreszieren-
den Eigenschaften lockt die Blutenfarbe Végel und pollensammelnde Insekten an, die bei
der Bestdubung der Fruchtstdnde und damit fur die Fortpflanzung der jeweiligen Pflanzen-

art unverzichtbar sind (Harborne und Williams 2000, Cooper-Driver 2001).

Eine weitere Aufgabe von Flavonoiden in den photosynthesebetreibenden Zellen aller
hoheren Pflanzen ist die Katalyse von Elektronentransportprozessen wahrend der Licht-
phase der Photosynthese (Das 1994). Dadurch erklart sich die besonders hohe Akku-
mulation an Flavonoiden in den duleren, dem Licht zugewandten Schichten der Pflanze
wie Blattepidermis, Bliten und Friichten (Shirley 1996). Dort dienen sowohl Flavonoide
als auch Phenolcarbonsauren ebenfalls als Schutz vor Schadigung durch UV-Strahlung
(Wellmann 1975, Reuber et al. 1996). Die Schutzfunktion dieser Substanzen besteht
neben der Absorption von UV-B-Strahlung (Harborne und Williams 2000) moglicherweise
auch in der Wirkung als effektive Antioxidantien (s. 2.3.4.1) in Form von Radikalfangern
fur UV-induzierte reaktive Sauerstoffspezies (Larson 1988, Markham et al. 1998, Kondo
und Kawashima 2000).
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Abbildung 2.17: Biosyntheseweg der Polyphenole in Pflanzen ausgehend von L-Phenylalanin.
Reaktionsschritte sind im Text naher erlautert. 4CL = 4-Cumarat: CoA Ligase,
C4H = Zimtsaure-4-hydroxylase, CHI = Chalkonisomerase, CHS = Chalkonsyn-
thase, PAL = Phenylalanin-Ammoniak-Lyase.

Aufgrund ihrer Eigenschaft den Auxinspiegel in der Pflanze kontrollieren zu koénnen,
wirken Flavonoide als Regulatoren von Wachstums- und Differenzierungsvorgangen (For-
macia und Regelson 1995, Brown et al. 2001). So hemmen Flavonole wie Kampferol und
Quercetin ahnlich dem Herbizid 1-N-Naphthylphtalaminsaure den polaren Auxintransport

und fihren dadurch zu deren Akkumulation in der Zelle (Murphy et al. 2000).
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Des Weiteren nehmen die Flavonoide eine wichtige Stellung bei der gegenseitigen Be-
einflussung von Pflanzen und Mikroorganismen ein, wo sie zum einen als Phytoalexine
zur Abwehr gegen Schadorganismen wie pathogene Bakterien, Viren und Pilze wirken,
zum anderen aber auch als Signalstoffe fiir bestimmte nitzliche Mikroorganismen fungie-
ren. In diesem Zusammenhang ist die Bedeutung von Flavonoiden bei der Interaktion von
stickstofffixierenden Rhizobium-Arten in Wurzeln mit Leguminosen zu nennen. Hierbei
geben Pflanzen aus der Familie der Leguminosen bestimmte Flavonoide wie Genistein
Uber ihre Wurzeln ab und induzieren dadurch die bakteriellen Nodulationsgene, die fiir die
Wirtspezifitat dieser Symbiose verantwortlich sind (Kneer 1999, Cullimore et al. 2001).

Auch sollen Flavonoide einen gewissen Frafl3schutz gegen Herbivoren vermitteln. So
wurden bei der Reispflanze erhéhte Konzentrationen des Flavanons Sakuranetin im Blatt
als Antwort auf eine Nematodeninfektion gefunden. Nach einer Feuerbrandinfektion an
Apfelpflanzen beschrieben Rommelt und Mitarbeiter (2002) auf’er einem erhohten Ge-

samtpolyphenolgehalt die Neubildung von verschiedenen Hydroxyzimtsdurederivaten.

2.3.4 Ernahrungsphysiologische Bedeutung von Polyphenolen

Zahlreiche epidemiologische Studien belegen den protektiven Effekt von Obst und
Gemilse gegenuber Krebs (Steinmetz und Potter 1991, Steinmetz und Potter 1996) sowie
kardiovaskularen Erkrankungen (Serdula et al. 1996, Ness und Powles 1997). Diese
Wirkungen werden sekundaren Pflanzenstoffen, insbesondere den Polyphenolen, zuge-
schrieben. Aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften sollen die Polyphenole oxidative
Schaden an Biomolekllen wie DNA, Lipiden und Proteinen verhindern, die eine Rolle bei
0. a. Erkrankungen spielen (Aruoma 1999, Behl und Moosmann 2002). Im Folgenden wird

auf einzelne Wirkungen von Polyphenolen naher eingegangen.

2.3.4.1 Antioxidative Eigenschaften

Im menschlichen Organismus werden reaktive Sauerstoff- bzw. Stickstoffspezies (reactive
oxygen/nitrogen species, ROS bzw. RNS) wahrend der normalen Zellaktivitat produziert.
Sie werden in Phagozyten bei immunologischen Vorgangen zur Abwehr von Mikro-
organismen und in Mitochondrien bei der Zellatmung freigesetzt oder entstehen beim Ab-
bau von DNA-Basen. Auch die Aktivitdt der Cytochrom-P450 Enzyme, die an vielen
Stoffwechselvorgangen beteiligt sind, tragt zur zelleigenen ROS- und RNS-Bildung bei
(Gordon 1996). Daneben kdnnen endogene Faktoren wie UV-Strahlung, (kanzerogene)

Chemikalien, Arzneimittel oder Zigarettenrauch eine Bildung von ROS und RNS bedingen
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(Langseth 1995, Siems et al. 1998, Kohen und Nyska 2002, Kuhn 2003). Zu den reaktiven
Intermediaten zahlen zum einen freie Radikale wie das Hydroxylradikal (HO-), das Stick-
stoffdioxidradikal (NOQO-) oder das Superoxidradikalanion (-O,7), zum anderen aber auch
nichtradikalische Verbindungen wie Wasserstoffperoxid (H,O,), Singulettsauerstoff ('O,)
oder Peroxynitrit (ONOQ"), die zur Entstehung von Radikalen fihren kénnen (Halliwell
1997, Chandra et al. 2000, Eisenbrand und Metzler 2005). So bildet sich aus Wasserstoff-
peroxid unter Einwirkung von redoxaktiven Metallionen (Fe®"®*, Cu*”**, Cr****) Hydroxyl-
anion und Hydroxylradikal (Haber-Weiss-Reaktion), von denen letzteres die reaktivste

Sauerstoffspezies im menschlichen Organismus darstellt (Sies 1991).

Entstehende ROS werden durch zelleigene antioxidative Abwehrmechanismen deaktiviert.
Dies kann durch eine Reihe von Enzymen erfolgen. So katalysiert die Superoxiddismuta-
se die Reaktion vom Superoxidradikalanion zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid, wel-
ches in Gegenwart von Katalase weiter zu Sauerstoff und Wasser abgebaut wird. Da-
neben reduziert die Glutathionperoxidase bereits entstandene organische Peroxide sowie
Wasserstoffperoxid.

Zu den antioxidativen nichtenzymatischen Systemen zadhlen niedermolekulare Sub-
stanzen, die entweder im Kdrper synthetisiert werden (Glutathion, Ubichinon, Harnsaure
u. a.) oder die Uber die Nahrung in den Kérper gelangen (Tocopherole, Ascorbinsaure,
Carotinoide) (Ji und Leichtwis 1997, Chandra et al. 2000, Finkel und Holbrook 2000). Bei
einem Ubergewicht prooxidativer Prozesse spricht man von oxidativem Stress, bei dem
es zu oxidativen Schadigungen von DNA, Proteinen und Zellmembranlipiden kommen
kann. Oxidativer Stress wird mit einer Vielzahl von Stoffwechselstérungen bzw. Krank-
heitskomplexen in Verbindung gebracht, wobei degenerative Erkrankungen wie Herzkreis-
lauferkrankungen, Parkinson, Krebs und Alzheimer im Vordergrund des wissenschaft-
lichen Fokus* stehen (Aruoma 1999, Behl und Moosmann 2002, LeWitt und Taylor 2008).

Zu den potenten Antioxidantien, die mit der Nahrung zugefiihrt werden, gehéren auch die
Polyphenole. Als wesentliche strukturelle Voraussetzungen ihrer antioxidativen Kapazitat
gelten bei den Phenolcarbonsauren die Sduregruppe und die Anzahl der Hydroxylgruppen
am aromatischen Ring. Hydroxyzimtsauren sind effektivere Antioxidantien als Hydroxy-
benzoesauren, da sie mehr Moglichkeiten haben das bei der Reaktion mit ROS und RNS
entstehende Phenoxyradikal zu delokalisieren und damit zu stabilisieren. Benzoe- und
Zimtsaure, die beide keine Hydroxylgruppen besitzen, weisen daher keine antioxidative
Kapazitat auf. Auch die Position der Hydroxylgruppen ist von Bedeutung. So zeigen in Po-
sition 2 und 4 oder in Position 3, 4 und 5 hydroxylierte Phenolcarbonsduren die héchsten

antioxidativen Aktivitaten. Daneben beeinflussen ,elektronenschiebende“ Substituenten
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wie Methylgruppen die antioxidative Wirksamkeit ebenfalls positiv (Miller und Rice-Evans
1997).

Als wesentliche strukturelle Voraussetzungen der antioxidativen Kapazitat von Flavono-
iden werden ortho-standige Hydroxylgruppen am B-Ring zur Elektronendelokalisierung
und Stabilitdt des Phenoxyradikals, eine 2,3-Doppelbindung mit einer 4-Oxogruppierung
im C-Ring zur Elektronendelokalisierung sowie zusatzliche Hydroxylfunktionen in Position
3 und 5 fiir ein maximales Radikalfangerpotential angesehen (Abbildung 2.18) (Cotelle et
al. 1996, Rice-Evans et al. 1996, Pannala et al. 2001). Quercetin erflllt alle genannten
Kriterien und ist ein hochwirksames Antioxidans, wohingegen Quercetin-3-O-glucosid auf-

grund der Glucosilierung an Position 3 eine vergleichsweise geringere Aktivitat aufweist.

A
HO\O

"TOH

Abbildung 2.18: Struktur-Wirkungsbeziehung der antioxidativen Kapazitdt von Flavonoiden am
Beispiel des Quercetins (modifiziert nach Bors et al. 1990).

Generell ist jedoch das Erstellen einer allgemeinglltigen Rangfolge der Polyphenole
gemal ihrer antioxidativen Wirkung nicht mdglich (Rice-Evans et al. 1996), da die
einzelnen Flavonoide unterschiedlich auf verschiedene ROS bzw. RNS reagieren. Bei-
spielsweise wird das Hydroxylradikal von Quercetin starker abgefangen als von Morin
(3,5,7,2",4"-Pentahydroxyflavon), wohingegen die Wirkung von Morin gegenlber dem
Superoxidradikalanion groer ist als die von Quercetin (Husain et al. 1987, Huguet et al.
1990). Auch die Eigenschaften der oxidierbaren Substanzen koénnen die antioxidative
Wirksamkeit beeinflussen (Bohm et al. 1998).

Die Fahigkeit der Polyphenole, durch Abgabe von Wasserstoffatomen aus den pheno-
lischen Hydroxylgruppen radikalische ROS und RNS abzufangen, stellt den Schwerpunkt
ihrer antioxidativen Aktivitaten dar. Das als Zwischenstufe auftretende Aryloxylradikal ist
im Vergleich zu den freien Radikalen weniger aktiv (Bors et al. 1997) und kann durch
Reaktion mit weiteren Radikalen in die stabile Chinonstruktur Ubergehen (Pietta 2000,
Pannala et al. 2001).
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Ferner besitzen Polyphenole die strukturellen Voraussetzungen, Metallionen zu chelati-
sieren, sodass die Entstehung von Hydroxylradikalen im Zuge der Fenton-Reaktion ver-
mieden wird. Es konnte gezeigt werden, dass Quercetin und andere Flavonole sowie
Flavone die nichtenzymatische, von Eisen (ll)-lonen abhangige Lipidperoxidation hemmen
(Afanasév et al. 1989, Cheng und Breen 2000, Mira et al. 2002).

Ein dritter Ansatzpunkt, tGber den die Polyphenole die Entstehung freier Radikale senken
und somit zur Vermeidung von oxidativem Stress fiir die Zelle beitragen, ist die Hemmung
von ROS-produzierenden Enzymen wie der Xanthinoxidase (Kandaswami und Middleton
1994, Cotelle et al. 1996, Sarawek et al. 2008) oder der Myeloperoxidase (Hart et al.
1990). Besonders intensiv wurden in diesem Zusammenhang die Lipoxygenasen (LOX)
und die Cyclooxygenasen (COX) untersucht, deren Aktivitdten in Abhangigkeit der Flavo-
noidstruktur unterschiedlich beeinflusst werden. So hemmen Flavonole mit drei und mehr
Hydroxylgruppen, darunter ortho-standigen im B-Ring (Bsp. Quercetin) selektiv die LOX,
wahrend Flavone mit wenigen Hydroxylgruppen (Bsp. Chrysin) selektive COX-Hemmer
darstellen (Horie et al. 1986, Wheeler und Barry 1986, Moroney et al. 1988).

Daruber hinaus sind die Flavonoide in der Lage, wichtige Antioxidantien wie Ascorbin-
saure oder Tocopherole vor Oxidation zu schitzen (Takamura und Ito 1977, Formica und
Regelson 1995, Hirano et al. 2001) oder bereits oxidiertes Vitamin C bzw. E zu regenerie-
ren (Kandaswami und Middleton 1994, Bors et al. 1995, Formica und Regelson 1995,
Miura et al. 2000, Pietta 2000).

2.3.4.2 Polyphenole und Krebs

Wie frihere epidemiologische Studien zeigten, scheint bei Personen mit einem hohen
Konsum an Obst und Gemuse das Risiko an Krebs zu erkranken vergleichsweise gering
zu sein (Steinmetz und Potter 1991, Block et al. 1992, Steinmetz und Potter 1996). Daher
wurde die These aufgestellt, dass nicht-nutritive Inhaltsstoffe der Lebensmittel fir diesen
protektiven Effekt verantwortlich sind. Antikanzerogene Effekte von Polyphenolen sind
sowohl in tierexperimentellen Untersuchungen als auch in vitro nachgewiesen worden
(Grimmer et al. 1992, Hirano et al. 1994, Jacobasch et al. 2000, Parr und Bolwell 2000,
Watzl und Rechkemmer 2001a, Yang et al. 2001). Die Substanzen kénnen aufgrund ihrer
vielfaltigen biologischen Eigenschaften in die drei Phasen der Krebsentstehung (s.
2.2.6.4.2) eingreifen (Ramos 2008) und so eine mdglicherweise praventive Wirkung aus-

Uben. Diesbezuglich werden unterschiedliche Mechanismen angenommen.

Polyphenole kdnnen in der Initiationsphase der Krebsentstehung als Hemmstoffe fun-

gieren. Hierbei beeinflussen sie die Entstehung von Prokanzerogenen, indem sie die Ex-
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pression derer Cytochrom-P450 abhangigen Monooxygenasen modulieren, die an dieser
Aktivierung der Prokanzerogene beteiligt sind (Suschetet et al. 1997). Bei den durch
Cytochrom-P450 abhangigen Monooxygenasen katalysierten Phase I-Reaktionen kénnen
als Zwischenprodukte elektrophile Kanzerogene entstehen, die mit den nukleophilen Zent-
ren der DNA reagieren (Depeint et al. 2002). So zeigten eine Reihe von Flavonoiden wie
Quercetin, Phloretin und Procyanidine starke Inhibierungseffekte gegenuber Cytochrom
1A1, einem Isoenzym der Cytochrom-P450 Familie (Kanazawa et al. 1998, Pohl et al.
2006, Zessner et al. 2008).

Die Induktion von Phase lI-Enzymen wie Glutathion-S-transferase, UDP-Glucuronyltrans-
ferase oder Chinonreduktase findet ihren Ursprung in der Toxizitat der Polyphenole. Diese
kénnen im Koérper potentiell toxische Quinone bilden, welche Substrate der Phase II-En-
zyme darstellen. Eine Polyphenolaufnahme aktiviert daher diese Enzyme fiir ihre eigene
Detoxifikation und induziert somit einen generellen Anstieg der korpereigenen Abwehr
gegen toxische Xenobiotika (Talaly et al. 1988, Baez et al. 1997). Dadurch kann die
Tumorinitiation verhindert werden (Talaly et al. 1995, Birth et al. 2001, Depeint et al. 2002).

Einige Flavonoide sind aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit Nukleotiden in der Lage,
sich an die DNA anzulagern. Dadurch werden mdégliche Bindungsstellen fiir Kanzerogene
maskiert (Dixit und Gold 1986, Duthie et al. 1999) und die DNA wird geschitzt.

Des Weiteren kénnen Polyphenole als suppressives Agens wirken und sowohl Bildung als
auch Wachstum von Tumoren aus initiierten Zellen inhibieren. In vitro hemmen sie die
Proliferation von Krebszelllinien, indem sie die Expression von Protoonkogenen verringern
(Csokay et al. 1997, Kuntz et al. 1999). AuRerdem inhibieren sie Enzyme der Signaltrans-
duktion und kénnen Uber Inaktivierung der Proteinkinase C (Agullo et al. 1997, Lin et al.
1997, Kern et al. 2007), der Proteintyrosinkinase (Cunnigham et al. 1992, Nardini et al.
2001) oder der Phosphoinositol-3-kinase (Agullo et al. 1997, Weber et al. 1997) in die
Kontrolle der Zellproliferation eingreifen. Daneben inhibieren Polyphenole die Aktivitat der
Ornithindecarboxylase, einem Schlisselenzym bei der Synthese von Polyamiden, die mit
der Zellproliferation in Verbindung gebracht werden (Gupta et al. 1999). Darliber hinaus
konnen Polyphenole die Zellproliferation aufgrund ihrer Effekte auf den Arachidonsaure-
stoffwechsel, der bei Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielt, inhibieren und die
Bildung von Entziindungsmediatoren unterbinden. So fand die Gruppe um Metz (2000),
dass gruner Tee die COX-2 Aktivitat und damit die Prostaglandinbildung in der Kolon-
mukosa von Ratten unterdrickt. In einer kirzlich durchgefiihrten Studie von Zessner und
Mitarbeitern (2008) wurden einzelne Fraktionen eines polyphenolreichen Apfelsaftextrak-
tes mittels in vitro Testsystemen untersucht. Hierbei zeigten sich Phloretin und (-)-Epi-

catechin als potenteste COX-1 Inhibitoren. Daneben vermag Quercetin die Phospholipase
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A, die v. a. zur Freisetzung von Arachidonsaure aus Phospholipiden flhrt, zu hemmen
(Welton et al. 1988). Phenolische Phytoestrogene sind ebenfalls in der Lage, die Prolife-
ration zu inhibieren. Sie beeinflussen das Wachstum hormongesteuerter Tumore anhand
ihrer estrogenen Eigenschaften oder indem sie die Antwort auf endogene Estrogene
beeinflussen (Middleton et al. 2000, Manach et al. 2004).

Polyphenole kénnen eine Apoptose in Tumorzellen induzieren und dadurch das Wachs-
tum des Tumors hemmen. Zahlreiche in vitro Studien belegen die Fahigkeit einer Reihe
von Flavonoiden und Hydroxyzimtsauren die Apoptose in verschiedenen Zelllinien zu for-
dern (Tilly et al. 1992, Wei et al. 1994, Hirano et al. 1995, Wenzel et al. 2000, He et al.
2006, Han et al. 2007, Park et al. 2008, Winkelmann et al. 2008, Zhang et al. 2008). Die
genauen Wirkmechanismen sind noch unbekannt. Diskutiert werden u. a. die Regulation
der Expression von Hitzeschockproteinen (Wei et al. 1994), die Freisetzung von Cyto-
chrom-C mit resultierender Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3 (Wang et al. 1999,
Han et al. 2007, Park et al. 2008) sowie die Verminderung der Expression von antiapopto-

tischen Faktoren wie dem Nuclear-Factor-Kappa-B (NF-xB) (Wenzel et al. 2000).

2.3.4.3 Polyphenole und Herzkreislauferkrankungen

Die antioxidativen Eigenschaften haben hinsichtlich moglicher protektiver Effekte fur koro-
nare Herzkreislauferkrankungen (KHK) ein starkes Interesse erfahren. Erste epidemiolo-
gische Hinweise auf einen risikosenkenden Effekt hoher Flavonoidaufnahmen stammen
aus der Zutphen Elderly Study, in der die Inzidenz und Mortalitdt an KHK in Abhangigkeit
von Kategorien der Flavonol- und Flavonaufnahme verglichen wurde. Hierbei zeigte sich,
dass die Personengruppe mit der héchsten Flavonoidaufnahme die geringste Mortalitat
fur KHK aufwies. Betrug die Aufnahme mehr als 29,9 mg/Tag, verringerte sich die Ge-
samtsterblichkeit um etwa 50% (Hertog et al. 1993b, Hertog et al. 1997a). Unter Nutzung
der niederlandischen Gehaltsangaben fir Flavonole und Flavone in Lebensmitteln wurde
in darauffolgenden Kohortenstudien ebenfalls eine Assoziation zwischen Flavonoidauf-
nahme und dem Risiko an KHK zu erkranken untersucht. In Studien aus Finnland (Finnish
Mobile Clinic Health Examination Survey) (Knekt et al. 1996), den USA (Health Profes-
sionals Follow-up Study) (Rimm et al. 1996) und England (Caerphilly Study) (Hertog et al.
1997b) ergaben sich jedoch keine statistisch signifikanten Beziehungen zwischen Flavo-
noidaufnahme und koronaren Krankheitsereignissen. Die starksten Beziehungen fanden
sich in Studien zur Mortalitat an KHK, weshalb nicht der Schutz vor KHK selbst durch
Flavonole und Flavone postuliert wurde, sondern ihre schiitzende Funktion vor einem tod-

lichen Verlauf der KHK (Rimm et al. 1996). Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse
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bisher durchgefiihrter epidemiologischer Studien ist zum jetzigen Zeitpunkt keine end-
glltige Aussage Uber den protektiven Effekt von Flavonoiden auf das Auftreten an KHK

moglich.

Eine Reihe von Tierversuchen hat gezeigt, dass der Verzehr von Polyphenolen die Ent-
wicklung atheromatischer Lasionen hemmt. Futterungsversuche mit entalkoholisiertem
Wein, Apfelsaft, Granatapfelsaft, Catechinen oder Quercetin verringerten diese Lasionen
in der apoE-freien Maus (Hayek et al. 1997, Kaplan et al. 2001, Miura et al. 2001). Eine
kiirzlich durchgefiihrte Studie, bei der hypercholamische Hamster mit Apfeln und Apfel-
saften Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen gefiittert wurden, bestatigten die Ergeb-
nisse (Decorde et al. 2008). Diese Effekte wurden mit einer verminderten Aufnahme an
Low-Density-Lipoproteinen (LDL) durch die Makrophagen, einer geringeren Oxidation iso-
lierter LDL sowie einer verringerten Aggregationsempfindlichkeit der LDL in Verbindung
gebracht. Zahlreiche Veréffentlichungen haben gezeigt, dass Polyphenole die LDL-Oxida-
tion in vitro hemmen, welcher eine Schlisselrolle bei der Pathogenese von Arteriosklero-
se zukommt (Esterbauer und Ramos 1996, Esterbauer et al. 1997, Aviram und Fuhrmann
1998, Chopra et al. 2000, Da Silva et al. 2000, Staprans et al. 2005).

Daten aus Untersuchungen am Menschen sind jedoch widersprichlich. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass der Konsum von polyphenolreichen Lebensmitteln (Rotwein,
Kakao, Tee, Granatapfelsaft) mit einer geringeren LDL-Oxidation einhergeht, die ex vivo
durch Kupfer (ll)-lonen induziert wurden (Kondo et al. 1994, Fuhrman et al. 1995, Kondo
et al. 1996, Ishikawa et al. 1997, Aviram et al. 2000). Dagegen hat man in anderen
Untersuchungen keine Effekte durch Aufnahme polyphenolreicher Nahrung auf die ex
vivo Oxidation von LDL nachweisen kénnen (de Rike et al. 1996, van het Hof et al. 1997,
van het Hof et al. 1999).

Des Weiteren werden antithrombotische Effekte einiger Polyphenole diskutiert. Die
Thrombozytenaggregation ist eine kritische Reaktion, die wahrend der Initiation koronarer
Thrombose stattfindet. Ihre Verminderung spielt in der Pravention von Myokardinfarkten
und Schlaganféllen eine entscheidende Rolle. Es wurde gezeigt, dass Polyphenole die
Blutplattchenaggregation in vitro hemmen (Sagesaka-Mitane et al. 1990, Russo et al.
2001). Auch ex vivo wurde eine erniedrigte Thrombozytenaktivierung und -aggregation in
Anwesenheit von Flavanolen und Procyanidinen nachgewiesen (Rein et al. 2000a, Rein et
al. 2000b, Abd El Mohsen et al. 2002). In Humanstudien wurde nach Kakaokonsum eine
Erniedrigung der primaren Hamostase, der Thrombozytenaggregation sowie des mittleren
Thrombozytenvolumens beobachtet (Holt et al. 2002a, Pearson et al. 2002, Murphy et al.

2003). Es wird vermutet, dass die Effekte der Flavonoide auf einem verminderten Ara-
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chidonsauremetabolismus durch Inhibierung von COX, LOX und cAMP-Phosphodieste-
rase sowie einer damit verbundenen Verminderung der Thromboxan A,-Synthese basie-
ren. Die molekulare Zielstruktur der Flavanole konnte bisher nicht identifiziert werden
(Gryglewski et al. 1987, Lanza et al. 1987, Moroney et al. 1988, Rein et al. 2000a, Rein et
al. 2000b).

2.3.4.4 Antibakterielle und antivirale Wirkung von Polyphenolen

Fir eine Reihe von Flavonoiden wurden antivirale Wirkungen gegenuber unterschied-
lichen Virustypen nachgewiesen (Vlietinck et al. 1998, Middleton et al. 2000). So zeigte
Quercetin in vitro Wirksamkeit gegen Herpes simplex Virus Typ |, Tollwut, Parainfluenza
Virus Typ 3, und den RS-Virus (Respiratory Syncytial Virus), wobei die Infektiositat sowie
die intrazelluldre Replikation der Viren vermindert wurde. Diese Effekte beruhen maogli-
cherweise auf der Fahigkeit virale Proteine zu binden. Auch ein Eingreifen von Quercetin
in die virale Nukleinsauresynthese ist denkbar (Kaul et al. 1985, Formica und Regelson
1995). Fur Methylquercetin und 3-Methylkdmpferol wurde eine Blockade der Replikation
des Poliovirus auf RNA-Ebene nachgewiesen (Formica und Regelson 1995). Dartber hi-
naus sollen Flavonoide und Dikaffeoylchinasduren in der Lage sein, die Virusreplikation
des Humanen Immundefizienzvirus (HIV) zu hemmen (Brinkworth et al. 1992, Fesen et al.
1993, Hu et al. 1994, Middleton et al. 1994, Robinson et al. 1996a, Robinson et al. 1996b,
Middleton et al. 2000). So wurde mit einer 40 uM Quercetinlésung in vitro eine Verrin-
gerung der HIV-1 Replikation um 80% erzielt (Gatto et al. 2002). In einer neueren Studie
von Reutrakul und Mitarbeitern (2007) konnten Ochnaflavon-7""-O-methylether sowie
27",3""-Dihydroochnaflavon-7""-O-methylether aus Ochna integerrima mit ECsp-Werten

von 2,0 yg/mL bzw. 0,9 yg/mL als hochwirksame Anti-HIV-Agentien ermittelt werden.

Weiterhin sind fur eine Vielzahl von Flavonoiden antimikrobielle Wirkungen bekannt
(Sakanaka et al. 1996, Narayana et al. 2001, Cushnie und Lamb 2005). In einer Konzen-
tration von 250 bis 500 mg/L hemmten Catechine aus grinem Tee wie Epigallocatechin in
vitro vollstandig das Wachstum sowie das Anheften von Porphymonas gingivitis auf
humanen Epithelzellen der Mundschleimhaut (Sakanaka et al. 1996). Das Anheften ist der
erste Schritt bei Zahnfleischentziindungen. Daneben wird durch Zusatz von Quercetin
oder Naringenin in Zahnpasten das Wachstum vieler gramnegativer Erreger sowie von
Aktinomyzeten in der Mundhdhle vermindert (Ammar et al. 1990).

Cranberries werden in der Naturheilkunde sehr haufig zur Pravention und Therapie von
Harnwegsinfektionen eingesetzt (Sobota 1984). In einer Interventionsstudie mit Frauen

zeigte sich, dass der Urin nach dem Verzehr von 0,5 L Cranberrysaft bzw. -nektar die
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bakterielle Adhdrenz von Escherichia coli, die Vorraussetzung fur eine Infektion ist, auf
Harnwegsepithelien unterdruckt. Als Wirkstoffe wurden Procyanidine und Anthocyane an-
genommen (Avron et al. 1994, Howell et al. 1998, Howell et al. 2002). Eine solche
Wirkung wurde auch bei Heidelbeeren nachgewiesen (Ofek et al. 1991, Schmidt et al.
2004).

2.3.4.5 Immunmodulatorische Wirkung von Polyphenolen

Sowohl in vitro als auch in vivo belegen zahlreiche Beobachtungen eine immun-
modulierende Wirkung der Polyphenole, die sich meist als Immunsuppression dul3ert
(Middleton und Kandaswami 1992, Formica und Regelson 1995, Middleton et al. 2000).
Angriffspunkte im Immunsystem sind vermutlich Protein- und Proteintyrosinkinasen, die
fur die Zellaktivierung von Bedeutung sind. Sie kdnnen mdglicherweise kompetitiv an der
ATP-Bindungsstelle gehemmt werden (Manthey 2000).

Verschiedene Flavonoide und Hydroxyzimtsauren blockieren in vitro die Freisetzung
proinflammatorischer Cytokine, wie Tumor-Nekrose-Faktor-a und Interleukin-6 (Pagonis et
al. 1986). Sie mindern daneben die Freisetzung von Faktoren wie NF-xB (Nardini et al.
2001, Wellmann et al. 2001), welche die Transkription der Cytokine regulieren (Lin et al.
1999a). Flavonoide hemmen dosisabhdngig die Lymphozytenproliferation und beein-
trachtigen die Antigenprasentation durch Makrophagen (Middleton und Kandaswami
1994). Daneben zeigte das besonders intensiv untersuchte Quercetin eine starke Hemm-
wirkung auf die Aktivitdt der naturlichen Killerzellen und unterdriuckte die Antigen-

stimulation von T-Lymphozyten (Berg und Daniel 1998).

2.3.5 Toxizitat von Polyphenolen

Neben ihren antioxidativen und protektiven Effekten kénnen Polyphenole aufgrund ihrer
reaktiven funktionellen Gruppen in hohen Dosen oder unter bestimmten Bedingungen
toxische prooxidative Effekte austiben (Metodiewa et al. 1999, Michels et al. 2005,
Rucinska et al. 2007). Relevante Strukturmerkmale sind analog ihrer antioxidativen Eigen-
schaften die freie Hydroxylgruppe an C3, die Doppelbindung an C2-C3 und die Keto-
gruppe an C4. Polyphenole mit einem Phenolring weisen keine gréferen prooxidativen
Eigenschaften auf als Polyphenole mit einem Catecholring. Nicht erwlinschte Eigen-
schaften sind in erster Linie auf ihre elektrophilen Metabolisierungsprodukte wie Chinone

und Chinonmethidstrukturen zurlickzufiihren.
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Ende der 1970er Jahre wurden verschiedene Nahrungsinhaltsstoffe im Ames-Test auf
ihre mutagenen Eigenschaften untersucht mit dem Ergebnis, dass fur einige Flavonole
Frameshift-Mutationen in Salmonella typhimurium ermittelt wurden. Auch in anderen Test-
systemen gab es Hinweise fir mutagene Effekte wie Chromosomenaberrationen und
Schwester-Chromatid-Austausch in CHO-Zellen (Brown und Dietrich 1979). Neben den
0. g. strukturellen Eigenschaften spielt fur die Mutagenitat von Flavonolen auch das Vor-

handensein der Hydroxylgruppe an C5 eine grof3e Rolle (Hardigree und Epler 1978).

Die Anwesenheit von Metallionen beglinstigt die prooxidative Wirkung. So konnte in vitro
gezeigt werden, dass in Gegenwart von Kupfer (II) oder Eisen (lll)-lonen DNA-Strang-
briche und Lipidperoxidationen durch Quercetin (Sahu und Washington 1991, Rahman et
al. 1992, Michels et al. 2005, Watjen et al. 2005), Myricetin (Sahu und Gray 1993) und
Kampferol (Sahu und Gray 1994) verursacht werden. Vermutlich werden die Metallionen
von den Flavonoiden reduziert und ermdglichen infolgedessen die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies (Cao et al. 1997). Auch Kaffeesaure zeigte prooxidative Aktivitat auf die
Kupfer (ll)-induzierte Oxidation von LDL (Yamanaka et al. 1997). Daruber hinaus fordert
ein wasseriges Milieu die prooxidative Wirkung von Flavonoiden (Lapidot et al. 2002), und
auch der pH-Wert spielt eine gro3e Rolle (Canada et al. 1990). Weitere Einsichten auf die
prooxidative Wirkung von Flavonoiden ergeben sich aus Messungen zum Redoxpotential.
Danach existiert bei 4-Oxostrukturen eine Beziehung zur Bindungssituation zwischen C2
und C3, und einzelne Molekiile besitzen die Voraussetzung dafiir, andere Substanzen zu
oxidieren (Bors et al. 1995, Rapta et al. 1995).

Strukturvoraussetzung fir eine Chinonbildung ist die Catecholgruppe, wie sie z. B. bei
Quercetin, Kaffeesaurederivaten oder (-)-Epicatechin vorliegt. Quercetin ist hinsichtlich
seiner prooxidativen Eigenschaften am besten untersucht, einen Uberblick von dessen

moglichen Aktivierungen gibt Abbildung 2.19.
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Abbildung 2.19: Postulierte Reaktionen von Quercetin (Q) und mdgliche biologische Konsequen-
zen (modifiziert nach Metodiewa et al. 1999). Reaktionen 1-10 im Text,
Stéchiometrie bleibt unbeachtet. LPx = Lactat-Peroxidase.

Die Reaktion mit Lactat-Peroxidase (1) folgt dem allgemeinen Peroxidase-Mechanismus:

2Q+ H202 — 2Q'_+2H20

Die mesomere Struktur des gebildeten o-Semichinonradikals (Q-") geht von der Catechol-
gruppe aus und verlauft Gber alle drei Ringe inklusive des Aryloxylradikals, was Voraus-
setzung fur die Radikalstabilisierung ist. Durch Disproportionierung entsteht das

Quercetin-o-Chinon (Qq) (2):

2Q°7 - Qq+Q

In Gegenwart von Sauerstoff erfolgt die Reaktion zum Chinon auch Uber die Bildung des

Superoxidanionradikals (3):

Q™ +0, —» Qg+ 0Oy~

Superoxidanionradikale konnen von Quercetinmolekulen unter Bildung des Semichinon-

radikals abgefangen werden (4):
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Q+0, " +2 H" - Q + H>0,

Auch das Semichinonradikal kann Superoxidanionradikale abfangen (5):

Q +0,7+2 H" 5 Qq + H,0,

Glutathion (GSH), ein endogenes Antioxidans, kann bei den Redoxreaktionen des

Quercetins ebenfalls eine Rolle spielen. GS- wird durch das Semichinonradikal reduziert

(6):

Q +GS: — Qq+ GSH

Das Glutathionradikal kann bei der Ein-Elektroneniibertragung mit dem Semichinonradikal

gebildet werden (7):

GSH+Q ™ — GS-+Q

oder bei der Abfangreaktion des Superoxidanionradikals durch Glutathion (8):

GSH+ 0, +2H" — GS:+H,0,

NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase katalysiert die Reduktion des Chinons zum Semi-
chinon in einem Ein-Elektronenschritt (9), die NADPH-Chinon-Oxidoreduktase reduziert
die chinoide Form hingegen in einem Zwei-Elektronenschritt zurtick zur Ausgangsverbin-
dung (10). Quercetin steht nun wieder dem oben genannten Redox-Cycling zur Verfigung
(Metodiewa et al. 1999). Analog kann (-)-Epicatechin durch Tyrosinase und Peroxidasen
zum o-Chinon oxidiert werden. Die Oxidation wurde auch mit Apfelpolyphenoloxidasen
beobachtet. Da das Zwischenprodukt bei physiologischem pH-Wert jedoch nicht stabil ist,
sind weitere Reaktionen wie Dimerisierungen oder Polymerisierungen moéglich (Moridani
et al. 2001).

Neben der Bildung von ROS durch Redox-Cycling kann das als Zwischenprodukt ent-
standene Chinon weiterreagieren und tber Methide mit Glutathion Addukte bilden. Dabei
bestimmen Deprotonierungsgrad und Substitutionsmuster die Adduktbildung. Neutrale
Chinone bilden Uberwiegend am C-Ring Glutathionaddukte. Im neutralen pH-Bereich liegt
das Chinon als Monoanion vor und die Addukte werden bevorzugt am A-Ring gebildet.

B-Ring-Adduktbildung findet hauptsachlich bei héherer Deprotonierung des Chinons statt



2 Kenntnisstand 61

(Awad et al. 2002a). Die Glutathionaddukte konnten im in vitro-Zellsystem sowie in vivo
als entsprechende Mercaptursauren im Urin nachgewiesen werden (Awad et al. 2002b).
Die beiden Hydroxyzimtsaurederivate bilden, enzymatisch katalysiert durch NADPH/
Rattenlebermikrosomen, Uber Chinonstrukturen GSH-Addukte (Moridani et al. 2001).
Catechine sind ebenfalls in der Lage, tber o-Chinone Mono-, Di- oder Tri-Glutathionkonju-

gate zu bilden.

Bisher gibt es jedoch keine toxikologischen Bedenken gegeniiber flavonoidhaltigen
Lebensmitteln. Obwohl fir einige Flavonoide in vitro mutagene und genotoxische Wirkun-
gen belegt wurden, sprechen Tierversuche nicht fiir eine kanzerogene Wirkung (Middleton
et al. 1994, Awad et al. 2002b, Da Silva et al. 2002, Sakihama et al. 2002, Mennen et al.
2005). Nur in einer in vivo Studie induzierte Kaffeesaure in hohen oralen Dosen (2% im
Futter) Nierentumore bei Mausen und Ratten (Hagiwara et al. 1991). Zu bedenken ist
ebenfalls, dass aufgrund der geringen Absorptionsrate der Flavonoide Uber die Ernahrung
kaum Plasmakonzentrationen erreicht werden, die in vitro mutagen oder cytotoxisch wir-
ken. Ebenfalls kritisch sind in vitro Untersuchungen auf einen moglichen humantherapeu-
tischen Nutzen zu interpretieren, da i. d. R. nur mit unphysiologisch hohen Flavonoidkon-
zentrationen Effekte festzustellen sind. So stellen flavonoidhaltige Nahrungserganzungs-
mittel eine mdgliche Gefahr dar, in denen z. B. Quercetin in Tagesdosen von 500 bis
1 000 mg empfohlen wird. So stehen bei Schwangeren hohe Flavonoidkonzentrationen
aus Flavonoidsupplementen im Verdacht das Leukamierisiko fur Neugeborene zu erho-
hen (Skibola und Smith 2000). Auch eine Schilddriisendysfunktion als mégliche Folge
einer Ubermaflig hohen Flavonoidaufnahme wird diskutiert (Divi et al. 1996). Weiterhin
wurden adverse Effekte bei kardiovaskularen Erkrankungen nach Polyphenolaufnahme
gefunden. So war nach Aufnahme von 2 g 5-Kaffeoylchinasaure pro Tag (entspricht 2,5 L
Kaffee/Tag) Uber einen Zeitraum von einer Woche ein signifikanter Anstieg einer Homo-
cysteinamie zu verzeichnen (Olthof et al. 2001a). Diese wird als unabhangiger Risiko-

faktor fUr eine kardiovaskulare Erkrankung angesehen.

2.3.6 Bioverfugbarkeit von Polyphenolen

Der Begriff ,Bioverfligbarkeit® stammt aus der Pharmakologie und bezeichnet die Ge-
schwindigkeit sowie das Ausmal, mit denen der Wirkstoff aus seiner pharmazeutischen
Form absorbiert wird und am Wirkort vorliegt bzw. aus einer pharmazeutischen Form in
den systemischen Kreislauf abgegeben wird (Gugeler und Klotz 2000). In der modernen
Ernahrungsphysiologie wird der Begriff der Bioverfigbarkeit verwendet, um das Ausmalf

und die Geschwindigkeit, mit der Lebensmittelinhaltsstoffe nach physiologischer Aufnah-
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me Uber den Gastrointestinaltrakt an ihren Wirkort gelangen, zu beschreiben. Im Folgen-

den wird der Begriff im Sinne zuletzt genannter Definition verwendet.

Die Bioverfugbarkeit ist die Grundvoraussetzung fir eine Wirkung im menschlichen Orga-
nismus. Die positiven Eigenschaften und Ergebnisse der Polyphenole aus in vitro Unter-
suchungen machen jedoch nur dann einen Sinn, wenn die Substanzen in relativen Kon-
zentrationen vom Korper aufgenommen werden. Oftmals werden auch Tierversuche mit
Reinsubstanzen, meist Aglyconen, die in dieser Form in der Natur nicht vorkommen,
durchgefiihrt, sodass Wechselwirkungen mit anderen im Lebensmittel vorliegenden Sub-
stanzen nicht berUcksichtigt werden.

Ferner ist es nicht méglich, die Ergebnisse von in vitro Beobachtungen auf in vivo Test-
systeme zu Ubertragen ohne zu wissen, in welchen Formen die Verbindungen und ihre
Metabolite vorliegen. Gerade die Polyphenole, die unter den nicht-nutritiven Stoffen am
haufigsten in der menschlichen Nahrung vorkommen, sind nicht zwingend die mit der
hdchsten Aktivitat im Kdrper. Zum einen liegt das daran, dass sie geringere intrinsische
Aktivitdten aufweisen und zum anderen, dass sie schlechter im Darm absorbiert werden
und schlielich, weil sie einer hdheren Metabolisierungs- oder Eliminierungsrate unter-
liegen. So haben viele der in der Leber oder im Darm entstandenen Metabolite, die im
Blut nachgewiesen wurden, eine vdllig andere biologische Aktivitat als ihre Ausgangs-
substanz (Manach et al. 2004). Beispielsweise bildet die Darmflora von nur etwa 30 bis
40% der Bevolkerung aus Daidzein (4°,7-Dihydroxyisoflavon), einem Isoflavon in Soja,
dessen Metabolit Equol (4°,7-Dihydroxyisoflavan). Dieses weist starkere physiologische
Eigenschaften als das urspriingliche Daidzein auf (Setchell et al. 2002). Darlber hinaus
hemmte Equol die Topoisomerasen | und Il im Gegensatz zu seinem Precursor Daidzein,
das keinen Effekt auf diese Enzyme zeigte, effektiver als das Isoflavon Genistein (Chang
et al. 1995). Die antikanzerogene Wirkung von Daidzein, die in einer vorangegangenen
Studie auf die Inhibierung von Topoisomerase Il zurlickgefihrt wurde (Marcovits et al.
1989), kann deshalb in vivo méglicherweise durch Equol hervorgerufen werden.

Ein weiteres Beispiel sind 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure und 4-Hydroxyphenylessig-
saure, die durch die bakterielle Dickdarmflora aus Quercetin und Quercetin-3-O-rutinosid
freigesetzt werden. Die Phenolsdauren hemmten die Blutplattchenaggregation in vitro
effektiver als ihre Vorlaufersubstanzen (Kim et al. 1998). Daneben beeinflusst eine in
Dinndarm und Leber stattfindende Glucuronidierung oder Sulfatierung der Polyphenole
diese in ihren biologischen Aktivitdten. Eine solche Konjugation kann bestimmte spezi-
fische biologische Effekte steigern, wie es bereits flr Xenobiotika gezeigt wurde (Kauff-
man et al. 1994). So berichteten Yoshizumi et al. (2002), dass Quercetin-3-O-glucuronid

eine vaskulare Hypertrophie der Zellen des glatten Muskels durch Angiotensin Il in vitro
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verhindert. Allerdings scheint die Konjugation die spezifischen Aktivitaten der Polyphenole
selbst zu mindern. So beobachtete die Gruppe um Spencer (2001a), dass weder Epi-
catechin-5-O-glucuronid noch Epicatechin-7-O-glucuronid in der Lage waren, Fibroblasten
und neuronale Zellen vor oxidativem Stress in vitro zu schitzen, wohingegen Epicatechin
und Methylepicatechin protektive Effekte aufwiesen.

Des Weiteren kdonnen Ergebnisse aus Tierexperimenten nicht ohne weiteres auf den
Menschen Ubertragen werden. Beispielsweise beobachteten Pietta und Mitarbeiter (1997)
Unterschiede im Flavonoidmetabolismus zwischen Mensch und Ratte. Nach oraler Auf-
nahme von 4 g eines Ginkgo biloba-Extraktes fand die Gruppe 3,4-Dihydroxyphenylessig-
saure, 3-Hydroxyphenylessigsaure, Homovanillinsaure (3-Methoxy-4-hydroxyphenylessig-
saure), Propionsaure und Benzoesaure als Abbauprodukte im Rattenurin. Im Humanurin
hingegen konnten weder Phenylessigsaure- noch Phenylpropionsaurederivate nachge-
wiesen werden, stattdessen wurden jedoch Derivate der Benzoesaure detektiert. Eine
mogliche Erklarung dieser Ergebnisse ist die unterschiedliche Anatomie von Mensch und
Ratte. Wahrend der Mensch eine Gallenblase besitzt, ist diese bei Ratten nicht vorhanden
(Manach et al. 2004). Daneben haben Ratten im Gegensatz zum Menschen eine groRRere
Anzahl von Bakterien im Magen, die einen hoheren mikrobiellen Abbau bereits vor
Erreichen des DUnndarms bedingen kann (Williamson et al. 2000). In einer von Gee et al.
(2000) durchgeflihrten Untersuchung zur Bioverfligbarkeit von Quercetinglucosiden bei
Ratten wurden als Metabolite Quercetin-3-O-glucuronid und Quercetin-7-O-glucuronid im
Plasma gefunden. Im Humanblut wurden nach oraler Aufnahme von Quercetinglucosiden
neben Quercetin-3-O-glucuronid noch 3°-Methylquercetin-3-O-glucuronid und 3°-O-
Quercetinsulfat bestimmt, Quercetin-7-O-glucuronid konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden (Day et al. 2001, Sesink et al. 2001). Auch von anderen Tieren ist bekannt, dass
sie abweichend vom Menschen metabolisieren. So sind Schweine nicht in der Lage,
Sulfatkonjugate zu bilden, wohingegen Katzen keine Glucuronidasen besitzen (Gibson
und Skett 1994).

Umfassende Kenntnisse Uber die Bioverfligbarkeit der Polyphenole und deren Metaboli-
sierung sind daher unabdingbar, um ihre biologischen Effekte zu verstehen und um letzt-
endlich die aktiven Substanzen zu identifizieren. DarUber hinaus sind diese Kenntnisse
notwendig, um die Risiken abschatzen zu kénnen, die mit mdglichen toxischen Effekten
der Polyphenole, z. B. aufgrund zu hoher Dosierung, in Verbindung gebracht werden. Im
Folgenden wird ein Uberblick tber die bisher erlangten Erkenntnisse hinsichtlich Digestion,
Absorption, Verteilung, Metabolismus und Elimination der Flavonoide und Phenolcarbon-

sauren gegeben.
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2.3.6.1 Digestion und Absorption

Vor dem Eintritt in den Dinndarm kommen die phenolischen Substanzen mit zwei bio-
logischen Flussigkeiten in Kontakt, dem Speichel (s. 2.2.1) und dem Magensaft (s. 2.2.2).
Diese spielen insofern eine Rolle als sie die Form der Polyphenole bestimmen, in welcher

diese den Diinn- und Dickdarm erreichen und dort absorbiert und metabolisiert werden.

Von Tsuchiya und Mitarbeitern (1997) durchgeflhrte Studien zur Wirkung von Speichel
auf Catechine aus griinem Tee zeigten nur geringe bis keine Modifikation der Verbindun-
gen. So ergab die Extraktion der phenolischen Substanzen aus Speichel nach 30-sekln-
diger Mundspulung mit grinem Tee hohe Wiederfindungsraten von 86 bis 99%. Auch bei
Procyanidinoligomeren (Dimere bis Hexamere) konnte nach Speichelinkubation Uber
einen Zeitraum von 30 Minuten keine Spaltung in kleinere Einheiten festgestellt werden
(Spencer et al. 2001b). Die Degalloylierung der Flavan-3-ol-gallatester in Speichel wurde
dagegen nachgewiesen (Yang et al. 1999). Eine hydrolytische Aktivitat des Speichels
gegeniber Flavonoidglucosiden wurde ebenfalls dokumentiert. Die Gruppe um Hirota
(2001) zeigte, dass 15 Minuten nach dem Verzehr von Zwiebelsuppe die darin enthal-
tenen Glucoside Quercetin-4’-O-glucosid und Quercetin-3,4"-O-diglucosid zu Quercetin
abgebaut wurden, wobei das Monoglucosid einer schnelleren Spaltung unterlag. Daneben
belegten ex vivo Untersuchungen von Walle et al. (2005) die Hydrolyse von Quercetin-3-
O-glucosid, Quercetin-4"-O-glucosid, Phloretin-2"-O-glucosid sowie Genistein-7-O-gluco-
sid in die jeweiligen Aglycone, wohingegen sich Naringenin-7-O-rutinosid und Quercetin-
3-O-rhamnosid als stabil erwiesen. Die Deglucosylierung erfolgt durch Enzyme der bakte-
riellen Mundflora sowie von im Mund vorliegenden abgelésten Epithelzellen (Nakamura
und Slots 1983, Makinen 1998, Walle et al. 2005).

Es ist allgemein bekannt, dass Flavonoidglycoside (Hollman und Katan 1999, Gee et al.
2004, Vallejo et al. 2004, Boyer et al. 2005, Bermudéz-Soto et al. 2007) sowie Hydroxy-
zimtsauren (Lambert et al. 1999, Takenara et al. 2000, Olthof et al. 2001b, Rechner et al.
2001, Chen et al. 2003, Lafay et al. 2006a) im sauren Milieu des Magensaftes stabil sind
und keiner Hydrolyse durch vorhandene Enzyme unterliegen. Auch die Stabilitdt der
monomeren Flavan-3-ole (+)-Catechin und (-)-Epicatechin im Magensaft ist hinreichend
belegt (Spencer et al. 2000, Zhu et al. 2002, Neilson et al. 2007), wohingegen die der
oligomeren Flavan-3-ole kontrovers diskutiert wird. So zeigte die Gruppe um Spencer
(2000), dass Procyanidinoligomere in simuliertem Magensaft (pH 2,0) in vitro in dimere
und monomere Einheiten gespalten werden. Auch fiir das Procyanidindimer B, wurde ein
Abbau zu (-)-Epicatechin und eine gleichzeitige Isomerisierung zu Procyanidin Bs in

simuliertem Magensaft (pH 1,8) nachgewiesen (Zhu et al. 2002). Indessen konnten
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Donovan und Mitarbeiter (2002a) in Ratten keinen Abbau des Procyanidindimers Bz oder
der héhermolekularen Procyanidine aus Weintraubenkernen feststellen. Auch bei in vivo
Versuchen mit humanem Magensaft zeigten sich nach Kakaokonsum keine Veranderun-
gen im Procyanidinprofil (Dimere bis Pentamere), was deren Stabilitdt im sauren Milieu
des Magens belegt (Rios et al. 2002).

Bereits im Magen werden einige Polyphenole absorbiert. Untersuchungen an Ratten zeig-
ten, dass das Flavonol Quercetin einer teilweisen gastralen Absorption unterliegt, sofern
es als Aglycon vorkommt. In glycosidisch gebundener Form hingegen erfolgte keine Ab-
sorption (Piskula et al. 1999, Pforte et al. 2000, Crespy et al. 2002a). Auch fir Antho-
cyanine wurde der Magen als Ort der Absorption nachgewiesen (Passamonti et al. 2003).
Nachdem Olthof und Mitarbeiter (2001b) in einer mit lleostomieprobanden durchgefiihrten
Studie nach Gabe von Kaffeesaure lediglich 5% in der ilealen Flussigkeit wiederfanden,
postulierten sie als einen moglichen Absorptionsweg die passive Diffusion von Kaffee-
saure in ihrer nichtionischen Form im Magen. Die Gruppe um Konishi (2006) zeigten in
vivo, dass verschiedene Hydroxyzimtsduren im Magen der Ratte absorbiert werden. Die
Effektivitat der Absorption stieg dabei in der Reihenfolge Gallussdure = 5-Kaffeoylchina-
saure < Kaffeesdure < p-Cumarséaure = Ferulasaure an. In Ubereinstimmung mit friiheren
Studien an Caco-2 Zellen (Konishi und Shimizu 2003, Konishi et al. 2003, Konishi und
Kobayashi 2004, Konishi und Kobayashi 2005) vermuteten die Autoren eine Beteiligung
des Monocarbonsauretransporters (MCT) an der Absorption. Weiterhin stellten sie fest,
dass die freien Substanzen bereits nach wenigen Minuten ihr Konzentrationsmaximum in
der Portalvene und der abdominalen Arterie aufwiesen, die Konzentration ihrer Konjugate
jedoch nur langsam anstieg. Die Autoren nahmen daher an, dass fiir die Absorption im
Magen neben einem schnellen Permeationssystem fiir die freien phenolischen Sauren ein
langsames fir die konjugierten Derivate verantwortlich ist. In Tierversuchen konnte die
gastrale Absorption von Ferulasaure und 5-Kaffeoylchinasaure nach in situ Perfusion bzw.
nach 30-minutiger Infusion in deren intakter Form bestatigt werden (Zhao et al. 2004,
Lafay et al. 2006a).

Bei dem Ubergang aus dem Magen in das Jejunum steigt der pH-Wert von etwa 2 auf 7
an. In Gegenwart des neutralen bis leicht alkalischen Duodenalsekrets unterliegen einige
der phenolischen Substanzen Modifizierungen. So sind fur 5-Kaffeoylchinasdure Isomeri-
sierungs- und Hydrolysereaktionen ab einem pH von 6 bekannt (Chen et al. 2003, Vallejo
et al. 2004, Farah et al. 2006), wohingegen Kaffeesdure und Ferulasdure unter diesen
Bedingungen stabil sind (Takenaka et al. 2000, Olthof et al. 2001b). Auch fur das Aglycon
Quercetin wurde im schwach alkalischen Milieu in vitro ein nahezu vollstandiger Abbau

nachgewiesen (Boyer et al. 2005, Bermudéz-Soto et al. 2007). Als Metabolite wurden u. a.
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3,4-Dihydroxybenzoesaure und 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure identifiziert (Makris et al.
2000, Buchner et al. 2006, Zenkevich et al. 2007). Die Quercetinglycoside Quercetin-3-0O-
glucosid, Quercetin-3-O-galactosid und Quercetin-3-O-rutinosid hingegen unterlagen in
Gegenwart von simuliertem Duodenalsaft bei pH-Werten zwischen 6,5 und 7,5 keinen Ab-
baureaktionen (Boyer et al. 2005, Bermudéz-Soto et al. 2007, Zenkevich et al. 2007). Fir
die Instabilitdt der Flavan-3-ole in vitro bei neutralem bis leicht alkalischem pH gibt es
zahlreiche Belege (Zhu et al. 1997, Yoshino et al. 1999, Chen et al. 2001, Record und
Lane 2001, Zhu et al. 2002, Su et al. 2003, Jorgensen et al. 2004, Green et al. 2007,
Neilson et al. 2007). Generell unterliegen oligomere und polymere Procyanidine bei pH-
Werten grofRer 7 einer Spaltung in kleinere Einheiten. Bei den Monomeren (-)-Epicatechin
und (+)-Catechin finden neben den Abbaureaktionen auch Isomerisierungen statt. So wur-
de in schwach alkalischem Milieu die Epimerisierung von (-)-Epicatechin zu (-)-Catechin
(Kofink et al. 2007a, Komatsu et al. 1993) und die von (+)-Catechin zu (+)-Epicatechin
(Kiatgrajai et al. 1982) beobachtet.

Umfang und Rate der nun folgenden Polyphenolabsorption werden von zahlreichen Fak-
toren beeinflusst. Im Dinndarm spielen Aufnahme, Konjugationen und Wechselwirkungen
z. B. mit Proteinen eine Rolle. Im Dickdarm sind das Metabolisierungspotential der bakte-
riellen Mikroflora sowie die anschlieRende Absorption der entstandenen Metabolite von
Bedeutung. Des Weiteren ist die Absorption von der bilidren Ausscheidung nach hepati-
scher Biotransformation bzw. Konjugation abhangig (Lin et al. 1999b, Carbonaro et al.
2001, Carbonaro und Grant 2005). Die Absorption der Polyphenole Gber den Dinndarm
wird darlber hinaus sowohl von physikochemischen Faktoren wie MolekilgréRe, Lipo-
philie, Loslichkeit und pK,-Wert der phenolischen Substanzen als auch von biologischen
Faktoren wie gastralen und intestinalen Passagezeiten, Membranpermeabilitat, Lumen,
pH und dem first-pass‘ Metabolismus beeinflusst (Higuchi et al. 1981, Stahl et al. 2002,
Spencer 2003). Modellversuche weisen darauf hin, dass die Deglycosylierung an der
Blrstensaummembran die Absorption bestimmter Glucoside erleichtert (Day et al. 2000a).
Daneben missen Faktoren wie applizierte Dosis und Darreichungsform der Polyphenole
sowie die Ernahrung und das Geschlecht berlcksichtigt werden (Erlund et al. 2001,
Lesser et al. 2004). So hat man bei Frauen, die Kontrazeptiva einnahmen, die héchsten
Plasmakonzentrationen gefunden, wahrend die Absorptionsrate bei Mannern noch gerin-
ger war als bei Frauen, die keine Kontrazeptiva eingenommen hatten. Die Ursachen flr
diese Unterschiede sind nicht bekannt (Watzl und Rechkemmer 2001b). Ferner zeigten
sich bei gleichzeitiger protein- und eisenreicher Kost negative Auswirkungen auf die
Absorption von Flavonoiden, da diese Komplexe mit den Polyphenolen bildeten (Arts et al.

2002). Eine fetthaltige Kost verzdgert die Absorption und erhéht die Ausscheidung der
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phenolischen Konjugate mit dem Urin (Baba et al. 2000, Azuma et al. 2002, Bugianesi et
al. 2002, Visioli et al. 2003). Die Zugabe von Milch zu Tee hingegen beeinflusste die Ab-
sorption von Flavan-3-olen (van het Hof et al. 1999), Flavonolen (van het Hof et al. 1998)
und 5-Kaffeoylchinasaure (Dupas et al. 2006) nicht signifikant. Auch die Gegenwart von
Alkohol zeigte keine Effekte auf die Absorption von (+)-Catechin (Bell et al. 2000, Gold-
berg et al. 2003), Quercetin (Goldberg et al. 2003) oder Malvidin-3-O-glucosid (Bub et al.
2001), beschleunigte aber den Efflux von (+)-Catechin aus den Plasmazellen durch eine

schnellere Ausscheidung bzw. eine gesteigerte Methylierung (Bell et al. 2000).

Um die Absorption von Quercetin im Dinndarm zu untersuchen, fihrten Hollman und
Mitarbeiter (1995) eine Studie mit lleostomieprobanden durch (vgl. 2.2.6.4.1). Nach oraler
Aufnahme von gedinsteten Zwiebeln, die v.a. Quercetinglucoside enthielten (89 mg
Quercetinaquivalente), zeigte sich, dass 52% der applizierten Dosis absorbiert wurden. Im
Vergleich dazu lag die Verfugbarkeit nach Applikation des Aglycons nur bei 24%, nach
Gabe von Quercetin-3-O-rutinosid betrug sie lediglich 17%. Die Ergebnisse lieRen den
Schluss zu, dass einige Glycoside im Menschen bereits vor der hydrolytischen Spaltung
durch die Mikroflora des Dickdarms absorbiert werden.

In einer weiteren Studie an Probanden mit intaktem Darm verglichen die Autoren die
relative Bioverfligbarkeit von Quercetin aus Zwiebeln (Quercetinglucoside, 68 mg Querce-
tinaquivalente), Apfeln (verschiedene Quercetinglycoside, 109 mg Quercetindquivalente)
sowie Quercetin-3-O-rutinosid (112 mg Quercetinaquivalente) und bestatigten ihre Ergeb-
nisse aus der vorangegangenen Studie mit ileostomierten Probanden (Hollman et al.
1997). Die maximale Plasmakonzentration (224 ng/mL) wurde bereits 0,7 Stunden nach
dem Verzehr von Zwiebeln beobachtet. Es folgten Apfel mit einer maximalen Plasmakon-
zentration von 92 ng/mL bei 2,5 Stunden und Quercetin-3-O-rutinosid mit einer maximalen
Plasmakonzentration von 90 ng/mL bei 9,3 Stunden. Innerhalb von 24 Stunden wurden
nach Einnahme der Zwiebeln nur 1,39% der Dosis renal eliminiert, 0,44% nach Einnahme
von Apfeln und 0,35% nach Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid. Hollman et al. (1997)
folgerten aufgrund des frlhen Konzentrationsmaximums nach Aufnahme von Zwiebeln,
dass die Quercetinglucoside bereits im Dinndarm absorbiert werden, wohingegen andere

Quercetinglycoside erst im Dickdarm verfugbar sind.

Parallel zu den Studien von Hollman und Mitarbeitern fihrte die Gruppe um Manach
(1995) Fitterungsversuche an Ratten durch, denen 16,4 mmol Quercetin bzw. Quercetin-
3-O-rutinosid pro kg Futter Uber einen Zeitraum von zehn Tagen verabreicht worden war.
Nach beiden Behandlungen lag die Gesamtflavonolkonzentration einschliellich konju-

gierter Metabolite im Blutplasma bei 115 pmol/L, was im Gegensatz zu den Ergebnissen



68 2 Kenntnisstand

von Hollman et al. (1995) auf eine geringe Absorption hindeutete. In einem weiteren
Futterungsversuch mit Ratten zur Bioverfligbarkeit von Quercetin und Quercetin-3-O-ruti-
nosid beobachtete die Arbeitsgruppe um Manach (1997) eine langsamere Absorption des
Quercetinglycosids als die des Aglycons. In Analogie zu den Angaben von Hollman et al.
(1997) folgerten die Autoren ebenfalls, dass Quercetin-3-O-rutinosid erst nach mikrobieller
Deglycosylierung im Dickdarm, das freie Quercetin hingegen bereits im Dinndarm ab-

sorbiert wird.

In einer dritten von Hollman und Mitarbeitern (1999) durchgefiihrten Studie, bei der die
Probanden 311 ymol reines Quercetin-4'-O-glucosid bzw. Quercetin-3-O-rutinosid oral
aufgenommen hatten, bestéatigte die Gruppe ihre bisherigen Uberlegungen. So wurde die
maximale Plasmakonzentration nach Quercetin-4’-O-glucosidzufuhr bereits nach einer
halben Stunde erreicht, wohingegen sie nach oraler Quercetin-3-O-rutinosidaufnahme
erst nach sechs Stunden beobachtet wurde. Auch die ermittelten Plasmakonzentrationen
waren mit 3,5 umol/L nach Applikation von Quercetin-4’-O-glucosid etwa um den Faktor
20 hoher als nach oraler Aufnahme von Quercetin-3-O-rutinosid (0,2 pmol/L). Die Autoren
postulierten daraufhin einen aktiven Transport des Glucosids Uber den Na*-abh&angigen
Glucosetransporter SGLT-1. Sie beriefen sich dabei auf eine von Mizuma et al. (1994)
durchgeflihrte Studie, die belegte, dass SGLT-1 neben Glucose auch Substanzen trans-
portiert, die mit ihr 8-glucosidisch verknipft sind.

Die Befunde von Hollman et al. (1995) waren Anlass umfangreicher Untersuchungen zur
Bedeutung des Dunndarms bei der Absorption von Flavonoidglycosiden, die lange Zeit
nur fur Aglycone bekannt war (u. a. Day et al. 1998, Gee et al. 1998, Walgren et al. 1998,
Crespy et al. 1999, Day et al. 2000a, Gee et al. 2000, Walgren et al. 2000a, Walgren et al.
2000b, Ader und Bloeck 2001, Wolffram et al. 2002, Day et al. 2003). Mittlerweile gilt es
als bewiesen, dass die Struktur des konjugierten Zuckers ein ausschlaggebender Faktor
in Bezug auf die Absorption von Quercetin im Dinndarm ist (Erlund et al. 2000, Graefe et
al. 2001, Arts et al. 2004, Manach und Donovan 2004).

Die intestinale Absorption der Flavonoide erfordert zuerst eine Deglycosylierung. Dieser
Schritt findet zum einen im Dickdarm durch die bakterielle Darmflora statt. Zum anderen
sind, ausgel6st durch die Studien von Hollman et al. (1995), mittlerweile noch zwei wei-
tere Aufnahmewege nachgewiesen worden (Abbildung 2.20). So kdnnen einige Flavo-
noidglucoside direkt aus dem Dinndarm nach Deglucosylierung durch die $-Glucosidase
Lactase-Phloridzin-Hydrolase (LPH) und anschlieRender passiver Diffusion der Aglycone
durch die Enterozyten absorbiert werden (Day et al. 1998, Day et al. 2000a, Németh et al.
2003). Die Hydrolyse der Flavonoidglucoside durch LPH, die auf der luminalen Seite des
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Burstensaums des Dunndarms lokalisiert ist, katalysiert vorwiegend die Spaltung von
Lactose. Daneben sind B-Glucoside, Glucosylceramide und Lactosylceramide Substrate
des Enzyms. Auch Glucuronide werden von LPH gespalten, wenngleich die Hydrolyserate
um ein Vielfaches geringer ist als fiir das korrespondierende Aglycon (Németh et al. 2003).
Ferner besitzt LPH eine zweite Bindungsstelle zur Hydrolyse lipophilerer Substrate wie
das Dihydrochalkon Phloretin-2°-O-glucosid (Scalbert und Williamson 2000). Eine selek-
tive Hemmung dieser Phloridzinseite beeinflusst die Effektivitat von LPH bezlglich einer
Spaltung von Quercetin-3-O-glucosid und Quercetin-4’-O-glucosid nur geringfugig, was
beweist, dass der Schritt der Deglucosylierung hauptsachlich auf der Lactaseseite
stattfindet (Wolffram et al. 2002).

Eine weitere Mdglichkeit fiir die Flavonoidabsorption im Dinndarm stellt der aktive Trans-
port der Flavonoidglucoside durch den Na*-abhangigen intestinalen D-Glucosetransporter
(SGLT-1) in den Enterozyten dar (Walgren et al. 2000b, Wolffram et al. 2002), in dem an-
schlielRend eine Freisetzung des Aglycons durch eine unspezifische cytosolische 3-Gluco-
sidase (CBG) und die Metabolisierung in die im Blutplasma detektierbaren Konjugate er-
folgt (Day et al. 1998, loku et al. 1998, Day et al. 2003, Németh et al. 2003). Allerdings
wird die Effektivitat dieses Absorptionswegs zu einem gro3en Umfang durch das Multi-
drug-Resistance assoziierte Protein 2 (MRP-2) vermindert, das sich auf der luminalen
Seite der Epithelzellen befindet und die gebildeten Konjugate aktiv in das intestinale
Lumen zuricktransportiert (Walgren et al. 2000a, Petri et al. 2003, Walle 2004).

Intestinales —— F-Gly > zum Dickdarm
F + Gly

Enterozyt

F-Gly F
|

‘ metabolisierende ‘
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung der mdglichen Absorptionswege von Flavonoidglyco-
siden im Dunndarm (modifiziert nach Németh et al. 2003). F = Flavonoid, F-
Gly = Flavonoidglycosid, SGLT-1 = Na*-abhéngiger Glucosetransporter, LPH =
Lactase-Phloridzin-Hydrolase, CBG = cytosolische B-Glucosidase.
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Mit Hilfe von Inhibitoren fir LPH und SGLT-1 wurde gezeigt, dass in Position 3 konjugierte
Glucoside keine Substrate fir CBG sind und ihre Absorption daher ausschliel3lich nach
Hydrolyse durch LPH Uber passive Diffusion erfolgt (Day et al. 1998, Sesink et al. 2003).
Grolere Molekile wie Quercetin-3,4"-O-diglucosid wechselwirken nur schwach mit dem
Zuckertransporter und werden daher ebenfalls nach Hydrolyse durch LPH Uber passive
Diffusion absorbiert (Gee et al. 2000). Kein Flavonoidmolekil wird vollstandig ber den
SGLT-1/CBG-Weg absorbiert. Beispielsweise sind an der Absorption von Quercetin-4’-O-
glucosid beide Routen beteiligt (Day et al. 2003).

Polyphenole, die mit einer Rhamnoseeinheit verknlipft sind, wie Quercetin-3-O-rhamnosid
oder Quercetin-3-O-rutinosid, stellen hingegen keine Substrate fir humane B-Glucosida-
sen dar und kdnnen nur von den der Mikroflora des Kolons sezernierten a-Rhamnosida-
sen gespalten werden (Manach et al. 1995, Hollman und Katan 1997). Wahrscheinlich
trifft das auch fur Polyphenole zu, die mit Arabinose oder Xylose verknlpft sind (Manach
et al. 2004). Daher werden Polyphenolglycoside mit Rhamnose, Arabinose oder Xylose im
Vergleich zu den entsprechenden Aglyconen bzw. Polyphenolglucosiden langsamer und
weniger effizient absorbiert. Maximale Plasmakonzentrationen dieser Flavonoide und ihrer
Abbauprodukte werden daher erst spat erreicht. So lag der Zeitpunkt der maximalen
Plasmakonzentration flr Hesperetin-7-O-rutinosid bei funf (Manach et al. 2003), der fir
Quercetin-3-O-rutinosid sogar bei neun Stunden (Hollmann et al. 1997). Im Gegensatz
dazu liegen maximale Plasmakonzentration i. d. R. ein bis zwei Stunden nach Polyphenol-
aufnahme vor (Manach et al. 2005). Die Eliminationshalbwertszeit im Blut betragt etwa ein
bis zwei Stunden, sodass nach sechs bis acht Stunden nach Zufuhr der Basalwert wieder

erreicht wird.

Untersuchungen mit Anthocyanidinen deuten darauf hin, dass diese im Gegensatz zu den
Flavonolen als intakte Glycoside absorbiert werden. Die Gruppe um Miyazawa (1999)
fand nach oraler Applikation von Cyanidin-3-O-glucosid bzw. Cyanidin-3,5-O-diglucosid
sowohl bei der Ratte als auch beim Menschen neben methylierten Metaboliten die in-
takten Glucoside im Plasma. Das Aglycon oder Cyanidinkonjugate wie Glucuronide oder
Sulfate wurden hingegen nicht nachgewiesen. Tsuda et al. (1999) fanden nach oraler
Gabe das intakte Cyanidin-3-O-glucosid und dessen methylierte Metabolite im Plasma der

Ratte, konnten allerdings ebenfalls keine Konjugate nachweisen.

Die Flavan-3-ole gehdren zu den wenigen Flavonoiden, die in ihrer nativen Form nicht an
einen Zuckerrest gebunden sind, jedoch liegen sie oftmals acyliert, besonders mit Gallus-

sauren, vor. Diese Substitution verursacht verglichen mit einer Glycosylierung nur geringe
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Veranderungen in der Lipophilie. Flavan-3-ole passieren die biologischen Membranen
mittels passiver Diffusion und werden im Gegensatz zu anderen Nahrungsflavonoiden
ohne vorherige Dekonjugation oder Hydrolyse absorbiert (Rice-Evans et al. 1996, Gu et al.
2003). Einfluss auf die Absorption der (monomeren) Flavan-3-ole hat deren Stereochemie.
So wird (-)-Epicatechin besser absorbiert als (+)-Catechin (Baba et al. 2001), welches
wiederum in héheren Mengen aufgenommen wird als (-)-Catechin (Donovan et al. 2006).
Darlber hinaus wird die Absorption stark von der Bindung an endogene Proteine im intes-
tinalen Lumen beeinflusst. Vor allem hdéhermolekulare Procyanidine weisen eine hohe
Affinitat zu Proteinen auf. Ihre Absorption durch die Darmbarriere ist daher auf kleinere
oligomere bzw. monomere Formen und auf durch die mikrobielle Darmflora gebildete Me-
tabolite beschrankt (Manach et al. 2003, Spencer 2003, Tsang et al. 2005). In vitro Unter-
suchungen mit radiomarkierten Procyanidinen in humanen Caco-2 Zellen als Modell fir
die Absorption im DlUnndarm zeigten, dass nur die Di- und Trimere in der Lage sind, das
intestinale Epithelium zu passieren (Dépréz et al. 2001). In Ratten konnte eine intakte,
aber sehr schwache Absorption von Procyanidin B, nachgewiesen werden (Baba et al.
2002), wohingegen Procyanidin B3 nicht absorbiert wurde (Donovan et al. 2002a). Auch in
einer von Holt et al. (2002b) durchgefiihrten Humanstudie wurde Procyanidin B, im
Plasma nach Aufnahme eines Kakaogetranks detektiert. Allerdings betrug die maximale
Plasmakonzentration nach zwei Stunden lediglich 0,04 uymol/L und war damit wesentlich

niedriger als die nach etwa aquivalenter Epicatechinaufnahme (6,0 pmol/L).

Uber die Absorption von Hydroxyzimtsduren gibt es bisher nur wenig Hinweise in der
Literatur. In freier Form vorliegend werden sie schnell im Diinndarm absorbiert und unter-
liegen anschlieRend den gleichen Metabolisierungswegen wie die Flavonoide (Azuma et
al. 2000, Clifford 2000, Cremin et al. 2001, Simonetti et al. 2001, Scalbert et al. 2002).
Postuliert wird die intestinale Aufnahme (ber einen aktiven Transport anhand eines Na*-
abhangigen Transportsystems, welches fir Zimtsauren und Ferulasaure spezifisch ist und
auch fir die Aufnahme anderer Hydroxyzimtsauren verantwortlich sein konnte (Abbildung
2.21) (Wolffram et al. 1995, Ader et al. 1996, Chesson et al. 1999). In Caco-2 Zellen
konnte der Transport ber den MCT fir p-Cumarsaure, Gallussaure (Konishi et al. 2003),
Ferulasaure (Konishi und Shimizu 2003), Kaffeesaure (Konishi und Kobayashi 2004) und
Rosmarinsdure (Konishi und Kobayashi 2005) nachgewiesen werden. Einfluss auf die
Absorption hat die endotherme Bindung der Hydroxyzimtsauren an Proteine. Wahrend
Kaffeesaure mit 60 - 90% in vivo die umfassendste Bindung an humanes Serumalbumin
zeigt, liegen die Bindungsaffinitdten von Ferulasaure, m- und p-Cumarsaure mit weniger
als 10% deutlich darunter (Adzet et al. 1988, Camarasa et al. 1988). Auch 5-Kaffeoyl-

chinasaure weist eine schwachere Bindung an Serumalbumin auf als Kaffeesaure (Mura-
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lidhara und Prakash 1995). Fiur eine Reihe von Benzoesauren und Phenylessigsauren
wurde gezeigt, dass mit steigender Lipophilie auch deren Bindungsaffinitat zu humanem
Serumalbumin steigt und dadurch gleichzeitig der Ubergang in die Enterozyten verzdgert
wird (Laznicek und Laznickova 1995, Sakurai et al. 1996).

Plasma Epithelzelle Darmlumen

CA 5-CQA

_______ Mukosa- =
" Dunndarm
< bakterielle P
U " Dickdarm

[ bakterieller Metabolismus]

---| m-CoA | |3-HPPA

Absorption <—@

aktiver Transport

Absorption | « @@ _____

aktiver Transport

Exkretion i
v

q--------

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung der mdglichen Absorptionswege von freien und ver-
esterten Hydroxyzimtsauren im Darm (modifiziert nach Konishi und Kobayashi
2004). MCT = Monocarbonsauretransporter, CA = Kaffeesaure, 5-CQA = 5-Kaf-
feoylchinasaure, m-CoA = m-Cumarsaure, 3-HPPA = 3-Hydroxyphenylpropion-
saure.

Die Absorption der veresterten Hydroxyzimtsauren konnte im Rahmen bisheriger Unter-
suchungen nicht eindeutig geklart werden. Arbeitsgruppen, die nach Applikation von
5-Kaffeoylchinasaure geringe Mengen der intakten Verbindung in Plasma oder Urin detek-
tierten, postulierten die Absorption des intakten Molekdls. Aufgrund der geringen Wieder-
findung schlossen sie auf eine Metabolisierung in Plasma und Leber unter Spaltung der
Esterbindung (Cremin et al. 2001, Olthof et al. 2001b, Dupas et al. 2006). Die Gruppe um
Plumb (1999) hingegen zeigte, dass sich 5-Kaffeoylchinasaure nach 2-stundiger Inkuba-
tion sowohl mit Humanplasma als auch mit menschlichem Leberhomogenat als stabil er-
wies. Darlber hinaus bestatigten Spencer et al. (1999) den Dickdarm als Ort der Absorp-
tion von Kaffeoylchinasaurederivaten, da sie eine Absorption der 5-Kaffeoylchinasaure
von lediglich 0,1% im in vitro Modell mit dem Didnndarm von Ratten nachweisen konnten.
Allerdings fanden Azuma und Mitarbeiter (2000) in Versuchen mit Ratten, denen 5-Kaf-

feoylchinasaure direkt in den Magen intubiert wurde, Gberwiegend das intakte Molekdl im



2 Kenntnisstand 73

Dunndarm vor (bis zu 99,2%). Die Autoren nahmen an, dass weder die Dinndarmmukosa
noch die Dunndarmflora Uber eine Esterase verfugt, die in der Lage ist, 5-Kaffeoylchina-
saure hydrolytisch zu spalten. Weiter vermuteten sie, dass eine solche Spaltung erst im
Dickdarm stattfindet. Eine Esteraseaktivitat konnte sowohl beim Menschen als auch in der
Ratte in der Kolonmikroflora nachgewiesen werden (Plumb et al. 1999, Chesson et al.
1999). Bisher wurden die Bakterienstamme Escherichia coli, Bifidobacterium lactis und
Lactobacillus gasseri identifiziert (Couteau et al. 2001). In der von Azuma et al. (2000)
durchgefiihrten Studie detektierte die Gruppe des Weiteren im Plasma keine 5-Kaffeoyl-
chinasaure, jedoch freigesetzte Kaffeesdure und deren Konjugate mit einem Konzen-
trationsmaximum nach bereits 30 Minuten, sodass eine erst im Caecum stattfindende
Spaltung der Kaffeoylchinasaure unwahrscheinlich erscheint. Allerdings ist hier das
Studiendesign (Magenintubation) zu beachten, welches moglicherweise einen schnellen
Ubergang in das Kolon bedingt und das friihe Auftreten der Metabolite im Plasma erklart
(Manach et al. 2004). In einer spateren Humanstudie wurde nach Kaffeekonsum ebenfalls
keine intakte 5-Kaffeoylchinasaure, sondern freie Kaffeesaure und deren Konjugate im
Plasma nachgewiesen (Nardini et al. 2002). Die Autoren folgerten daraus, dass die Spal-
tung der Esterbindung noch vor Erreichen des systemischen Kreislaufs, gefolgt von der
Absorption der Metabolite, stattfindet. Esterasen die sich entlang des gesamten Darmab-
schnitts verteilen und sowohl in den Mukosazellen als auch im Lumen lokalisiert sind,
wurden in der Literatur beschrieben (Andreasen et al. 2001a, Kern et al. 2003, Lafay et al.
2006b). Dartber hinaus sind einige Bakterien des Gastrointestinaltraktes in der Lage,
Phenolsauren aus gebundenen Komplexen freizusetzen (Buchanan et al. 1996, Kroon et
al. 1997, Wende et al. 1997, Andreasen et al. 2001b). Der von Nardini et al. (2002) postu-
lierte parazellulare Absorptionsweg von 5-Kaffeoylchinasaure (vgl. Abbildung 2.21) wird
durch weitere Untersuchungen gestlitzt (Camasara et al. 1988, Bourne und Rice-Evans
1998a, Choudhury et al. 1999, Gonthier et al. 2003a, Konishi und Kobayashi 2004, Lafay
et al. 2006b). Allerdings wurden die Metabolite in dieser Studie wie bereits bei Azuma et
al. (2000) relativ frih im Plasma (1 Stunde) detektiert. Auch hier kann das Studiendesign
(alleinige Kaffeeaufnahme nach Fasten) als mogliche Ursache herangezogen werden.
Dennoch erscheint das Unvermdgen des Gewebes, veresterte phenolische Sauren hydro-

lytisch zu spalten, zweifelhaft.

2.3.6.2 Metabolismus und Bioverfugbarkeit

Zur Klarung der Bioaktivitat ist die Kenntnis von der Biotransformation der pflanzlichen
Phenole in Dinndarm und Leber sowie die ihrer absorbierten Metabolite aus dem Dick-

darm zwingend erforderlich. Die moglichen Routen und Metabolisierungen der Flavonoide
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und Phenolcarbonsduren im Gastrointestinaltrakt sind in Abbildung 2.22 schematisch dar-
gestellt. Die Konjugation der Hydroxylgruppen mit Glucuronsaure, Sulfat und/oder Glycin
oder eine O-Methylierung der Catechole sind die haufigsten Schritte der Metabolisierung
von Polyphenolen (Stahl et al. 2002).

In der Dinndarmmukosa und der Leber kénnen die phenolischen Substanzen methyliert,
sulfatiert und glucuronidiert werden. Diese Konjugationen finden enzymatisch statt und
sind abhangig von der Verteilung und der Spezifitat der entsprechenden Enzyme (Scal-
bert und Williamson 2000). Studien an isoliertem Rattendiinndarm haben gezeigt, dass
bereits bei dem Transfer von der mukosalen zur serosalen Seite ein ausgepragter Meta-

bolismus der Flavonoide in den Enterozyten stattfinden kann (Spencer et al. 2001b).

Flavonoide, aulere
Phenolcarbonséauren Gewebe
\ Phase | + I
Metabolismus
Dunndarm Leber ——— Blut JE—

Phase 1+l
Metabollsmus
Galle vy

chkdarm \\Nify

\ bakterieller Abbau \

Faezes Urin

Abbildung 2.22: Mdogliche Metabolisierungswege der Flavonoide und Phenolcarbonsauren im
Gastrointestinaltrakt (modifiziert nach Rice-Evans 2001, Stahl et al. 2002,
Scalbert und Williamson 2002).

Die in den Metabolismus der Polyphenole involvierten Enzyme sind aufgrund ihrer Rolle
im Metabolismus verschiedener Arzneistoffe gut erforscht. Die Catecholamin-O-methyl-
transferase (COMT) ist eines der Hauptenzyme im Dopaminstoffwechsel und unterliegt
einem funktionellen genetischen Polymorphismus. Das Enzym weist hochste Aktivitaten in
Leber und Nieren auf (Tilgmann und Ulmanen 1996, Piskula und Terao 1998). Daneben
ist eine spezifische Aktivitat auch in den jejunalen und ilealen Teilen des Dinndarms
(Kuhnle et al. 2000a, Kuhnle et al. 2000b, Donovan et al. 2001) sowie in den Enterozyten
(Okushio et al. 1999) nachgewiesen worden. COMT methyliert die Polyphenole an den

Hydroxylgruppen des Catecholrings, bevorzugt in 3"-Position (Mannisto und Kaakkola
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1999). Fir Quercetin, (-)-Epicatechin, (+)-Catechin, Kaffeesaure und Cyanidin ist dieser
Konjugationsschritt sehr gut untersucht (Zhu et al. 1994, Piskula und Terao 1998, Crespy
et al. 1999, Lee et al. 2002, Wu et al. 2002, Manach et al. 2004). Die Methylierung von
Procyanidin B; wurde in vitro mit frischen humanen Leberhomogenaten belegt, eine
Methylierung der Proanthocyanidine in vivo hingegen wurde bisher nicht nachgewiesen
(Rasmussen et al. 2005).

Einige pflanzliche Phenole werden durch Cytochrom-P450 Enzyme an der 4°-, jedoch
nicht an der 3’-Position wieder demethyliert, sodass eher dessen Spezifitat als die der
COMT den Ort der Methylierung dirigiert. Wahrend z. B. Kdmpferol und Tamarixetin (in 4'-
Position methoxyliert) zu Quercetin umgewandelt werden kénnen, wurde kein Metabolis-
mus fir Quercetin oder Isorhamnetin (in 3’-Position methoxyliert) beobachtet (Nielsen et
al. 1998). Moridani et al. (2002) fihrten verschiedene Experimente zur Catechol-O-
methylierung und O-Demethylierung an isolierten Hepatozyten der Ratte durch. Die Unter-
suchungen zeigten eine Methylierung von Kaffeesaure zu Ferulasaure und eine Hydro-
genierung zu Dihydrokaffeesaure, welche ebenfalls methyliert wurde. Alle Schritte waren
jedoch durch CYP1A1 und CYP1A2 gesteuerte reversible Prozesse. Auch andere Studien
an Mikrosomen der Rattenleber zeigten, dass die 4°-O-Methylierung von Dihydroxy-
phenolverbindungen zwar durch Catechol-O-methyltransferasen mdglich ist, diese Po-
sition in der Leber jedoch in hdherem Male einer Demethylierung unterliegt (Masari et al.
1964, Nielsen et al. 1998).

Daneben katalysieren Cytochrom-P450 Enzyme auch Hydroxylierungen von Polypheno-
len. Vor allem die beiden Isoenzyme CYP1A2 und CYP3A4 sind in den Metabolismus von
Flavonoiden im Darm involviert. Die Cytochrom-P450 Familie unterliegt einem starken
Polymorphismus, sodass die Metabolisierung in sehr unterschiedlichem Malie stattfindet
(Breinholt et al. 2002).

Einige Flavonoide kdnnen als Cytochrom-P450 Inhibitoren wirken und dadurch die Bio-
verfugbarkeit von Medikamenten steigern. Steigende Konzentrationen zahlreicher Thera-
peutika wurden z. B. bei Coaufnahme von Grapefruitsaft beobachtet, was auf den hem-
menden Effekt von Naringenin auf CYP3A4 zurlickgefihrt wurde (Fuhr 1998, Hodek et al.
2002). Das in Erdbeeren vorliegende Kampferol-3-8-6-O-trans-p-cumaroylglycopyranosid
ist ebenfalls in der Lage, das Enzym ab einer Konzentration von 0,7 ymol/L zu hemmen
(Ota und Tsukamoto 2006).

Eine Gruppe cytosolischer Enzyme stellen die Phenolsulfotransferasen (P-PST, SULT)
dar. Sie sind weit verbreitet und v. a. in der Leber (SULT1A1) und im Kolon (SULT1A3)
vorhanden, wobei die Leber der Hauptort fur die Bildung von Sulfokonjugaten ist.

SULT1A3 weist eine hohe Spezifitdt gegeniber den Catecholgruppen der Polyphenole
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auf (Piskula und Terao 1998). Weitere Substrate sind lodothyronin, p-Nitrophenol und
Hydroxyarylamide. Weder die an der Konjugation der Polyphenole beteiligten Isoformen
noch die Positionen der Sulfatierung sind bisher eindeutig geklart. Eine Induzierung der
SULT kann nicht durch Nahrung, Xenobiotika oder Umweltfaktoren erfolgen. Einige dieser
Enzyme werden hingegen durch Flavonoide wie Quercetin, Daidzein oder Resveratrol
gehemmt (Walle et al. 1995, Eaton et al. 1996, Wong und Keung 1997, Otake et al. 2000,
Marchetti et al. 2001), wodurch die Funktion von Thyroidhormonen, Steroiden und Cate-

cholaminen beeinflusst wird (Coughtrie et al. 1998).

Die Phase II-Enzyme Uridin-5"-diphosphat-glucuronosyltransferasen (UDPGT, UGT) kata-
lysieren die Konjugation von Flavonoiden und Phenolcarbonsauren mit Glucuronsaure.
Sie sind membrangebunden und im endoplasmatischen Retikulum zahlreicher Gewebe
lokalisiert. Die Glucuronidierung der phenolischen Substanzen wird in erster Linie durch
Enzyme der Familie UGT1A katalysiert, die v. a. im Darm, in der Leber und in den Nieren
vorkommen (Cheng et al. 1998, Piskula und Terao 1998, Cheng et al. 1999, Oliveira und
Watson 2000, Oliveira et al. 2002). Hochste Aktivitaten sind fur die Dunndarmmukosa be-
schrieben. So wurde fir Kaffeesaure gezeigt, dass eine Glucuronidierung hauptsachlich in
der Dinndarmwand und nicht in der Leber stattfindet. In Perfusionsexperimenten am
Rattendarm lag Kaffeesaure zu 63,7% in Form von Phase II-Konjugaten im Resorbat vor
(Spencer et al. 1999). Nach Perfusion von Rattenleber wurden hingegen nur 6,7% der
Hydroxyzimtsaure als Konjugate wiedergefunden (Gumbinger et al. 1993). Des Weiteren
belegten Crespy und Mitarbeiter (1999) in einer in situ Perfusionsstudie am Dinndarm
von Ratten die intensive Glucuronidierung, Methylierung und Sulfatierung von Quercetin.
Mit Hilfe entsprechender Mikrosomen wiesen die Autoren eine héhere Aktivitat der UGT
im Dinndarm als in der Leber nach.

Nahrung, Umwelteinfliisse und genetische Faktoren beeinflussen die UGT-Aktivitat, wo-
durch interindividuelle Unterschiede im Glucuronidierungsmuster auftreten kénnen (Yang
et al. 1998, Scalbert und Williamson 2000). Darlber hinaus scheinen die Isoformen der
Klasse 1A einer gewissen Regioselektivitdt zu unterliegen, sodass der Ort der Metabo-
lisierung nicht nur von der Struktur des phenolischen Substrats, sondern auch von der
vorliegenden Enzymform abhangt (Doerge et al. 2000, Boersma et al. 2002). In vitro Glu-
curonidierungen von Quercetin, Luteolin und Isorhamnetin mittels Human- oder Ratten-
mikrosomen von Dunndarm und Leber zeigten, dass zwar die gleichen Glucuronide ge-
bildet wurden, deren Verhaltnisse zueinander jedoch in Abhangigkeit von Spezies und
Organ stark schwankten (Morand et al. 1998, Day et al. 2000b, Gee et al. 2000, Boersma

et al. 2002, van der Woude et al. 2004). Die hoéchste Konjugationsrate wurde fur die
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Hydroxylgruppe in Position 7 beobachtet, wohingegen die Hydroxylgruppe in Position 5
keine Stelle fur eine Glucuronidierung zu sein scheint.

Sonstige Phase II-Enzyme wie N-Acetyltransferasen, Glutathion-S-Transferasen oder Ep-
oxidhydrolasen spielen keine wesentliche Rolle fir den Polyphenolmetabolismus (Scal-
bert und Williamson 2000).

Die Bedeutung der drei Konjugationsarten (Methylierung, Sulfatierung, Glucuronidierung)
variiert in Abhangigkeit von Form und Dosis des aufgenommenen Substrats. Beispiels-
weise wurde in einer an Ratten durchgeflihrten Fiitterungsstudie zur Bioverfigbarkeit von
(-)-Epicatechin und (+)-Catechin das Glucuronid als Hauptmetabolit von (+)-Catechin
nachgewiesen, wahrend als Hauptmetabolite von (-)-Epicatechin das Sulfoglucuronid, das
Glucuronid sowie das 3’-O-methylierte Sulfat detektiert wurden (Baba et al. 2001). Die
Autoren nahmen an, dass die beiden Monomere unterschiedliche Affinitaten zu COMT,
SULT und UGT aufweisen.

Die SULT besitzen im Vergleich zu den UGT eine hohe Substrataffinitat, ihre Substrat-
kapazitat ist jedoch nur gering. Kommt es zu einem Anstieg der aufgenommenen Sub-
stratdosis, erfolgt eine Verschiebung von der Sulfatierung zur Glucuronidierung (Koster et
al. 1981). Ferner ist das Verhaltnis der Konjugationsarten abhangig von der Spezies, dem
Geschlecht und von Diaten (Piskula 2000). Dartiber hinaus zeigte die Gruppe um O’Leary
(2003) an HepG2 Zellen, dass eine Hemmung der Methylierung durch spezifische Inhi-
bitoren zu einer Verschiebung der Glucuronidierung von Quercetin hin zu einer Sulfa-

tierung fuhrte.

Ungeachtet der Anteile von Glucuronidierung, Sulfatierung und Methylierung bei der
Metabolisierung der Polyphenole ist die Kapazitat der Konjugation im Allgemeinen sehr
hoch. Daher sind nach Dosen, die im Bereich der Zufuhr mit Nahrungsmitteln liegen, freie
Polyphenolaglycone mit Ausnahme der Teecatechine (bis zu 77% fur Epigallocatechin-
gallat) nicht im Plasma nachweisbar (Manach et al. 1998, Bell et al. 2000, Lee et al. 2002,
Manach et al. 2004). Die Sattigung der Konjugationsprozesse wurde an Ratten beobach-
tet, denen in Fitterungsversuchen Polyphenole in pharmakologischen Dosen von mehr
als 1 g zugeflhrt wurden (Sfakianos et al. 1997, Piskula und Terao 1998). Eine solche
Uberlastung der Systeme flihrt zu signifikanten Mengen an unkonjugierten Aglyconen im
Blut. Dartber hinaus werden hohe Dosen in der Leber, geringe Dosen vorwiegend durch

die Darmmukosa metabolisiert (Scalbert und Williamson 2000).

Die teilweise von der Leber Uber die Galle ausgeschiedenen Polyphenolmetabolite

werden aus dem Dinndarm partiell reabsorbiert und unterliegen einem enterohepatischen
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Kreislauf (Fahey und Jung 1989). Pharmakokinetische Studien an Ratten zeigten eine
zweite maximale Plasmakonzentration etwa sieben Stunden nach Genisteinaufnahme,
was eine enterohepatische Zirkulation belegt (Coldham und Sauer 2000). Ein zweiter
Plasmapeak wurde ebenfalls bei einigen Probanden zehn bis 12 Stunden nach Hespere-
tinaufnahme aus Orangensaft bzw. Isoflavonaufnahme aus Soja detektiert (Setchell et al.
2001, Manach et al. 2003).

Im Darm und in der Leber wird ein Teil der Glucuronide in Gegenwart (bakterieller) 8-Glu-
curonidasen wieder gespalten. Die potentielle Verfligbarkeit der freien Flavonoide und
Phenolcarbonsauren in Geweben hangt mitunter von der Spezifitat dieser dekonjugieren-

den Enzyme ab.

Die nicht im Dinndarm absorbierten bzw. Uber den enterohepathischen Kreislauf re-
sezernierten Polyphenole und deren Metabolite gelangen in den Dickdarm (vgl. Abbildung
2.22), wo sie durch die Mikroflora verstoffwechselt werden (Scalbert und Williamson 2002,
Rechner et al. 2004). Bakterielle Enzyme kdnnen eine Vielzahl von Reaktionen wie die
Hydrolyse von Glucuroniden, Sulfaten und Glycosiden, Dehydroxylierungen, Demethy-
lierungen, Reduktion von Doppelbindungen, Ringspaltungen sowie die Decarboxylierung
einiger phenolischer Sauren katalysieren. Einen Uberblick (iber die einzelnen Reaktionen
gibt der Artikel von Hollman und Katan (1998).

Die Art der Ringspaltung durch die Mikroflora ist abhangig vom Hydroxylierungsmuster
der Polyphenolstruktur. Flavonole werden zu Phenylessigsauren und Phenylpropionsau-
ren abgebaut, eine Spaltung der Flavan-3-ole fuhrt zur Bildung von Phenylvalerolactonen
und Phenylpropionsauren. Flavone und Flavanone werden ebenfalls zu Phenylpropion-
sauren umgesetzt (Stahl et al. 2002, Manach et al. 2004). Diese kénnen zu Benzoe-
saurederivaten weitermetabolisiert werden (Spencer et al. 1999). Die entstandenen Phe-
nolsauren werden dann absorbiert oder weiter zu kurzkettigen Fettsduren und Kohlen-
dioxid abgebaut (Heilmann und Merfort 1998a, Heilmann und Merfort 1998b, Hollman und
Katan 1998, Blaut et al. 2003, Gonthier et al. 2003b). Nach oraler bzw. intravenoser
Applikation von radioaktiv markiertem Quercetin beim Menschen fanden Walle et al.
(2001) zwischen 24% und 81% der applizierten Dosis als Kohlendioxid in der Atemluft
wieder. Der groRte Teil des Kohlendioxids war bereits nach vier Stunden nachweisbar,
weshalb die Autoren schlussfolgerten, dass dessen Bildung im Darm unter Beteiligung der
Mikroflora stattfand.

Derzeit sind verschiedene Spezies der intestinalen Humanflora, u. a. Streptococcus S-2,
Lactobacillus L-2, Bifodobacterium B-9, Eubacterium A-44, Bacteroides JY-6 und Clostri-
dium orbiscindens, dafur bekannt den C-Ring von Flavonoiden zu spalten (Winter et al.

1991, Kim et al. 1998). Beispielsweise transformiert Eubacterium ramulus, ein aus dem
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menschlichen Darm isoliertes Bakterium, das Flavonol Quercetin durch Reduktions- und
Ringkontraktionen Uber eine Chalkon- oder Diketonstruktur und anschlieRender hydroly-
tischer Ringdffnung zu Phloroglucin und 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat (Abbildung 2.23).
Die weiteren Schritte entsprechen denen des Phenylalanin-Abbaus (Schoefer et al. 2003).
Phloroglucin kann in Gegenwart von Glucose weiter in Butyrat und Acetat abgebaut
werden (Schneider et al. 1999, Blaut et al. 2003).
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Abbildung 2.23: Postulierter Abbauweg von Quercetin durch das humane Darmbakterium Eubac-
terium ramulus (nach Blaut et al. 2003). Als Metabolite entstehen 3,4-Dihydroxy-
phenylessigsaure und Phloroglucin, das in Gegenwart von Glucose weiter in Bu-
tyrat und Acetat abgebaut wird.

3,4-Dihydroxy-
phenylessigsaure

Dartber hinaus sind weitere Bakterien bekannt, die durch ihre B-Glucosidaseaktivitat
Glycoside hydrolysieren (z. B. Bacillus uniformis, Bacillus ovatus) oder die Zuckerreste
der Glycoside verwerten (z. B. Enterococcus casseliflavus) (Blaut et al. 2003, Schoefer et
al. 2003).

Far Quercetin-3-O-rutinosid, das im Dunndarm aufgrund des Fehlens von a-Rhamno-

sidasen keiner Spaltung unterliegt, wurden von Winter und Mitarbeitern (1989) nach Inku-
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bation mit Escherichia coli, Bacteroides uniformis und Clostridium sp. dessen voll-
standiger Abbau zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure nach intermediarer Bildung von
Quercetin nachgewiesen.

Fehlt die Carbonylgruppe am Kohlenstoffatom C-4, z. B. bei den Flavan-3-olen, werden
durch die Mikroflora spezifische Metabolite gebildet. In vitro Inkubationen von (+)-Cate-
chin, (-)-Epicatechin und (-)-Epicatechingallat mit humanen Fazes bzw. mit reinen Bakte-
rienkulturen belegten neben der Bildung von 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure, 3-Hydroxy-
phenylessigsaure und Homovanillinsdure (Scheline 1991) die von verschiedenen 6-Phe-
nyl-y-valerolactonen, einer Klasse von Metaboliten, die bei anderen Flavonoiden nicht de-
tektiert wurde (Meselhy et al. 1997, Wang et al. 2001). Oligomere und polymere Flavan-3-
ole werden durch die Darmflora in verschiedene aromatische Sauren abgebaut. Die In-
kubation von gereinigten *C-markierten Proanthocyanidinoligomeren mit humaner Kolon-
mikroflora fuhrte zur Bildung von 3- und 4-Hydroxyphenylpropionsaure, 3- und 4-Hydroxy-
phenylessigsaure, 3-Hydroxyphenylvaleriansaure, Phenylpropionsaure, Phenylessigsaure
sowie Benzoesdure (Déprez et al. 2000, Ward et al. 2004). Ein Anstieg von 3-Hydroxy-
phenylpropionsaure, 3-Hydroxyphenylessigsaure und 3-Hydroxybenzoesaure wurde nach
dem Verzehr von procyanidinreicher Schokolade im Humanurin beobachtet (Rios et al.
2003). Gonthier et al. (2003c) zeigten an Ratten denen Catechin, Procyanidindimer Bs,
Procyanidintrimer C, oder Procyanidinpolymere verfittert wurde, dass das Ausmal} der
Degradation in phenolische Sauren mit steigendem Polymerisationsgrad abnimmt. So war
die Abbaurate der Polymere 21-fach geringer als die der Monomere.

Intestinale Mikroorganismen sind ebenfalls in der Lage, mono- und diglycosylierte Antho-
cyane abzubauen. Nach Abspaltung des Zuckerrestes erfolgt die Degradation zum nicht
stabilen Phloroglucinaldehyd aus dem A-Ring und der entsprechenden Benzoesaure aus
dem B-Ring (Keppler und Humpf 2005, Fleschhut et al. 2006).

Nach Futterung des Dihydrochalkons Phloretin und dessen Glucosid Phloridzin wurden im
Urin von Ratten neben dem Aglykon als Abbauprodukte Phloroglucin, 4-Hydroxyphenyl-
propionsaure (Phloretinsaure) sowie 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsaure detektiert (Monge
et al. 1984, Crespy et al. 2002b). Untersuchungen mit Schweinecaecum belegten die
Bildung von Phloroglucin und 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure aus Phloretin (Labib
2006). Daneben wurde als weiterer Metabolit 3-Phenylessigsdure nachgewiesen. Der
Abbau von Phloretin zu 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsaure durch Eubacterium ramulus ist
ebenfalls beschrieben (Schneider 1999). Allerdings ist das Bakterium nicht in der Lage,

Phloridzin zu hydrolysieren.

Auch Hydroxyzimtsauren unterliegen im Dickdarm einer intensiven Metabolisierung. So

entsteht aus 5-Kaffeoylchinasdure zunachst Kaffeesaure und spater Dihydrokaffeesaure
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(3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsaure) (Rechner et al. 2004). Nach Behandlung von
Kaffeesadure mit einem Extrakt des menschlichen Fazes wurden durch Dehydroxylierungs-,
Decarboxylierungs- und Reduktionsreaktionen als Abbauprodukte neben Dihydrokaffee-
saure auch m-Cumarsaure, 3-Hydroxyphenylpropionsaure, 4-Vinylcatechol und 3-Ethyl-
catechol ermittelt (Abbildung 2.24) (Peppercorn und Goldman 1971). In in vitro Experi-
menten mit isolierten Bakterienstdmmen wurden die fur diese Reaktionen verantwort-
lichen Bakterien naher bestimmt. Die Dehydroxylierung von Kaffeesaure bzw. Dihydro-
kaffeesaure gelang sowohl mit verschiedenen Pseudomonas-Arten als auch mit einer
Mischkultur aus Escherichia coli und Streptococcus fecalis var. liguifaciens. Die De-
carboxylierung von Kaffeesdure war mit dem Stamm Streptococcus fecium moglich.
Neben der Reduktion der Doppelbindung in der Seitenkette des Kaffeesduremolekiils
durch Leberenzyme wurde die Reaktion auch fir die Bakterienstamme Peptostrepto-
coccus sp. und Clostridium perfringens nachgewiesen (Perez-Silva et al. 1966, Pepper-
corn und Goldman 1971).

COOH COOH COOH COOH

Z Z
. ) . —2M, B 1)
OH OH OH OH
OH OH

m-Cumarséure Kaffeesaure Dihydro- 3-Hydroxyphenyl-
kaffeesaure

propionsaure
}-ooz [-coz

_CH, CH,
i “OH i “OH
OH OH

4-Vinylcatechol 3-Ethylcatechol

Abbildung 2.24: Postulierter Abbauweg von Kaffeesaure durch Bakterien der Kolonmikroflora
(nach Peppercorn und Goldman 1971). Als Metabolite entstehen m-Cumarsaure,
4-Vinylcatechol und Dihydrokaffeesaure. Letztere wird weiter zu 3-Ethylcatechol
und 3-Hydroxyphenylpropionsaure verstoffwechselt.

|

Die im Blut zirkulierenden konjugierten Derivate der Polyphenole und ihrer Metabolite
liegen nicht frei vor, sondern sind grotenteils an Plasmaproteine gebunden. Die in vitro

Inkubation von '“C-markiertem Quercetin mit Humanplasma und anschlieRender Ultra-
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zentrifugation belegte, dass das Flavonol bei Konzentrationen bis 15 ymol/L zu 99,1 +
0,5% an Albumin gebunden wird. Die Bindung an Glycoproteine und Very-Low-Density-
Lipoproteine (VLDL) war mit weniger als 0,5% hingegen nicht signifikant (Boulton et al.
1998). Auch Quercetinkonjugate unterliegen einer umfassenden Bindung an Plasma-
proteine (Manach et al. 1995). Die Affinitat der Polyphenole zu Albumin ist abhangig von
ihrer chemischen Struktur. Wahrend Quercetin-7-O-sulfat die gleiche Affinitat wie Quer-
cetin sowohl fir humanes (HSA) als auch Rinderserumalbumin (BSA) aufweist, wird die
Affinitat durch Sulfatierung der Hydroxylgruppe in Position 4° gegenliber beiden Albu-
minen geschwacht. Daneben fiihren die Glycosylierung (z. B. Quercetin-3-O-rutinosid,
Quercetin-3-O-glucosid) oder Sulfatierung von OH-3, die Methylierung von OH-3" (Iso-
rhamnetin) sowie das Fehlen der Hydroxylgruppe in der 3’-Position (Kampferol) zu einer
signifikanten Herabsetzung der Affinitat zu BSA, wohingegen die Bindung zu HSA kaum
beeinflusst wird (Dangles et al. 1999, Dangles et al. 2001). Die Bindungsaffinitaten der
Flavan-3-ole und der Hydroxyzimtsduren wurden bereits erwahnt. Daten zu anderen Poly-
phenolen liegen bisher nicht vor. Trotz geringerer Bindungsintensitaten zwischen Albumin
und den konjugierten Polyphenolen im Vergleich zu Albumin und Quercetin ist die physio-
logische Konzentration des Plasmaproteins (0,6 mmol/L) ausreichend, um die zirkulie-
renden Formen (0,1 bis 1 ymol/L) nahezu vollstandig zu binden (Manach et al. 2004).
Auswirkungen auf die biologische Aktivitat der phenolischen Substanzen aufgrund ihrer
Plasmaproteinbindung sind noch nicht vollstandig geklart. Wahrend eine von Dangles und
Mitarbeitern (1999) durchgefiihrte Untersuchung zeigte, dass die antioxidative Kapazitat
von Quercetin durch die Bindung an BSA nicht beeinflusst wird, wiesen Rohn et al. (2004)

eine Minderung dieser infolge der Quercetin-BSA-Bindung nach.

Urin- und Plasmalevel stellen Marker zur Ermittlung der Bioverfiigbarkeit von Poly-
phenolen und deren Metabolite dar, wobei die dort ermittelten Konzentrationen in Ab-
hangigkeit der applizierten phenolischen Substanz und deren Dosis sowie der aufge-
nommenen Matrix betrachtlich variieren (u. a. Clifford 2000, Manach und Donovan 2004,
Manach et al. 2005, Williamson und Manach 2005, Scholz und Williamson 2007). Da-
neben spielen interindividuelle Unterschiede der Probanden eine nicht zu unterschatzen-
de Rolle. In einem Ubersichtsartikel verglichen Manach et al. (2005) die Ergebnisse von
97 Humanstudien und stellten fest, dass v. a. die Isoflavone Genistein und Daidzein, aber
auch die Flavanone Hesperetin und Naringenin vergleichsweise hohe Bioverfligbarkeiten
aufwiesen. Die Anthocyane hingegen zeichneten sich in allen Untersuchungen (trotz Ver-
abreichung hoher Mengen) durch eine sehr geringe Bioverflugbarkeit aus. Als mdgliche
Ursachen sahen Manach et al. (2005) die geringe Stabilitdt sowohl der Anthocyane selbst

als auch ihrer Metabolite sowie die unvollstandige Detektion der Metabolite in den Studien.
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Generell werden weniger als 10% der aufgenommenen Flavonoide und Phenolcarbon-
sauren oder ihrer Metabolite im Plasma wiedergefunden, wobei die Konzentrationen nur

selten 1 umol/L erreichen (Scalbert und Williamson 2000).

Die Halbwertszeiten der Polyphenole im Kdorper variieren ebenfalls beachtlich. So weisen
Flavanone, Anthocyane und Phenolcarbonsauren Halbwertszeiten von lediglich ein bis
drei Stunden auf, weshalb die Wahrscheinlichkeit fir inre Akkumulation im Plasma nach
wiederholter Aufnahme sehr gering ist (van het Hof et al. 1999). Die Halbwertszeiten der
Procyanidine betragen zwischen einer und sechs Stunden, wohingegen fiir Flavonole
Halbwertszeiten von elf bis 28 Stunden und fir Isoflavone Halbwertszeiten von dreiein-
halb bis elf Stunden ermittelt wurden (Manach et al. 2005).

2.3.6.3 Elimination

In Abhangigkeit ihrer Molekularmasse erfolgt die Exkretion der Polyphenole auf zwei
verschiedenen Wegen. Grofle, umfassend konjugierte Metabolite mit einer molaren
Masse > 300 Da werden Uber die Galle ausgeschieden, wohingegen kleinere Konjugate
wie Monosulfate Gber den Urin eliminiert werden. Die Ausscheidung Uber die Niere
scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen. So zeigten z. B. Hollman et al. (1995), dass
nach oraler Flavonoidaufnahme nur etwa 0,5% der absorbierten Flavonoidmenge Uber
den Harn ausgeschieden wurde. Auch Choudhury et al. (1999) fanden bei der Ratte
lediglich 2,4% der intravends applizierten Dosis von Quercetin, 6,7% von Quercetin-3-O-
glucosid und 9,2% von Quercetin-3-O-rutinosid im Harn wieder. Die renale Ausschei-
dungsrate von Phloretin und Phloretin-2°-O-glucosid in Ratten betrug nach Fitterung von
22 mg Phloretindquivalenten (entspricht 88 mg/kg Korpergewicht (KG)) 10,4% (Crespy et
al. 2002). Die Wiederfindungsraten von Catechinen aus grinem Tee lagen bei 0,5 - 6%
(Lee et al. 1995), aus Rotwein bei 2 - 10% (Donovan et al. 2002b) und aus Kakao bei bis
zu 30% (Baba et al. 2000). Die renale Exkretion von Kaffeesdure und Ferulasdure wurde
6 bis 27% bestimmt (Bourne und Rice-Evans 1998b, Rechner et al. 2001).

Der Transport konjugierter Flavonoide und deren Metabolite Uber die Galle als Hauptweg
der Exkretion wurde in einer Ubersichtsarbeit von Griffith (1982) beschrieben. Experimen-
te an Ratten mit kanuliertem Gallengang, denen oral oder parenteral radioaktiv markierte
Catechine verabreicht worden waren, zeigten, dass bis zu 44% der zugefuhrten Menge
als Flavonolkonjugate Uber die Galle ausgeschieden wurden. Dabei handelte es sich vor-
nehmlich um Glucuronide. Ueno et al. (1983) konnten die Ergebnisse anhand eines

dhnlichen Versuchsansatzes bestétigen. Oral zugefiihrtes '*C-Quercetin wurde binnen
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48 Stunden Uber die Galle und Uber den Harn als Glucuronsaure- oder Schwefelsaure-

konjugat ausgeschieden.

Neben den bisher beschriebenen Konjugaten und Metaboliten wurden im Urin nach Poly-
phenolaufnahme sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte Hippursaure (Benzoyl-
glycin) sowie 3- bzw. 4-Hydroxyhippursaure nachgewiesen. Die Benzoylkomponente der
Hippursaure stammt primar aus den Phenolen und den aromatischen Aminosauren, die
wahrend der Abbauvorgange durch intestinale Bakterien entstehen (Phibbs et al. 1998,
Clifford et al. 2000). In Humanstudien wurde nach Konsum von schwarzem Tee (Clifford
et al. 2000) sowie nach Applikation eines unbehandelten Extraktes von Equisetum arven-
se (Graefe und Veit 1999) ein Zusammenhang zwischen Polyphenolaufnahme und
Hippursaureexkretion gefunden. Daneben kann Hippursaure auch aus anderen Quellen
wie Chinasaure (Phibbs et al. 1998) oder aus als Konservierungsmittel eingesetzter Ben-
zoesaure stammen. Die Bildung der Hippursdure und der Hydroxyhippursauren scheint
ein zentraler Metabolisierungsweg der Polyphenole zu sein, in welchen neben der Mikro-
flora des Kolons auch die Leber involviert ist (Scheline 1991, Clifford et al. 2000, Rechner
et al. 2002).

2.3.7 Polyphenole in Apfel und Apfelsaft

2.3.7.1 Apfel

Obst und Obstprodukte sind hinsichtlich der phenolischen Verbindungen sehr komplex zu-
sammengesetzte Mischungen. Apfel haben im Vergleich zu anderen Friichten wie Erd-
beeren, Ananas, Bananen oder Orangen die zweithéchste antioxidative Aktivitat, die
zweithdchste Konzentration an phenolischen Komponenten und die héchste Konzen-
tration an freien Polyphenolen (Sun et al. 2002). In der frischen Frucht liegt ihr Anteil
zwischen 0,01 und 1% des Frischgewichts (Herrmann 1973, Lea 1984).

Die im Apfel vorkommenden Klassen an pflanzlichen Polyphenolen sind Hydroxyzimt-
saurederivate, Dihydrochalkone, monomere und dimere Flavan-3-ole sowie Flavonole. In
roten Apfeln sind des Weiteren Anthocyane zu finden. In Tabelle 2.5 sind die in der Lite-
ratur angegebenen Polyphenolgehalte der frischen Apfelfrucht zusammengestellt. Hierbei
spielt die Sorte eine entscheidende Rolle (Guyot et al. 2003). So weisen Mostapfel einen
bis zu 10-mal héheren Polyphenolgehalt auf als Tafelapfel. Aus geschmacklichen Grin-
den werden zur Saftverarbeitung jedoch Tafelapfel bevorzugt (Rechner et al. 1999).

Faktoren wie Licht (Manach et al. 2004), saisonale Schwankungen wahrend verschieden-
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er Jahrgange (van der Sluis et al. 2001), der Reifegrad der Friichte (de Jager und Roelofs
1996, Renard et al. 2007) sowie Stress (Golding et al. 2001) haben grof3en Einfluss auf
die Bildung der phenolischen Substanzen. Daher sind nicht nur zwischen den Jahrgangen,
sondern auch schon bei verschiedenen Standorten der Apfelbdume und innerhalb eines
Apfelbaums bedeutende Unterschiede bezliglich des Polyphenolgehaltes und -profils der

Frichte zu erwarten.

Tabelle 2.5: Polyphenolgehalte in der frischen Apfelfrucht (Tafel- und Mostapfel). 'Risch und Herr-
mann 1988, “Wald und Galensa 1989, *Sanoner et al. 1999, “Keller et al. 2001,
*Guyot et al. 2002, ®Vrhovsek et al. 2004.

Gehalt [mg/kg Frischfrucht]

Polyphenole Tafelapfel"*>° Mostapfel**
Hydroxyzimts&urederivate
5-Kaffeoylchinasaure 4 -385 108 - 1195
4-Kaffeoylchinasaure 0-12 n. b.
5-p-Cumaroylchinasaure Spuren - 34 20-176
4-p-Cumaroylchinasaure Spuren - 9 n. b.
Kaffeoylglucose n. b. 0-6
p-Cumaroylglucose n. b. 1-19
Feroylglucose n. b. 0-9
Dihydrochalkone
Phloretin-2’-O-glucosid 1-158 15-102
Phloretin-2’-O-xyloglucosid 1-230 10-98
Flavan-3-ole
(+)-Catechin 1-27 Spuren - 154
(-)-Epicatechin 5-129 Spuren - 1410
Procyanidin B 39 -162 2-18
Procyanidin B, 6-134 32-143
polymere Procyanidine bis zu 3240 515 - 4731
Flavonole
Quercetin-3-O-glucosid Spuren - 16 2-12
Quercetin-3-O-galactosid 2-39 2-22
Quercetin-3-0O-arabinosid 1-25 n. b.
Quercetin-3-O-xylosid 2-11 3-12
Quercetin-3-O-rhamnosid 1-19 7-21
Quercetin-3-O-rutinosid Spuren - 10 n. b.
Anthocyane
Cyanidin-3-O-glycoside Spuren n. b.

n. b. = nicht bestimmt
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Im Apfel sind die Kaffeoylchinasduren und die p-Cumaroylchinasduren die wichtigsten
Hydroxyzimtsaureverbindungen, wobei die 5-Kaffeoylchinasdure sowie die 4-p-Cumaroyl-
chinasaure dominieren (Pérez-llzabre et al. 1991, Amiot et al. 1992). Weitere Hydroxy-
zimtsaurederivate wie die Glucoseester der Kaffeesdure und der p-Cumarsaure konnten
in niedrigen Konzentrationen in der Frischfrucht nachgewiesen werden (Hermann 2001).
Charakteristisch fuir den Apfel sind dessen Dihydrochalkone Phloretin-2°-O-glucosid sowie
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (Oleszek et al. 1988). Das freie Aglycon Phloretin liegt in der
frischen Frucht nicht vor. Die wichtigsten monomeren Flavan-3-ole im Apfel sind (+)-Cate-
chin und (-)-Epicatechin, wobei der Gehalt an (-)-Epicatechin deutlich héher ist. Die be-
deutendsten dimeren Flavan-3-ole im Apfel sind die Procyanidine By und B,. Die poly-
meren Procyanidine machen zwischen 40 und 60% des Gesamtpolyphenolgehaltes aus
(Oszmianski et al. 2007). Im Apfel gelten sie als eine der polyphenolischen Komponenten
mit der hochsten antioxidativen Kapazitat (Tsao et al. 2005, Zessner et al. 2008). Von den
Flavonolen sind die Quercetinglycoside Quercetin-3-O-glucosid, Quercetin-3-O-galactosid,
Quercetin-3-O-arabinosid, Quercetin-3-O-xylosid, Quercetin-3-O-rhamnosid sowie Quer-
cetin-3-O-rutinosid als Vertreter im Apfel zu nennen. Diese schwanken in Abhangigkeit
der Sorte in ihrem Gehalt und in ihren Verhaltnissen zueinander (Oleszek et al. 1988,
Pérez-llzabre et al. 1991). Auch hier liegt das Aglycon nicht in freier Form vor. Die
Anthocyane treten nur in rotschaligen Apfelsorten oder in Sorten mit rotem Fruchtfleisch
auf. Wichtigster Vertreter im Apfel ist das Cyanidin-3-O-galactosid (Mazza und Miniati
1993).

Der Gehalt der einzelnen Polyphenole variiert innerhalb der Kompartimente des Apfels.
Wahrend die Flavonolglycoside und Anthocyane fast ausschliellich in der Schale ent-
halten sind, liegen die Catechine und deren Oligomere zwar hauptsachlich in der Schale
vor, zu geringeren Anteilen aber auch in Fruchtfleisch und Kerngehause, einschliellich
der Samen. Hydroxyzimtsaurederivate und Phloretinglycoside befinden sich bevorzugt im
Kerngehause, sind daneben aber auch im Fruchtfleisch zu finden (Mihalev et al. 2004,
Thielen et al. 2004). Insgesamt kommen zwischen 30 und 66% der Polyphenole im
Parenchym des Apfels vor, 17 bis 48% in der Schale und elf bis 28% im Kerngehause.
Eine Kaltlagerung der Apfel (iber sechs Monate verénderte deren Polyphenolgehalt kaum
(Mayr et al. 1996, Guyot et al. 1998).

2.3.7.2 Apfelsaft

Das Polyphenolprofil von Apfelsaften entspricht nicht dem der Rohware und lasst sich

durch verschiedene Faktoren beeinflussen. Neben der Sortenauswahl hat die Verarbei-
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tung einen bedeutenden Einfluss auf den Polyphenolgehalt des Saftes, der daher grof3en
Schwankungsbreiten unterliegt. In Tabelle 2.6 sind die Gehalte der wichtigsten Poly-
phenole, die im Apfelsaft mittels Hochdruckflissigchromatographie (HPLC) bestimmt

wurden, aus einigen Verdffentlichungen der letzten Jahre aufgeflihrt.

Tabelle 2.6: Schwankungsbreiten der Gehalte an Polyphenolen [mg/L] in Apfelsaften verschie-
dener Herstellungsverfahren und Sorten. Die Bestimmung erfolgte mittels HPLC.

Spanos et Suarez- Ritter und Rechner
al. 1990 Vallés et al. Dietrich 1996 2000
(n =30) 1994 (n = 3) (n =38) (n=49)
Hydroxyzimts&urederivate
5-Kaffeoylchinasaure 2,3-113,7 n. b. 11,2-177,6 18 - 311
4-Kaffeoylchinasaure n.n.-14,5 n. b. 2,3-12,9 n. b.
3-Kaffeoylchinasaure n. b. n. b. Spuren-1,3 n. b.
4-p-Cumaroylchinasaure n.n.-34,0 n. b. 3,3-49,1 7-54
Kaffeesaure 0,7-9,6 n. b. n.n.-13,9 n. b.
p-Cumarsaure 0,3-6,2 n. b. Spuren - 2,1 n. b.
Ferulasaure n. b. n. b. Spuren - 1,6 n.b
Dihydrochalkone
Phloretin-2’-O-glucosid 1,3-56,0 82,8 - 196,1 2,0-451 1-30
Phloretin-2’-O-xyloglucosid n.n.-18,6 14,2 - 38,0 0,3-8,6 1-86
Hydroxyphloridzin Spuren n. b. Spuren n. b.
Flavan-3-ole
(+)-Catechin n.n.-16,9 36,0 -69,5 1,1-11,0 n. b.
(-)-Epicatechin n.n.-34,0 159,7 -225,6 2,9-30,3 n.n. -84
Procyanidin B+ n.n.-12,7 10,8 - 27,5 n.b. n. b.
Procyanidin B, n.n.-3,1 90,0 - 138,7 3,4 -58,5 n.n.-68
Procyanidin Bs n.b. n. b. n. b. n. b.
Procyanidin C; n.b. 66,5 -119,8 n. b. n. b.
Flavonole
Quercetin-3-0O-glucosid n.n.-91 n. b. 0,3-8,6 n. b.
Quercetin-3-O-galactosid 1,0-14,4 n. b. n. b. n. b.
Quercetin-3-0O-arabinosid n.n.-16,0 Spuren n. b. n. b.
Quercetin-3-O-rhamnosid n.n.-13,8 5,8-33,6 n. b. n. b.
Quercetin-3-O-rutinosid n. b. 7,0-12,5 n. b. n. b.
2 Polyphenole 12,5-332,8 n. b. 48,4 - 318,0 43 - 675
Probenzahl

n =
n. b. = nicht bestimmt
n. n. = nicht nachweisbar
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Bereits wahrend der Entsaftung kommt es zu erheblichen Verlusten. Aufgrund der unter-
schiedlichen Polyphenolverteilung in den Apfelkompartimenten (s. 0.) verbleibt bei der
Pressung der Uberwiegende phenolische Anteil der festen Apfelbestandteile (Schale und
Gehause) im Trester und wird nicht in den Saft Uberflhrt (Ashurst 1995, Schieber et al.
2001). Hiervon sind v. a. die Proanthocyanidine und Flavonolglycoside betroffen, bei
denen EinbufRen bis zu 50% festgestellt wurden (Rechner et al. 1999). Eine weitere
Ursache fir die ungleiche Uberfiihrung der einzelnen Polyphenole ist ihre Wasserlos-
lichkeit. 5-Kaffeoylchinasaure ist am besten wasserléslich und hat daher den grofiten
Anteil im Saft (van der Sluis et al. 2002, Thielen et al. 2004). Auch Oxidationsvorgange,
die in der Maische vor und wahrend des Pressvorgangs stattfinden und sowohl enzyma-
tische als auch nichtenzymatische Reaktionen umfassen, beeinflussen den Polyphenol-
gehalt im Saft. Die mechanische Beanspruchung fiihrt zu einer Dekompartimentierung der
Zellen, wodurch die cytoplastischen Polyphenoloxidasen (PPOs) mit den in den Vakuolen
befindlichen phenolischen Substanzen in Kontakt kommen. Die darauffolgenden enzyma-
tischen Reaktionen werden durch PPOs wie Tyrosinase, welche Phenole zu o-Diphenolen
und diese zu o-Chinonen oxidiert, oder Laccase, welche Phenole sowohl zu o- als auch
zu p-Diphenolen oxidiert, in Gegenwart von Sauerstoff katalysiert. Startreaktion hierbei ist
immer die enzymatische Oxidation zum o-Chinon. Die anschlieBenden Reaktionen, die
zur Bildung brauner Pigmente und damit zur Brdunung sowie zu einer sensorischen
Beeintrachtigung des Saftes fuhren, sind nicht enzymatisch. Die PPOs weisen eine be-
sondere Affinitat zu Hydroxyzimtsaureverbindungen, v. a. Kaffeesaurederivaten, sowie zu
monomeren Flavan-3-olen auf, wahrend die anderen Flavonoide schlechter umgesetzt
werden (Cheynier et al. 1988, Cheynier und da Silva 1991, Nicolas et al. 1994, van der
Sluis et al. 2001). Trotz verschiedener Schutzmaflinahmen wie die Zugabe von Ascorbin-
saure ist das Ausmal der Veranderungen meist nicht unerheblich. Durch (aktive) Saft-
oxidation verschwinden die Catechine nahezu vollstandig aus den Saften, die Procyani-
dine werden sehr stark reduziert (Faktor 4 bis 9), die Hydroxyzimtsduren nehmen um den
Faktor 1,5 bis 4,5 ab und die Dihydrochalkone verringern sich um den Faktor 1,4 bis 2,3
(Guyot et al. 2003).

Des Weiteren werden durch enzymatische Aktivitdten sowohl fruchteigener als auch zu-
gesetzter Enzyme wie Pektinasen im Saft die unveresterten Hydroxyzimtsauren Kaffee-
saure, p-Cumarsaure und Ferulasaure freigesetzt (Burda et al. 1990, Macheix und
Fleuriet 1998).

Auch bei der Schénung in Kombination mit der Filtration zur Herstellung von klarem Apfel-

saft treten unvermeidliche Verluste an Polyphenolen, v. a. an polymeren Procyanidinen
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(Huemmer et al. 2008), auf. Die Behandlung mit Adsorberharz flihrt mit bis zu 80% zu den
grofiten Einbufien. Es folgt die Behandlung mit PVPP, bei welcher der Gesamtpoly-
phenolgehalt um bis zu 50% und der Gehalt an monomeren Polyphenolen zwischen 15
und 57% reduziert wird (Ritter 1994). Die klassische Schénung mit Gelatine und Kieselsol
ist die schonendste Methode, da sie hauptsachlich die héhermolekularen Polyphenole
entfernt und die monomeren Phenolcarbonsauren und Flavonoide kaum angreift (Dietrich
2000, Oszmianski und Wojdylo 2007). Diese werden jedoch durch die zusatzliche Ver-
wendung von Bentonit entfernt. Die Reduktion des Gesamtpolyphenolgehaltes liegt hier
bei 17% (Spanos et al. 1990, Ritter 1994).

Bei der Lagerung von Apfeln bzw. dem fertigen Saft kommt es ebenfalls zu Abnahmen
des Polyphenolgehaltes. Klare Safte sind dabei anfalliger als naturtriibe Safte (Will et al.
2007). Bei einer neunmonatigen Lagerung von Apfelsaftkonzentrat bei 25 °C wurde eine
Reduktion der Hydroxyzimtsaurederivate um 36% sowie ein Verlust der Flavonole und der
Dihydrochalkone um etwa 60% beobachtet. Die Procyanidine wurden unter diesen Bedin-
gungen vollstandig abgebaut (Spanos et al. 1990). Eine Kaltlagerung hingegen hatte
keinen Einfluss auf den Polyphenolgehalt (Burda et al. 1990, van der Sluis et al. 2001).
Ursache fur den Abbau sind bereits erwahnte Oxidationsvorgange, in denen die entstan-
denen Chinone in einer sogenannten ,gekoppelten Oxidation“ mit o- oder p-Diphenolen
ohne enzymatische Katalyse oder Sauerstoff reagieren (Spanos und Wrolstad 1992,
Ritter 1994, Rechner 2000).

Aufgrund der starken Einfliisse von Apfelsorte, Verarbeitung und Lagerung ist eine analy-
tische Unterscheidung zwischen Apfeldirektsaften und Apfelsaften aus Konzentrat anhand

ihrer Polyphenolgehalte nicht méglich (Kermasha et al. 1995).
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Polyphenolprofile von Apfeln und Apfelsaften

Seit einigen Jahren stehen Obst- und Gemuseprodukte im Vordergrund erndhrungs-
physiologischer Untersuchungen. Hierbei nehmen Apfel und der aus ihnen hergestellte
Saft aufgrund ihrer Beliebtheit in den westlichen Industrielandern sowie ihrer hohen anti-
oxidativen Aktivitdt eine herausragende Stellung ein (Lee et al. 2003, Lotito und Frei
2004). Darlber hinaus werden antikanzerogene, antivirale, antiallergene, antiinflammato-
rische und immunstimulierende Eigenschaften von Apfeln und Apfelsaften diskutiert
(Boyer und Liu 2004). Beispielsweise zeigten zahlreiche in vitro Studien in humanen
Zellkulturen, dass Extrakte von Apfeln und Apfelsaften das Wachstum von Tumorzellen in
Kolon und Leber hemmen (Eberhardt et al. 2000, Sun et al. 2002, Liu und Sun 2003,
Wolfe et al. 2003, Gossé et al. 2005, Kern et al. 2005, Veeriah et al. 2005, Pohl et al.
2006, Schaefer et al. 2006), wobei der naturtriibe Saft im Gegensatz zu klarem Saft eine
signifikant héhere protektive Wirksamkeit aufwies (Barth et al. 2005, Barth et al. 2007).
Auch die Inhibierung der LDL-Oxidation (Pearson et al. 1999) sowie die Regulation der
basalen und TNF a-stimulierten NF-kB-Signalwege (Davis et al. 2006) durch Apfel(saft)-
extrakte wurden in vitro nachgewiesen. Ferner belegten kirzlich durchgefihrte tier-
experimentelle Studien die neuroprotektive Wirksamkeit von riickverdinntem Apfelsaft-
konzentrat (Tchantchou et al. 2005) sowie protektive Effekte von Apfeln und Apfelsaft
gegenlber Arteriosklerose (Decorde et al. 2008).

Die genannten Wirkungen der Apfel und Apfelsafte werden ihren Inhaltsstoffen, ins-
besondere den Polyphenolen, zugeschrieben. Ihre antioxidative Wirksamkeit und die sich
daraus ergebenden praventiven Eigenschaften sind sowohl in vifro als auch im Tier-
versuch hinreichend dokumentiert (s. 2.3.4). Der Gehalt an phenolischen Substanzen ist
sortenabhéngig und unterliegt in Apfeln teilweise starken Schwankungen. Weiterhin ha-
ben die einzelnen Verarbeitungsschritte bei der Herstellung von Apfelsaft grofien Einfluss
auf das Polyphenolprofil. Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind jedoch nur wenige Daten
zum Polyphenolgehalt von Tafel- und Mostapfeln (Tsao et al. 2003, Vrhovsek et al. 2004,
Will et al. 2007) sowie von triiben und klaren Apfelsaften (Schieber et al. 2001) vorhanden.
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher das Polyphenolprofil verschiedener Apfelsorten
und kommerziell erhaltlicher Apfelsafte bestimmt. Mit Hilfe der erhaltenen Ergebnisse
sollte anschlieRend flr die spater folgenden Interventionsstudien ein Saft mit einer breiten

Polyphenolverteilung und einem hohen Polyphenolgehalt ausgesucht werden.
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3.1.1 Etablierung der Polyphenolanalytik

Die Identifizierung der einzelnen Apfelsaftpolyphenole (Strukturformeln s. Abbildung 3.1)
erfolgte mittels Hochleistungsflussigchromatographie-Diodenarray-Detektion (HPLC-DAD)
sowie HPLC-Elektrospray-Tandemmassenspektrometrie (HPLC-ESI-MS/MS); die Quanti-
fizierung wurde mittels HPLC-DAD anhand eines Standards (3,4,5-trans-Trimethoxy-
zimtsaure) durchgefuhrt. Mogliche Schwankungen des Gerates sowie kleine Abweichun-
gen im Dosiervolumen werden damit bericksichtigt (Gerateparameter und -bedingungen
s. 4.3.1.2). Die Flavonoide wurden bei 280 nm, Phenolcarbonsauren bei 320 nm, Querce-
tin und -derivate bei 360 nm und die Anthocyane bei 520 nm detektiert. Die Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen der einzelnen Substanzen lagen zwischen 0,20 und 0,75 mg/L
bzw. zwischen 0,39 und 0,93 mg/L wobei man von einem Signal/Rauschverhaltnis von 3:1
ausgeht (Coleman et al. 2001). Die Nachweisgrenze ist definiert als die kleinste Konzen-
tration einer Verbindung, die mit einem Analyseverfahren noch detektiert werden kann.
Die Bestimmungsgrenze ist das Doppelte der Nachweisgrenze und legt den untersten
Wert fest, der noch reproduzierbar quantifiziert werden kann (Hadrich und Vogelsang
1996).

Die strukturelle Absicherung der einzelnen Polyphenole erfolgte mittels HPLC-MS/MS.
Die eingesetzte lonisierungstechnik der Elektrospray-lonisierung (ESI) besitzt den Vorteil,
dass die Analyten weitgehend zerstorungsfrei ionisiert und intakte Molekule zur Ermittlung
der Molekilmasse herangezogen werden (Gross 2004). Eine weitere lonisierungstechnik
ist die der chemischen lonisierung unter Atmospharendruck (APCI), bei der aber Abbau-
reaktionen der Flavonoide und Hydroxyzimtsduren, bedingt durch die hohe Temperatur
(400 °C) zu beobachten waren.

Die Messungen kdénnen sowohl im positiven als auch im negativen Modus durchgefiihrt
werden. In dieser Arbeit wurde im negativen Modus gearbeitet, da bei diesem mit einer
Polyphenolreferenzldsung eine hohere Nachweisempfindlichkeit als im positiven Modus
erreicht werden konnte (Daten sind nicht gezeigt). Einzig Cyanidin-3-O-galactosid wurde
im positiven Modus vermessen. Im ,full scan“-Modus beobachtet man deprotonierte
Molekulionen [M-H] und teilweise Lésungsmitteladdukte. In Tochterionenexperimenten
(,product®) lassen sich die Elternionen (,precursor ion®) der phenolischen Verbindungen
unter StoRaktivierung fragmentieren, wodurch weitere Informationen zur Struktur des

Moleklls zugangig sind.
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Abbildung 3.1: Chemische Strukturen der wichtigsten Polyphenole im Apfel.
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Auf die Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteau wurde auf-
grund fehlender Selektivitat der Methode verzichtet. Der so erhaltene Summenwert besitzt
nur geringe Aussagekraft (Escarpa und Gonzalez 2001). Vor dem Hintergrund der sehr
differenzierten biologischen Aktivitat der phenolischen Verbindungen ist eine Quantifizie-

rung der individuellen Komponenten unabdingbar.

Insgesamt wurden 18 fir den Apfel charakteristische phenolische Substanzen in den
Saften anhand von authentischen Referenzverbindungen analysiert (Keller et al. 2001).
Neben den Hydroxyzimtsaurederivaten 5-Kaffeoylchinasdure (Chlorogensaure; 5-CQA)
(1), Kaffeesdure (CA) (2) und 4-p-Cumaroylchinasaure (4p-CoQA) (3) wurden die
Dihydrochalkone Phloretin (P) (4), Phloretin-2°-O-glucosid (Phloridzin; P-2°-glc) (5) und
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (P-2°-xylglc) (6) quantifiziert. Von den Flavan-3-olen wurden
die Monomere (+)-Catechin ((+)-C) (7) und (-)-Epicatechin ((-)-EC) (8) sowie die Dimere
Procyanidin By (Pro B4) (9) und B, (Pro B;) (10) ermittelt. Des Weiteren wurden die
Flavonole Quercetin (Q) (11), Quercetin-3-O-glucosid (Q-3-glc) (12), Quercetin-3-0O-ga-
lactosid (Q-3-gal) (13), Quercetin-3-O-xylosid (Q-3-xyl) (14), Quercetin-3-O-arabino-
furanosid (Q-3-ara) (15), Quercetin-3-O-rhamnosid (Q-3-rha) (16) und Quercetin-3-O-ru-
tinosid (Q-3-rut) (17) sowie das Anthocyan Cyanidin-3-O-galactosid (Cy-3-gal) (18) be-

stimmt.

Die spektroskopischen Daten zur Identifizierung der Polyphenole sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Retentionszeiten und UV-Maxima wurden mittels HPLC-DAD ermittelt.
Die Precursorionen und die bei den eingesetzten Stolienergien entstandenen wichtigsten
Produktionenfragmente wurden mittels HPLC-ESI-MS/MS erfasst und stimmen mit Litera-
turdaten Uberein (Fabre et al. 2001, Cuyckens und Clays 2002, Hvattum 2002, Clifford et
al. 2003, Sanchez-Rabaneda et al. 2003, Alonso-Salces et al. 2004, Del Rio et al. 2004,
Wu und Prior 2005).
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Tabelle 3.1: HPLC-DAD und HPLC-ESI,;-MS/MS-Charakterisierung der im Apfelsaft enthaltenen
Polyphenole mit Retentionszeit (tr), UV-Maximum (Amax), Precursorion ([M-H]), Pro-
duktionenfragmenten und der zur Fragmentierung eingesetzten StoRenergien (eV).
m/z = Masse/Ladung. Die Abkurzungen der einzelnen Substanzen sind dem Text zu

entnehmen.
tr Amax  [M-HT MS? oV
[min]  [nm] (m/z) (m/z (rel. Intensitat, %))

5-CQA (1) 88 326  353,0 190,9 (100) 15
CA (2) 95 325 179,1  134,7 (100) 20
4p-CoQA (3) 9,9 312 337,0 172,9(100), 190,9 (25), 163,0 (10) 19
P (4) 176 286  273,1 166,8 (100) 35
P-2"-glc (5) 13,9 284 4353 272,9(100), 166,8 (35), 124,8 (5) 35
P-2"-xylglc (6) 13,0 284  567,3 272,9 (100) 27
(+)-C (7) 89 278  289,0 245,0(100), 204,9 (29), 202,7 (28) 20
(-)>-EC (8) 9,7 278  289,0 244,8(100), 202,7 (83), 204,9 (40) 20
Pro B+ (9) 8,0 280  577,2 424,7(100), 407,0 (72), 288,9 (64) 30
Pro B, (10) 94 280 577,1 425,11 (100), 407,0 (93), 288,9 (50) 30
Q (11) 15,7 372  300,9 150,9 (100), 178,6 (40) 35
Q-3-glc (12) 11,7 354  463,0 300,0 (100), 301,0 (20) 35
Q-3-gal (13) 11,9 355  463,2 300,0 (100), 301,0 (26) 35
Q-3-xyl (14) 12,1 356 433,14  300,0 (100), 301,0 (17) 26
Q-3-ara(15) 12,5 354  433,2 300,0 (100), 301,0 (22) 35
Q-3-rha (16) 12,8 350  447,0 300,0 (100), 301,0 (30) 35
Q-3-rut (17) 11,3 356  609,3 299,8 (100), 301,0 (18) 40
Cy-3-gal (18) 92 516 449,0" 286,9 (100)' -20'

' Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESl,,s-MS/MS
2 Precursorion [M+H]*

3.1.2 Bestimmung der Polyphenolgehalte in Saften aus Most- und Tafel-
apfeln

Untersucht wurden Mostapfel der Sorten Brettacher, Bohnapfel, Winterrambur, Bitten-
felder, Kaiser Wilhelm und Kaiser Alexander. Weiterhin wurde der Polyphenolgehalt der
weltweit am haufigsten verzehrten Tafelapfelsorten Boskoop, Granny Smith, Fuji, Golden
Delicious und Red Delicious (Janorschke et al. 2008) analysiert. Die Apfel wurden ge-
waschen, zerkleinert und zu Puree verarbeitet, aus dem mittels Saftpresse der Saft ge-
wonnen wurde. Dieser wurde nach Filtration direkt zur Polyphenolanalyse mittels HPLC-
DAD und HPLC-ESI-MS/MS verwendet (vgl. 4.3.1.1.1 und 4.3.1.2). Die ermittelten Poly-
phenolgehalte der frisch hergestellten Safte aus Most- und Tafelapfeln sind in den Ab-

bildungen 3.2 und 3.3 dargestellt.
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B Kaiser Alexander
B Kaiser Wihelm

O Bittenfelder
OWinterrambur

O Bohnapfel

B Brettacher

Abbildung 3.2: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [mg/L] der einzelnen Polyphenole in Saften
aus Mostapfeln. (1): 5-Kaffeoylchinasaure; (2): Kaffeesaure; (3): 4-p-Cumaroyl-
chinasaure; (4): Phloretin; (5): Phloretin-2°-O-glucosid; (6): Phloretin-2"-O-xylo-
glucosid; (7): (+)-Catechin; (8): (-)-Epicatechin; (9): Procyanidin B4; (10): Pro-
cyanidin By; (11): Quercetin; (12): Quercetin-3-O-glucosid; (13): Quercetin-3-O-ga-
lactosid; (14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (15): Quercetin-3-O-xylosid; (16):
Quercetin-3-O-rhamnosid; (17): Quercetin-3-O-rutinosid.

B Red Delicious

O Golden Delicious
O Fuji

O Granny Smith

B Boskoop

Abbildung 3.3: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [mg/L] der einzelnen Polyphenole in Saften
aus Tafelapfeln. (1): 5-Kaffeoylchinasaure; (2): Kaffeesaure; (3): 4-p-Cumaroyl-
chinasaure; (4): Phloretin; (5): Phloretin-2°-O-glucosid; (6): Phloretin-2"-O-xylo-
glucosid; (7): (+)-Catechin; (8): (-)-Epicatechin; (9): Procyanidin B4; (10): Pro-
cyanidin By; (11): Quercetin; (12): Quercetin-3-O-glucosid; (13): Quercetin-3-O-ga-
lactosid; (14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (15): Quercetin-3-O-xylosid; (16):
Quercetin-3-O-rhamnosid; (17): Quercetin-3-O-rutinosid.
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Die untersuchten Mostapfel wiesen gegenlber den Tafelapfeln deutlich héhere Poly-
phenolgehalte auf (Einzeldaten s. Anhang Tabellen 7.1 und 7.2). So wurden fir die Press-
safte aus Tafelapfeln, mit Ausnahme der Sorte Boskoop, Mengen zwischen 154,4 und
178,0 mg/L detektiert, wohingegen die Presssafte der Mostapfel Polyphenolgehalte
zwischen 261,2 und 829,7 mg/L aufwiesen. Fir Saft aus Boskoop-Apfeln wurde mit
970,0 mg/L die héchste Gesamtkonzentration ermittelt. Rein formal zéhlen Apfel der Sorte
Boskoop zu den Tafelapfeln, werden jedoch vorwiegend, bedingt durch ihren adstrin-
gierenden Geschmack, zu Apfelprodukten verarbeitet und weniger als Frischfrucht ver-
zehrt. Die niedrigsten Gehalte wurden in den Sorten Granny Smith und Golden Delicious
mit 154,4 bzw. 165,4 mg/L quantifiziert. Untersuchungen anderer Gruppen bestatigen die
Ergebnisse. So wurden flr Tafelapfelsorten wie Granny Smith, Red und Golden Delicious
oder Fuji ebenfalls geringe Gehalte gefunden (Guyot et al. 2002, Tsao et al. 2003,
Vrhovsek et al. 2004), wohingegen die Sorte Boskoop einen deutlich héheren Gesamt-
polyphenolgehalt aufweist (Will et al. 2007). Ferner belegen Literaturdaten uber Most-
apfelsorten aus Spanien (Alonso-Salces et al. 2004), Frankreich (Sanoner et al. 1999),
Polen (Oszmianski et al. 2007) und Deutschland (Schieber et al. 2001, Thielen et al. 2006,
Will et al. 2007) mit Gesamtpolyphenolgehalten von bis zu 1 229 mg/L Presssaft die

eigenen ermittelten hohen Konzentrationen.

Die Polyphenolprofile der untersuchten Mostapfel sowie der Sorten Granny Smith und
Boskoop wurden von den Hydroxyzimtsauren und Hydroxyzimtsdureestern mit Gehalten
zwischen 133,6 und 592,6 mg/L (Durchschnitt 301,6 mg/L) in Saften aus Mostapfeln bzw.
66,9 mg/L in Granny Smith und 516,8 mg/L in Boskoop dominiert. Dabei wies die 5-Kaf-
feoylchinasaure (1) jeweils die hochsten Anteile auf. In den Saften aus Tafelapfeln der
Sorten Red und Golden Delicious sowie Fuji wurden die hdochsten Gehalte in der Gruppe
der Flavan-3-ole mit durchschnittlich 93,2 mg/L bestimmt. (-)-Epicatechin (8) und Pro-
cyanidin B, (10) waren dabei die herausragenden Komponenten. Der Flavan-3-olgehalt
der Sorte Boskoop lag bei 392,5 mg/L, der der Safte aus Mostapfeln betrug durchschnitt-
lich 131,3 mg/L (79,6 bis 208,1 mg/L). Die fiir Apfel charakteristischen Dihydrochalkone
Phloretin-2"-O-glucosid (5) und Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) wiesen Gesamtgehalte von
9,8 bis 61,3 mg/L (Durchschnitt 26,7 mg/L) in den Saften der untersuchten Tafelapfel bzw.
zwischen 33,5 mg/L (Kaiser Alexander) und 171,0 mg/L (Bohnapfel) in den Saften der
Mostéapfel (Durchschnitt 97,2 mg/L) auf, wobei die Konzentrationen des Diglycosids (6) mit
Ausnahme der Sorten Brettacher und Fuji deutlich héher waren. Freies Phloretin (5)
konnte in keiner der analysierten Sorten nachgewiesen werden. Die einzelnen Quercetin-
derivate (12) - (17) stellten in den Tafeldpfeln mit bis zu 3,6 mg/L (Durchschnitt 1,5 mg/L)

Minorkomponenten dar, in den Mostapfeln wurden Mengen von 4,9 bis 26,7 mg/L (Durch-
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schnitt 16,2 mg/L) quantifiziert. Hier waren Quercetin-3-O-galactosid (13), Quercetin-3-O-
arabinosid (15) und Quercetin-3-O-rhamnosid (16) in allen sechs Sorten am hdchsten
vertreten. Quercetin-3-O-rutinosid (17) wurde nur in der Sorte Bittenfelder gefunden, wo-
hingegen weder das Aglycon Quercetin (11) noch das Anthocyanin Cyanidin-3-O-galacto-
sid (18) in einer der Proben detektiert werden konnte.

Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den in der Literatur angegeben Gehalten (Risch und
Hermann 1988, Wald und Galensa 1989, Sanoner et al. 1999, Parpinello et al. 2000,
Keller et al. 2001, Schieber et al. 2001, Guyot et al. 2002, Vrhovsek et al. 2004, Will et al.
2007). So dominierte in bisherigen Untersuchungen ebenfalls die 5-Kaffeoylchinasaure (1)
die Polyphenolzusammensetzung in Apfeln (Sanoner et al. 1999, Tsao et al. 2001, Alon-
so-Salces et al. 2004, Vrhovsek et al. 2004). Auch wurden fiir die Gruppe der Flavan-3-
ole (-)-Epicatechin (8) und Procyanidin B, (10) als Leitverbindungen ermittelt (Tsao et al.
2001, Will et al. 2007). Ferner sind flr Quercetinglycoside (12) - (17) in Saften aus reinen
Tafelapfeln nur geringe Gehalte bis zu 5 mg/L beschrieben (Hertog et al. 1993b, van der
Sluis et al. 2004, Will et al. 2007), wobei starke Schwankungsbreiten in Abhangigkeit der
Apfelsorte bekannt sind (Pérez-lizabre et al. 1991, Guyot et al. 2002). Die Aglycone
Quercetin (11) und Phloretin (4) konnten ebenfalls nicht in Apfeln nachgewiesen werden
(Oleszek et al. 1988). Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wurden in rot-
schaligen Apfeln Anthocyaningehalte bis zu 10 mg/100 g Frischgewicht bestimmt (Kaeh-
koenen et al. 2001).

3.1.3 Bestimmung der Polyphenolgehalte in Apfelsaften des Handels

Zur Ermittlung der Polyphenolgehalte in Apfelsaften wurden drei klare (A-C) und 21
naturtribe (D - X) Marktmuster untersucht, bei denen es sich um fiunf Safte aus
Konzentrat (A-C, L, Q) und 19 Direktsafte handelte. Des Weiteren waren die triiben
Safte E, F, H, K, O und U als ,Biosafte” ausgezeichnet. Diese Bezeichnung garantiert eine
Okologische Herstellung von mindestens 95 Gewichts-% der Zutaten. Die Analyse mittels
HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS erfolgte direkt nach Filtration (vgl. 4.3.1.1.1 und
4.3.1.2). Die Ergebnisse der klaren Safte sind in Abbildung 3.4, die der triiben Safte sind
in den Abbildungen 3.5 bis 3.7 dargestellt (Einzeldaten s. Anhang Tabellen 7.3 bis 7.5).

Mit Ausnahme eines Saftes (X; 152,2 mg/L) wiesen die naturtriiben Apfelsafte mit 182,0
bis 459,0 mg/L (Durchschnitt 289,2 mg/L) hdéhere Polyphenolgehalte als die klaren
Produkte (119,9 bis 172,7 mg/L; Durchschnitt 149,4 mg/L) auf. Unterschiede zwischen
Saften aus Konzentrat und Direktsaften waren hingegen nicht feststellbar. Die durch-

schnittlichen Polyphenolgehalte der als ,Bio“ deklarierten naturtriben Safte lagen mit
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299,9 mg/L etwas hoher als die Gehalte der nicht als solche gekennzeichneten triben
Apfelsafte (Durchschnitt 268,0 mg/L).

Wie bei den selbst hergestellten Saften aus Most- und Tafeldpfeln wurden auch bei den
Saften des Handels die héchsten Gehalte fiir die Gruppe der Hydroxyzimtsauren und
Hydroxyzimtsaureester festgestellt (68,6 bis 231,9 mg/L, Durchschnitt 142,2 mg/L), wobei
die 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit durchschnittlich 116,0 mg/L (52,9 bis 188,2 mg/L) die
Polyphenolzusammensetzung dominierte. In einem triben ,Bio“-Saft (F) wurden die
hochsten Konzentrationen hingegen bei den Flavan-3-olen (112,7 mg/L) bzw. (-)-Epicate-
chin (8) (86,9 mg/L) detektiert. In den klaren Saften wurden durchschnittlich 20,9 mg/L
(14,0 bis 31,9 mg/L) Flavan-3-ole quantifiziert, in den triben Saften lag der Anteil der
Flavan-3-ole mit durchschnittlich 84,9 mg/L (45,6 bis 124,4 mg/L) deutlich héher. Neben
(-)-Epicatechin (8) (Durchschnitt klare Safte 15,5 mg/L, Durchschnitt triibe Safte
59,3 mg/L) waren gréRere Mengen von dessen Dimer (10) nachweisbar (Durchschnitt
klare Safte 5,4 mg/L, Durchschnitt tribe Safte 22,1 mg/L), wohingegen (+)-Catechin (7)
nur in 17 Saften (Durchschnitt 2,2 mg/L) und Procyanidin B¢ (9) nur in zehn Saften
(Durchschnitt 6,6 mg/L) quantitativ erfasst werden konnten. Die Konzentrationen an
Dihydrochalkonen lagen fur klare Séafte im Bereich 9,4 bis 53,5 mg/L (Durchschnitt
31,9 mg/L), bei den naturtriben Saften wurden bis zu 87,1 mg/L gefunden (Durchschnitt
47,1 mg/L). Mit Ausnahme eines klaren Saftes (B) wiesen alle Handelsprodukte hdhere
Gehalte an Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) als Phloretin-2"-O-glucosid (5) auf. Die Agly-
cone Phloretin (4) und Quercetin (11) waren wie bei den untersuchten Pressséften aus
Most- und Tafelapfeln nicht nachweisbar. Daneben wurden weder Quercetin-3-O-rutinosid
(17) noch Cyanidin-3-O-galactosid (18) in einem der analysierten Apfelsafte gefunden.
Die einzelnen Quercetinderivate (12) - (16) stellten mit Anteilen zwischen < 0,2 und
6,5 mg/L Minorkomponenten dar, wobei die Glycoside Quercetin-3-O-rhamnosid (16) und

Quercetin-3-O-galactosid (13) Uberwogen.
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mg/L

Abbildung 3.4: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [mg/L] der einzelnen Polyphenole der klaren
Apfelsafte A - C. (1): 5-Kaffeoylchinasaure; (2): Kaffeesaure; (3): 4-p-Cumaroyl-
chinasaure; (4): Phloretin; (5): Phloretin-2°-O-glucosid; (6): Phloretin-2’-O-xyloglu-
cosid; (7): (+)-Catechin; (8): (-)-Epicatechin; (9): Procyanidin B4; (10): Procyanidin
B,; (11): Quercetin; (12): Quercetin-3-O-glucosid; (13): Quercetin-3-O-galactosid;
(14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (15): Quercetin-3-O-xylosid; (16): Quercetin-
3-O-rhamnosid; (17): Quercetin-3-O-rutinosid.

Abbildung 3.5: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [mg/L] der einzelnen Polyphenole der natur-
triben Apfelsafte D - J. (1): 5-Kaffeoylchinasaure; (2): Kaffeesaure; (3): 4-p-Cuma-
roylchinasaure; (4): Phloretin; (5): Phloretin-2"-O-glucosid; (6): Phloretin-2"-O-xylo-
glucosid; (7): (+)-Catechin; (8): (-)-Epicatechin; (9): Procyanidin B4; (10): Procy-
anidin By; (11): Quercetin; (12): Quercetin-3-O-glucosid; (13): Quercetin-3-O-ga-
lactosid; (14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (15): Quercetin-3-O-xylosid; (16):
Quercetin-3-O-rhamnosid; (17): Quercetin-3-O-rutinosid.



100 3 Ergebnisse und Diskussion

(@)

(b)

Abbildung 3.6: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [mg/L] der einzelnen Polyphenole der natur-
triben Apfelsafte K- Q (a) und R - X (b). (1): 5-Kaffeoylchinasaure; (2): Kaffee-
saure; (3): 4-p-Cumaroylchinasaure; (4): Phloretin; (5): Phloretin-2°-O-glucosid;
(6): Phloretin-2"-O-xyloglucosid; (7): (+)-Catechin; (8): (-)-Epicatechin; (9): Pro-
cyanidin B4; (10): Procyanidin B,; (11): Quercetin; (12): Quercetin-3-O-glucosid;
(13): Quercetin-3-O-galactosid; (14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (15): Quer-
cetin-3-O-xylosid; (16): Quercetin-3-O-rhamnosid; (17): Quercetin-3-O-rutinosid.
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Die Datenlage zu Polyphenolgehalten in kommerziell erhaltlichen Apfelsaften ist sehr
limitiert. Einzig Schieber und Mitarbeiter (2001) untersuchten neben selbst gepressten
Saften auch ein Marktmuster des Handels. Ob es sich hierbei um einen klaren oder
triben Apfelsaft handelte, ist nicht bekannt. Der Gesamtpolyphenolgehalt der Probe be-
trug 231,2 mg/L. Hauptkomponente war 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit 130 mg/L, dahinter
folgten Phloretin-2’-O-glucosid (5) (24 mg/L), 4-p-Cumaroylchinasaure (3) (23 mg/L),
(-)-Epicatechin (8) (12 mg/L) und Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) (11 mg/L). Die Gehalte
stimmen in den Grundziigen mit den vorliegenden Daten der naturtriiben Apfelsafte
Uberein, wobei der (-)-Epicatechingehalt (8) eher dem eines klaren Saftes entspricht.
AulRerdem konnte die Gruppe freies Quercetin (11) im Saft nachweisen. Informationen zu
Cider aus Spanien (Alonso-Salces et al. 2004, Suaréz et al. 2005, Rodriguez et al. 2006),
Frankreich (Guyot et al. 2003) und England (Marks et al. 2007) sind hingegen vielfach
vorhanden. Deren Polyphenolgehalte lagen mit bis zu 1 559 mg/L deutlich tGber denen der
in dieser Studie analysierten Safte, was die Verwendung von Mostapfeln zur Cider-
herstellung zurickzufuhren ist. Dagegen hat sich die Rohwarensituation bei Apfelsaften
geandert. Der Trend geht immer mehr zur Verwertung von Tafeldpfeln, die klassischen

Mostapfelsorten verlieren an Bedeutung (Thielen et al. 2006).

Grundsatzlich ergaben die durchgeflihrten Studien, dass sowohl die Gehalte als auch die
Zusammensetzung der Polyphenole in den untersuchten Apfeln signifikante Unterschiede
in Abhangigkeit der Sorte aufwiesen. Hier haben u. a. Faktoren wie Herkunft (Keller et al.
2003), Licht (Manach et al. 2004), Reifegrad (van der Sluis et al. 2001) und Stress
(Golding et al. 2001) einen grofien Einfluss auf die Bildung der phenolischen Substanzen.
Im Vergleich zu den frisch gepressten Saften aus Mostapfeln wiesen die kommerziell
erhaltlichen Apfelsafte, bedingt durch die einzelnen Verarbeitungsschritte, geringere Poly-
phenolgehalte auf. Wahrend in den Saften aus Tafel- und Mostapfeln flr 5-Kaffeoyl-
chinasaure (1), 4-p-Cumaroylchinasaure (3), Procyanidin B, (10) und (-)-Epicatechin (8)
die hochsten Gehalte ermittelt wurden, war in den Marktmustern als Hauptkomponente
neben 5-Kaffeoylchinasaure (1), 4-p-Cumaroylchinasaure (3) und (-)-Epicatechin (8) das

Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) auszumachen.

Informationen Uber sortentypische Apfelpolyphenolgehalte und -profile sind essentiell fur
neue Entwicklungen in den Bereichen der funktionellen Lebensmittel und Nahrungsergan-
zungsmittel. DarUber hinaus sind sie fur Bioaktivitdtsstudien oder fur Studien zur Bio-

verfugbarkeit dieser Substanzklasse von Bedeutung.
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Fur die Durchfiihrung der humanen Interventionsstudien wurde der naturtribe Direktsaft R
(Abbildung 3.6) ausgewahlt, da sich dieser im Vergleich zu den anderen untersuchten
Apfelsaften durch seinen hohen Polyphenolgehalt und das Vorkommen von Quercetin-
derivaten auszeichnete. Der Saft stammte aus einem im Raum Wirzburg ansassigen Be-

trieb, der die reine Verwendung von Streuobst garantierte.

3.2 Studien zur Verfuigbarkeit von Apfelpolyphenolen: Strategie

Das antioxidative Potential der Flavonoide und Phenolcarbonsduren sowie ihre daraus
resultierenden positiven gesundheitlichen Wirkungen in vivo (s. 2.3.5) sind abhangig von
Absorption, Metabolisierung und Verteilung dieser Substanzen im Korper sowie deren
Ausscheidung aus dem Korper nach oraler Aufnahme. Aufgrund dessen ist das Interesse
an der Verfligbarkeit dieser phenolischen Substanzen gestiegen, und entsprechende
Untersuchungen sind gegenwartig Schwerpunkt zahlreicher Studien. Forschungsarbeiten
der letzten Jahre belegten die Aufnahme und Verstoffwechselung vieler Polyphenole, die
in Abhangigkeit der einzelnen Substanz und/oder der Lebensmittelmatrix stark variieren
(Manach et al. 2005).

Die Ergebnisse der Uberwiegenden Zahl von Studien zur Bioverfugbarkeit sind jedoch
kritisch zu bewerten, da entweder unphysiologisch hohe Konzentrationen der einzelnen
Polyphenole verwendet und/oder die Untersuchungen mit Polyphenolen in Form ihres
nicht in der Natur vorliegenden Aglycons durchgefuhrt wurden. Auch der Einfluss der
Lebensmittelmatrix wurde nur selten, meist in Tierversuchen oder bei in vitro Unter-
suchungen, bertcksichtigt. Des Weiteren wird eine exakte Quantifizierung durch das
Fehlen von Referenzen sowohl der phenolischen Verbindungen selbst, wie Phloretin-2°-
O-xyloglucosid oder 4-p-Cumaroylchinasaure, als auch das ihrer Metabolite, wie Glucuro-
nide und Sulfate, erschwert. Humanstudien zur Verfiigbarkeit von Polyphenolen zeigen
nicht zuletzt aus diesen genannten Griinden kontrare Ergebnisse.

Generell ist die Absorption von Polyphenolen nach Aufnahme physiologischer Konzen-
trationen sehr gering, ihre Plasmakonzentrationen bewegen sich im nM- bis unteren uM-
Bereich (Manach et al. 2005). In den peripheren Geweben ist die Bioverflgbarkeit von mit
der Nahrung aufgenommenen Polyphenolen aufgrund einer hohen intestinalen und bili-
aren Sekretion der Konjugate verringert (Silberberg et al. 2006). Der Hauptteil der
Nahrungspolyphenole und ihrer Metabolite verbleibt daher im Darmlumen, wo Konzen-
trationen von uber 100 uM vorliegen kénnen (Scalbert und Williamson 2000). Die praven-
tiven Effekte der Verbindungen sind deshalb v. a. in Dinn- und Dickdarm von Bedeutung.
Um geeignete Aussagen zur Wirksamkeit von Flavonoiden und Phenolcarbonsduren aus

der Nahrung im gesamten Darmtrakt treffen zu konnen, ist die Kenntnis ihrer Ver-
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fugbarkeit im intestinalen Stoffwechsel unerlasslich. Zur Klarung dieser Frage ist eine
Interventionsstudie mit naturtribem Apfelsaft bei Probanden mit einem Stoma des
terminalen lleums durchgefiuihrt worden. Um einen Einblick in die einzelnen Schritte der
Verdauung zu erhalten, wurde zusatzlich eine Reihe von Modelluntersuchungen durch-
gefuhrt. Hierbei wurden die Apfelpolyphenole unter aeroben Bedingungen mit Speichel,
simuliertem Magensaft und simuliertem Duodenalsaft inkubiert, denen hinsichtlich ihrer
Fahigkeit, phenolische Substanzen zu absorbieren und zu metabolisieren, bisher kaum
Beachtung geschenkt wurde. Analysen mit Dinndarmflissigkeit erfolgten unter an-
aeroben Bedingungen. Weiterhin wurden in vitro Inkubationen der einzelnen Apfelpoly-
phenole mit Hepatozyten, neben dem Dinndarm Ort der Metabolisierung, durchgefihrt.
Die Verteilung der Apfelphenole und ihrer Metabolite nach Absorption sowie ihre renale
Elimination wurden in Humanstudien mit gesunden Probanden nach Apfelsaftaufnahme in
Blutserum und Urin untersucht.

Aus Griinden der Ubersicht erfolgt die Darstellung der Ergebnisse in der Reihenfolge, in

welcher die Polyphenole nach oraler Aufnahme den Magen-Darm-Trakt passieren.

3.2.1 Exvivo Inkubationen mit Speichel

Zur Testung des Einflusses von Speichel auf die in Apfeln und Apfelsaft enthaltenen
Polyphenole wurden ex vivo Inkubationen unter aeroben Bedingungen durchgefuhrt. Zu
diesem Zweck wurde der Speichel dreier Probanden homogenisiert, mit Wasser verdunnt
und in drei Anséatze aliquotiert. Ansatz A wurde zentrifugiert und der erhaltene Uberstand,
der aus Speichelsekret und darin geldsten niedermolekularen Proteinen besteht (Hirota et
al. 2001, Yang et al. 1999), als Inokulum (Inkubationsmedium) verwendet. Ansatz B, der
neben Speichelsekret noch abgeldste Epithelzellen, Bakterienzellen und geringe Mengen
an Leukozyten enthalt (Yamamoto et al. 1991, al-Essa et al. 1994, Yang et al. 1999,
Hirota et al. 2001), wurde direkt fiir die Inkubationsversuche eingesetzt. Zur Uberpriifung
des oralen Bakterieneinflusses wurde Ansatz C mit Penicillin/Streptomycin-Antibiotikum
versetzt und das Gemisch als Inokulum verwendet. Aliquote der Inokuli A bis C wurden in
parallelen Ansatzen jeweils in Inkubationsgefale mit den Zielverbindungen (gelést in
Dimethylsulfoxid (DMSO)) gegeben und die Inkubationen bei 37 °C uber 0, 0,5, 1, 2 und
5 Minuten gehalten. Zu Kontrollzwecken erfolgten Ansatze ohne Polyphenole (Blindwerte)
sowie Versuche ohne Inokulum (Kontrollwerte). Nach Ablauf der Inkubation wurden die
einzelnen Proben gefriergetrocknet und extrahiert. Die Identifizierung der Substanzen und
ihrer Abbauprodukte erfolgte mittels HPLC-DAD anhand des Vergleichs der Retentions-
zeiten und UV-Spektren der Probenmolekiile mit denen authentischer Referenzverbin-

dungen. Die strukturelle Absicherung erfolgte dann mittels HPLC-ESlnei-MS sowie HPLC-
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ESlheg-MS/MS-Analysen (Gerateparameter und Bedingungen s. 4.3.2.3). Der zeitliche
Verlauf der Polyphenolinkubationen wurde mittels HPLC-DAD registriert. Zur Quantifi-
zierung sind Kalibriergeraden unter Verwendung eines externen Standards (3,4,5-trans-
Trimethoxyzimtsaure) bei einer fur die jeweiligen Substrate bzw. Metabolite charakteris-
tischen Wellenlange aufgenommen worden. Die Umsetzungsraten der Polyphenole
wurden mittels Interpolation durch den Linearitatsbereich der Abbaukurven bestimmt. Die
Steigung der sich daraus ergebenden Tangente entsprach dabei der Anfangsgeschwin-

digkeit V, der Reaktion in ymol/min.

In den Versuchsansatzen A, bei denen der nach Zentrifugation enthaltene Uberstand
(Speichelsekret) als Inokulum verwendet wurde, erwiesen sich die untersuchten pheno-
lischen Verbindungen 5-Kaffeoylchinasaure (1), Kaffeesaure (2), 4-p-Cumaroylchinasaure
(3), Phloretin (4), Phloretin-2"-O-glucosid (5), Phloretin-2’-O-xyloglucosid (6), (+)-Catechin
(7), (-)-Epicatechin (8), Procyanidin B, (10), Quercetin (11), Quercetin-3-O-glucosid (12),
Quercetin-3-O-galactosid (13), Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14), Quercetin-3-O-xylo-
sid (15), Quercetin-3-O-rhamnosid (16) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) Uber den gesam-
ten Inkubationszeitraum als stabil. Nach 5 Minuten wurden Wiederfindungsraten zwischen
94,4 und 100,3% bezogen auf den Null-Minuten-Wert ermittelt (Daten sind nicht dar-
gestellt). Die Resultate zeigen, dass die im Sekret gelésten niedermolekularen Enzyme
nicht in der Lage sind, die inkubierten phenolischen Verbindungen abzubauen.

Die nachgewiesene Stabilitat in Gegenwart von reinem Speichelsekret ist in Uberein-
stimmung mit Literaturergebnissen (Hirota et al. 2001, Walle et al. 2005). So fanden Walle
und Mitarbeiter (2005) nach Inkubation ausgewahlter Flavonoidglycoside mit durch Zentri-
fugation erhaltenem Speichelsekret eine Uber 90% verminderte Enzymaktivitat gegentber
Inkubationen mit Speichel, der zuvor nicht zentrifugiert wurde. Sie schlossen daraus, dass
die Enzymaktivitat zelluldren Ursprungs sein muss. Auch die Gruppe um Hirota (2001)
konnte nach Zentrifugation des Speichels, der 15 Minuten nach dem Verzehr von Zwie-
belsuppe gesammelt wurde, im Uberstand einen wesentlich geringen Abbau von Querce-

tin-3-O-glucosid (12) und Quercetin-3,4"-O-diglucosid als im Sediment feststellen.

In den Versuchsansatzen B wurde daher der gesamte Speichel als Inokulum verwendet.
Hier waren 5-Kaffeoylchinasdure (1), Kaffeesaure (2), 4-p-Cumaroylchinasaure (3),
Phloretin (4), (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8), Procyanidin B, (10), Quercetin (11),
Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14) und Quercetin-3-O-rhamnosid (16) wahrend der In-
kubationsdauer von 5 Minuten stabil. Die Wiederfindungsraten betrugen 95,3 bis 100,8%
bezogen auf den Null-Minuten-Wert. Im Gegensatz zu Versuchsreihe A sowie zu den

Kontrollansatzen ohne Speichel lagen die Wiederfindungen der Null-Minuten-Werte alle
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15,0 bis 20,2% unter den eingesetzten Mengen von 0,50 umol (Daten sind nicht gezeigt),
was auf eine Bindung der phenolischen Substanzen an die héhermolekularen Proteine
des Speichels sowie an im Speichel vorliegende Bakterien- und Epithelzellen zurlick-
zufiihren ist. Die Bindung an prolinhaltige Speichelproteine ist flr die Gruppe der Flavan-
3-ole beschrieben (Mehansho et al. 1987, De Freitas und Mateus 2001). Hierbei weist (+)-
Catechin (7) eine hohere Affinitat zu den Proteinen auf als (-)-Epicatechin (8). Die Affinitat
von Procyanidindimeren zu prolinhaltigen Speichelproteinen ist bei einer (48-8)-Ver-
knlpfung ebenfalls gréRer als bei einer (43-6)-Verknlpfung (De Freitas und Mateus 2001).
Daruber hinaus sind Interaktionen von Quercetin und Quercetinglycosiden sowohl mit den
Proteinen als auch mit den Bakterienzellen und abgelosten Epithelzellen des Speichels
bekannt (Nishioka et al. 1981, Yang et al. 1999, Hirota et al. 2001, Boyer et al. 2005).

Bei den Dihydrochalkonglucosiden Phloretin-2°-O-glucosid (5) und Phloretin-2’-O-xylo-
glucosid (6) sowie den Quercetinglycosiden Quercetin-3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-
galactosid (13), Quercetin-3-O-xylosid (15) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) wurde Uber
den 5-minuatigen Inkubationszeitraum hingegen ein hydrolytischer Abbau beobachtet. Die
Hydrolyseraten (in umol/min) sowie der prozentuale Abbau der Verbindungen (5), (6), (12),
(13), (15) und (17) sind in Tabelle 3.2 angefuhrt.

Tabelle 3.2: Hydrolyseraten [umol/min] und Abbau [%] ausgewahlter Flavonoidglycoside
(0,50 ymol) nach 5-minttiger Inkubation mit Speichel (Ansatz B; n = 3).

Substanz Hydrolyserate [umol/min] Abbau [%]
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 0,114 45,3
Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) 0,007 10,4
Quercetin-3-0O-glucosid (12) 0,050 27,2
Quercetin-3-O-galactosid (13) 0,036 20,8
Quercetin-3-O-xylosid (15) 0,007 9,4
Quercetin-3-O-rutinosid (17) 0,003 53

Die héchste Abbaurate von 0,114 pmol/min wurde dabei flr Phloretin-2°-O-glucosid (5)
ermittelt. Wie aus Abbildung 3.7 hervorgeht, unterlag das Dihydrochalkon innerhalb des
Inkubationszeitraums von 5 Minuten einer 45,3%igen hydrolytischen Spaltung in Glucose
und Phloretin (4). Der Gehalt des Aglycons (4), der mittels HPLC-DAD erfasst wurde,
stieg kontinuierlich bei gleichzeitiger Abnahme von Phloretin-2°-O-glucosid (5) an und
erreichte ein Maximum von 0,18 pymol nach 5-mintitiger Inkubation.

Dagegen erwies sich Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) mit einer Hydrolyserate von

0,007 ymol/min und einem Abbau von 10,4% als deutlich stabiler. Bei beiden Dihydro-
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chalkonen (5) und (6) betrug die Wiederfindung der Null-Minuten-Werte 16,4% bzw.
19,8%.
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Abbildung 3.7: Zeitlicher Verlauf der 5-minttigen Inkubation von Phloretin-2°-O-glucosid (5) mit
Speichelsekret (n = 3) vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). Phloretin-2"-O-
glucosid (5) (A), Phloretin (4) (&). Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Doppel-
bestimmungen.

Von den Flavonolglycosiden wurde Quercetin-3-O-glucosid (12) mit 0,050 ymol/min am
schnellsten umgesetzt. Quercetin-3-O-galactosid (13) zeigte mit 0,036 pmol/min bereits
eine geringere Hydrolyserate, gefolgt vom deutlich langsamer deglycosilierten Quercetin-
3-O-xylosid (15) mit 0,007 ymol/min. Quercetin-3-O-rutinosid (17) erwies sich Uber den In-
kubationszeitraum von 5 Minuten mit einer Umsatzrate von 0,003 mmol/min am stabilsten.
Analog der bisher untersuchten Polyphenole betrugen die Wiederfindungsraten des Null-
Minuten-Wertes der Flavonolglycoside 80,2 bis 82,6% der eingesetzten Menge.

Als reprasentative Beispiele fur die hydrolytische Spaltung in das Aglycon Quercetin (11)
und den entsprechenden Zucker in Gegenwart des Speichelsekretes sind die Abbau-
kurven von Quercetin-3-O-glucosid (12) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) in den Abbildun-
gen 3.8 und 3.9 dargestellt. Nach 2 Minuten wurde Quercetin-3-O-glucosid (12) bereits zu
24,6% hydrolysiert, nach 5 Minuten betrug der Abbau 27,2%. Gleichzeitig stieg die Kon-
zentration an freiem Quercetin (11) an und erreichte ein Maximum nach beendeter Inku-
bationszeit von 0,13 ymol. Bei der Inkubation von Quercetin-3-O-rutinosid (17) mit Spei-
chel wurde Uber den gesamten Inkubationszeitraum mit 5,3% eine geringe Umsetzung
festgestellt. Das Maximum des freigesetzten Quercetins (11) wurde hier bereits nach
2 Minuten (0,03 pymol) detektiert.
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Abbildung 3.8: Zeitlicher Verlauf der 5-mindtigen Inkubation von Quercetin-3-O-glucosid (12) mit
Speichelsekret (n = 3) vermessen mittels HPLC-DAD (360 nm). Quercetin-3-O-
glucosid (12) (A), Quercetin (11) (@). Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus Dop-
pelbestimmungen.
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Abbildung 3.9: Zeitlicher Verlauf der 5-minttigen Inkubation von Quercetin-3-O-rutinosid (17) mit
Speichelsekret (n = 3) vermessen mittels HPLC-DAD (360 nm). Quercetin-3-O-
rutinosid (17) (A), Quercetin (11) (@). Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Dop-
pelbestimmungen.

Bei einem Vergleich der inkubierten Substanzen miteinander wird deutlich, dass nur die
Flavonoidglycoside einem Abbau unterlagen, die B-glycosidisch mit dem Aglycon ver-
knupft sind. Dieser erfolgte in Abhangigkeit des Zuckerrestes zu unterschiedlichen An-

teilen. Die Glucoside Phloretin-2"-O-glucosid (5) und Quercetin-3-O-glucosid (12) wurden
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vor Quercetin-3-O-galactosid (13) am schnellsten hydrolytisch gespalten. Danach folgten
mit einer deutlich geringeren Umsatzrate Phloretin-2’-O-xyloglucosid (6) und Quercetin-3-
O-xylosid (15). Die geringste Abbaurate wurde bei Quercetin-3-O-rutinosid (16) festge-
stellt, wohingegen die a-glycosidisch gebundenen Flavonolglycoside Quercetin-3-O-ara-
binofuranosid (14) und Quercetin-3-O-rhamnosid (17) keiner Deglycosylierung unterlagen.
Diese Ergebnisse sind insofern interessant als Flavonoidglucoside und -galactoside be-
reits im DlUnndarm hydrolysiert werden, wohingegen Polyphenole, die mit einer Rham-
noseeinheit verknipft sind, erst durch die Mikroflora des Kolons abgebaut werden kénnen
(Scalbert und Williamson 2000, Manach et al. 2004, Rechner et al. 2004). Daneben lasst
die mehr als doppelt so hohe Umsatzrate von Phloretin-2’-O-glucosid (5) im Gegensatz
zu Quercetin-3-O-glucosid (12) auch eine Abhangigkeit der Hydrolyse von der Struktur
des Aglycons vermuten. Aufgrund der geringen Datenlage kann diese Theorie aber nicht
eindeutig bewiesen werden.

Die Ergebnisse von Walle et al. (2005) belegen eine Hydrolyse in Abhangigkeit der
Struktur des Zuckerrestes. Wahrend die Gruppe nach 2-stlindiger Speichelinkubation
einen Abbau der Flavonoidglucoside Quercetin-4’-O-glucosid (85,6%), Phloretin-2’-O-
glucosid (5) (67,8%), Genistein-7-O-glucosid (44,3%) und Quercetin-3-O-glucosid (12)
(40,5%) feststellte, erwiesen sich Quercetin-3-O-rhamnosid (16) und Naringenin-7-O-ruti-
nosid als stabil. Fir Quercetin-3-O-rutinosid (17) wurde ein geringer Abbau von 9% detek-
tiert. Eine Abhangigkeit vom Aglycon lasst sich den Daten von Walle und Mitarbeitern
hingegen nicht entnehmen. Insgesamt variierten die Hydrolyseraten innerhalb der 17 Pro-
banden um das bis zu 20-fache. Schon sehr viel friiher hatten Macdonald et al. (1983)
einen Abbau von Quercetin-3-O-rutinosid (17), nicht aber von Quercetin-3-O-rhamnosid

(16) zu Quercetin (11) durch Speichelkulturen nachweisen.

Da von uns in den Ansatzen der Versuchsreihe B der gesamte Speichel als Inkubations-
medium verwendet wurde, ist der hydrolytische Abbau durch Enzymaktivitaten sowohl von
im Speichel vorhandenen Bakterienzellen als auch von aus dem Gewebe der Mundhdhle
gelosten Epithelzellen moglich. Um den Einfluss der bakteriellen Speichelflora zu erfassen,
wurde eine dritte Versuchsreihe (Ansatze C) durchgefiihrt, bei welcher der Speichel vor
der Inkubation mit einem Penicillin/Streptomycin-Antibiotikum behandelt wurde. Wie in
den Ansadtzen B wurde wahrend der gesamten 5-minutigen Inkubation bei 5-Kaffeoyl-
chinasaure (1), Kaffeesaure (2), 4-p-Cumaroylchinasaure (3), Phloretin (4), (+)-Catechin
(7), (-)-Epicatechin (8), Procyanidin B, (10), Quercetin (11), Quercetin-3-O-arabinofurano-
sid (14) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) kein Abbau festgestellt. Die Wiederfindungs-

raten lagen mit 94,6 bis 99,8% bezogen auf den Null-Minuten-Wert im Bereich der
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Versuchsreihe B. Auch die Wiederfindungen der Null-Minuten-Werte (79,4 - 84,6%) stim-
mten gut mit denen der B-Ansétze Uberein (Daten sind nicht gezeigt).

Wie in den Ansatzen der Versuchsreihe B wurde Uber den Inkubationszeitraum von
5 Minuten ein hydrolytischer Abbau der Flavonoidglycoside Phloretin-2°-O-glucosid (5),
Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6), Quercetin-3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-galactosid
(13), Quercetin-3-O-xylosid (15) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) beobachtet, der jedoch
bei allen Substanzen deutlich geringer war als in den entsprechenden B-Ansatzen. Die er-
mittelten Hydrolyseraten (in umol/min) sowie der prozentuale Abbau der 0. a. Substanzen

nach Antibiotikumzugabe sind Tabelle 3.3 zu entnehmen.

Tabelle 3.3: Hydrolyseraten [umol/min] und Abbau [%] einzelner Flavonoide (0,50 ymol) nach
5-minuitiger Inkubation mit Speichel (n = 3) in Gegenwart von 1% Penicillin/Strepto-
mycin-Antibiotikum (Ansatz C).

Substanz Hydrolyserate [umol/min] Abbau [%]
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 0,011 4.4
Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) 0,001 0,8
Quercetin-3-0O-glucosid (12) 0,005 2,2
Quercetin-3-0O-galactosid (13) 0,003 1,8
Quercetin-3-O-xylosid (15) 0,001 0,8
Quercetin-3-O-rutinosid (17) < 0,001 0,4

Ein Vergleich der bei den Versuchsreihen B und C (Abbildung 3.10) erhaltenen Daten
belegt eindeutig den Einfluss der bakteriellen Mundflora auf die hydrolytischen Aktivitaten
des Speichels. Aufgrund des nur leichten Abbaus in Gegenwart des Antibiotikums ist eine

Enzymaktivitat der abgeldsten Epithelzellen als gering einzustufen.

Glycosidaseaktivitaten sind sowohl fir das Mundhdéhlenepithel als auch fir die Speichel-
drusen bekannt (Nishioka et al. 1981, Walle et al. 2005). Ferner konnten 3-Glycosidasen
der bakteriellen Mundflora nachgewiesen werden (Mahler und Chauncey 1957, Macdo-
nald et al. 1983, Nakamura und Slots 1983, Laires et al. 1989, Makinen 1998, Walle et al.
2005). So konnten Walle und Mitarbeiter (2005) in 0. g. Studie zwei nichtpathogene orale
Bakterienstdmme klassifizieren, die in der Lage waren, Genistein-7-O-glucosid abzu-
bauen. Des Weiteren belegte die Gruppe durch Inkubation von Quercetin-4"-O-glucosid
mit dem Cytosol der oralen Schuppenkarzinomzellen SCC-9 die hydrolytische Aktivitat der

Epithelzellen.
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Abbildung 3.10: Vergleich der Hydrolyseraten [umol/min] von Phloretin-2°-O-glucosid (5), Querce-
tin-3-O-glucosid (12), Queretin-3-O-galactosid (13), Phloretin-2°-O-xyloglucosid
(6), Queretin-3-O-xylosid (15) und Queretin-3-O-rutinosid (17) nach 5-minutiger
Inkubation mit Speichel ohne Antibiotikum- (n = 3; Ansatz B) (d) und Speichel
mit Antibiotikum-Zusatz (n = 3; Ansatz C) (O).

Daneben beeinflusst die Lebensmittelmatrix, mit der die Flavonoidglycoside aufgenom-
men werden, deren Hydrolyse durch B-Glycosidasen in der Mundhoéhle. Erfolgt die Auf-
nahme in flissiger Form, ist der Zugang fur die Enzyme erleichtert, bei der Aufnahme von
fester Nahrung ist ein umfassendes Kauen erforderlich (Walle et al. 2005).
Zusammenfassend muss jedoch kritisch angemerkt werden, dass die Verweildauer von
flissigen Lebensmitteln in der Mundhohle extrem kurz ist und auch feste Nahrung i. d. R.
bereits nach wenigen Sekunden verschluckt wird. Zudem erfolgt eine rasche Inaktivierung
der Enzyme in der sauren Umgebung des Magens.

Darliber hinaus spielen bereits erwahnte interindividuelle Unterschiede eine Rolle, die
entweder genetisch bedingt sind oder durch Umweltfaktoren hervorgerufen werden
konnen. Die orale Hydrolyse durch den Speichel scheint nicht fur alle Menschen relevant
zu sein (Walle et al. 2005).

3.2.2 Invitro Inkubationen mit simuliertem Magensaft

Insgesamt wurden 16 fiir Apfel und Apfelsaft charakteristische Polyphenole in vitro unter
aeroben Bedingungen untersucht, um ihre Stabilitat in dem sauren Milieu des Magens zu
Uberprufen. Als Inkubationsmedium wurde kinstlicher Magensaft (pH 1,81; mit Pepsin),
der die Bedingungen des Magens simuliert, verwendet (Zusammensetzung s. 4.3.3.1).
Die Proben wurden fir 0, 20, 40 Minuten, 1, 1,5, 2 und 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Als
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Kontrolle dienten Ansatze ohne Polyphenole (Blindwert) bzw. ohne simulierten Magensaft
(Kontrollwert). Ein Reaktionsstopp erfolgte durch sofortiges Einfrieren mit flissigem Stick-
stoff. Die Proben wurden anschlieRend gefriergetrocknet und nach Extraktion mittels
HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS analysiert (Gerateparameter und Bedingungen s.
4.3.3.2). Die Identifizierung der Polyphenole und ihrer Abbauprodukte erfolgte mittels
HPLC-DAD mit Hilfe von authentischen Referenzverbindungen durch Vergleich der Re-
tentionszeiten und UV-Spektren. Mittels HPLC-ESI-MS/MS wurden die Ergebnisse struk-
turell abgesichert. Die Quantifizierung erfolgte ebenfalls mittels HPLC-DAD anhand ent-
sprechender Kalibriergeraden unter Verwendung eines externen Standards (3,4,5-trans-
Trimethoxyzimtsaure). Zur Berechnung der Hydrolyseraten wurde eine Tangente an den
linearen Anfangsbereich der jeweiligen Abbaukurve gelegt. Die resultierende Steigung der

Regressionsgeraden entsprach dabei der Hydrolyserate in umol/h.

Die untersuchten Substanzen 5-Kaffeoylchinasaure (1), Kaffeesaure (2), 4-p-Cumaroyl-
chinasaure (3), Phloretin (4), Phloretin-2"-O-glucosid (5), Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6),
(+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8), Quercetin (11), Quercetin-3-O-glucosid (12), Querce-
tin-3-O-galactosid (13), Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14), Quercetin-3-O-xylosid (15),
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) erwiesen sich Uber den
gesamten Inkubationszeitraum mit Wiederfindungsraten von 98,0 bis 100,4%, bezogen
auf den Null-Stunden-Wert, als stabil (Daten sind nicht gezeigt). Allerdings lagen die
Wiederfindungen der Null-Stunden-Werte durchgehend zwischen 9 und 15% unter den
Ausgangsmengen von 0,50 ymol, was eine Bindung an Pepsin vermuten lasst. Das
Bindungsvermégen an Proteine wie Pepsin, Pankreatin oder Albumin ist fur die Gruppen
der Flavan-3-ole, der Hydroxyzimtsauren und der Flavonole hinreichend belegt (Adzet et
al. 1988, Camarasa et al. 1988, Boulton et al. 1998, Manach et al. 1995, Muralidhara und
Prakash 1995, Zhu et al. 2002, Spencer 2003, Dupas et al. 2006).

Die nachgewiesenen Stabilitaten der phenolischen Verbindungen (1) und (2) sowie (7) -
(17) in Gegenwart von Pepsin bei pH 1,81 stimmen mit vorherigen Untersuchungen aus
der Literatur Gberein. So dokumentieren zahlreiche Studien, dass die monomeren Flavan-
3-ole (Spencer et al. 2000, Zhu et al. 2002, Laurent et al. 2005, Neilson et al. 2007),
Quercetin und dessen Glycoside (Boyer et al. 2005, Bermudéz-Soto et al. 2007) sowie die
Hydroxyzimtsduren und deren Derivate (Lambert et al. 1999, Takenara et al. 2000, Olthof
et al. 2001b, Rechner et al. 2001, Chen et al. 2003, Lafay et al. 2006a, Bermudéz-Soto et
al. 2007) keiner Hydrolyse durch Enzyme bzw. chemisch bei dem pH-Wert des Magens
unterliegen. Einzig die Gruppe um Vallejo (2004) stellte nach 2-stundiger Inkubation eines

Brokkoliextraktes mit simuliertem Magensaft (pH 2,0; mit Pepsin) einen 24,3%igen Verlust



112 3 Ergebnisse und Diskussion

an Kaffeoylchinasaurederivaten (3- und 5-Kaffeoylchinasaure) fest, der auch im Wider-
spruch mit den fir (1) erzielten Ergebnissen in dieser Arbeit steht. Fur die Gruppe der
Dihydrochalkone (4) - (6) sowie das Hydroxyzimtsaurederivat 4-p-Cumaroylchinasaure (3),

die sich ebenfalls als stabil erwiesen, lagen bisher keine Daten vor.

Im Gegensatz zu den o. a. Substanzen wurde fir das dimere Flavan-3-ol Procyanidin B,
(10) ein nahezu vollstandiger Abbau mit einer Hydrolyserate von 0,23 pmol/h festgestellt.
Dabei wurde anhand von HPLC-DAD-Analysen ein Metabolit, der nach 11,1 Minuten (8)
eluierte, detektiert (Daten sind nicht gezeigt). Anhand des Vergleiches von UV-Spektrum
und Retentionszeit mit den entsprechenden Daten einer authentischen Referenzver-
bindung wurde dieser als (-)-Epicatechin (8) identifiziert. Das Masse/Ladungsverhaltnis
von m/z 289 (HPLC-ESlneq-MS) sowie das mittels HPLC-ESI,.-MS/MS erhaltene Produkt-
ionenspektrum von (8) mit den charakteristischen Fragmenten m/z 245 und 205 be-
statigten die Identitat. In den Blindansatzen waren keine Peaks von (10) und (8) nach-
weisbar.

Zur Uberpriifung der chemischen Stabilitit wurden analog Kontrollansatze mit Puffer-
I6sung (pH 1,81) und Procyanidin B, (10) durchgefuhrt. Hierbei wurde ebenfalls ein Abbau
von (10) bei gleichzeitiger (-)-Epicatechinfreisetzung (8) beobachtet. Die Hydrolyserate
entsprach nahezu derjenigen der Inkubation mit simuliertem Magensaft, und auch die An-
teile beider Substanzen waren mit denen der Magensaftinkubation vergleichbar. Die
Spaltung von Procyanidin B, (10) ist daher offensichtlich pH-bedingt und nicht enzy-
matischen Ursprungs. Die Gegenwart von Pepsin flihrt hauptsachlich zu Interaktionen
zwischen dem Protein und Procyanidin B, (10).

Der zeitliche Verlauf des Zerfalls von Procyanidin B, (10) ist in Abbildung 3.11 dargestellt.
Auch hier lag die Wiederfindungsrate des Null-Stunden-Wertes 16% unter der einge-
setzten Menge von 0,50 umol. Es ist erkennbar, dass (10) rasch einer Spaltung in seine
monomere Einheit (-)-Epicatechin (8) unterliegt. Nach einer Stunde wurde mehr als die
Halfte des dimeren Flavan-3-ols (10) umgesetzt, nach 2-stiindiger Inkubation war (10) fast
vollstandig abgebaut. Im Gegensatz zu dieser schnellen Reaktion verlief der weitere
Abbau von (10) sehr langsam, sodass nach 4-stiindiger Inkubation noch immer Spuren
von (10) nachweisbar waren. Die Freisetzung von (-)-Epicatechin (8) stieg parallel zum
Procyanidinabbau an, wobei pro gespaltenem Procyanidinmolekil (10) nur ein (-)-Epi-

catechinmolekul (8) detektiert wurde.
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Abbildung 3.11: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von Procyanidin B, (10) mit simuliertem Magen-
saft (pH 1,81; mit Pepsin) vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). Procyanidin
B, (10) (A), (-)-Epicatechin (8) (d). Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Dop-
pelbestimmungen.

Die intermediare Bildung von (-)-Epicatechin (8) aus Procyanidin B, (10) durch simulierten
Magensaft ist literaturbekannt (Spencer et al. 2000, Zhu et al. 2002). So stellte die Gruppe
um Zhu (2002) nach 1-stundiger Inkubation (pH 1,8; kein Pepsin) einen 50%igen Abbau
von Procyanidin B, (10) zu (-)-Epicatechin (8) fest, wobei auch sie pro gespaltenem
Procyanidinmolekidl nur etwa ein Molekul (-)-Epicatechin (8) wiederfanden. Daneben
detektierten die Autoren Spuren (< 1%) von Procyanidin Bs, das bei den eigenen Umsetz-
ungen nicht gefunden wurde. Auch Spencer und Mitarbeiter (2000) konnten nach 3,5-
stiindiger Inkubation einer 100 uM Lésung von (10) mit simulietem Magensaft (pH 2,0;
kein Pepsin) einen Zerfall des Dimers (10) von 30 yM feststellen, jedoch nur etwa 20 uyM
freigesetztes (-)-Epicatechin (8) nachweisen. Sie begrindeten diesen Befund mit dem
Zusammenschluss mehrerer (-)-Epicatechineinheiten (8) zu gréfieren Procyanidinoligo-
meren, deren Bildung mit hoher Wahrscheinlichkeit auch bei den vorgestellten Inkuba-
tionen stattfand. Da die Erfassung von Procyanidinoligomeren mit der in dieser Arbeit an-
gewendeten Methode der Reversed Phase (RP)-HPLC jedoch nicht mdglich ist (Himmer

und Schreier 2008), konnte deren Entstehung nicht belegt werden.

Die Hydrolyse von Procyanidinen bereits unter milden sauren Bedingungen ist gut
charakterisiert (Porter 2002). Von einer schnellen Spaltung der Procyanidine in kleinere
Flavan-3-ol-Einheiten unter den stark sauren Bedingungen des Magens ist daher
auszugehen. Die Befunde aus der bereits erwdhnten Studie der Gruppe um Spencer

(2000) mit kunstlichem Magensaft bestatigten diese Vermutungen. So belegte man den
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Abbau von Procyanidinoligomeren (Trimere bis Hexamere) in vitro in dimere und mono-
mere Catechine sowie den der Dimere in monomere Einheiten. Hierzu stehen die von
Donovan et al. (2002a) bei Ratten und Rios et al. (2002) beim Menschen erhaltenen
Ergebnisse im Widerspruch. Beide Arbeitsgruppen konnten nach Ftterung von Wein-
traubenkernen bzw. nach Kakaokonsum in vivo keine Veranderungen im Procyanidinprofil
(Dimere bis Pentamere) in Gegenwart des sauren Magensaftes feststellen. Eine mégliche
Erklarung flr die unterschiedlichen Ergebnisse in vitro und in vivo kénnte ein puffernder
Effekt des Lebensmittels sein, mit welchem die Substanzen aufgenommen wurden, der
fur weniger saure Bedingungen im Magen sorgte als flr eine Hydrolyse der Procyanidine

notig gewesen ware.

3.2.3 In vitro Inkubationen mit simuliertem Duodenalsaft

Zur Prufung der Stabilitat von in Apfeln und Apfelsaft enthaltenen phenolischen Substan-
zen in Gegenwart des neutralen bis leicht alkalischen Duodenalsaftes wurden in vitro
Inkubationen unter aeroben Bedingungen durchgefihrt. Als Inokulum wurde kiinstlicher
Duodenalsaft (pH 7,2 £ 0,1; mit Pankreatin), der die Bedingungen des Duodenums wah-
rend der Inkubationen simuliert, verwendet (Zusammensetzung s. 4.3.4.1). Die Poly-
phenole wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 37 °C inkubiert, wobei nach 0,
0,5, 1, 2, 4, 6, 8 10 und 24 Stunden Proben entnommen wurden. Zur Kontrolle wurden
Ansatze ohne Polyphenole (Blindwert) bzw. ohne simulierten Duodenalsaft (Kontrollwert)
angesetzt. Die Reaktion wurde durch sofortiges Einfrieren mit flissigem Stickstoff ge-
stoppt. Die Proben wurden gefriergetrocknet und nach Extraktion zur HPLC-DAD und
HPLC-ESI,.g-MS/MS-Analytik eingesetzt (Gerateparameter und Bedingungen s. 4.3.4.2).
Die Polyphenole und ihre Metabolite wurden anhand authentischer Referenzverbindungen
durch Vergleich der Retentionszeiten und UV-Spektren mittels HPLC-DAD zugeordnet
und diese mittels HPLC-ESI,.i-MS/MS strukturell abgesichert. Die Quantifizierung erfolgte
mittels HPLC-DAD anhand von entsprechenden Kalibriergeraden unter Verwendung
eines externen Standards (3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure). Die Hydrolyseraten (in
pmol/h) wurden durch Anlegen einer Tangente an den linearen Anfangsbereich der je-
weiligen Abbaukurve ermittelt, die der resultierenden Steigung der Regressionsgeraden

entsprachen.

Von den untersuchten 16 Apfelpolyphenolen wurden bei den Dihydrochalkonen Phloretin
(4), Phloretin-2°-O-glucosid (5), Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) sowie bei den Flavonol-
glycosiden Quercetin-3-O-galactosid (13), Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14), Querc-

etin-3-O-xylosid (15) und Quercetin-3-O-rutinosid (17) Uber den gesamten Inkubations-
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zeitraum kein signifikanter Abbau festgestellt. Nach 24 Stunden betrugen ihre Wieder-
findungsraten, bezogen auf den Null-Stunden-Wert, 94,0 bis 96,5%. Quercetin-3-O-glu-
cosid (12) zeigte sich bis acht Stunden stabil (Wiederfindung 96,5%), nach 24 Stunden
waren nur noch 54,5% des Molekils nachweisbar. Ahnlich verhielt sich Quercetin-3-O-
rhamnosid (16), welches nach 10-stindiger Inkubation zu 95,3% wiedergefunden wurde,
nach 24 Stunden hingegen einem fast vollstdndigen Abbau (Wiederfindung 4,6%) unter-
lag. Freies Quercetin konnte in keiner der beiden Ansatze nachgewiesen werden. Um
eine chemische Instabilitat beider Substanzen auszuschlielen, wurden zusatzlich Inkuba-
tionen mit Pufferlésung (pH 7,2 £ 0,1) durchgeflihrt. Es zeigte sich, dass Quercetin-3-O-
glucosid (12) auch in dieser nach zehn Stunden und Quercetin-3-O-rhamnosid (16) nach
24 Stunden nicht mehr stabil waren (Daten sind nicht dargestellt). Wie bereits bei den
Inkubationen mit simuliertem Magensaft lagen die Wiederfindungsraten der Null-Stunden-
Werte durchgehend unter den fiir die Inkubationen eingesetzten Mengen von 0,50 pmol.
Die zwischen 7 und 12% ermittelten Verluste lassen sich mit der Bindung an das Enzym
Pankreatin begriinden. Diese stellt einen physikalischen Prozess dar und findet ohne
zeitliche Verzogerung statt. Eine mdgliche Absorption kann ausgeschlossen werden, da
es sich bei dieser um einen zeitabhangigen Vorgang handelt, die Substanzen sich jedoch

als stabil erwiesen.

Die Apfelpolyphenole 5-Kaffeoylchinasaure (1), Kaffeesaure (2), 4-p-Cumaroylchinasaure
(3), (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8), Procyanidin B, (10) und Quercetin (11) unterla-
gen innerhalb des Inkubationszeitraums von 24 Stunden unterschiedlichen Umsetzungs-
bzw. Zerfallsreaktionen. Interessanterweise zeigten Kontrolluntersuchungen mit Puffer-
I6sung (pH 7,2 £ 0,1) ohne Pankreatin und Gallensalze ahnliche Resultate fir die ge-
nannten phenolischen Verbindungen wie sie bei den Inkubationen mit enzymhaltigem
kiinstlichen Duodenalsaft erhalten wurden (Daten sind nicht gezeigt), sodass die be-
obachteten Effekte auf die jeweils vorherrschenden chemischen Bedingungen (neutraler
bis leicht alkalischer pH) zurlickzufihren sind. In Analogie zu Pepsin bei den Inkubationen
mit simuliertem Magensaft kommt es durch die Anwesenheit von Pankreatin zu Wechsel-
wirkungen mit den Polyphenolen, die deren verminderte Verfligbarkeit im Duodenum be-

dingen.

Der Abbau von 5-Kaffeoylchinasdure (1) erfolgte langsam, sodass nach einer Inkuba-

tionszeit von 24 Stunden noch immer signifikante Mengen von (1) nachweisbar waren. Bei
den HPLC-DAD-Analysen wurden vier Substanzen mit Retentionszeiten von 8,4 min (1a),
10,4 min (1b), 10,9 min (2) und 16,7 min (20) detektiert (Abbildung 3.12), die in den Blind-

ansatzen nicht vorhanden waren (Daten sind nicht dargestellt). Die entstandenen Pro-
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dukte wurden durch Vergleich ihrer Retentionszeiten und UV-Spektren mit denen
authentischer Referenzsubstanzen als 3-Kaffeoylchinasaure (1a), 4-Kaffeoylchinasaure
(1b), Kaffeesaure (2) sowie Kaffeesauremethylester (20) identifiziert. Die Referenzen (1a)
und (20) wurden hierbei nach Trugo und Macrae (1984) (s. 4.3.4.4) bzw. nach Shin et al.
(2004) (s. 4.3.4.5) synthetisiert.

mAU (S)
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Abbildung 3.12: HPLC-DAD-Chromatogramm (320 nm) einer 6-stlindigen Inkubationsprobe von
5-Kaffeoylchinasaure (1) mit simulietem Duodenalsaft (pH 7,2 + 0,1). Nicht
markierte Peaks sind Bestandteile des kinstlichen Duodenalsaftes. (1a): 3-Kaf-
feoylchinasaure; (1b): 4-Kaffeoylchinasaure, (2): Kaffeesaure; (20): Kaffeesaure-
methylester; (S): 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure (Standard) (HPLC-Bedingun-
gens. 4.2.1, HPLC-System 4).

Darlber hinaus wurde anhand von HPLC-MS(MS)-Untersuchungen D-(-)-Chinasaure (19)
als Spaltprodukt von (1) nachgewiesen. Die Quantifizierung von (19) erfolgte durch HPLC-
ESI,egMS/MS-Analysen im SRM-Modus (Single Reaction Monitoring) unter Verwendung
eines externen Standards. Diese Technik gewahrt aufgrund der Selektivitat der MS/MS
eine hohe Empfindlichkeit und Prazision.

Durch zusatzliche Analysen mittels HPLC-ESI,eg-MS sowie HPLC-ESI,ei-MS/MS konnten
0. a. Zuordnungen bestatigt werden. Die beiden Substanzen (1a) und (1b) wiesen iden-
tische UV-Maxima (326 nm) und Precursorionen (m/z 353) sowie ahnliche Fragmentionen
auf. Abbildung 3.13 zeigt exemplarisch das HPLC-ESI;-MS/MS-Produktionenspektrum
der 3-Kaffeoylchinasdure (1a) aus einer Inkubationsprobe. Hauptproduktionenfragmente
sind m/z 179 und m/z 191, die fir den Kaffeesaure- (in griin; 180,16 g/mol) bzw. China-
saureteil (in gelb; 192,17 g/mol) des Molekils stehen. Bei dem Fragmention m/z 135

handelt es sich um das Decarboxylierungsprodukt der Kaffeesaure (M-CO5, -44 u).
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Abbildung 3.13: HPLC-ESlI-MS/MS-Spektrum von 3-Kaffeoylchinasiure (1a) nach Fragmentie-
rung. Precursorion ist m/z 353, Produktionenfragmente sind m/z 178,8 (grin:
Kaffeesaure; [M-H]-Chinoyl), m/z 190,8 (gelb: D-(-)-Chinasaure; [M-H] -Kaffeoyl),
und m/z 134,8 ([M-CO,]). m/z = Masse/Ladung (HPLC-ESI-MS/MS-Bedingun-
gen s. 4.2.2; HPLC-System 9, Massenspektrometer 1).

4-Kaffeoylchinasaure (1b) zeigte zusatzlich das Fragmention m/z 173. Fur die Hydrolyse-
produkte Kaffeesaure (2) und D-(-)-Chinasaure (19) wurden die zu erwartenden Mole-
kularmassen m/z 179 fur (2) und m/z 191 fir (19) sowie die charakteristischen Fragmente
m/z 135 bzw. m/z 85, 93, 127 bestimmt. Das Precursorion m/z 193 und die Produktionen
m/z 134 und 161 belegten die Identitat des Kaffeesdauremethylesters (20), die mit denen

einer entsprechenden Referenzverbindung lbereinstimmten.

Der zeitliche Verlauf des 5-Kaffeoylchinasdureabbaus (1) ist in Abbildung 3.14 gezeigt.
Innerhalb der ersten zwei Stunden der Inkubation mit simuliertem Duodenalsaft verzeich-
nete 5-Kaffeoylchinasaure (1) die groRten Verluste, die in den nachsten Stunden folgen-
den Transformationsreaktionen verliefen langsamer. Die Umsetzungsrate des Phenols (1)
betrug 0,014 ymol/h. Nach 24 Stunden waren noch immer knapp 63% der Ausgangs-
menge an (1) nachweisbar. Der zeitliche Verlauf der Bildung von 3-Kaffeoylchinasaure
(1a), 4-Kaffeoylchinasdure (1b) sowie von Kaffeesduremethylester (20) war &hnlich. So
war bei diesen Produkten bis zu sechs Stunden jeweils ein Anstieg festzustellen, wobei
fur 3-Kaffeoylchinasdure (1a) mit 0,044 ymol der hdchste Gehalt vor Kaffeesaure-
methylester (20) (0,022 umol) und 4-Kaffeoylchinasaure (1b) (0,015 umol) ermittelt wurde.
Danach erfolgte eine leichte Abnahme der Polyphenole (1a), (1b) und (20). Die mittels
HPLC-MS/MS ausgewerteten Gehalte von D-(-)-Chinasaure (19) lagen leicht (iber denen
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von Kaffeesduremethylester (20), und auch der zeitliche Verlauf von (19) war nahezu
identisch mit dem von (20). Kaffeesaure (2) war hingegen erst nach zwei Stunden detek-
tierbar. Eine deutliche Zunahme von (2) war innerhalb des weiteren Inkubationsverlaufes

nicht zu beobachten.
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Abbildung 3.14: Zeitlicher Verlauf der 24-stiindigen Inkubation von 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit
simuliertem Duodenalsaft vermessen mittels HPLC-DAD (320 nm). 5-Kaffeoyl-
chinasaure (1) (4), 3-Kaffeoylchinasaure (1a) (O), 4-Kaffeoylchinasédure (1b)
(M), Kaffeesaure (2) (), D-(-)-Chinasaure (19) (), Kaffeesauremethylester (20)
(m). Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus Doppelbestimmungen.

Das Auftreten des Methylesters (20) war insofern tberraschend als der fur die Inkubation
verwendete kunstliche Duodenalsaft neben Pankreatin lediglich verschiedene anorga-
nische Salze enthielt. Da bei der Aufarbeitung der Proben 70%iges Methanol verwendet
wurde, lag der Schluss nahe, dass (20) wahrend der Extraktion in Gegenwart des Alko-
hols gebildet worden war. Ein zweiter Versuchsansatz, bei dem die Inkubationsproben mit
Aceton ausgeschittelt wurden, bestatigte diese Vermutung. Die Entstehung von (20) aus
5-Kaffeoylchinasaure (1) ist offensichtlich pH-abhangig. So wurde der Methylester (20)
weder im stark sauren Milieu des Magens (pH 1,81; s. 3.2.2) noch unter Bedingungen,
wie sie im Didnndarm anzutreffen sind (pH 6,3; s. 3.2.5), erfasst, obwohl auch diese
Proben mit methanolischer Losung aufgearbeitet wurden. Ein Nachweis war nur in
neutraler bis (leicht) alkalischer Umgebung, wie sie neben der Duodenalfliissigkeit auch

im Blut (pH 7,4) vorliegt, méglich.
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Die bei den eigenen Studien mit 5-Kaffeoylchinasaure (1) erhaltenen Resultate stimmen
gut mit Literaturergebnissen Uberein (Olthof et al. 2001b, Chen et al. 2003, Vallejo et al.
2004, Farah et al. 2006, Bermudéz-Soto et al. 2007). So erwies sich (1) in Gegenwart
humaner Duodenalflussigkeit mit Wiederfindungen von 95% (nach einer Stunde) bzw.
99% (nach vier Stunden) in von Olthof et al. (2001b) durchgefluhrten Studien als stabil.
Hierbei berechneten die Autoren den Gehalt an (1) aus der Summe von 3-, 4- und 5-Kaf-
feoylchinasaure (1a), (1b) und (1). Werden deren Gehalte aus der vorliegenden Arbeit
summiert, erhalt man Uber einen Inkubationszeitraum von zehn Stunden ebenfalls
Wiederfindungen zwischen 90,2 und 99,6%. Nach 24 Stunden lielen sich noch immer
73,5% an Kaffeoylchinasauren bestimmen. Ferner berichteten Farah und Mitarbeiter
(2006) bei der Inkubation von (1) mit kiinstlicher sowie humaner Duodenalfliissigkeit Giber
Isomerisierungs- und Hydrolysereaktionen, die proportional zur Inkubationsdauer und
dem pH-Wert (ab pH > 6) anstiegen. Durchschnittlich konnten die Autoren einen 20%igen
Abbau von 5-Kaffeoylchinasaure (1) Gber einen Zeitraum von acht Stunden ausmachen.
Auch die Arbeitsgruppe um Bermudéz-Soto (2007) stellte in Gegenwart von simuliertem
Duodenalsaft (pH 7,5) eine Umlagerung von 5-Kaffeoylchinasaure (1) in das 3-lsomer
(1a) fest, wobei diese Reaktion bei der Inkubation von Aroniasaft gegentber der Rein-
substanz in geringerem Mal3e ablief. Eine Freisetzung von Kaffeesaure (2) wurde von den
Autoren hingegen nicht beobachtet. Die Gruppe begrindete diesen Befund mit fehlender
Esteraseaktivitat des in ihren Untersuchungen verwendeten Pankreatins. Bei Inkubation
von 3-Kaffeoylchinasdure (1a) aus dem Saft der Aronia erwies sich (1a) gegeniber (1) als
das instabilere Hydroxyzimtsaurederivat (Bermudéz-Soto et al. 2007). In entsprechenden
in vitro Experimenten mit Brokkoliextrakt konnten Vallejo et al. (2004) den deutlich
héheren Abbau von (1a) (94% Verlust) im Vergleich zu (1) (10% Verlust) bestatigen.

Bei der Inkubation von Kaffeesédure (2) wurden mittels HPLC-DAD drei Metabolite mit
Retentionszeiten von 9,9 min (22), 14,0 min (21) und 16,7 min (20) detektiert (Abbildung

3.15), die in den Blindansatzen nicht erfasst wurden (Daten sind nicht gezeigt). Das

Produkt (20) erwies sich, wie bereits bei der Inkubation von 5-Kaffeoylchinasaure (1) be-
schrieben, als Kaffeesauremethylester. Ein Vergleich der Retentionszeiten und UV-
Spektren von (21) und (22) mit denen authentischer Referenzen ermoglichte deren
Zuordnung als Ferulasaure und Dihydrokaffeesdure. Die mittels HPLC-ESI,ce-MS(MS)-
Analysen ermittelten Molekilionen von m/z 193 und m/z 181 sowie die aufgenommenen
Produktionenspektren mit m/z 134, 149 und 178 bzw. m/z 137 bestatigten die Identi-

fizierungen.
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Abbildung 3.15: HPLC-DAD-Chromatogramm (320 nm) einer 2-stlindigen Inkubationsprobe von
Kaffeesaure (2) mit simuliertem Duodenalsaft (pH 7,2 £ 0,1). Nicht markierte
Peaks sind Bestandteile des kinstlichen Duodenalsaftes. (20): Kaffeesaure-
methylester; (21): Ferulasaure; (22): Dihydrokaffeesaure; (S): 3,4,5-trans-Tri-
methoxyzimtsaure (Standard) (HPLC-Bedingungen s. 4.2.1, HPLC-System 4).

Wie aus Abbildung 3.16 hervorgeht, war der Abbau von Kaffeesdure (2) nur gering,
sodass nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden noch 72,7% von (2) vorlagen. Die
Zerfallsrate wurde mit 0,017 pmol/h bestimmt. Innerhalb der ersten zwei Stunden wurde
(2) am schnellsten umgesetzt, der weitere Abbau verlief nur langsam. Parallel war ein
starker Produktanstieg zu beobachten. Dabei wurden maximale Gehalte von 0,011 pmol
fur Kaffeesauremethylester (20), 0,024 pymol fir Ferulasaure (21) und 0,006 pmol fir
Dihydrokaffeesaure (22) bestimmt. Danach nahmen die Anteile von (20), (21) und (22) bis
zum Ende der Inkubation ab.

Die Bildung von (20) aus Kaffeesaure (2) war deutlich niedriger als die aus 5-Kaffeoyl-
chinasaure (1). Auch das Bildungsmaximum wurde bei der Umsetzung von (2) vier Stun-
den friher erreicht als bei derjenigen von (1). Die Vermutung, dass die Transformation
von 5-Kaffeoylchinasadure (1) der Hauptweg fur die (artifizielle) Entstehung des Kaffee-

sauremethylesters (20) ist, konnte somit bestatigt werden.

In einem zweiten Versuchsansatz mit Aceton als Extraktionsmedium wurden 96,7% der
eingesetzten Kaffeesaure (2) wiedergefunden. Daneben wurden der methanolischen Auf-
arbeitung nahezu gleiche Mengen an Dihydrokaffeesaure (22) detektiert. Deren Gene-
rierung aus (2) unter im Duodenum vorliegenden Bedingungen war bisher nicht bekannt.
Die Stabilitdat von Kaffeesaure (2) in Gegenwart duodenaler Flissigkeit wurde bereits
beschrieben (Takenaka et al. 2000 Olthof et al. 2001b). So fanden Olthof et al. (2001b)
nach 4-stindiger ex vivo Inkubation von (2) mit humaner Duodenalflissigkeit 93% der
eingesetzten Konzentration wieder. Die Gruppe um Takenaka (2000) konnte in Gegen-

wart von kinstlichem Intestinalsaft nach einer Inkubationsdauer von zwei Stunden eben-
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falls keinen Abbau von in Methanol geléster Kaffeesaure (2) beobachten, was im Wider-

spruch zu den bei unseren Inkubationen nachgewiesenen Methylierungsprodukten steht.
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Abbildung 3.16: Zeitlicher Verlauf der 24-stlindigen Inkubation von Kaffeesaure (2) mit simulier-
tem Duodenalsaft vermessen mittels HPLC-DAD (320 nm). Kaffeesaure (2) (A),
Kaffeesduremethylester (20) (M), Ferulasaure (21) (O), Dihydrokaffeesaure (22)
(O0). Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Neben 5-Kaffeoylchinasdure (1) wurde mit 4-p-Cumaroylchinasaure (3) ein weiterer

Hydroxyzimtsaureester untersucht. Die Ergebnisse dieser Inkubationen sind mit denen
von (1) vergleichbar. So wurden auch hier mittels HPLC-DAD vier Metabolite erfasst, von
denen (3a) als 3-Isomer (3-p-CoQA) und (3b) als 5-Isomer (5-p-CoQA), (23) als p-Cu-
marsaure (p-CoA) und (24) als p-Cumarsauremethylester (p-CoAME) identifiziert werden
konnten. 3-p- und 5-p-Cumaroylchinasaure (3a) und (3b) lagen nicht als Referenzen vor
und wurden mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS in Ubereinstimmung mit Literatur-
daten (Clifford et al. 2003, Alonso-Salces et al. 2004, Del Rio et al. 2004) identifiziert. lhre
Quantifizierung erfolgte als 4-p-Cumaroylchinasaure. Dieses Vorgehen ist aufgrund iden-
tischer molarer Extinktionskoeffizienten méglich und literaturbekannt (Crespy et al. 2001).
Weiterhin wurde D-(-)-Chinasaure (19) mittels HPLC-MS/MS-Analytik nachgewiesen.
Keines der Produkte war in den Blindansatzen detektierbar (Daten sind nicht gezeigt). Die
spektroskopischen Daten zur ldentifizierung der entstandenen Umsetzungsprodukte sind
in Tabelle 3.4 zusammengestellt. Retentionszeiten und UV-Maxima wurden mittels HPLC-

DAD erfasst. Die Precursorionen und die bei den eingesetzten StoRRenergien entstan-
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denen wichtigsten Produktionenfragmente wurden mittels HPLC-ESI,.s-MS/MS aufge-

nommen.

Tabelle 3.4: HPLC-DAD und HPLC-ESI,-MS/MS-Charakterisierung der bei Inkubation von
4-p-Cumaroylchinasaure (3) entstandenen Metabolite mit Retentionszeit (tg), UV-
Maximum (Amax), Precursorion ([M-H]'), Produktionenfragmenten und der zur Frag-
mentierung eingesetzten StoRenergien (eV). m/z = Masse/Ladung. (3a): 3-p-Cu-
maroylchinasaure; (3b): 5-p-Cumaroylchinasaure; (19): D-(-)-Chinasaure; (23):
p-Cumarsaure; (24): p-Cumarsauremethylester.

' Amax  [M-H]? MS/MS? oV

[min]  [nm] (m/z) (m/z (rel. Intensitat, %))
3-p-CoQA (3a) 11,2 326 337,0 162,8 (100); 190,6 (10) 25
5-p-CoQA (3b) 11,8 325 337,0 190,8 (100); 172,9 (5) 25
QA (19) 2,02 n.b. 190,6 84,7 (100), 92,8 (35), 126,6 (13) 30
p-CoA (23) 13,1 310 162,8 118,8 (100) 20
p-CoAME (24) 19,8 311 176,8 116,9 (100); 144,8 (35) 30

! Bestimmung erfolgte mittels HPLC-DAD
2 Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI-MS(MS)
n. b. = nicht bestimmbar

Wie Abbildung 3.17 zu entnehmen ist, erfolgte der Abbau von 4-p-Cumaroylchinasaure
(3) mit einer Umsetzungsrate von 0,015 pmol/h nur langsam. Nach einer Inkubations-
dauer von 24 Stunden waren noch 56,3% der Ausgangsmengen an (3) nachweisbar. Die
beiden Isomere (3a) und (3b) sowie der Methylester (24) waren bereits nach einer halben
Stunde detektierbar. Maximale Gehalte wurden mit 0,045 pmol fir 3-p-Cumaro-
ylchinasaure (3a), 0,024 ymol fir 5-p-Cumaroylchinasaure (3b) und 0,033 pmol fiir p-Cu-
marsauremethylester (24) nach 10-stiindiger Inkubation erhalten, danach war bei allen
drei Metaboliten ein leichter Abfall zu beobachten. Aus (3) freigesetzte p-Cumarsaure (23)
wurde erst nach 6-stlindiger Inkubation nachgewiesen. Ihr Gehalt stieg im weiteren Ver-
lauf der Inkubation stetig an und erreichte nach 24 Stunden einen Hoéchstwert von
0,009 umol. Fir D-(-)-Chinasaure (19) wurde ein Anstieg bis zu sechs Stunden ahnlich
dem des Methylesters (24) beobachtet. In den folgenden vier Stunden stieg der Gehalt
von (19) starker an (0,039 umol) und blieb bis zum Ende der Inkubation nahezu konstant.
Die fur (19) durch HPLC-ESI,-MS/MS-Analysen ermittelten Gehalte bestatigen die
mittels HPLC-DAD fir (23) und (24) analysierten Mengen, da pro gespaltenem 4-p-Cuma-
roylchinasauremolekdl (3) ein Molekil p-Cumarsaure (frei (23) oder methyliert (24) vor-

liegend) und ein Molekul D-(-)-Chinasaure (19) freigesetzt wird.
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Abbildung 3.17: Zeitlicher Verlauf der 24-stiindigen Inkubation von 4-p-Cumaroylchinasaure (3)
mit simuliertem Duodenalsaft vermessen mittels HPLC-DAD (320 nm). 4-p-Cu-
maroylchinasaure (3) (A), 3-p-Cumaroylchinasdure (3a) (H), 5-p-Cumaroyl-
chinasaure (3b) (M), D-(-)-Chinasdure (19) @), p-Cumarsaure (23) (), p-Cu-
marsauremethylester (24) (). Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus Doppel-
bestimmungen.

Literaturdaten zur Stabilitdt von 4-p-Cumaroylchinasaure (3) lagen bislang nicht vor, was
sicherlich mit dem Mangel an kommerziell erhéltlicher Reinsubstanz begrindet werden
kann. Bei einem Vergleich der bei 5-Kaffeoylchinasaure (1) und 4-p-Cumaroylchinasaure
(3) erhaltenen Ergebnisse zeigte sich, dass beide Hydroxyzimtsdureester ahnlich stabil
sind, wobei (3) einer etwas hoheren Degradation unterlag. Das Auftreten der Isomere (3a)
und (3b) bestatigte die bereits bei der Inkubation von (1) erfassten Umlagerungsreaktio-
nen im leicht alkalischen Milieu. Die Freisetzung von p-Cumarsaure (23) und D-(-)-China-
saure (19) ist ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit den bei der Inkubation von 5-Kaffeo-

ylchinasaure (1) erzielten Ergebnissen.

Die untersuchten Flavan-3-ole (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8) und Procyanidin B,
(10) erwiesen sich unter leicht alkalischen Bedingungen (pH 7,2 £ 0,1) in Gegenwart von

Pankreatin als nicht stabil. So war ein nahezu vollstandiger Abbau von (+)-Catechin (7)

bereits nach 10-stlindiger Inkubation festzustellen. Dabei wurde mittels HPLC-DAD-Analy-
tik ein Metabolit mit einer Retentionszeit von 11,1 min (8) detektiert. In den Blindansatzen
war weder (+)-Catechin (7) noch ein Peak bei 11,1 min (8) detektierbar (Daten sind nicht
gezeigt). Durch Vergleich von Retentionszeit und UV-Absorptionsspektrum des Umset-

zungsproduktes mit denen einer Referenzsubstanz wurde dieses als Epicatechin identi-
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fiziert. Die zu erwartende Molekularmasse von m/z 289 wurde mittels HPLC-ESI,eg-MS
bestatigt. Weiterhin wurden mittels HPLC-ESI,;-MS/MS die fur Epicatechin charakte-
ristischen Fragmente m/z 245 und 205 erhalten, die mit denen einer Referenzverbindung
Ubereinstimmten. Da Epimerisierungen von (+)-Catechin (7) zu (+)-Epicatechin im
alkalischen Milieu bekannt sind (Kiatgrajai et al. 1982), wurde die Konfiguration des Epi-
catechins mittels HPLC-Analyse an chiraler Phase (s. 4.3.4.6) bestimmt. Anhand einer
authentischen Referenzsubstanz wurde die Verbindung durch Retentionszeitenvergleich
als (-)-Epicatechin (8) identifiziert (Daten sind nicht gezeigt).

Der zeitliche Verlauf der Transformation von (+)-Catechin (7) ist in Abbildung 3.18 dar-
gestellt. Daraus geht hervor, dass (7) wahrend der Inkubation mit simuliertem Duodenal-
saft mit einer Geschwindigkeit von 0,11 ymol/h abnahm. Nach zehn Stunden war (+)-
Catechin (7) in geringen Mengen, nach 24 Stunden nur noch in Spuren nachweisbar. Sein
Epimer (8) wurde bereits innerhalb einer halben Stunde gebildet und erreichte ein
Maximum von 0,15 pymol nach zwei Stunden. Danach war auch bei (-)-Epicatechin (8) in

Analogie zu (+)-Catechin (7) ein nahezu vollstandiger Abbau zu beobachten.
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Abbildung 3.18: Zeitlicher Verlauf der 24-stiindigen Inkubation von (+)-Catechin (7) mit simulier-
tem Duodenalsaft vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). (+)-Catechin (7) (A),
(-)-Epicatechin (8) (d). Angegeben sind Mittelwerte £+ SD aus Doppelbestim-
mungen.

Die Inkubation von (-)-Epicatechin (8) mit simuliertem Duodenalsaft fihrte bereits inner-

halb von 8 Stunden zu dessen fast vollstandigem Abbau und zur Bildung eines Zwischen-
produktes mit einer Retentionszeit von 9,9 min (7a). Anhand eines Vergleiches der Reten-

tionszeit und des UV-Spektrums von (7a) mit denen einer Referenzsubstanz erfolgte
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dessen ldentifizierung als Catechin. Die Bestatigung seiner chemischen Struktur erfolgte
mittels HPLC-ESI,e-MS sowie HPLC-ESIne;-MS/MS-Analysen, anhand derer sowohl die
Molekularmasse von m/z 289 als auch die fur Catechin charakteristischen Fragmente m/z
245 und 205 detektiert wurden. Auch hier wurde die Konfiguration von Catechin mittels
HPLC-Analyse an chiraler Phase (s. 4.3.4.6) untersucht und durch den Retentionszeiten-
vergleich mit einer authentischen Referenzsubstanz eindeutig als (-)-Catechin (7a) identi-
fiziert (Daten sind nicht dargestellt).

Abbildung 3.18 zeigt den zeitlichen Verlauf des Abbaus von (-)-Epicatechin (8) wahrend
der Inkubation mit simuliertem Duodenalsaft. Wie daraus deutlich wird, erfolgte innerhalb
der ersten beiden Stunden bereits eine 65%ige Degradation. Die Umsatzrate lag hier bei
0,14 umol/h. Im Gegensatz zu dieser schnellen Reaktion verlief der weitere Abbau von (8)
wesentlich langsamer, sodass (-)-Epicatechin (8) nach 6-stiindiger Inkubation noch in
geringen Mengen und nach einer Inkubationsdauer von zehn Stunden noch in Spuren
nachweisbar war. (-)-Catechin (7a) war bereits nach einer halben Stunde detektierbar und
erreichte den hochsten Anteil von 0,13 pmol nach zwei Stunden. Danach erfolgte ein
Konzentrationsabfall und nach acht Stunden war (7a) ebenfalls nahezu vollstandig abge-
baut.
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Abbildung 3.19: Zeitlicher Verlauf der 24-stiindigen Inkubation von (-)-Epicatechin (8) mit simulier-
tem Duodenalsaft vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). (-)-Epicatechin (8)
(A), (-)-Catechin (7a) (@). Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestim-
mungen.

Die erhaltenen Resultate der Inkubationen von (+)-Catechin (7) und (-)-Epicatechin (8)

stehen im Einklang mit Literaturdaten, bei denen ebenfalls ein Abbau der monomeren
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Flavan-3-ole im alkalischen Milieu beschrieben wurde (Zhu et al. 2002, Kiatgrajai et al.
1982, Komatsu et al. 1993). So berichtete die Arbeitsgruppe um Zhu (2002) von einer
vollstdndigen Umsetzung beider Substanzen innerhalb von zehn Stunden in Gegenwart
von kinstlichem Duodenalsaft (pH 8; ohne Pankreatin). Daneben konnten die Autoren
das jeweilige Isomer als Produkte detektieren, welche nach acht Stunden ebenfalls voll-
standig abgebaut wurden. Eine Konfigurationsbestimmung der Metabolite wurde in dieser
Studie nicht durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den eigenen sowie den von Zhu et al. (2002)
mitgeteilten Ergebnissen konnten Neilson und Mitarbeiter (2007) nach 2-stindiger in vitro
Inkubation (pH 7,2; mit Pankreatin und Lipase) von (+)-Catechin (7) und (-)-Epicatechin
(8) lediglich einen Zerfall von 6 - 7% bzw. 8 - 11% feststellen.

Die Epimerisierung von (-)-Epicatechin (8) zu (-)-Catechin (7a) im alkalischen Milieu ist in
Ubereinstimmung mit friiheren Befunden (Kiatgrajai et al. 1982, Komatsu et al. 1993,
Kofink et al. 2007). Eine Epimerisierung von (+)-Catechin (7) zu (+)-Epicatechin, wie sie
unter diesen Bedingungen von Kiatgrajai et al. (1982) nachgewiesen wurde, konnte in den
eigenen Umsetzungen hingegen nicht bestatigt werden. Oxidationsprodukte, z. B. Dehy-
drodimere (Sun und Miller 2003), waren ebenfalls nicht nachzuweisen.
Epimerisierungsreaktionen von monomeren Flavan-3-olen sind auch in Gegenwart hoher
Temperaturen (> 80 °C) bekannt (u. a. Kiatgrajai et al. 1982, Komatsu et al. 1993, Seto et
al. 1997, Wang und Helliwell 2000, Caligiani et al. 2007, Kofink et al. 2007, Stark et al.
2007). So enthalten Kakao und Kakaoprodukte neben (+)-Catechin (7) und (-)-Epicatechin
(8) noch (-)-Catechin (7a) und (+)-Epicatechin, die durch den Rdstprozess der Kakao-
bohnen entstehen. Die Umwandlung von (-)-Epicatechin (8) zu (+)-Catechin (7) und um-
gekehrt wurde dabei ebenfalls nachgewiesen (Caligiani et al. 2007).

Der Mechanismus der Isomerisierungsreaktionen ist nicht genau bekannt. Vermutet wird
die Entstehung eines stereoselektiven Chinonmethidintermediates, aus welchem dann
das entsprechende Epimer gebildet wird (Abbildung 3.20) (Ellis et al. 1982, Kiatgrajai et al.
1982, Hashida et al. 2003).

OH

OH

(-)-Epicatechin Chinonmethid (-)-Catechin

Abbildung 3.20: Postulierter Mechanismus der Isomerisierung von (-)-Epicatechin (8) in (leicht)
alkalischem Milieu (modifiziert nach Ellis et al. 1982).

OH
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Bei einem Vergleich der Umsetzungsraten der beiden Flavan-3-ole (7) und (8) lasst sich
eine schnellere Epimerisierung von (-)-Epicatechin (8) (0,14 pmol/h) als von (+)-Catechin
(7) (0,11 umol/h) beobachten, was eine erhbhte Stabilitdt der trans-Form (7) gegenlber
der cis-Form (8) nahelegt. Entsprechende Ergebnisse hatten auch die Arbeitsgruppen um
Seto (1997) und Zhu (2002) bei ihren Studien erhalten. Eine héhere Gesamtumsetzung
von (-)-Epicatechin (8) als von (+)-Catechin (7), wie sie von Zhu et al. (2002) beschrieben

wurde, konnte allerdings nicht bestatigt werden.

Neben den monomeren Flavan-3-olen wurde auch das dimere Procyanidin B, (10) durch

simulierten Duodenalsaft vollstdndig umgesetzt. Anhand von HPLC-DAD- sowie von
HPLC-ESI,.g-MS-Analysen liel? sich allerdings weder dessen Spaltprodukt (-)-Epicatechin
(8) noch irgendein anderes Produkt detektieren. Auch in den Blindansatzen fanden sich
keine Peaks, die auf einen oder mehrere Metabolite hingedeutet hatten.

Der zeitliche Verlauf des Procyanidin Bo-Abbaus ist in Abbildung 3.21 dargestellt. Inner-
halb der ersten vier Stunden der Inkubation unterlag (10) einer linearen, fast vollstandigen
Degradation (Abbaurate: 0,11 ymol/h), nach 8-stiindiger Inkubation war das Dimer nicht

mehr nachweisbar.
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Abbildung 3.21: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von Procyanidin B, (10) (A) mit simuliertem
Duodenalsaft vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). Angegeben sind Mittel-
werte + SD aus Doppelbestimmungen.

Die rasche Degradation des Procyanidindimers (10) durch kunstlichen Duodenalsaft steht
in Einklang mit friheren von Zhu und Mitarbeitern (2002) gemachten Beobachtungen.

Wahrend in der vorliegenden Arbeit ein vollstandiger Abbau von (10) nach vier Stunden
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ermittelt wurde, konnten Zhu et al. bereits nach 2-stindiger Inkubation kein Procyanidin B,
(20) mehr nachweisen, was auf die unterschiedlichen pH-Werte der eingesetzten Inkuba-
tionsmedien zurlckzuflhren ist. Der bei vorliegenden Umsetzungen verwendete simu-
lierte Duodenalsaft wies einen pH von 7,2 + 0,1 auf, wohingegen der von Zhu et al. einen
wesentlich alkalischeren pH von 8,5 besal und dadurch der Zerfallsprozess beschleunigt
wurde. In Analogie zu den eigenen Ergebnissen konnte die Arbeitsgruppe weder bei der
Inkubation von Procyanidin B, (10) noch bei der von Procyanidin Bs Abbauprodukte
detektieren.

Von Dallas et al. (2003) durchgeflihrte Stabilitatsstudien von Procyanidinen in Modell-
weinen belegen ebenfalls den Abbau dimerer und trimerer Flavan-3-ole, wobei sich die
Dimere als stabiler erwiesen. Die Gruppe stellte auBerdem fest, dass die Gegenwart von
(+)-Catechin die Stabilitat der Procyanidine erhohte. So zerfiel Procyanidin B, (10), das
aus zwei (-)-Epicatechineinheiten besteht, am schnellsten, gefolgt von Procyanidin B;,
welches sich aus einem (+)-Catechin- und einem (-)-Epicatechinmolekil zusammensetzt.
Das aus zwei (+)-Catechinmolekilen aufgebaute Procyanidin B; wurde am langsamsten
abgebaut. Diese Befunde bestatigen indirekt die in dieser Arbeit erhaltenen Daten zu
(+)-Catechin (7) und (-)-Epicatechin (8), die eine schnellere Umsetzung von (8) gegenlber

(7) belegen.

Im Gegensatz zu den Quercetin-3-O-glycosiden erwies sich das Aglycon Quercetin (11)
bei der Inkubation mit simuliertem Duodenalsaft bei pH 7,2 £ 0,1 als nicht stabil. Bei der
HPLC-DAD-Analyse wurden ein Intermediat und zwei Endprodukte mit Retentionszeiten
von 5,2 min (25), 9,5 min (26) und 14,9 min (27) erfasst (Abbildung 3.22), die mit Hilfe von
authentischen Referenzsubstanzen durch Vergleich von Retentionszeiten und UV-Ab-
sorptionsspektren als Phloroglucin (25), 3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) und 2,4,6-Tri-
hydroxybenzoesaure (27) identifiziert wurden.

Bestatigt wurden die Zuordnungen anhand von Kapillargaschromatograpie-Massen-
spektrometrie- (HRGC-MS) (fir Phloroglucin (25)) und HPLC-MS/MS-Analysen. Hierbei
wurde fur (25) nach Silylierung (s. 4.3.5.7) das Radialkation M™ m/z 342 sowie das
Fragmention [M-15]" m/z 327 ermittelt. Precursorionen von 3,4-Dihydroxybenzoesaure
(26) und 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure (27) waren m/z 153 bzw. 169. Charakteristisches

Fragment von (26) war m/z 109, fur (27) wurde m/z 125 aufgezeichnet.
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Abbildung 3.22: HPLC-DAD-Chromatogramm (230 nm) einer 1-stlindigen Inkubationsprobe von
Quercetin (11) mit simuliertem Duodenalsaft (pH 7,2 £ 0,1). Nicht markierte
Peaks sind Bestandteile des kunstlichen Duodenalsaftes. (25): Phloroglucin;
(26): 3,4-Dihydroxybenzoesaure; (27): 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure. (S): 3,4,5-
trans-Trimethoxyzimtsaure (Standard) (HPLC-Bedingungen s. 4.2.1, HPLC-Sys-
tem 5).

Wie aus Abbildung 3.23 ersichtlich ist, erfolgte die Degradation von Quercetin (11) mit
einer Umsetzungsrate von 0,31 pmol/h sehr schnell. Nach einer halben Stunde waren
bereits 49,2% des Flavonols (11) abgebaut und nach 4-stindiger Inkubation konnte (11)
nur noch in Spuren detektiert werden. Parallel dazu wurden fur die Ringspaltprodukte
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) und 2,4,6-Trihydroxybenzoesdure (27) steile Konzentra-
tionsanstiege beobachtet. Der Hoéchstwert von 3,4-Dihydroxybenzoesdure (26) wurde
nach acht Stunden mit 0,38 pmol erreicht, danach erfolgte eine Abnahme. Das Maximum
von 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure (27) wurde bereits nach zwei Stunden mit 0,22 umol
erfasst. Es folgte ein kontinuierlicher Abbau und nach 24 Stunden war die Substanz (27)
nicht mehr nachweisbar. Die Zunahme des dritten Metaboliten (25) war weniger schnell
und fand ihr Maximum nach 10-stindiger Inkubation mit 0,25 umol. Danach konnte nur

eine geringe Abnahme von (25) festgestellt werden.

Der Abbau von Quercetin (11) durch das duodenale Sekret in vitro wurde bereits von
Boyer und Mitarbeitern (2005) beschrieben. Die Autoren wiesen nach 1-stindiger Inku-
bation mit kinstlichem Duodenalsaft (pH 6,5; mit Pankreatin) eine 75%ige Degradation
von (11) sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen nach, wohingegen
sie fur Quercetin-3-O-glucosid (12) einen Abfall von lediglich 10% ermittelten. Entspre-
chende Ergebnisse erzielten auch Bermudéz-Soto et al. (2007), die zwei Stunden nach
Inkubation von Aroniasaft (pH 7,5; mit Pankreatin; verminderter Sauerstoffgehalt) kein
Quercetin (11), jedoch noch 81% Quercetin-3-O-glucosid (12), 84% Quercetin-3-O-ga-

lactosid (13) und 70% Quercetin-3-O-rutinosid (17) nachweisen konnten.
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Abbildung 3.23: Zeitlicher Verlauf der Inkubation von Quercetin (11) mit simuliertem Duodenalsaft
vermessen mittels HPLC-DAD. Quercetin (11) (A), Phloroglucin (25) (M), 3,4-
Dihydroxybenzoesaure (26) (@), 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure (27) (). Ange-
geben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Auch die detektieren Spaltprodukte Phloroglucin (25), 3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) und
2,4,6-Trihydroxybenzoesaure (27) stimmen mit Literaturdaten tberein (Makris et al. 2000,
Marfak et al. 2002, Buchner et al. 2006, Zenkevich et al. 2007). Deren Entstehung aus
Quercetin (11) erfolgt moglicherweise durch oxidative Decarbonylierung (Abbildung 3.24).
Dabei kommt es durch den Angriff eines Sauerstoffmolekils am C2 des C-Rings zur Bil-
dung eines Hydroperoxids. Die folgende Zyklisierung und Ausbildung einer neuen O-C4-
Bindung fuhrt zur Abspaltung von C3 als Kohlenmonoxid (CO). Es entsteht 4,6-Dihydroxy-
2-(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-benzoesaure (Depsid), das im alkalischen Milieu einer hy-
drolytischen Spaltung zu 4-Dihydroxybenzoesaure (26) und 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure
(27) unterliegt (Brown et al. 1982, Zenkevich et al. 2007). Durch Decarboxylierung von
(27) wird schlieRlich Phloroglucin (25) gebildet (Zenkevich et al. 2007), was den in
eigenen Untersuchungen festgestellten Anstieg von (25) bei gleichzeitiger Abnahme von
(27) erklart.
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Abbildung 3.24: Mobglicher Abbaumechanismus von Quercetin (11) in alkalischem Milieu in
Gegenwart von Sauerstoff (modifiziert nach Brown et al. 1982, Zenkevich et al.
2007). 3,4-DHBA = 3,4-Dihydroxybenzoesaure (26); 2,4,6-THBA = 2,4,6-Trihy-
droxybenzoesaure (27).

Daneben wird ein Abbau von Quercetin (11) durch oxidative Decarboxylierung diskutiert
(Zenkevich et al. 2007), der ebenfalls zur Bildung des Depsids flihrt. Bei den Quercetin-
glycosiden ist die Position 3 im C-Ring durch ein Zuckermolekil blockiert, sodass eine
Ringoffnung und die damit verbundene Degradation nicht mdglich sind. Im Gegensatz
zum Aglycon (11) sind die Glycoside (12) - (17) daher weniger anfallig fir Oxidations-
oder andere Abbaureaktionen wahrend der Exposition mit Verdauungsenzymen und pH-
Variationen in Magen und Darm (Makris et al. 2000, Boyer et al. 2005, Buchner et al.
2006, Zenkevich et al. 2007).

Generell gilt es zu beachten, dass Lebensmittel einen puffernden Effekt Uber einen
langeren Zeitraum ausiben kénnen. Bermudez-Soto et al. (2006) zeigten, dass bei der
Inkubation von Aroniasaft sowohl 5-Kaffeoylchinasaure (1) als auch (+)-Catechin (7)
einem geringeren Abbau durch simulierten Duodenalsaft (pH 7,5) unterlagen als bei einer
Inkubation der Reinsubstanzen. Die Hemmung von Oxidations- und Epimerisierungsreak-

tionen der Flavan-3-ole durch die Lebensmittelmatrix ist ebenfalls bekannt (Spencer 2003).
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Des Weiteren stellten Chen und Mitarbeiter (1998) einen signifikanten Anstieg der Stabili-
tat von Teecatechinen durch Zufligen von Ascorbinsdure wahrend des intestinalen Uber-
gangs fest. Sie folgerten daraus, dass Ascorbinsdure einen stabilisierenden Effekt auf
Polyphenole in der neutralen bzw. alkalischen Umgebung des Dinndarms in vivo aus-
Uben kann. Eine stabilisierende Wirkung von Ascorbinsaure auf (+)-Catechin (7), (-)-Epi-
catechin (8) sowie die Procyanidine B, (10) und Bs in Gegenwart von kinstlichem Duo-
denalsaft (pH 8,5) und in Pufferldsung (pH 7,4) ist auch von der Arbeitsgruppe um Zhu
(2003) dokumentiert. Ferner wurde fur Quercetin (11) eine erhdhte Stabilitat durch Ascor-
binsaurezugabe beschrieben, wohingegen diese auf Phloretin (4) keinen Einfluss hatte
(Schafer 2006). Zitronensaure zeigte im Vergleich hierzu keine stabilisierenden Effekte
(Zhu et al. 2003).

3.2.4 Humane Interventionsstudie zur Verfugbarkeit von Apfelpolyphenolen

im Dickdarm

Der Erndhrung wird bei der Entstehung, aber auch der Pravention maligner und ent-
zundlicher Erkrankungen des Darms eine wesentliche Rolle beigemessen. Hierbei wird
den Polyphenolen als Inhaltsstoffe pflanzlicher Lebensmittel eine praventive Funktion vor
Dickdarmtumoren zugeschrieben, da sie sich sowohl in vitro als auch im Tierversuch als
antikanzerogen erwiesen haben (s. 2.3.4).

Bei der Ubertragung von Ergebnissen aus Versuchsmodellen beziiglich der genannten
positiven Wirkungen ist von zentraler Bedeutung, in welcher Menge Polyphenole aus der
Nahrung nach Passage des oberen Verdauungstraktes in das Kolon gelangen. Zur
Klarung dieser Frage ist eine Interventionsstudie mit naturtribem Apfelsaft bei Probanden
mit einem Stoma des terminalen lleums durchgefiihrt worden. Bei diesen ist das Ende des
Dinndarms durch die Bauchdecke nach Aufien verlegt, der Dinndarm ist jedoch un-
verandert (s. 2.2.6.4). Die nach Polyphenolverzehr im lleostomaausfluss ermittelte Menge
entspricht somit dem Anteil an Polyphenolen, der auch unter normalen Umstanden in den

Dickdarm gelangen wirde.

3.2.4.1 Studienaufbau und Probenvorbereitung

Elf Probanden (drei mannlich, acht weiblich; alle mit endstandigem lleostoma) im Alter
von 23 bis 50 Jahren nahmen an der in der Abteilung Gastroenterologie des Uni-
versitatsklinikums Wirzburg durchgefihrten Studie teil. Einen Tag vor Studienbeginn hiel-

ten die Probanden eine polyphenolfreie Diat ein. Am Studientag erschienen sie nlichtern
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und tranken innerhalb von 15 Minuten je einen Liter naturtriben Apfelsaft. Die Beutel-
abnahme erfolgte unmittelbar vor der Apfelsaftaufnahme (Blindwert) sowie 1, 2, 4, 6 und 8
Stunden nach Apfelsaftverzehr. Die Beutel wurden sofort tiefgefroren und gefriergetrock-
net. Der lyophilisierte Extrakt wurde nach sorgfaltigem Mischen unter Modifikation der
Arbeitsvorschriften von Hollman et al. (1995), Walle et al. (2000) und Crespy et al. (2001)
aufgearbeitet. Hierbei wurde ein Aliquot des Extraktes dreimal mit Methanol extrahiert,
das Ldsungsmittel schonend abgezogen und in 2 mL Methanol aufgenommen. Die Identi-
fizierung der Apfelpolyphenole und ihrer Metabolite erfolgte Uber die Retentionszeit sowie
dem Vergleich der UV-Spektren und HPLC-ESI,-MS/MS-Fragmentierungsmuster mit
denen authentischer Referenzen (Gerateparameter und Bedingungen s. 4.3.6.5). Der zeit-
liche Verlauf der Polyphenolausscheidung wurde mittels HPLC-DAD unter Verwendung
eines Standards (3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure) registriert.

Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate bei der Probenvorbereitung wurde ein polyphenol-
freier Extrakt (Blindwert; s. 0.) mit Referenzsubstanzen versetzt. Die weitere Aufarbeitung
erfolgte in gleicher Weise wie bei den Analysen nach Apfelsaftverzehr. Die Wiederfindun-

gen lagen zwischen 93 und 104%.

3.2.4.2 Polyphenolprofil des Studienapfelsaftes

Die fur die Studie verwendeten naturtriiben Apfelsafte wurden nach Filtration direkt zur
HPLC-DAD-Analyse eingesetzt. Die Polyphenolgehalte sind in Tabelle 3.5 zusammenge-
fasst. Hochste Gehalte wurden flr die Gruppe der Hydroxyzimtsauren und Hydroxyzimt-
saureester festgestellt (Durchschnitt 161,9 mg/L), wobei 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit
durchschnittlich 112,8 mg/L die Polyphenolzusammensetzung dominierte. Geringere Ge-
halte wurden fur Dihydrochalkone (Durchschnitt 44,0 mg/L) und Flavan-3-ole (Durch-
schnitt 33,2 mg/L) gefunden. Die einzelnen Quercetinglycoside stellten mit Anteilen
zwischen < 0,2 mg/L und 3,9 mg/L Minorkomponenten dar. Die freien Aglycone Phloretin
(4) und Quercetin (11) waren, ebenso wie Quercetin-3-O-rutinosid (17) und Cyanidin-3-O-
galactosid (18), nicht nachweisbar. Die Verteilung der Apfelsaftpolyphenole stimmt ent-

sprach weitgehend Literaturangaben (s. 3.1.3).
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Tabelle 3.5: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [mg/L] der einzelnen Polyphenole des fir die
Interventionsstudie verwendeten naturtriiben Apfelsaftes. Angabe von Mittelwerten
aus Dreifachbestimmungen (n = 11).

Apfelsaftpolyphenole Gehalt [mg/L]
5-Kaffeoylchinasaure (1) 112,8 £ 3,5
4-Kaffeoylchinasaure (1b) 14,1+£2,0
Kaffeesaure (2) 53117
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 18,4 +£0,3
3-p-Cumaroylchinasaure (3a) 7,1+04
5-p-Cumaroylchinasaure (3b) 4,2 +0,1

2 Hydroxyzimts&uren 161,9
Phloretin (4) n. n.
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 7,1+£0,7
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 36,9+1,8

2 Dihydrochalkon-Derivate 44,0
(+)-Catechin (7) 3,0£0,5
(-)-Epicatechin (8) 15,0+ 2,1
Procyanidin B, (9) 53+1,6
Procyanidin B, (10) 9,9+0,3

2 Flavan-3-ole 33,2
Quercetin (11) n. n.
Quercetin-3-O-glucosid (12) 1,8+0,2
Quercetin-3-0O-galactosid (13) 1,5+0,3
Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14) 0,9+0,1
Quercetin-3-O-xylosid (15) 39101
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) 27+0,3
Quercetin-3-O-rutinosid (17) n. n.

2 Flavonole 10,8

Gesamtsumme HPLC-DAD 249,9

n. n.= nicht nachweisbar

3.2.4.3 Bilanzierung der Apfelpolyphenole in der ilealen Flussigkeit

Abbildung 3.25 zeigt das HPLC-DAD-Elutionsprofil eines lleostomaextraktes zwei Stun-
den nach Aufnahme eines Liters naturtriben Apfelsaftes (A = 320 nm). Als bekannte Ver-
bindungen aus dem Apfelsaft wurden 5-Kaffeoylchinasaure (1), 4-Kaffeoylchinasaure (1b),
3-p-Cumaroylchinasaure (3a), 4-p-Cumaroylchinasaure (3), 5-p-Cumaroylchinasaure (3b),
Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14), Quercetin-3-O-rhamnosid (16) und Phloretin-2’-O-
xyloglucosid (6) identifiziert (3,4,5-frans-Trimethoxyzimtsdure als Standard (S)). Als
Metabolite wurden ferner 3-Kaffeoylchinasaure (1a), 1-Kaffeoylchinasaure (1c), Phloretin
(4), Phloretin-2"-O-glucuronid (28) sowie die Methylester der Kaffeesaure (20) und der
p-Cumarsaure (24) detektiert (s. 3.2.4.4).
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Abbildung 3.25: HPLC-DAD-Trennung (A = 320 nm) der Verbindungen eines lleostomaextraktes
zwei Stunden nach Apfelsaftverzehr. Nicht markierte Peaks sind intestinale
Bestandteile. (1): 5-Kaffeoylchinasaure; (1a): 3-Kaffeoylchinasaure; (1b): 4-Kaf-
feoylchinasaure, (1c): 1-Kaffeoylchinasaure; (3): 4-p-Cumaroylchinasaure; (3a):
3-p-Cumaroylchinasaure; (3b): 5-p-Cumaroylchinasaure; (4): Phloretin; (6): Phlo-
retin-2’-O-xyloglucosid; (14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (16): Quercetin-3-
O-rhamnosid; (20): Kaffeesauremethylester; (24): p-Cumarsauremethylester;
(28): Phloretin-2°-O-glucuronid. (S): 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure (Standard)
(HPLC-Bedingungen s. 4.2.1, HPLC-System 1).

In den Abbildungen 3.26 und 3.27 ist das Auftreten der Apfelsaftpolyphenole im lleo-
stomabeutel (in mg) der elf Probanden Uber einen Zeitraum von acht Stunden dargestellt.
Maximale Gehalte der Hydroxyzimtsaurederivate 4- und 5-Kaffeoylchinasdure (1b) und
(1) sowie 3-, 4- und 5-p-Cumaroylchinasaure (3a), (3) und (3b) traten nach zwei Stunden
auf. Ein Proband wies bereits zu Beginn der Studie geringe Mengen 5-Kaffeoylchinasaure
(1) in der lleostomaflissigkeit auf. Die Hauptmengen von (-)-Epicatechin (8) und Phlore-
tin-2"-O-xyloglucosid (6) wurden ebenfalls nach zwei Stunden bestimmt. Hingegen waren
Kaffeesaure (2), Phloretin-2’-O-glucosid (5), (+)-Catechin (7) sowie die Procyanidine B
(9) und B, (10) tber den gesamten Zeitraum von acht Stunden nicht mehr nachweisbar. In
der Gruppe der Flavonole wurden Quercetin-3-O-rhamnosid (16) sowie Spuren von
Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14) (bei funf von elf Probanden), jedoch kein Quercetin-
3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-galactosid (13) und Quercetin-3-O-xylosid (15) ermittelt.
Zehn Probanden wiesen Polyphenolausscheidungsmaxima nach zwei Stunden auf. Nur
bei einem Probanden erreichte die Polyphenolausscheidung ein Maximum nach vier
Stunden. Alle Polyphenole hatten nach acht Stunden den Diinndarm fast vollstandig pas-

siert.
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Abbildung 3.27:

Zeit [h]

Ausscheidung der Hydroxyzimtsdurederivate 4-Kaffeoylchinasaure (1b) (M),
5-Kaffeoylchinasaure (1) (d), 3-p-Cumaroylchinasaure (3a) (), 4-p-Cumaroyl-
chinasaure (3) (M) und 5-p-Cumaroylchinasaure (3b) (H) in den Beutel am Sto-
ma des terminalen lleums Uber einen Zeitraum von acht Stunden (n = 11). Ein-
heit in mg/lleostomabeutel. Angegeben sind Mittelwerte + SD.

.

8
Zeit [h]

Ausscheidung von Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) (0), (-)-Epicatechin (8) () so-
wie der Flavonole Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14) (M) und Quercetin-3-O-
rhamnosid (16) (d) in den Beutel am Stoma des terminalen lleums Uber einen
Zeitraum von acht Stunden (n = 11). Einheit in mg/lleostomabeutel. Angegeben
sind Mittelwerte + SD.
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Bei einem Vergleich der Polyphenolmengen aus Apfelsaft mit denen der in den lleostoma-
beuteln ermittelten Gehalte sind deutliche Unterschiede zu erkennen. Es wurden zwi-
schen Null und 33,1% der einzelnen aus dem Apfelsaft aufgenommenen phenolischen
Substanzen in den lleostomabeuteln wiedergefunden (Abbildungen 3.27 bis 3.29). Ver-
gleicht man die Wiederfindungen der beiden Kaffeoylchinasaureester (1) und (1b) sowie
die der p-Cumaroylchinasauren (3), (3a) und (3b) in den lleostomaextrakten, ist offen-
sichtlich die Metabolisierung von der Position der Esterbindung abhangig. So wurden
5-Kaffeoylchinasaure (1) und 5-p-Cumaroylchinasaure (3b) am intensivsten metabolisiert
(Wiederfindungen waren 10,2 + 2,5% und 10,8 £ 3,2%), wohingegen 4-Kaffeoylchinasau-
re (1b) (22,9 £ 6,4%) und 4-p-Cumaroylchinasaure (3) (18,2 + 1,8%) eine geringere Meta-
bolisierungsrate aufwiesen. Die schlechteste Metabolisierung fand bei Vorliegen der Bin-
dung in Position 3 (3-p-Cumaroylchinasaure (3a); 33,1 + 2,7%) statt (Abbildung 3.28).

Von Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) und (-)-Epicatechin (8) wurden 19,6 + 0,2% bzw.
17,4 £ 4,2% der aufgenommenen Gehalte in die lleostomabeutel ausgeschieden. Da die
dimeren Procyanidine B4 (9) und B, (10) nicht mehr nachweisbar waren, setzt sich der in
den lleostomaextrakten an (-)-Epicatechin (8) detektierte Gehalt aus einem bereits im
Apfelsaft vorhandenen Teil sowie durch Spaltung der Procyanidine entstandenen Anteil
zusammen (Abbildung 3.29). Von den Flavonolen waren nur Quercetin-3-O-arabinofura-
nosid (14) (6,3 £ 6,2%) und Quercetin-3-O-rhamnosid (16) (10,3 + 5,0%) in der lleostoma-
flissigkeit nachweisbar (Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.28: Vergleich der Gehalte [mg] der einzelnen Hydroxyzimtsduren im aufgenommenen
Apfelsaft (@) mit denen im Beutel am Stoma des terminalen lleums (). Wieder-
findung in %; Daten sind als Mittelwerte £ SD angegeben. (1): 5-Kaffeoylchina-
saure; (1lb): 4-Kaffeoylchinasaure; (2): Kaffeesaure; (3): 4-p-Cumaroylchina-
saure; (3a): 3-p-Cumaroylchinasaure; (3b): 5-p-Cumaroylchinasaure.
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Abbildung 3.29: Vergleich der Gehalte [mg] der einzelnen Dihydrochalkone und Flavan-3-ole im
aufgenommenen Apfelsaft () mit denen im Beutel am Stoma des terminalen
lleums (O). Wiederfindung in %; Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben. (5):
Phloretin-2"-O-glucosid; (6): Phloretin-2’-O-xyloglucosid; (7): (+)-Catechin; (8):
(-)-Epicatechin; (9): Procyanidin B4; (10): Procyanidin B..

4,5 -

HH

3,5

25 Il

mg

HH

1,5 T

H

0,5 4 10,3%

0
0 0% | 0%‘ :':6,3? O%‘ E

(12) (13) (14) (15) (16)

Abbildung 3.30: Vergleich der Gehalte [mg] der einzelnen Flavonole im aufgenommenen Apfelsaft
(d) mit denen im Beutel am Stoma des terminalen lleums (). Wiederfindung
in %; Daten sind als Mittelwerte £+ SD angegeben. (12): Quercetin-3-O-glucosid;
(13): Quercetin-3-O-galactosid; (14): Quercetin-3-O-arabinofuranosid; (15): Quer-
cetin-3-O-xylosid; (16): Quercetin-3-O-rhamnosid.

Neben der Bestimmung der dimeren Procyanidine B4 (9) und B, (10) wurden die Gehalte
der héhermolekularen Procyanidine sowohl im Apfelsaft als auch in den lleostomabeutel-
inhalten erfasst. Die Analyse erfolgte mittels salzsaurem Butanol-Assay, bei dem die

Procyanidine nach Wasseranlagerung gespalten und anschlieBend durch Oxidation in



3 Ergebnisse und Diskussion 139

Cyanidin Uberfuhrt werden, welches spektrophotometrisch vermessen wird (Porter et al.
1986, Huemmer et al. 2007). Als Standard wurde eine Procyanidinmischung aus den
Samen der Tamarinde (Tamarindus indica) gewonnen, da diese, wie auch die Procyani-
dine des Apfels, fast ausschliel3lich aus Komponenten des B-Typs zusammengesetzt sind
(Sudjaroen et al. 2005, Shoiji et al. 2006).

Der Gesamtproanthocyanidingehalt (,total proanthocyanidin content®, TPA) in dem fir die
Studie verwendeten naturtriben Apfelsaft betrug 157,0 mg/L, was 48,3% des Polyphenol-
anteils im Saft entspricht. Die in den lleostomabeuteln gefundenen Gehalte betrugen
durchschnittlich 37,1 + 2,5%. Dieser Sachverhalt lasst vermuten, dass die oligomeren und
polymeren Procyanidine wahrend der Passage des oberen Verdauungstraktes teilweise in
kleinere Einheiten gespalten und anschliefend (als Monomere oder Dimere) absorbiert
werden. Die in den lleostomaausflissen nicht mehr nachgewiesenen Flavan-3-ole (+)-Ca-
techin (7) sowie Procyanidin B4 (9) und B, (10) unterstutzen diese These.

Die Ausscheidung der Apfelprocyanidine in die lleostomabeutel der elf Probanden tber
den Zeitraum von acht Stunden ist in Abbildung 3.31 gezeigt. Auch hier wurden die maxi-
malen Gehalte in den nach zwei Stunden abgenommenen Beuteln detektiert. Nur ein Pro-
band wies ein Ausscheidungsmaximum von vier Stunden auf. Bei acht der elf Probanden
hatten die Procyanidine den Dinndarm acht Stunden nach Apfelsaftkonsum vollstandig

passiert.

mg/lleostomabeutel

Zeit [h]

Abbildung 3.31: Ausscheidung der Procyanidine in den Beutel am Stoma des terminalen lleums
Uber einen Zeitraum von acht Stunden (n = 11). Einheit in mg/lleostomabeutel.
Die Werte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen.



140 3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Uberprifung, ob tatséchlich ein partieller Abbau der Procyanidine stattfand, wurde
deren durchschnittlicher Polymerisationsgrad (,mean degree of polymerization“ DP,) im
Apfelsaft und in den lleostomabeutelinhalten bestimmt. Hierbei wurden die gelésten Ex-
trakte mit saurer Benzylmercaptanlésung umgesetzt und anschliellend mittels RP-HPLC
analysiert. Der DP,, kann dann Uber das Verhaltnis der endstandigen zu den mittleren, als

Thioether vorliegenden Flavan-3-oleinheiten berechnet werden (Abbildung 3.32).

gj monomeres Flavan-3-ol

Benzylthioaddukt

Abbildung 3.32: Reaktionsschema der thiolytischen Spaltung von Procyanidinen (modifiziert nach
Guyot et al. 2002).

Far den naturtriben Apfelsaft wurde ein DP, von 5,7 + 0,80 ausgewertet. Wie erwartet
wurden in den Blindwerten weder (+)-Catechin (7) oder (-)-Epicatechin (8) noch ihre Thio-
ether erfasst. Der héchste DP,, wurde in den lleostomabeuteln parallel zur maximalen
Procyanidinausscheidung zwei Stunden nach Apfelsaftkonsum mit 3,4 + 0,13 analysiert.
Danach nahm er mit zunehmender Passagezeit ab. Nach sechs Stunden betrug der Poly-
merisationsgrad 1,78 + 0,25 (Abbildung 3.33; Einzelwerte jedes Probanden s. Anhang
Tabelle 7.6). Somit ist der vermutete partielle Abbau der oligomeren Procyanidine experi-

mentell bestatigt worden.
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Abbildung 3.33: Verlauf des mittleren Polymerisationsgrades (DP,,) von Procyanidinen im Apfel-
saft (@) und in den Beuteln am Stoma des terminalen lleums () iber einen
Zeitraum von acht Stunden (n = 11). Angegeben sind Mittelwerte + SD.

3.2.4.4 Identifizierung und Quantifizierung von Apfelpolyphenol-Metaboliten in der

ilealen FlUssigkeit

Zur Identifizierung der im lleostomabeutelinhalt nachgewiesenen unbekannten pheno-
lischen Verbindungen wurden die HPLC-DAD sowie die HPLC-ESI.;-MS/MS eingesetzt,
wodurch Informationen zu Retentionszeiten und UV-Absorptionsmaxima sowie die Mol-
masse und das Produktionenspektrum erhalten wurden. Durch Vergleich mit jeweils
authentischer Referenz erfolgten die Strukturzuordnungen. Als Metabolite wurden D-(-)-
Chinasaure (QA) (19), 1- und 3-Kaffeoylchinasdure (1-CQA) (1c) und (3-CQA) (1b),
Phloretin (P) (4) und dessen Glucuronid (P-2'-glu) (28) sowie die Methylester der Kaffee-
saure (CAME) (20) und der p-Cumarsaure (p-CoAME) (24) charakterisiert. Tabelle 3.6

gibt einen Uberblick der spektroskopischen Daten dieser Substanzen.

D-(-)-Chinasaure (19) zeigte im mittels HPLC-DAD aufgenommenen Spektralbereich von
200 - 600 nm keine UV-Absorption, sodass deren |dentifizierung durch HPLC-ESI-MS und
HPLC-ESI-MS/MS-Messungen im negativen Modus erfolgte. Bei einer Retentionszeit von
2,0 min wurde das Precursorion von m/z 190,6 ermittelt. Das nach Fragmentierung
(30 eV) erhaltene charakteristische Produktionenspektrum zeigte m/z 84,7, m/z 92,8 ([M-
H-HCOOH-30H]) und m/z 126,6 ([M-40-H]). Die erhaltenen Daten stimmten mit denen
einer kauflich erworbenen Referenzsubstanz sowie mit Literaturangaben (Ng et al. 2004)
Uberein. Die Quantifizierung von (19) erfolgte wie schon bei den Inkubationen mit simu-
liertem Duodenalsaft im SRM-Modus gegen 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure als externen
Standard.
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Tabelle 3.6: HPLC-DAD- und HPLC-ESI,s-MS/MS-Charakterisierung der in den lleostomaflissig-
keiten enthaltenen Metabolisierungsprodukte mit Retentionszeit (tg), UV-Absorptions-
maxima (Amax), Precursorion ([M-H]'), Produktionenfragmente und der zur Fragmen-
tierung eingesetzten StoRenergien (eV). m/z = Masse/Ladung. Abkirzungen und
Nummerierungen der einzelnen Substanzen sind dem Text zu entnehmen (Gerate-
parameter und -bedingungen s. 4.3.6.5).

t'  Amax.  [M-H]? MS/MS? eV

[min] [nm] (m/z) (m/z (rel. Intensitaten, %))
QA (19) 20 n.b. 1910 84,7 (100); 92,8 (35); 126,6 (13) 30
3-CQA (1a) 7,4 326 353,0 190,8 (100); 178,8 (58); 134,8 (7) 20
1-CQA (1c) 8,3 326 353,0 190,8 (100); 178,8 (10) 20
P-2"-glu (28) 13,2 284 449,0 272,9 (100) 20
CAME (20) 14,2 324 192,7 133,6 (100); 160,7 (35) 35
p-CoAME (24) 16,6 311 176,8 116,9 (100); 144,8 (35) 30
P (4) 18,2 284 273,17 167,0(100) 35

! Bestimmung erfolgte mittels HPLC-DAD
2 Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI-MS(MS)
n. b. = nicht bestimmbar

Die Verbindung (1a) wurde, wie bereits oben beschrieben (s. 3.2.3), als 3-Kaffeoylchina-
saure identifiziert. Daneben konnte das 1-lsomer (1c) nachgewiesen werden, das iden-
tische UV-Maxima und Precursorionen sowie ahnliche Fragmentionen aufwies wie 3-, 4-
und 5-Kaffeoylchinasaure (1a), (1b) und (1).

Weiterhin wurden Kaffeesauremethylester (20) und p-Cumarsauremethylester (24) identi-
fiziert. Beide Verbindungen waren bei neun der elf Probanden nachweisbar, wobei ihre
artifizielle Entstehung durch die methanolische Aufarbeitung der lleostomaproben anhand
von parallel durchgefihrten Modellversuchen (wasserige und ethanolische Extraktion;
Daten sind nicht gezeigt) ausgeschlossen werden konnte. In Abbildung 3.34 ist exempla-
risch das HPLC-ESI,,yMS/MS-lonenspektrum des p-Cumarsduremethylesters (24) aus
dem lleostomabeutelinhalt eines Probanden dargestellt. Hauptproduktionenfragmente
sind m/z 117 und m/z 145, die durch Abspaltung der Methylestergruppe (in gelb; [M-
COOCHg3]) bzw. der Methylgruppe und der Hydroxylgruppe in Position 4 (in grin; [M-CHs;-

OHY) freigesetzt werden.
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Abbildung 3.34: HPLC-ESI,cg-MS/MS-Spektrum von p-Cumarsduremethylester (24) nach Frag-
mentierung. Precursorion ist m/z 176,9, Produktionenfragmente sind m/z 144,8
(grin: Zimtsaure; [M-CH;-OHJ), und m/z 116,9 (gelb: [M-COOCH;]). m/z =
Masse/Ladung (HPLC-ESI-MS/MS-Bedingungen s. 4.2.2; HPLC-System 9,
Massenspektrometer 1).

In den lleostomabeutelinhalten wurde neben dem freien Dihydrochalkon Phloretin (4)
mittels HPLC-ESIne;-MS/MS-Analysen ein Phloretinglucuronid (28) gefunden. Zur Absi-
cherung wurden die ilealen Extrakte mit Wasser ruckverdinnt und mit $-Glucuronidase
behandelt. Wie aus Abbildung 3.35 hervorgeht, war das Glucuronid (28) danach nicht
mehr detektierbar. Gleichzeitig wurde die Zunahme von Phloretin (4) beobachtet, was den
Befund der HPLC-MS/MS-Messungen bestatigte.

Zur Charakterisierung des Phloretinglucuronids (28) wurde Phloretin (4) mit UGT-Glucuro-
nosyltransferase (UGT1A9) inkubiert. Die Umsetzung ergab zwei Glucuronide, von denen
die Retentionszeit des ersten Peaks mit derjenigen des Glucuronids (28) in den ilealen
Extrakten Ubereinstimmte. Auch das charakteristische Precursor- (m/z 449) und Pro-
duktion (m/z 273) waren identisch. Nach Aufreinigung mittels praparativer HPLC und 'H-
NMR-Messungen wurde (28) als Phloretin-2°-O-glucuronid identifiziert (s. 4.3.6.7).
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Abbildung 3.35: HPLC-DAD-Chromatogramme (A = 280 nm) eines lleostomaextraktes zwei Stun-
den nach Apfelsaftverzehr vor (a) und nach (b) B-Glucuronidasebehandlung. (4):
Phloretin; (28): Phloretin-2"-O-glucuronid. (S): 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure
(Standard) (HPLC-Bedingungen s. 4.2.1, HPLC-System 3).

In Abbildung 3.36 sind die Ausscheidungsmengen der neu identifizierten Verbindungen
3-Kaffeoylchinasaure (1a), 1-Kaffeoylchinasaure (1c), Phloretin (4), D-(-)-Chinasaure (19),
Kaffeesduremethylester (20), p-Cumarsduremethylester (24) und Phloretin-2’-O-glucuro-
nid (28) der elf Probanden Uber den Zeitraum von acht Stunden dargestellt. Keine der
Substanzen war vor Apfelsaftverzehr (Blindwert) in den lleostomabeuteln nachweisbar.
Ihre maximalen Gehalte konnten analog der bilanzierten Apfelpolyphenole nach zwei
Stunden in den Extrakten bestimmt werden. Ein Proband wies maximale Polyphenolaus-
scheidungen nach vier Stunden auf, wahrend bei den anderen zehn Probanden die Poly-
phenolausscheidungsmaxima nach zwei Stunden erreicht waren. Die beiden Methylester
(20) und (24) waren in den Beuteln von neun der elf Probanden nachweisbar und hatten
acht Stunden nach Apfelsaftaufnahme den Dunndarm vollstédndig passiert, wohingegen
noch immer geringe Mengen an 3-Kaffeoylchinasaure (1a) (0,04 £ 0,11 uymol), 1-Kaffeoyl-
chinasaure (1c) (0,01 £ 0,03 pmol), Phloretin (4) (0,06 = 0,13 umol) und Phloretin-2°-O-
glucuronid (28) (0,03 £ 0,07 umol) sowie grollere Mengen an D-(-)-Chinasaure (19)

(0,62 + 0,41 pmol) ausgeschieden wurden.



3 Ergebnisse und Diskussion 145

40 |

35

30 -

25

20 -

15

umol/lleostomabeutel

10

5 i

. B

0 1 2 4 6 8
Zeit [h]

Abbildung 3.36: Ausscheidung der im Dinndarm neu gebildeten Metabolite 3-Kaffeoylchinasaure
(1a) (M), 1-Kaffeoylchinasaure (1c) (@), Phloretin (4) (@), D-(-)-Chinasaure (19)
(O), Kaffeesauremethylester (20) (M) p-Cumarsauremethylester (24) (@) und
Phloretin-2"-O-glucuronid (28) ([d) in den Beutel am Stoma des terminalen
lleums Uber einen Zeitraum von acht Stunden (n = 11). Einheit in pymol/lleo-
stomabeutel. Angegeben sind Mittelwerte + SD.

In Tabelle 3.7 sind die in einem Liter naturtriiben Apfelsaft detektierten Polyphenolgehalte
sowie ihrer Metabolite denen der in dem ilealen Sekret ermittelten Mengen gegentber-
gestellt (in pmol) (Ausscheidungsmengen jedes Probanden s. Anhang Tabellen 7.7 bis
7.17). Es zeigte sich, dass 41,7% der durch Apfelsaftverzehr aufgenommenen Poly-
phenole nach Passage des oberen Verdauungstraktes den Dickdarm unter physiolo-
gischen Bedingungen erreichen wirden. 58,3% scheinen dagegen absorbiert zu werden.
Die Wiederfindung der Kaffeoylchinasduren aus Apfelsaft, die sich aus der Summe von
(1), (1a), (1b) und (1c) sowie der freien Kaffeesaure (2) und dessen Methylester (20)
zusammensetzt, lag bei 26,8%. Die der p-Cumaroylchinasduren, berechnet als die Sum-
me von (3), (3a), (3b) und p-Cumarsduremethylester (24), ergab sich bei 34,2%. D-(-)-
Chinasaure (19) ist ein Spaltprodukt der Hydroxyzimtsdureester, sodass der mittels
HPLC-ESI-MS/MS in der ilealen Flussigkeit ermittelte Gehalt von 67,6 + 8,1 ymol einer
Wiederfindung von 15,2% entspricht.

Von den im Apfelsaft vorliegenden Dihydrochalkonderivaten Phloretin-2°-O-glucosid (5)
und Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) konnte im lleostomaausfluss nur das Xyloglucosid (6)
nachgewiesen werden. Daneben wurden das Aglycon (4) und dessen Phase I|I-Metabolit
Phloretin-2"-O-glucuronid (28) in den lleostomabeutelinhalten erfasst. Die Wiederfin-
dungsrate dieser Gruppe betrug 24,8%.

Von den monomeren und dimeren Flavan-3-olen aus Apfelsaft waren in den lleostoma-

proben 10% nachweisbar. Hier konnte einzig (-)-Epicatechin (8) detektiert werden. Quer-
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cetin (11) und dessen Glycoside zeigten die hdchste Absorption. Lediglich 3,0% der auf-
genommenen Flavonole wurden in den ilealen Sekreten erfasst. Das nur bei einem
Studienteilnehmer nach acht Stunden nachgewiesene Aglycon (11) stammt vermutlich
aus dem Mittagessen und ist kein Metabolit der mit dem Apfelsaft aufgenommenen Poly-

phenole.

Tabelle 3.7: Polyphenolgehalte [umol] des aufgenommenen naturtriiben Apfelsaftes und die in den
Beuteln am Stoma des terminalen lleums ermittelten Polyphenolmengen (n = 11).
Angegeben sind Mittelwerte £ SD.

Apfelsaft [umol] Gesamtausscheidung [umol]

5-Kaffeoylchinasaure (1) 318,4+9,9 325+7,7
3-Kaffeoylchinasaure (1a) n. n. 33,7+8,2
4-Kaffeoylchinasaure (1b) 39,8+56 9,2+3,0
1-Kaffeoylchinasaure (1c) n. n. 16,5+24
Kaffeesaure (2) 29,4+94 n. n.
Kaffeesdauremethylester (20) n. n. 11,9+£8,5
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 544 +0,9 99+1,0
3-p-Cumaroylchinasaure (3a) 21,0+1,2 6,4+£0,5
5-p-Cumaroylchinasaure (3b) 12,4 £ 0,3 1,4 +0,3
p-Cumarsauremethylester (24) n. n. 12,3+8,8
D-(-)-Chinasaure (19) n. n. 67,6 £ 8,1
Phloretin (4) n.n. 1,8+0,9
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 16,3+ 1,6 n.n.
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 64,9 £ 3,2 12,7+ 0,9
Phloretin-2"-O-glucuronid (28) n.n. 56+1,2
(+)-Catechin (7) 10,3+1,7 n. n.
(-)-Epicatechin (8) 51,7+7,2 8,8+17
Procyanidin B4 (9) 92+28 n. n.
Procyanidin B, (10) 17,1+0,5 n. n.
Oligomere Procyanidine (29) 979+1,6 88,4 £ 14,3
Quercetin (11) n. n. 0,1+0,1
Quercetin-3-0O-glucosid (12) 39+04 n. n.
Q-3-0O-galactosid (13) 3,2+0,6 n. n.
Q-3-O-arabinofuranosid (14) 9,0+£0,2 n. n.
Q-3-O-xylosid (15) 21+0,2 0,1+0,1
Q-3-O-rhamnosid (16) 6,0+0,7 06+0,3
Gesamtsumme 767,0 319,5

n. n. = nicht nachweisbar

In der durchgefiihrten Studie wurde zum ersten Mal die intestinale Verfligbarkeit im Kolon

mit einem komplex zusammengesetzten Lebensmittel, das eine Vielzahl von Polypheno-
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len enthalt, an Probanden mit einem endstandigen Stoma des terminalen lleums durch-
gefuhrt. Bisher lagen Humandaten lediglich zu 5-Kaffeoylchinasdure (1) und Kaffeesaure
(2) (Olthof et al. 2001) sowie zu Quercetin (11), Quercetin-3-O-glucosid (12) und Quer-
cetin-3-O-rutinosid (17) (Hollman et al. 1995, Walle et al. 2000, Jaganath et al. 2006) vor,

bei diesen Studien sind jedoch sehr hohe Dosen (bis zu 1 g) verabreicht worden.

In der vorliegenden Arbeit haben elf lleostomieprobanden einen Liter naturtriiben Apfel-
saft, der 407,0 mg/L (767,0 umol) Polyphenole enthielt, verzehrt. Von den aufgenommen-
en phenolischen Substanzen und ihrer Metabolite wurden 41,7% (319,5 ymol) in den
ilealen Flussigkeiten wiedergefunden. Dabei stellten die polymeren Verbindungen sowohl
im Apfelsaft als auch in den lleostomaausfliissen den grofiten Teil der phenolischen Sub-
stanzen dar. Im Apfelsaft wurden im Einklang mit Literaturdaten (Gu et al. 2004,
Oszmianski et al. 2007) Procyanidingehalte von 157,0 mg/L und einem DP,, von 5,7 be-
stimmt. Neuere Studien belegen die chemopraventiven Eigenschaften dieser Stoffklasse
(Gossé et al. 2005, Fridrich et al. 2007), die sich strukturell und aufgrund ihres hoher
Molekularmassen von den meisten anderen Pflanzenpolyphenolen unterscheidet. Aller-
dings scheinen ausschlief3lich die niedermolekularen Oligomere (DP < 3) in ihrer intakten
Form im Gastrointestinaltrakt absorbiert zu werden (Dépréz et al. 2001). Daten zur Bio-
verfugbarkeit von oligomeren Procyanidinen im Dinndarm lagen bisher nicht vor. In der
durchgefihrten in vivo Studie wurden 90,3% der aufgenommenen Procyanidine in den
lleostomabeuteln mit einem maximalen DP,, von 3,4 nach zwei Stunden detektiert. Von
den Monomeren war nur (-)-Epicatechin (8) mit 17,4% in den lleostomaproben erfassbar,
und auch die dimeren Procyanidine B (9) und B, (10) konnten nicht mehr nachgewiesen
werden. Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass die oligomeren Procyanidine in
kleinere Einheiten gespalten und diese anschlieRend absorbiert werden. Die Resultate
der in vitro Inkubationen von Procyanidin B, (10) mit kiinstlichem Magen- bzw. Duodenal-
saft, bei denen die Spaltung zu (-)-Epicatechin (8) bzw. der Abbau des Dimers (10) nach-
gewiesen wurde, stlitzen diese Vermutung. Gleichsinnige Ergebnisse hatten Dépréz und
Mitarbeiter (2001) bereits friher bei in vitro Untersuchungen mit radiomarkierten Pro-
cyanidinen in humanen Caco-2 Zellen erhalten. So beobachtete die Gruppe die Passage
von (+)-Catechin (7) sowie die der dimeren und trimeren Procyanidine durch das Darm-
epithel, nicht aber die der polymeren Procyanidine. Diese scheinen zu grof3 fir einen
parazelluldren Transport und damit flr die Absorption im Dinndarm zu sein. Ferner be-
legten Spencer et al. (2000, 2001b, 2001c) in vitro die Spaltung von Procyanidinen aus
Kakao in monomere Einheiten wahrend der Passage des Gastrointestinaltraktes. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Resultaten von Donovan et al. (2002a) sowie Rios

et al. (2002). Beide Arbeitsgruppen fanden den Grofteil der eingesetzten Konzentrationen
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an Procyanidinen in intakter Form im Dunndarm wieder. Auch Manach und Mitarbeiter
(2004) beschrieben eine geringe Absorption der Procyanidine und deren erhohte Ver-
fugbarkeit im Dinn- und Dickdarm. Vorliegende Ergebnisse zeigen, dass der Groliteil der
oligomeren Procyanidine (DP,, > 2) den Dickdarm unter physiologischen Bedingungen
erreicht und dort potentiell praventiv wirken kann. Ein geringer Teil hingegen unterliegt
Abbaureaktionen in kleinere (monomere) Flavan-3-oleinheiten oder wird intakt absorbiert.
Méglicherweise sind die Procyanidine aufgrund von Proteinbindungen aber auch nicht
mehr mittels HPLC-Analytik detektierbar.

Olthof und Mitarbeiter (2001b) untersuchten die Absorption von 5-Kaffeoylchinasaure (1)
und Kaffeesaure (2) in lleostomieprobanden. Nach Aufnahme von 1 000 mg reiner 5-Kaf-
feoylchinasaure (1) bzw. 500 mg reiner Kaffeesaure (2) fanden die Autoren 67% von (1),
berechnet als die Summe von 3-, 4- und 5-Kaffeoylchinasaure (1a), (1b) und (1), sowie
5% von (2) in den lleostomabeutelinhalten wieder. Bei der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Studie konnten hingegen 25,7% Kaffeoylchinasaure, berechnet als die
Summe von 1-, 3-, 4- und 5-Kaffeoylchinasdure (1c), (1a), (1b) und (1), aber keine
Kaffeesaure (2) in den ilealen Flussigkeiten nachgewiesen werden. Eine Erklarung fur die
unterschiedlichen Ergebnisse ist sicherlich in den zugefihrten Mengen der Hydroxyzimt-
sauren zu finden. Bei den von Olthof et al. (2001) durchgeflhrten Studien ist aufgrund der
hohen aufgenommenen Dosen eine Uberlastung der Aufnahmewege wahrscheinlich, die
dann zu einer erhdhten Ausscheidung von (1) und (2) in die lleostomabeutel flhrte.
Wahrend im Apfelsaft nur die 4- und 5-Kaffeoylchinasaure (1b) und (1) identifiziert wurden,
waren in den lleostomabeutelinhalten zusatzlich 1- und 3-Kaffeoylchinasaure (1c) und
(1a) detektierbar. Die Isomerisierung der Kaffeoylchinasauren zu einer Mischung aus 3-,
4- und 5-Kaffeoylchinasdure (1a), (1b) und (1) ist in Ubereinstimmung mit Literaturdaten
(Olthof et al. 2001b, Gonthier et al. 2003a, Rechner et al. 2004, Lafay et al. 2006b,
Mateos et al. 2006) und wird zusatzlich durch die bereits bei den eigenen Studien mit si-
muliertem Duodenalsekret beobachteten Isomerisierungsreaktionen von 5-Kaffeoylchina-
saure (1) gestutzt (s. 3.2.3). Die Bildung der 1-Kaffeoylchinasaure (1c) erfolgt wahrschein-
lich durch Esteraseaktivitat der Enterozyten im Dinndarm (Kern et al. 2003). Daten zur
Absorption und Metabolisierung der Cumaroylchinasauren lagen bisher nicht vor.

Die Methylester der Kaffeesaure (20) und der p-Cumarsaure (24) konnten erstmalig im
humanen Dunndarm nachgewiesen werden. Beide Verbindungen waren in den lleostoma-
flissigkeiten von neun der elf Studienteilnehmer detektierbar, was auf interindividuelle
Unterschiede im Humanstoffwechsel zurlckzufuhren ist. Die unmethylierten Formen
konnten hingegen nicht mehr gefunden werden. Da keine freie p-Cumarsaure (23) in dem

in der Studie verwendeten Apfelsaft vorlag, muss dessen Methylester (24) aus 3-, 4- oder
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5-p-Cumaroylchinasaure (3a), (3) oder (3b) stammen. Neben Umesterungsreaktionen ist
eine Hydrolyse der Hydroxyzimtsdureester und anschlieRende Veresterung der freige-
setzten Kaffeesaure (2) bzw. p-Cumarsaure (23) denkbar. Die Befunde der in vitro Inku-
bationen von 5-Kaffeoylchinasaure (1), Kaffeesaure (2) sowie 4-p-Cumaroylchinasaure (3)
mit simuliertem Duodenalsaft (s. 3.2.3) bestatigen stattfindende Umesterungsreaktionen
als Hauptweg flr die Entstehung der beiden Methylester (20) und (24). lhre Bildung durch
die Carboxylesterase der Enterozyten ebenfalls mdglich (s. u.). Neben der endogenen
Bildung im menschlichen Kérper Uber den C;-Stoffwechsel kann das fir die Umsetzungen
bendtigte Methanol auch aus Apfelpektin stammen. Aus diesem wird der Alkohol bei der
Verarbeitung zu Saft durch intensive Enzymierung mittels Pektinesterasen freigesetzt.
Wucherpfennig und Bitsch (2004) wiesen Methanolgehalte in Apfelsaften bis zu 200 mg/L
nach, wobei 89% der analysierten Safte Mengen zwischen Null und 50 mg/L enthielten.
Eine Enzymierung der Maische kann zu Methanolgehalten von 300 bis 400 mg/L Saft fih-
ren (Schobinger 2001). Der Methanolgehalt des in der vorliegenden Studie verwendeten
naturtriben Apfelsaftes wurde durch Stabilisotopenverdinnungsanalyse mittels Head-
space-Solid-Phase-Microextraction-HRGC-MS (HS-SPME-GC-MS) (s. 4.3.1.3) quantifi-
ziert und enthielt 23,5 + 2,16 mg/L.

Die in den lleostomabeuteln identifizierte D-(-)-Chinasaure (19) stammt aus den im
Apfelsaft enthaltenen Kaffeoyl- und p-Cumaroylchinasauren (1), (1b) und (3), (3a), (3b)
und wird bei o.g. Umesterungs- und Hydrolysereaktionen freigesetzt. In zahlreichen
Literaturstellen wird davon ausgegangen, dass 5-Kaffeoylchinasdure (1) wahrend der
Dinndarmpassage stabil ist und erst im Dickdarm einer Spaltung durch die ansassige
bakterielle Mikroflora unterliegt (Azuma et al. 2000, Scalbert und Williamson 2000,
Williamson et al. 2000, Gonthier et al. 2003a). Eine entsprechende Esteraseaktivitat
wurde in der humanen Dickdarmflora sowie in der von Ratten bestimmt (Chesson et al.
1999, Plumb et al. 1999). Couteau und Mitarbeiter (2001) berichteten, dass nur einzelne
Bakterienspezies wie Escherichia coli, Bifidobacterium lactis und Lactobacillus gasseri in
der Lage sind, 5-Kaffeoylchinasaure (1) zu hydrolysieren. Andere Autoren gehen von
einer Spaltung der Hydroxyzimtsaureester durch eine Feruloylesterase aus (Andreasen et
al. 2001a; Andreasen et al. 2001b). Ferner wiesen Lafay et al. (2006a, 2006b) nach Gabe
bzw. in situ Perfusion von 5-Kaffeoylchinasaure (1) Spuren von Kaffeesaure im Magen
und im Ddnndarm von Ratten nach. Sowohl die Gruppen um Zhang (2002) als auch um
Kern (2003) postulieren dagegen die Spaltung der Zimtsaureester im Dunndarm durch
eine Carboxylesterase der Enterozyten.

Die Datenlage zur Metabolisierung und Bioverfiigbarkeit von D-(-)-Chinasaure (19) ist
begrenzt. In alteren Arbeiten konnte (19) nach oraler Aufnahme in Serum und Urin von

Menschen und Affen nachgewiesen werden (Halpern 1964, Adamson et al. 1966). Dabei
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wurden bis zu 70% der aufgenommenen Dosis als Phenol und Phenolkonjugate renal
ausgeschieden (Adamson et al. 1966). Die im Rahmen dieser Arbeit mit lleostomie-
probanden durchgefiihrte Interventionsstudie belegte die Spaltung der mit D-(-)-China-
saure (19) veresterten Hydroxyzimtsauren wahrend der Passage des oberen Verdau-
ungstraktes. Wahrend 24,4% von (19) als Hydroxyzimtsaureester in die lleostomabeutel
ausgeschieden wurden, waren 15,2% in ihrer freien Form in den ilealen Sekreten nach-
weisbar. Folglich sollten nicht zu vernachlassigende Mengen an D-(-)-Chinasaure (19) bei
gesunden Menschen den Dickdarm erreichen. Der weitaus groRere Teil wird vermutlich

absorbiert und als Hippursaure ausgeschieden (Gonthier et al. 2003a).

In einer friiheren Studie zeigten Crespy et al. (2001), dass nach in situ Perfusion Phloretin
(4) und Phloretin-2’-O-glucosid (5) im Dinndarm von Ratten absorbiert wurden. Dabei
beobachteten die Autoren eine 80%ige Hydrolyse des Glucosids (5) zu Phloretin (4), das
weiteren Konjugationsreaktionen (Glucuronidierung und Sulfatierung) unterlag. Darauf-
folgende Untersuchungen zur Bioverfugbarkeit der beiden Dihydrochalkone (4) und (5)
bestatigten diese Resultate (Crespy et al. 2002b). Auch in unserer Interventionsstudie
waren kein Phloretin-2"-O-glucosid (5), aber das Aglycon (4) und dessen Glucuronid (28)
in den Beutelinhalten nachweisbar. Daneben wurden 19,6% der im Apfelsaft enthaltenen
Menge an Phloretin-2’-O-xyloglucosid (6) wiedergefunden. Literaturdaten zur Metaboli-
sierung von (6) lagen bisher nicht vor. Eine héhere Stabilitat von Phloretin-2°-O-xylogluco-
sid (6) gegenulber Phloretin-2°-O-glucosid (5) wurde bereits bei den in der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten Speichelinkubationen (s. 3.2.1) beobachtet.

Die Bildung von Phloretin-2°-O-glucuronid (28) in der Leber wurde durch Umsetzungen
mit humaner UGT1A9 nachgewiesen. Von dort gelangt der Phase II-Metabolit (28) tGber
den enterohepatischen Kreislauf in den Dinndarm. Daneben kann die Glucuronidierung
auch in den Enterozyten des Dinndarms erfolgen (Mizuma und Awazu 1998, Lewinsky et
al. 2005).

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Studien mit lleostomieprobanden durch-
gefuihrt, um einen tieferen Einblick in die Bioverfligbarkeit sowie die Absorptionsraten der
Flavonoide und Phenolcarbonsauren zu erhalten. So erforschten die Arbeitsgruppen um
Hollman (1995) und Walle (2000) die Verfugbarkeit verschiedener Quercetinglycoside.
Dabei beobachteten Hollman et al. (1995) eine 52%ige Absorption der Glycoside nach
Verzehr von gedlnsteten Zwiebeln. Walle und Mitarbeiter (2000) konnten sogar eine
81%ige Absorption nach postulierter Hydrolyse der Quercetinglycoside durch B-Gluco-
sidasen im Dunndarm feststellen. Unsere Resultate weisen ebenfalls auf eine Spaltung

der Quercetinglycoside hin, obwohl weder das Aglycon (11) noch dessen Konjugate wie
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Glucuronide oder Sulfate in den ilealen Flussigkeiten gefunden wurden. Wahrscheinlich
sind Absorptionskinetik und Bioverfugbarkeit der Quercetinglycoside von der aufgenom-
menen Menge abhangig. In o. a. Untersuchungen wurden Dosen bis zu 100 mg verab-
reicht, sodass offensichtlich Komponenten erfassbar wurden, die in der eigenen Studie
aufgrund der mit dem Apfelsaft aufgenommenen, wesentlich geringeren Konzentration an
Quercetinglycosiden (10,8 mg) nicht detektierbar waren.

Daneben hat der Zuckerrest einen Einfluss auf die Absorption von Quercetin (11) im
Dinndarm (Erlund et al. 2000, Graefe et al. 2001, Arts et al. 2004, Manach und Donovan
2004). So ist bekannt, dass mit einer Rhamnoseeinheit verknlipfte Polyphenole erst durch
die Mikroflora des Kolons gespalten werden konnen (Manach et al. 1995, Hollman und
Katan 1997). Wahrscheinlich gilt dies auch flir Polyphenole mit einer Arabinose als
Zuckerrest (Manach et al. 2004). In unserer in vivo Studie wurden ebenfalls nur Querce-
tin-3-O-arabinofuranosid (14) und Quercetin-3-O-rhamnosid (16), nicht jedoch Quercetin-
3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-galactosid (13) und Quercetin-3-O-xylosid (15) in den
lleostomabeutelinhalten erfasst. Auch die bei den Umsetzungen mit Speichel erhaltenen

Daten (s. 3.2.1) stutzen diese Befunde.

Wie anhand dieser mit einem komplex zusammengesetzten Lebensmittel durchgefuhrten
Studien deutlich wird, sind Untersuchungen mit lleostomieprobanden ein gutes Modell zur
Prifung der Verfugbarkeit von Polyphenolen im Dickdarm. Von besonderer Bedeutung
sind hier die Identifizierung einzelner Verbindungen und die Quantifizierung von Stoff-
mengen, die den Dickdarm erreichen. Die Charakterisierung neu gebildeter Metabolite ist

zudem flur weiterfihrende Studien von Relevanz.

3.2.5 Exvivo Inkubationen mit lleostomiefliissigkeit

Wie die aus der Studie mit lleostomieprobanden erhaltenen Ergebnisse zeigen, wurden
die im Apfelsaft vorliegenden Polyphenole zu unterschiedlichen Anteilen metabolisiert und
absorbiert. Die Metabolisierungsvorgange der einzelnen Polyphenole speziell im Dinn-
darm konnten hierbei jedoch nicht naher untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden ex
vivo Inkubationen mit frischem lleostomabeutelinhalt (von drei Probandinnen) unter an-
aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Dabei wurde die ileale Flissigkeit mit anaerobem
Carbonat-Phosphat-Puffer (Sauerstoffgehalt < 1 ppm; pH 6,3; 37 °C) nach Lebet et al.
(1998) verdinnt und die nach Homogenisieren und Filtrieren erhaltene Ldésung als
Inokulum verwendet. Der pH-Wert des Puffers war zuvor durch pH-Messungen der lleo-
stomabeutelinhalte von sechs Probanden an verschiedenen Tagen (n = 15) bestimmt

worden. Die gemessenen Werte lagen zwischen 6,0 und 6,7, sodass als Richtwert ein pH



152 3 Ergebnisse und Diskussion

von 6,3 diente. Die einzelnen phenolischen Apfelinhaltsstoffe (gelést in DMSO) wurden
jeweils in mit Stickstoff begaste Inkubationsgefal’e vorgelegt. Aliquote des Inokulums
wurden zugegeben und die Proben bei 37 °C Uber 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 Stunden
inkubiert. Zur Uberpriifung der chemischen Stabilitat bei pH 6,3 wurden Kontrollversuche
mit Polyphenolen und Pufferlésung mitgeflihrt. Daneben erfolgten Ansatze mit DMSO und
reinem ilealen Sekret (Blindansatze). Alle Experimente wurden in einer speziell daflr
entwickelten Anaerobenkammer durchgefiihrt, die wahrend der Versuche kontinuierlich
mit einer N,/CO,-Mischung (80/20; v/v) geflutet wurde. Die Reaktionen wurden durch
Einfrieren mit flissigem Stickstoff gestoppt. Die Proben wurden gefriergetrocknet und
nach Extraktion zur HPLC-Analytik eingesetzt (Gerateparameter und Bedingungen s.
4.3.6.3). Die ldentifizierung der Polyphenole und ihrer Metabolite erfolgte mittels HPLC-
DAD durch Vergleich von Retentionszeit und UV-Absorptionsspektrum mit authentischen
Referenzen. Die Quantifizierung wurde ebenfalls mittels HPLC-DAD anhand von Kalibrier-
geraden unter Verwendung eines externen Standards durchgefihrt. Die Charakterisierung
der Verbindungen wurde durch HPLC-ESI;-MS/MS-Messungen abgesichert. Die Um-
setzungsraten entsprachen den durch Interpolation des Linearitdtsbereiches erhaltenen
Steigungen in umol/h.

DarlUber hinaus wurden verschiedene p-Nitrophenolglycoside unter anaeroben Bedingun-
gen, wie oben beschrieben, mit lleostomabeutelinhalt umgesetzt, um einen mdglichen
Einfluss der Aglyconstruktur bezlglich der Hydrolyse von Flavonoidglycosiden zu Uber-
prufen.

Um zu ermitteln, in wie weit die mikrobielle Dinndarmflora an der Metabolisierung bzw.
dem Abbau der Polyphenole beteiligt ist, wurde eine weitere Versuchsreihe angesetzt.
HierfGr wurden unterschiedliche Inokulumvolumina zu einer konstanten Quercetin-3-O-
glucosidkonzentration (12) (in DMSO gel6st) gegeben und die Reaktion nach 0, 0,5, 1, 1,5
und 2 Stunden durch Einfrieren mit flissigem Stickstoff gestoppt. Probenaufarbeitung und
Analyse erfolgten analog o. a. Inkubationen. In gleicher Weise wurde unter Zusatz eines
Penicillin/Streptomycin-Antibiotikums zum anaeroben Puffer und anschlielender Inkuba-

tion mit lleostomabeutelinhalt verfahren.

Alle Verbindungen erwiesen sich im Verlauf der Inkubationen bis zu zehn Stunden als pH-
stabil, sodass die in diesem Zeitraum beobachteten Veranderungen auf die enzyma-
tischen Aktivitdten des Dunndarms zurlckzuflhren sind (Daten sind nicht gezeigt). Da-
nach war ein leichter bis maRig starker Abfall der Polyphenolmengen zu verzeichnen. Aus
diesem Grund sind die im Folgenden prasentierten Ergebnisse uber die Inkubationsdauer

von zehn Stunden dargestellt.
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Fur die Hydroxyzimtsauren 5-Kaffeoylchinasaure (1), Kaffeesaure (2) und 4-p-Cuma-
roylchinasaure (3) wurde neben den Flavan-3-olen (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8)
und Procyanidin B, (10) sowie den beiden Aglyconen Phloretin (4) und Quercetin (11)
Uber den Inkubationszeitraum kein signifikanter Abbau festgestellt. Die ermittelten Wieder-
findungsraten lagen nach zehn Stunden zwischen 96,3 und 100,2% (Daten sind nicht
gezeigt).

In Analogie zu vorliegenden Ergebnissen wurde mehrfach berichtet, dass es keine Este-
raseaktivitat in der humanen Dinndarmmukosa oder humanen Dinndarmflora gibt, die in
der Lage ist, 5-Kaffeoylchinasaure (1) zu spalten (Plumb et al 1999, Azuma et al. 2000,
Scalbert und Williamson 2000). Die Stabilitdt von Kaffeesaure (2) im Dinndarm ist eben-
falls beschrieben. Lafay et al. (2006b) fanden nach in situ Perfusion 80% der zugefiihrten
Kaffeesaurekonzentration (2) im Dinndarm von Ratten wieder, 19,5% wurden absorbiert,
0,5% wurden in den Enterozyten metabolisiert und als Ferulasdure (21) zurlck in das
Darmlumen transportiert. Eine O-Methylierung der Kaffeesaure (2) zu (21) konnte in den
vorliegenden Umsetzungen nicht beobachtet werden. Wahrscheinlich war die Konzen-
tration an durch Abriss in das ileale Sekret gelangten Enterozyten zu gering, um nach-
weisbare Mengen an Ferulasdure (21) zu bilden. Daten zur Stabilitdt der 4-p-Cumaroyl-
chinasaure (3) im lleum lagen bisher nicht vor.

Auch die bei eigens durchgefihrten Studien mit (+)-Catechin (7) und (-)-Epicatechin (8)
erhaltenen Resultate sind im Einklang mit Literaturdaten, die deren Absorption ohne
vorherige Spaltung in kleinere Molekiile belegen (Rice-Evans et al. 1996, Gu et al. 2003).
Die Stabilitdt von Procyanidin B, (10) war insofern Uberraschend als in der Studie mit
lleostomieprobanden keine dimeren Flavan-3-ole (9) und (10) in den Beutelinhalten nach-
gewiesen werden konnten und somit ihre Spaltung durch ileale Enzymaktivitaten in die
entsprechenden monomeren Einheiten vermutet wurde. Diese scheint unter Berlicksich-
tigung vorliegender Befunde jedoch ausschliellich im sauren Milieu des Magens sowie im
leicht alkalischen Milieu des Duodenums stattzufinden.

Die Absorption der Aglycone Phloretin (4) und Quercetin (11) in ihrer intakten Form und
deren Nachweis im Blutplasma wurde bereits von einigen Arbeitsgruppen beschrieben
(Hollman et al. 1995, Manach et al. 1995, Manach et al. 1997, Crespy et al. 2001, Crespy

et al. 2002b) und ist ebenfalls in Ubereinstimmung mit den eigenen Resultaten.

Wie erwartet, unterlagen die Flavonoidglycoside Phloretin-2°-O-glucosid (5), Phloretin-2°-
O-xyloglucosid (6), Quercetin-3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-galactosid (13), Querce-
tin-3-O-arabinofuranosid (14), Quercetin-3-O-xylosid (15), Quercetin-3-O-rhamnosid (16)
und Quercetin-3-O-rutinosid (17) in Abhangigkeit ihres Zuckerrestes unterschiedlich

schnellen Hydrolysevorgangen. Wie schon bei den Umsetzungen mit Speichel wurde
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Phloretin-2"-O-glucosid (5) am schnellsten in sein Aglycon Phloretin (4) und Glucose ge-
spalten (Abbildung 3.37). Die Hydrolyserate betrug dabei 0,44 upmol/h. Bereits nach einer
Stunde waren nur noch Spuren des Dihydrochalkons (5) vorhanden (0,015 pymol), nach
zwei Stunden war (5) nicht mehr nachweisbar. Gleichzeitig stieg der Phloretingehalt (4)
auf seinen Maximalwert von 0,42 pmol (zwei Stunden) an und war bis zum Ende der
Inkubation stabil. Dagegen erwies sich Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) tber den Inkubati-
onszeitraum von zehn Stunden mit einer Hydrolyserate von 0,002 umol/h als praktisch
stabil (ohne Abbildung).
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Abbildung 3.37: Zeitlicher Verlauf der 10-stiindigen Inkubation von Phloretin-2°-O-glucosid (5) mit
ilealer Flissigkeit (n = 3) vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). Phloretin-2'-
O-glucosid (5) (A), Phloretin (4) (@). Angegeben sind Mittelwerte + SD.

Bei den Quercetinglycosiden waren ebenfalls Parallelen zu den Speichelinkubationen (s.
3.2.1) hinsichtlich ihrer Umsetzungsgeschwindigkeiten sichtbar. Wie aus Abbildung 3.38
hervorgeht, wurde Quercetin-3-O-glucosid (12) mit 0,22 umol/h am schnellsten in das
Aglycon (11) hydrolysiert. Danach folgten Quercetin-3-O-galactosid (13) (0,042 pmol/h)
sowie Quercetin-3-O-xylosid (15) (0,033 ymol/h). Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14)
war in Gegenwart von Speichel stabil, unterlag bei der Inkubation mit den lleostoma-
beutelinhalten jedoch einer Deglycosylierung (0,032 umol/h). Fir Quercetin-3-O-rutinosid
(17) wurde mit 0,006 umol/h eine geringe Spaltung ermittelt und Quercetin-3-O-rhamnosid
(16) war Uber die Inkubationsdauer von zehn Stunden stabil. Neben Quercetin (11),

dessen Gehalt proportional der abgebauten Menge des jeweiligen Quercetinglycosids zu-
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nahm, traten wahrend der gesamten Inkubationszeit keine weiteren Metabolite auf (Daten

sind nicht gezeigt).
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Abbildung 3.38: Zeitlicher Verlauf der 10-stindigen Inkubationen der Quercetinglycoside (12) -
(17) mit ilealer FlUssigkeit (n = 3) eines reprasentativen Probanden vermessen
mittels HPLC-DAD (360 nm). Quercetin-3-O-glucosid (12) (A), Quercetin-3-O-
galactosid (13) (O), Quercetin-3-O-arabinofuranosid (14) (M), Quercetin-3-O-
xylosid (15) (A), Quercetin-3-O-rhamnosid (16) (4A), Quercetin-3-O-rutinosid
(17) (|). Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus Dreifachbestimmungen.

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass Flavonoidglycoside im Dinndarm
vollstandig in ihr Aglycon und den Zuckerrest gespalten werden. Das Aglycon gelangt
dann durch passive Diffusion in den Enterozyten, wo es verschiedenen Konjugations-
reaktionen unterliegt (Walle et al. 2000, Williamson et al. 2000, Crespy et al. 2001). Die
Deglycosylierung erfolgt dabei durch die Lactase-Phloridzin-Hydrolase (LPH), eine B-Gly-
cosidase, die an der Burstensaummembran des Dinndarms lokalisiert ist (Day et al. 1998,
Day et al. 2000a, Németh et al. 2003). Eine weitere Mdglichkeit flr die Absorption der
Flavonoidglycoside ist deren aktiver Transport in den Enterozyten durch einen Na'-
abhangigen D-Glucosetransporter (SGLT-1) (Wallgren et al. 2000b, Wolffram et al. 2002)
und anschlieBender Hydrolyse durch eine unspezifische cytosolische B-Glucosidase
(CBG) (loku et al. 1998, Day et al. 2003). Dieser Aufnahmeweg spielt flir Phloretin-
glycoside sowie in Position 3 gebundene Glucoside jedoch keine Rolle (Day et al. 1998,
Sesink et al. 2003). Eine Uberpriifung der enzymatischen Aktivitat der lleostomabeutel-
inhalte mittels apiZym®-Test ergab hohe Aktivitdten an a- und 8-Glucosidase, B-Galacto-
sidase sowie B-Glucuronidase (s. Tabelle 7.18). Dennoch gilt es zu berticksichtigen, dass

LPH, wie bereits erwahnt, membrangebunden ist und ihr daher nur ein geringer Teil
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(durch Abriss) der Hydrolyseaktivitat des lleostomabeutelinhaltes zugeschrieben werden
kann.

Moglicherweise ist fur die Deglycosylierungen die Mikroflora des Dunndarms verant-
wortlich. In diesem Zusammenhang wurden zwei weitere Versuchsreihen durchgefuhrt,
bei denen eine konstante Menge Quercetin-3-O-glucosid (12) mit steigenden Mengen
Inokulumvolumina in Gegenwart bzw. in Abwesenheit eines Antibiotikums umgesetzt
wurde. Wie in Abbildung 3.39 dargestellt, nahm die Hydrolyserate von (12) ohne Antibioti-
kumzusatz in Gegenwart von 75 bis 2 500 yL Inokulum in Abhangigkeit des Mikroflora-
gehaltes linear zu. Unter Antibiotikumzusatz wurde Quercetin-3-O-glucosid (12) hingegen
kaum hydrolysiert. Analysen der ilealen Flissigkeit ergaben durchschnittlich log 8,75 +
0,37 KbE pro mL. Demzufolge befanden sich in den eingesetzten Volumina Durch-
schnittsmengen von log 0,68 bis log 21,9 KbE. Diese setzten sich hauptsachlich aus
fakultativ anaeroben Bakterien sowie Gram-negativen und Oxidase-negativen Stabchen

zusammen (Tetra Pak Research, Stuttgart).
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Abbildung 3.39: Hydrolyseraten [umol/h] von Quercetin-3-O-glucosid (12) (20 yL, 50 mM Stamm-
I6sung) nach Inkubation mit unterschiedlichen Volumina an ilealer Flissigkeit
(75 pL, 312,5 L, 625 pL, 1 250 pL, 2 500 yL) mit Antibiotikumzusatz () bzw.
ohne Antibiotikumzusatz (). Reprasentatives Beispiel einer Versuchsreihe mit
drei unterschiedlichen lleostomaquellen.

Neben den nachgewiesenen Einflissen von Zuckerrest und humaner Dinndarmmikro-
flora ist ein Einfluss des Aglycons auf die Hydrolyse der Flavonoidglycoside denkbar. Zur
Uberprifung wurden verschiedene synthetische p-Nitrophenolglycoside mit lleostoma-

beutelinhalt umgesetzt. Der zeitliche Verlauf ihrer Spaltung ist Abbildung 3.40 zu ent-
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nehmen. Einziger Metabolit bei allen p-Nitrophenolglycosidinkubationen war p-Nitrophenol
(30), dessen Gehalt proportional der abgebauten Menge des jeweiligen Glycosids anstieg
(Daten nicht gezeigt). Wie bei den Quercetinglycosiden unterlag das £-D-Glucosid (31)
mit einer Geschwindigkeit von 0,41 umol/h dem schnellsten Abbau vor p-Nitrophenol-3-D-
galactosid (32) (0,21 umol/h). Danach folgten p-Nitrophenol-B8-D-xylosid (33) mit einer Hy-
drolyserate von 0,12 umol/h und p-Nitrophenol-a-L-arabinofuranosid (34) mit 0,092 umol/h.
Im Gegensatz zu Quercetin-3-O-rhamnosid wurde p-Nitrophenol-a-L-rhamnosid (35)

ebenfalls gespalten (0,060 pmol/h).
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Abbildung 3.40: Zeitlicher Verlauf der 10-stlindigen Inkubationen der p-Nitrophenolglycoside (31) -
(35) mit ilealer FlUssigkeit eines reprasentativen Probanden vermessen mittels
HPLC-DAD (302 nm). p-Nitrophenol-8-D-glucosid (30) (&), p-Nitrophenol-3-D-
galactosid (31) (O), p-Nitrophenol-a-L-arabinofuranosid (32) () (306 nm), p-Ni-
trophenol-3-D-xylosid (33) (A), p-Nitrophenol-a-L-rhamnosid (34) (A) (304 nm).
Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Dreifachbestimmungen.

Bei einem Vergleich der Hydrolyseraten der untersuchten Quercetin- und p-Nitrophenol-
glycoside fallt auf, dass die Spaltung der p-Nitrophenolglycoside in jedem Fall schneller
war als die der entsprechenden Quercetinglycoside (Abbildung 3.41). Ein Einfluss der

Aglyconeinheit auf die humane ileale Spaltung von Phenolglycosiden ist damit bewiesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unabhangig von interindividuellen Unterschie-
den in der Mikroflorazusammensetzung der ilealen Ausflisse (n = 3) nicht nur die Struktur
des Zuckerrestes, sondern auch die des Aglycons sowie die Mikroflora selbst Einfluss auf

die Hydrolyse von Flavonoidglycosiden im Humanstoffwechsel haben.
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Hydrolyserate [umol/h]
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Abbildung 3.41: Vergleich der Hydrolyseraten [umol/h] der untersuchten Quercetin- (Q) (@) und
p-Nitrophenol- (p-Np) glycoside () (je 20 pL einer 50 mM Stammlésung) nach
Inkubation mit ilealer Flussigkeit (n = 3). Glc: -D-Glucopyranosid; Gal: 8-D-Ga-
lactopyranosid; a-L-Arabinofuranosid; Xyl: £-D-Xylopyranosid; Rha: a-L-Rham-
nopyranosid. Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Dreifachbestimmungen.

3.2.6 Invitro Inkubationen mit Hepatozyten

Hepatozyten machen etwa 60 bis 70% der Leberzellen aus. Sie enthalten eine Reihe
verschiedener Phase |- und Phase lI-Enzyme sowie deren in physiologischen Konzentra-
tionen vorliegenden Cofaktoren. Frisch isolierte Hepatozyten stellen daher ein geeignetes
Modell dar, um in der Leber stattfindende Metabolisierungsvorgange zu untersuchen
(Ekins et al. 1995, Worboys et al. 1996, Carlile et al. 1998).

Die bei den Inkubationen verwendeten Hepatozyten wurden aus der Leber mannlicher
Wistarratten isoliert. lhre Zellvitalitdt wurde mittels Trypanblau-Ausschlussmethode be-
stimmt. Hierbei werden die Zellen mit Trypanblau eingefarbt, wobei der Farbstoff nur in
die toten Zellen eindringen und sich in deren DNA einlagern kann, da deren Membran
geschadigt ist. Lebende Zellen mit intakten Membranen nehmen den Farbstoff aufgrund
dessen Molekilgréfie nicht auf und kénnen so unter dem Lichtmikroskop deutlich von den
toten Zellen unterschieden werden. Die so ermittelte Zellvitalitat betrug 91%.

Die Umsetzungen der einzelnen Polyphenole mit Hepatozyten erfolgte unter Modifikation
der Arbeitsvorschriften von Lave et al. (1997). Die Proben wurden fur 0, 0,5, 1, 2 und
4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Langere Inkubationszeiten sind nicht sinnvoll, da frisch iso-
lierte Hepatozyten pro Stunde etwa 10% ihrer metabolischen Aktivitat in Losung verlieren
(Davila und Acosta 1993). Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Polyphenole (Blindwert)
sowie Ansatze ohne Zellen (Kontrollwert). Die Reaktionen wurden durch Einfrieren des

Uberstandes mit fliissigem Stickstoff gestoppt und bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden
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in einem DMSO-Wasser-Gemisch aufgenommen und ebenfalls eingefroren. Uberstande
und Zellen wurden anschlieRend gefriergetrocknet und nach Extraktion mit Methanol
(Phloretin, Quercetin, Flavan-3-ole) bzw. Aceton (Hydroxyzimtsduren und -ester) mittels
HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS analysiert (Gerateparameter und Bedingungen s.
4.3.8.4). Dabei wurden die Polyphenole und ihre Metabolite mittels HPLC-DAD durch
Vergleich der Retentionszeiten und UV-Spektren mit denen authentischer Referenzver-
bindungen identifiziert. Die strukturelle Absicherung erfolgte mittels HPLC-ESI ¢i-MS/MS.
Anhand entsprechender Kalibriergeraden wurden die Substanzen unter Verwendung
eines externen Standards mittels HPLC-DAD quantifiziert. Fir eine vollstandige Bilanzie-
rung wurden die in den Zellen ermittelten Gehalte und die der Uberstéande addiert. Die
Polyphenole und ihre Metabolite wurden in den Zellen nach Lyse nur in Spuren gefunden,
sodass eine intrazellulare Akkumulation nicht stattfand. Durch Anlegen einer Tangente an
den linearen Anfangsbereich der Abbaukurven wurden die Hydrolyseraten in umol/h be-

rechnet, die der resultierenden Steigung der Regressionsgeraden entsprach.

Bei der Inkubation von 5-Kaffeoylchinasaure (1) wurden mittels HPLC-DAD vier Meta-
bolite mit den Retentionszeiten 7,4 min (1a), 8,3 min (1c), 9,0 min (1b) und 14,2 min (20).

detektiert, die in den Blindwerten nicht vorhanden waren (Daten sind nicht dargestellt).

Auch in den Kontrollansatzen erwies sich 5-Kaffeoylchinasaure (1) Gber die gesamten vier
Stunden als stabil. Die Metabolite wurden, wie bereits in 3.2.3 und 3.2.4.4 beschrieben,
als 3-, 1-, und 4-Kaffeoylchinasaure (1a), (1c) und (1b) sowie als Kaffeesduremethylester
(20) identifiziert. Daneben wurde D-(-)-Chinasaure (19) mittels HPLC--MS/MS-Analytik
nachgewiesen.

Der zeitliche Verlauf des 5-Kaffeoylchinasaureabbaus (1) durch Hepatozyten ist in Abbil-
dung 3.42 dargestellt. Innerhalb der ersten Stunde der Inkubation fand eine schnelle Um-
setzung (0,064 pmol/h) von 5-Kaffeoylchinasaure (1) statt, danach verlief die Reaktion
deutlich langsamer. Nach 4 Stunden waren noch 72,9% eingesetzten Menge (0,40 umol)
von (1) nachweisbar. Die Anteile der finf Metabolite (1a), (1b), (1c), (19) und (20) stiegen
Uber den gesamten Inkubationszeitraum kontinuierlich an, sodass nach vier Stunden
Hochstmengen von 0,035 ymol fir (1a), 0,019 uymol fir (1b), 0,021 pymol fir (1c) sowie
0,015 ymol fir (19) und (20) erreicht wurden.
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Abbildung 3.42: Zeitlicher Verlauf der 4-stindigen Inkubation von 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit
Rattenhepatozyten vermessen mittels HPLC-DAD (320 nm). 5-Kaffeoylchina-
saure (1) (A), 3-Kaffeoylchinasadure (1a) (), 4-Kaffeoylchinasaure (1b) (M),
1-Kaffeoylchinasaure (1c) (), D-(-)-Chinasaure (19) (O), Kaffeesduremethyl-
ester (20) (H). Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus Doppelbestimmungen.

Die Resultate der Inkubation von 4-p-Cumaroylchinasaure (3) mit Rattenhepatozyten

waren mit denen der 5-Kaffeoylchinasaureumsetzung (1) vergleichbar. Mittels HPLC-DAD
wurden drei Metabolite erfasst, die wie in 3.2.3 beschrieben als 3-p-Cumaroylchinasaure
(3a) (9,7 min), 5-p-Cumaroylchinasaure (3b) (10,5 min) und p-Cumarsauremethylester
(24) (16,6 min) identifiziert wurden. Daruber hinaus wurde D-(-)-Chinasaure (19) anhand
von HPLC-MS/MS-Untersuchungen nachgewiesen. Keiner der Metabolite war in den
Blindansatzen detektierbar (ohne Abbildung). In den Kontrollansatzen mit Kulturmedium
war kein Abbau von (3) nachweisbar, die Substanz war unter den Versuchsbedingungen
Uber die gesamte Inkubationsdauer von vier Stunden stabil.

Wie Abbildung 3.43 zu entnehmen ist, erfolgte der Abbau von 4-p-Cumaroylchinasaure
(3) kontinuierlich. Die Umsetzungsrate betrug 0,041 umol/h. Nach einer Inkubationsdauer
von 4 Stunden waren noch 69,7% der Ausgangsmenge (0,40 umol) von (3) nachweisbar.
Parallel dazu stiegen die Anteile der beiden Isomere (3a) und (3b) sowie die der D-(-)-
Chinasaure (19) und des Methylesters (24) an. Maximale Gehalte wurden mit 0,052 ymol
fur 3-p-Cumaroylchinasaure (3a), 0,027 ymol fir 5-p-Cumaroylchinasaure (3b) und
0,022 ymol fur p-Cumarsauremethylester (24) nach 4-stiindiger Inkubation erhalten. Die
mittels HPLC-MS/MS im SRM-Modus fiir D-(-)-Chinasaure (19) ermittelten Gehalte waren
mit denen von (24) vergleichbar. Auch der zeitliche Verlauf von (19) war mit dem des

Methylesters (24) nahezu identisch.
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Abbildung 3.43: Zeitlicher Verlauf der 4-stiindigen Inkubation von 4-p-Cumaroylchinasaure (3) mit
Rattenhepatozyten vermessen mittels HPLC-DAD (320 nm). 4-p-Cumaroylchina-
saure (3) (A), 3-p-Cumaroylchinasaure (3a) (d), 5-p-Cumaroylchinasaure (3b)
(M), D-(-)-Chinasaure (19) (0), p-Cumarsauremethylester (24) (H). Angegeben
sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Literaturdaten zur Inkubation der beiden Hydroxyzimtsdureester (1) und (3) mit Ratten-
hepatozyten lagen zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht vor. Plumb und Mitarbeiter (1999)
konnten bei der Umsetzung von 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit Leberextrakt keine Abbau-
oder Konjugationsreaktionen feststellen. Mateos und Mitarbeiter (2006) beobachteten bei
in vitro Inkubation von 5-Kaffeoylchinasaure (1) mit humanen HepG2-Zellen die Ent-
stehung zweier Isomere, bei denen es sich nach Einschatzung der Autoren um 3- und
4-Kaffeoylchinasdure (1a) und (1b) handelte. Das in ihrer Arbeit gezeigte RP-HPLC-Elu-
tionsprofil sowie das aufgenommene Produktionenspektrum von m/z 191 und m/z 179
sprechen jedoch dafur, dass es sich bei der als 4-Kaffeoylchinasaure (1b) angenommen-
en Substanz wahrscheinlich das 1-Isomer (1c) handelt. Ferner fand die Gruppe geringe
Mengen der phenolischen Substanz (1) in den Zellen nach Zelllyse und folgerte daraus,
dass die Leberzellen zwar in der Lage sind, (1) zu absorbieren, aber nicht zu konjugieren.
Die mit menschlichen Leberzellen erhaltenen Daten der Gruppe um Mateos sind mit
denen der vorliegenden, mit Rattenhepatozyten erzielten Resultate vergleichbar. Neben
der Entstehung von (1a) und (1c) konnten wir als weitere Metabolite das 4-Isomer (1b)
sowie den Methylester (20) nachweisen. Die in diesem Abschnitt erhaltenen Daten zu 4-p-
Cumaroylchinasaure (3) bestatigen deren Entstehung.

Nach ihrer Bildung in der Leber kdnnen die Substanzen Uber den enterohepatischen
Kreislauf zurlick in den Dinndarm gelangen. Die in der mit lleostomieprobanden durch-

gefiihrten Interventionsstudie nachgewiesenen Isomeren, 3-Kaffeoylchinasaure (1a),
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3-p-Cumaroylchinasaure (3a) und 5-p-Cumaroylchinasaure (3b) sowie die Methylester der
Kaffeesaure (20) und der p-Cumarsaure (24), entstehen sowohl im Duodenum als auch in

der Leber. 1-Kaffeoylchinasaure (1c¢) wird dagegen ausschlielich in der Leber gebildet.

Bei den Umsetzungen von Kaffeesdure (2) und p-Cumarsaure (23) mit Hepatozyten der

Ratte waren Uber den Inkubationszeitraum von vier Stunden nahezu keine Metabolite de-
tektierbar. Lediglich im Versuch mit Kaffeesaure (2) konnten mittels HPLC-DAD geringe
Mengen an Ferulasaure (21) (11,9 min; 0,015 ymol) sowie Spuren einer weiteren Ver-
bindung (36) bei 12,5 min nachgewiesen werden, die weder in den Blindansatzen noch in
den Kontrollen vorhanden waren (ohne Abbildung). Durch Vergleich der Retentionszeit
und des UV-Spektrums mit denen einer authentischen Referenzsubstanz wurde (36) als
Isoferulaséure identifiziert. Die Molmasse von m/z 193 (HPLC-ESI.-MS) sowie das
mittels HPLC-ESlne;-MS/MS erhaltene Produktionenspektrum von (36) mit den charakte-
ristischen Fragmenten m/z 134 und 178 bestatigten dessen Identitat.

Die Befunde stehen im Widerspruch zu Studien von Moridani et al. (2002), die nach 4-
stindiger Inkubation einer 1 mM Kaffeesaureldsung (2) mit Rattenhepatozyten neben
dem Ausgangsprodukt (170 uM) gréBere Mengen an Ferulasaure (21) (240 uM) sowie
Dihydrokaffeesaure (22) (28 uM) und Dihydroferulasaure (25 uM) fanden. Gumbinger und
Mitarbeiter (1993) berichteten hingegen in einer frilheren Untersuchung, bei der die
Gruppe Kaffeesaure (2) in isolierte Rattenleber perfusierte, von einer geringen Metabo-
lisierung von (2) zu dessen methylierten Formen Ferulasaure (21) (1%), Isoferulasaure
(36) (0,2%) und dessen Ringprodukt Esculetin (0,3%). Weiterhin vermuteten die Autoren
die Bildung von Glucuronid- und Sulfatkonjugaten, ohne diese jedoch nachweisen zu
kénnen. In den bereits oben beschriebenen in vitro Studien von Mateos et al. (2006) mit
HepG2-Zellen konnte die Gruppe nach 2-stindiger Inkubation noch 97% der eingesetzten
Kaffeesdure (2) detektieren. Als Konjugate fanden sie Ferulasdure (21) (2,3%) sowie
Spuren eines Kaffeesaureglucuronids, eines Kaffeesauresulfats und eines Methylkaffee-
saureglucuronids. Nach 18 Stunden war ein weiteres Kaffeesaureglucuronid nachweisbar.
Bei unseren Inkubationen von Kaffeesaure (2) und p-Cumarsaure (23) mit Rattenhepato-
zyten konnten weder Glucuronide noch Sulfate nachgewiesen werden. Beide Substanzen

erwiesen sich Uber vier Stunden unter den Versuchsbedingungen als stabil.

Auch die Flavan-3-ole (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8) und Procyanidin B, (10) waren

Uber die gesamte Inkubationsdauer von vier Stunden stabil. Es waren weder Konjugate
noch Spaltprodukte nachweisbar.
Vaidy und Walle (2002) hatten bei der Inkubation von (+)-Catechin (7) und (-)-Epicatechin

(8) mit humanen Lebermikrosomen in einem Konzentrationsbereich von 50 bis 1 000 ymol
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ebenfalls keine Konjugation beobacht, wohingegen die Inkubation mit Lebermikrosomen
von Ratten, wie schon friiher von den Arbeitsgruppen um Chen (1997) und Zhu (2000)
festgestellt, zur Bildung der entsprechenden Glucuronide fiihrte. Des Weiteren berichteten
zahlreiche Gruppen uUber Methylierungs- und Glucuronidierungsreaktionen von (+)-
Catechin (7) in der Leber (u. a. Shaw und Griffiths 1980, Piskula und Terao 1998, Manach
et al. 1999, Donovan et al. 2001). Die Methylierung von Procyanidin B; in Gegenwart von
frischem humanen Leberhomogenisat ist ebenfalls beschrieben (Rasmussen et al. 2005).

Umsetzungen von Flavan-3-olen mit Hepatozyten wurden bisher noch nicht durchgeflihrt.

Bei den Inkubationen der beiden Aglycone Phloretin (4) und Quercetin (11) mit Ratten-
hepatozyten wurde deren intensive Metabolisierung beobachtet. Bei der Umsetzung von
Phloretin (4) wurden mittels HPLC-DAD zwei Metabolite mit den Retentionszeiten
13,6 min (28) und 14,5 min (M1) detektiert (Abbildung 3.44). Diese waren in den Blind-

und Kontrollwerten nicht nachweisbar.
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Abbildung 3.44: HPLC-DAD-Chromatogramm (280 nm) einer 2-stlindigen Inkubationsprobe von
Phloretin (4) mit Rattenhepatozyten. Nicht markierte Peaks sind Bestandteile
des Kulturmediums. (28): Phloretin-2"-O-glucuronid, (M1): Metabolit 1. (S): 3,4,5-
trans-Trimethoxyzimtsadure (Standard) (HPLC-Bedingungen s. 4.2.1, HPLC-Sys-
tem 1).

Der erste Peak wurde, wie in 3.2.4.4 beschrieben, als Phloretin-2’-O-glucuronid (28)
identifiziert. Der zweite Peak (M1) zeigte ein mit (28) identisches UV-Absorptionsspektrum.
Zusatzliche HPLC-ESI,,-MS(MS) Analysen ergaben ein ebenfalls mit (28) identisches
Precursor- (m/z 449) und Fragmentionen (m/z 273), sodass es sich bei (M1) um ein wei-
teres Glucuronid handelte. Die Inkubation der Proben mit 8-Glucuronidase bestatigte des-
sen ldentitat (Daten sind nicht gezeigt). Hierbei wurde neben einem vollstandigen Abbau
beider Metabolite (28) und (M1) die gleichzeitige Zunahme von Phloretin (4) beobachtet.
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Eine 'H-NMR-Messung zur Positionsbestimmung der Glucuronidierung wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefuhrt. Denkbar ist eine Glucuronidierung an den Positionen
OH-4" oder OH-4.

Abbildung 3.45 zeigt den zeitlichen Verlauf des Abbaus von Phloretin (4) durch Ratten-
hepatozyten. Nach 4-stindiger Inkubation waren nur noch 22% der Ausgangsmenge
(0,40 ymol) von (4) nachweisbar. Die Umsetzungsrate betrug dabei 0,13 ymol/h. Die
Anteile beider Glucuronide (28) und (M1) stieg parallel zum Phloretinabbau (4) kontinu-
ierlich an, wobei die Umsetzung zu (M1) nach zwei und vier Stunden etwa doppelt so
hoch war wie die zu (28). Beide Glucuronide (28) und (M1) erreichten ihr Maximum von

0,10 ymol bzw. 0,20 ymol nach vier Stunden.
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Abbildung 3.45: Zeitlicher Verlauf der 4-stiindigen Inkubation von Phloretin (4) mit Rattenhepato-
zyten vermessen mittels HPLC-DAD (280 nm). Phloretin (4) (4A), Phloretin-2"-O-
glucuronid (28) (@), Metabolit 1 (M1) (Hl). Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus
Doppelbestimmungen.

Bei der Inkubation von Quercetin (11) wurden mittels HPLC-DAD acht Metabolite mit den
Retentionszeiten 19,8 min (37), 20,2 min (38), 22,2 min (39), 22,5 min (40), 23,1 min (41),
23,9 min (42), 24,5 min (43) und 30,8 min (44) detektiert (Abbildung 3.46), die in den
Blindansatzen nicht nachweisbar waren. In den Kontrollansatzen war Quercetin (11) stabil.
Durch Vergleich von Retentionszeit und UV-Absorptionsspektrum mit einer authentischen
Referenzsubstanz wurde (44) als 3’-O-Methylquercetin identifiziert. Das zu erwartende
Molekdilion von m/z 315 wurde mittels HPLC-ESI.-MS bestatigt. Mittels HPLC-ESI, g
MS/MS wurde das fur (44) charakteristische Produktion m/z 301 bestimmt. Die UV-
Spektren der anderen Metabolite waren dem von (11) sehr ahnlich. Weitere HPLC-ESI, ¢
MS(MS)-Analysen ergaben fur (37), (39), (41) und (42) Precursorionen von m/z 477 und
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das Fragmention m/z 301. Fir (38), (40) und (43) wurden Precursorionen von m/z 491
und Fragmentionen von m/z 315 und m/z 301 erfasst. Eine B-Glucuronidasebehandlung
der Proben fuhrte zu einer Abnahme der Metabolite (37) bis (43) (Daten sind nicht
gezeigt). Gleichzeitig war ein Anstieg von Quercetin (11) und 3°-O-Methylquercetin (44)
zu beobachten. Diese und die durch HPLC-ESI-MS(MS)-Messungen erhaltenen Informa-
tionen ermoglichen eine Charakterisierung von (37), (39), (41) und (42) als Quercetin-

glucuronide sowie von (38), (40) und (43) als 3'-O-Methylquercetinglucuronide.
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Abbildung 3.46: HPLC-DAD-Chromatogramm (360 nm) einer 2-stlindigen Inkubationsprobe von
Quercetin (11) mit Rattenhepatozyten. Nicht markierte Peaks sind Bestandteile
des Kulturmediums. (37), (39), (41), (43): Quercetinglucuronide; (38), (40) (42):
3’-O-Methylquercetinglucuronide; (44): 3°-O-Methylquercetin. (S): 3,4,5-trans-
Trimethoxyzimtsaure (Standard) (HPLC-Bedingungen s. 4.2.1, HPLC-System 2).

Die Identifizierung der Positionen der Glucuronidierungen von (37) bis (43) erfolgte nach
Day et al. (2000b), da fiir "H-NMR-Messungen keine ausreichenden Mengen an Subs-
tanzen vorlagen. Hierbei werden die UV-Spektren der Metabolite (37) bis (43) mit denen
von Quercetin (11) zum einen in methanolischer Lésung und zum anderen nach Sattigung
dieser mit Natriumacetat und 5-minutiger Inkubation verglichen. Quercetin (11) besitzt
zwei Absorptionsmaxima, die aus dem B-Ring (Bande I; 350 - 380 nm) sowie dem A-Ring
(Bande II; 240 - 280 nm) im Molekdl resultieren. Eine Glucuronidierung an der Hydroxyl-
gruppe in Position 3 oder 4" fihrt in methanolischer Losung zu einer hypsochromen
Verschiebung von Bande |, wobei eine Konjugation an OH-3 diese im Spektrum um 12 -
17 nm verschiebt, eine Konjugation an OH-4" nur eine Verschiebung um 3 - 5 nm bedingt.
Eine Glucuronidierung der Hydroxylgruppe in Position 7 oder 3" bewirkt hingegen keine
Veranderung im UV-Spektrum von (11). Fir Quercetin (11) wurde ein UV-Maximum flr
Bande | von 372 nm detektiert. (37) und (40) wiesen ebenfalls ein UV-Maximum fir

Bande | von 372 nm auf, wohingegen fir (38) und (39) mit 357 nm eine Verschiebung um
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15 nm, fir (41) und (43) mit 367 nm eine Verschiebung um 5 nm und fur (42) mit 371 nm
eine Verschiebung um 1 nm festgestellt wurde. (38) wurde daher als Quercetin-3-O-glu-
curonid, (39) als 3'-O-Methylquercetin-3-O-glucuronid, (41) als Quercetin-4"-O-glucuronid
und (43) als 3"-O-Methylquercetin-4"-O-glucuronid identifiziert.

Durch Zugabe von Natriumacetat kommt es bei einer freien Hydroxylgruppe in Position 7
zu einer bathochromen Verschiebung von Bande Il. Ist die Hydroxylgruppe in Position 7
glucuronidiert, wird das Molekll nach wenigen Minuten abgebaut. In den vorliegenden
Quercetinproben (11) konnte nach funf Minuten eine Degradation von (37) und (40)
beobachtet werden, wohingegen die anderen Metabolite keinem Abbau unterlagen. Bei
(37) handelt es sich demnach um Quercetin-7-O-glucuronid, bei (40) um 3°-O-Methyl-
quercetin-7-O-glucuronid.

Nach Day et al. (2000b) und van der Woude et al. (2004) weisen die Banden Il von
Quercetin-3’-O-glucuronid, Quercetin-4"-O-glucuronid und 3’-O-Methylquercetin-4"-O-glu-
curonid im Gegensatz zu den anderen Glucuroniden eine Schulter auf. Eine solche
zeigten die Metabolite (41), (42) und (43), was die Zuordnung von (41) und (43) als
Quercetin-4"-O-glucuronid bzw. 3’-O-Methylquercetin-4°-O-glucuronid bestatigte. Da eine
Glucuronidierung in Position 5 nur dann erfolgt, wenn keine andere Hydroxylgruppe frei
vorliegt (Boutin et al. 1993, Day et al. 2000), erfolgte die Identifizierung von (42) als
Quercetin-3"-O-glucuronid. Tabelle 3.8 fasst die UV-Maxima von Quercetin (11) und
dessen Metaboliten (39) - (44) in methanolischer Lésung und nach Natriumacetatzugabe

sowie deren Identifizierung zusammen.

Tabelle 3.8: UV-Absorptionsmaxima [nm] von Quercetin (11) und dessen Metaboliten (37) bis (44)
in methanolischer Ldsung sowie nach Natriumacetatzugabe und 5-minutiger Inku-
bation. s = Schulter.

Substanz Amax [N
Methanol Methanol + Natriumacetat

Quercetin (11) 255, 372 n.n.
Quercetin-7-O-glucuronid (37) 256, 372 n. n.
3’-Methylquercetin-3-O-glucuronid (38) 255, 357 275, 400
Quercetin-3-O-glucuronid (39) 256, 357 275, 403
3’-Methylquercetin-7-O-glucuronid (40) 255, 372 n. n.
Quercetin-4’-O-glucuronid (41) 253, s, 367 276, s, 391
Quercetin-3"-O-glucuronid (42) 252, s, 371 275, s, 400
3’-Methylquercetin-4"-O-glucuronid (43) 255, s, 367 275, s, 391
3’-Methylquercetin (44) 255, 372 275,408

n. n. = nicht nachweisbar
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Der zeitliche Verlauf der Quercetininkubation (11) mit Hepatozyten von Ratten ist in
Abbildung 3.47 gezeigt. Daraus wird ersichtlich, dass das Flavonol (11) einer schnellen
und nahezu vollstdndigen Konjugation unterlag. Die Umsetzungsrate betrug 0,22 umol/h.
Nach vier Stunden waren nur noch 7,4% von (11) detektierbar. Von den Metaboliten (37) -
(44) wurden fur Quercetin-3"-O-glucuronid (42) in jeder Probe die groRten Mengen
bestimmt. Nach einem steilen Anstieg auf 0,12 pmol (zwei Stunden) fiel der Anteil von
(42) wieder leicht ab. Die anderen Konjugate lassen sich in drei Gruppen gliedern. Zur
ersten Gruppe gehoéren Quercetin-7-O-glucuronid (37), 3'-O-Methylquercetin-7-O-glucu-
ronid (40) und Quercetin-4’-O-glucuronid (41). Der Anstieg dieser drei Substanzen (37),
(40) und (41) war weniger steil als der von (42). Nach vier Stunden wurden maximale
Anteile von 0,064 pmol fur (37), 0,075 ymol fiir (40) und 0,072 pmol fir (41) ermittelt.

Der zweiten Gruppe gehdren Quercetin-3-O-glucuronid (39) und 3’-O-Methylquercetin-4°-
O-glucuronid (43) an. Diese erreichten innerhalb der ersten beiden Stunden der Inku-
bation ihre Maximalwerte von 0,023 pmol ((39); zwei Stunden) bzw. 0,017 ymol ((43);
eine Stunde). Danach war fur beide Substanzen (39) und (43) eine leichte Abnahme zu
beobachten.

3’-O-Methylquercetin-3-O-glucuronid (38) und 3"-O-Methylquercetin (44) bilden die dritte
Gruppe, fur welche nach 4-stiindiger Inkubation mit 0,013 pymol fur (38) und 0,010 pmol

fur (44) die niedrigsten Anteile gemessen wurden.
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Abbildung 3.47: Zeitlicher Verlauf der 4-stiindigen Inkubation von Quercetin (11) mit Ratten-
hepatozyten vermessen mittels HPLC-DAD (360 nm). Quercetin (11) (A),
Quercetin-7-O-glucuronid (37) (M), 3’-O-Methylquercetin-3-O-glucuronid (38)
(M), Quercetin-3-O-glucuronid (39) (@), 3’-O-Methylquercetin-7-O-glucuronid
(40) (M), Quercetin-4’-O-glucuronid (41) (1), Quercetin-3"-O-glucuronid (42) (@),
3°-O-Methylquercetin-4"-O-glucuronid (43) (M), 3'-O-Methylquercetin (44) (O).
Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus Doppelbestimmungen.
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Die intensive Glucuronidierung und Methylierung von Quercetin (11) in der Leber ist
literaturbekannt (u. a. Morand et al. 1998, Boersma et al. 2002, Oliveira et al. 2002,
O’Leary et al. 2003, van der Woude et al. 2004), wohingegen Untersuchungen zur Meta-
bolisierung von Phloretin (4) in der Leber bisher nicht vorlagen. Die Gruppe um van der
Woude (2004) beobachtete nach Quercetininkubation (11) mit humanen Hepatozyten
dessen 74,5%ige Umsetzung zu Quercetinglucuroniden, wahrend 24,5% methyliert und
glucuronidiert und 1% methyliert wurde. Die Konjugation erfolgte hauptsachlich an der
Hydroxylgruppe in Position 7. Bei der Inkubation von (11) mit Rattenhepatozyten fanden
die Autoren hingegen die hoéchsten Gehalte fir Methylquercetinglucuronide (58,8%) ge-
folgt von Quercetinsulfaten (20,6%), Quercetinglucuroniden (20,6%) und methyliertem
Quercetin (3,1%). Hier wurde die Hydroxylgruppe in Position 3" vor OH-7 und OH-4" am
haufigsten konjugiert. Bei unseren Inkubationen von Quercetin (11) mit Rattenhepato-
zyten erfolgte die Konjugation in der Reihenfolge OH-3" (34,9%) und OH-7 (34,6%) vor
OH-4" (23,2%) und OH-3 (7,3%). Ferner wurden 64,6% von Quercetin (11) glucuronidiert
und 20,6% glucuronidiert und methyliert. Nur ein geringer Teil von (11) (< 0,1%) unterlag
reinen Methylierungsreaktionen. Sulfatierungen konnten in keiner der inkubierten Phlore-
tin- (4) oder Quercetinproben (11) nachgewiesen werden. Bei der Inkubation von (4) wa-

ren ebenfalls keine methylierten Konjugate detektierbar.

3.2.7 Humane Interventionsstudie zur Verfugbarkeit von Apfelpolyphenolen

im Blut

Die im oberen Verdauungstrakt absorbierten, im Dinndarm und/oder in der Leber konju-
gierten Polyphenole gelangen in die Blutbahn, von wo aus sie sich im gesamten Orga-
nismus verteilen und so letztlich systemisch verfiigbar werden. Zur Untersuchung der Bio-
verfugbarkeit von Polyphenolen aus Apfelsaft im Menschen wurde eine in vivo Studie
durchgefiihrt. Hierfir war zunachst die Entwicklung einer Probenaufarbeitungsmethode
zur simultanen Extraktion von Flavonoiden und Hydroxyzimtsauren aus Blutserum er-
forderlich. Da der Intraversalraum das Spiegelbild einer augenblicklichen Stoffwechsel-
situation darstellt, die sich im standigen Austausch mit weiteren, das biochemische
Spektrum des Serums modulierenden Kompartimenten und stoffwechselaktiven Organen
befindet, mussten entsprechende selektive und sensitive analytische Messmethoden zur

Quantifizierung von Apfelpolyphenolen im Serum erarbeitet werden.
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3.2.7.1 Etablierung der Polyphenolanalytik

Fur die Etablierung der Polyphenolanalytik wurde humanes Blutserum (Blutspendedienst
des Bayerischen Roten Kreuzes, Miinchen) eingesetzt. In diesem konnte mittels HPLC-
DAD und HPLC-MS in Vorstudien keine der phenolischen Substanzen aus Apfelsaft (vgl.
4.3.6.3) nachgewiesen werden. Die Methodenoptimierung wurde anhand einer Referenz-
mischung bestehend aus 5-Kaffeoylchinasaure (1), Kaffeesaure (2), Phloretin (4), Phlore-
tin-2"-O-glucosid (5), Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6), (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8),
Procyanidin B, (10), Quercetin (11), Quercetin-3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-galacto-
sid (13), Quercetin-3-O-rhamnosid (16) und p-Cumarsaure (23) durchgefuhrt. Die einge-
setzten Konzentrationen lagen dabei zwischen 50 und 100 umol/L.

Da sich die Apfelpolyphenole bei der Inkubation mit Pufferldsung bei pH 7,4 als chemisch
instabil erwiesen (Daten sind nicht gezeigt), wurde das Serum zu ihrer Stabilisierung mit
0,58 M Essigsaure auf pH 5 angesauert. Zum Schutz der Polyphenole vor autoxidativen
Prozessen wurde das Serum zusatzlich mit Ascorbinsaure versetzt.

Die hohe Proteinkonzentration des Serums mit dem Potential von Polyphenol-Protein-
Bindungen machte eine vollstandige Eiweil3fallung erforderlich. Hierflir wurden verschie-
dene Ldsungsmittel hinsichtlich der Wiederfindungen von Flavonoiden und Hydroxy-
zimtsauren aus dem polyphenolfreien Humanserum erprobt. Als Methode der Wahl erwies
sich dabei die Extraktion mit einem DMSO-Methanol-Gemisch (1:4; v/v). Hierbei werden
die phenolischen Verbindungen durch DMSO von den Proteinen geldst, die in Gegenwart
von Methanol denaturieren und ausflocken (Wang et al. 1993). Die Wiederfindungen
konnten durch eine erneute Extraktion des nach Zentrifugation erhaltenen Bodensatzes
auf 93,6 bis 96,8% fur die Flavonoide Phloretin (4), Phloretin-2°-O-glucosid (5), Phloretin-
2’-O-xyloglucosid (6), (+)-Catechin (7), (-)-Epicatechin (8), Procyanidin B, (10), Quercetin
(11), Quercetin-3-O-glucosid (12), Quercetin-3-O-galactosid (13) und Quercetin-3-O-
rhamnosid (16) sowie auf 84,5 bis 90,3% fur die Hydroxyzimtsauren 5-Kaffeoylchinasdure
(1), Kaffeesdure (2) und p-Cumarsaure (23) gesteigert werden. Um eine vollstédndige
Proteinfallung zu gewahrleisten, wurden die vereinten Uberstande erneut 2-mal wie oben
beschrieben extrahiert (bei unvollstandiger Proteinelimination erstarrt die Probelésung bei
dem anschlieRenden Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum zu einem untrennbaren
Gel). Der nach Abziehen des Ldsungsmittels verbliebene Rickstand wurde in 150 pL
70%igem (v/v) sauren Methanol aufgenommen und membranfiltriert.

Die Identifizierung der Apfelpolyphenole erfolgte mittels HPLC-DAD Uber die Retentions-
zeit sowie den Vergleich der UV-Spektren und HPLC-ESI-MS und HPLC-ESIeg-
MS/MS-Fragmentierungsmuster mit denen authentischer Referenzen (Gerateparameter
und Bedingungen s. 4.3.9.6). Die Quantifizierung der phenolischen Verbindungen wurde

mittels HPLC-DAD anhand von entsprechenden Kalibriergeraden unter Verwendung
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eines internen Standards (3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure) durchgefiihrt. Die Bestim-
mungsgrenzen lagen dabei zwischen 0,04 und 0,06 umol/L, die Nachweisgrenzen be-
trugen 20 bis 30 nmol/L.

3.2.7.2 Studienaufbau

Funf gesunde Probanden (zwei mannlich, drei weiblich) im Alter von 24 bis 33 Jahren
nahmen an der in der Abteilung Gastroenterologie des Universitatsklinikums Wirzburg
durchgeflihrten Studie teil. Zwei Tage vor Studienbeginn hatten sie eine polyphenolfreie
Diat eingehalten. Am Studientag erschienen die Probanden nichtern und bekamen inner-
halb von 15 Minuten je einen Liter naturtriben Apfelsaft zu trinken. Die Blutabnahme er-
folgte unmittelbar vor der Apfelsaftaufnahme (Blindwert) sowie 1, 2, 4 und 8 Stunden nach
Apfelsaftverzehr. Fiir die Blutabnahme wurden 7,5 mL S-Monovetten® verwendet, die der
Serumgewinnung dienen und kleine Granulatkugeln als Gerinnungsaktivatoren enthalten.
Nach dem vollstandigen Gerinnen des Blutes wurden die Proben zentrifugiert; das
erhaltene Serum (zwischen 3 und 4 mL) wurde nach Ansauern (pH 5) und Zugabe von
Ascorbinsaure bei -80 °C gelagert.

Die Serumproben wurden in zwei Ansatze aliquotiert. Ansatz A wurde wie oben be-
schrieben aufgearbeitet; die frei im Serum vorliegenden Apfelpolyphenole wurden mittels
HPLC-DAD bilanziert. In Ansatz B erfolgte die Bilanzierung nach enzymatischer Spaltung

der Konjugate mit 8-Glucuronidase und Sulfatase (s. 4.3.9.7).

3.2.7.3 Polyphenolprofil des Studienapfelsaftes

Der fir die Studie verwendete naturtriibe Apfelsaft wurde nach Filtration direkt zur HPLC-
DAD-Analyse eingesetzt. Die ermittelten Polyphenolgehalte sind Tabelle 3.5 zu ent-

nehmen.

3.2.7.4 Bilanzierung der Apfelpolyphenole im Serum

Von den 17 im naturtriben Apfelsaft detektierten Polyphenolen (s. Tabelle 3.5) waren im
Serum vor enzymatischer Behandlung mit 8-Glucuronidase und Sulfatase (Ansatz A) nur
Kaffeesaure (2), (-)-Epicatechin (8) sowie die beiden Aglycone Phloretin (4) und Quercetin
(11) nachweisbar. Nach Enzymbehandlung (Ansatz B) wurden dariber hinaus noch 5-

Kaffeoylchinasaure (1) und 4-p-Cumaroylchinasaure (3) gefunden. Abbildung 3.48 zeigt
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das Elutionsprofil einer enzymatisch behandelten Serumprobe (Proband 3) zwei Stunden
nach Saftaufnahme (A = 280 nm).
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Abbildung 3.48: HPLC-DAD-Trennung (A = 280 nm) der Verbindungen im Serum nach enzyma-
tischer Behandlung mit B-Glucuronidase und Sulfatase zwei Stunden nach
Apfelsaftverzehr. Nicht markierte Peaks sind Serumbestandteile. (1): 5-Kaffeoyl-
chinasaure; (2): Kaffeesaure; (3): 4-p-Cumaroylchinasaure; (4): Phloretin; (8):
(-)-Epicatechin; (11): Quercetin. (S): 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure (Standard)
(HPLC-Bedingungen s.4.3.9.6, HPLC-System 5).

5-Kaffeoylchinasdure (1) war in keiner der unbehandelten Serumproben detektierbar.

Nach Inkubation mit 8-Glucuronidase und Sulfatase konnte (1) jedoch im Serum von vier
der funf Probanden nachgewiesen werden. Die nach enzymatischer Behandlung im
Serum uber einen Zeitraum von acht Stunden bestimmten Konzentrationen (in ymol/L)
von (1) sind in Abbildung 3.49 graphisch dargestellt. Bei drei der Probanden wurden
maximale Serumspiegel von (1) nach einer Stunde erreicht (0,39 umol/L, 0,41 pymol/L und
0,59 uymol/L). Bei einem Probanden trat die hochste Konzentration (0,77 ymol/L) erst nach
zwei Stunden auf.

Hinsichtlich der Serumspiegel von 5-Kaffeoylchinasaure (1) waren bei einem Vergleich
der Studienteilnehmer deutliche Unterschiede erkennbar (s. Abbildung 3.50). So variierten
diese bei den Probanden 1 bis 4 von 0,58 ymol/L (Proband 2) bis 1,91 umol/L (Proband
3). Der Gehalt von (1) in dem konsumierten Apfelsaft betrug 318,4 umol/L, sodass die im
Serum wiedergefundenen Mengen durchschnittlich bei 0,36% (0,18 bis 0,60%; Probanden
1-4)lagen.
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Abbildung 3.49: Mittels HPLC-DAD (320 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [pmol/L] von 5-Kaf-
feoylchinasaure (1) der Probanden 1 -4 nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase und Sulfatase Uber einen Zeitraum von acht Stunden. Proband
1 (A), Proband 2 (A), Proband 3 (A), Proband 4 (A). Angegeben sind Mittel-
werte £ SD aus Doppelbestimmungen.
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Abbildung 3.50: Mittels HPLC-DAD (320 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [pmol/L] von 5-Kaf-
feoylchinasaure (1) der Probanden 1-5 nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase und Sulfatase. Angegeben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbe-
stimmungen.

Auch der zweite im Apfelsaft vorkommende Hydroxyzimtsaureester, die 4-p-Cumaroyl-

chinasaure (3), lag nicht frei im Serum vor und war erst nach enzymatischer Spaltung der

Konjugate bei vier der flinf Studienteilnehmer nachweisbar. Maximale Konzentrationen
wurden nach einer (Proband 1, 0,185 umol/L; Proband 4, 0,09 umol/L) bzw. zwei Stunden
(Proband 2, 0,10 uymol/L; Proband 3, 0,13 umol/L) im Serum erreicht (Abbildung 3.51).
Nach acht Stunden konnten in allen vier Serumproben nur noch Spuren von (3) bestimmt

werden.
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Abbildung 3.51: Mittels HPLC-DAD (320 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
4-p-Cumaroylchinasaure (3) der Probanden 1 - 4 nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase und Sulfatase Uber einen Zeitraum von acht Stunden.
Proband 1 (A), Proband 2 (A), Proband 3 (A), Proband 4 (A). Angegeben
sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Wie schon fir 5-Kaffeoylchinasaure (1) festgestellt, unterlag die Bioverfiigbarkeit von
4-p-Cumaroylchinasaure (3) interindividuellen Schwankungen (Abbildung 3.52). Wahrend
bei Proband 5 auch nach Enzymbehandlung keine 4-p-Cumaroylchinasaure (3) im Serum
nachgewiesen werden konnte, wurden flr die anderen vier Studienteilnehmer Konzen-
trationen zwischen 0,21 ymol/L (Proband 2) und 0,37 ymol/L (Proband 3) bestimmt. In
dem konsumierten naturtriiben Apfelsaft lagen 54,4 umol an (3) vor, sodass die im Serum
der Probanden 1 bis 4 nachgewiesenen Mengen einer Wiederfindung von 0,51% (0,37 bis

0,68%) entsprachen.
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Abbildung 3.52: Mittels HPLC-DAD (320 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
4-p-Cumaroylchinasaure (3) der Probanden 1 - 5 nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase und Sulfatase. Angegeben sind Mittelwerte £ SD aus
Doppelbestimmungen.



174 3 Ergebnisse und Diskussion

Fur 4-p-Cumaroylchinasaure (3) lagen bisher keine Daten zur Verfligbarkeit in Serum
oder Plasma vor. Zur Verflugbarkeit von 5-Kaffeoylchinasaure (1) in Humanplasma sind
wenige Studien zuganglich. Wahrend (1) nach oraler Aufnahme von Artischockenextrakt
(Wittemer et al. 2005), Apfelcider (DuPont et al. 2002), Pyknogenolextrakt (Grimm 2005)
oder Kaffee (Nardini et al. 2002) weder in freier noch in gebundener Form im Plasma
detektiert werden konnte, wiesen Monteiro und Mitarbeiter (2007) kirzlich erstmals das
Vorhandensein von (1) sowie dessen 3- und 4-Isomere (1a) und (1b) nach Kaffeekonsum
nach. Dabei wurden nach enzymatischer Spaltung der Konjugate maximale Plasmaspie-
gel von bis zu 3,14 ymol/L zwischen 1,75 und 2,33 Stunden bestimmt. Unsere Ergebnisse
bestatigen das Vorkommen von (1) in gebundener Form im Serum. Hingegen waren
weder die im Apfelsaft vorkommende 4-Kaffeoylchinasaure (1b) noch die in den ilealen
Flissigkeiten detektierten Metabolite 1- und 3-Kaffeoylchinasaure (1b) und (1c) sowie
Kaffeesduremethylester (20) im Serum nachweisbar. Die Serumspiegel von 5-Kaffeoyl-
chinasaure (1) liegen mdglicherweise Uber den von uns ermittelten Werten. So ist bekannt,
dass B-Glucuronidase aus Helix pomatia, wie sie auch in unserer Humanstudie verwendet

wurde, Esterasen enthalt, die in der Lage sind, 5-Kaffeoylchinasdure (1) zu spalten.

Frei vorliegende Kaffeesaure (2) war im Serum aller funf Studienteilnehmer in geringen

Konzentrationen detektierbar. Nach Enzymbehandlung stiegen die Serumspiegel zu allen
Zeitpunkten der Blutabnahme deutlich an. Abbildung 3.53 zeigt die Konzentrations-Zeit-
Kurve von (2) nach Konjugatspaltung. Hochste Serumspiegel von Kaffeesaure (2) wurden
zwischen einer und vier Stunden erreicht. Die dabei analysierten Konzentrationen be-

trugen bis zu 0,14 ymol/L (Proband 3; vier Stunden).
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Abbildung 3.53: Mittels HPLC-DAD (320 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
Kaffeesaure (2) der Probanden 1-5 nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase und Sulfatase Uber einen Zeitraum von acht Stunden. Proband
1 (4A), Proband 2 (A), Proband 3 (A), Proband 4 (A), Proband 5 (A). Ange-
geben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.



3 Ergebnisse und Diskussion 175

In Abbildung 3.54 sind die Serumspiegel von Kaffeesaure (2) samtlicher Studienteil-
nehmer zusammengefasst. Der Anteil frei vorliegender Kaffeesaure (2) ist dabei gelb, der
als Konjugat vorliegende Anteil grin markiert. Durchschnittlich waren 24,7% (21,6 bis
28,2%) der im Serum erfassten Kaffeesaure (2) frei verfigbar. Die Wiederfindung aus
Apfelsaft, der 29,4 ymol von (2) enthielt, lag im Mittel bei 0,85% (0,40 bis 1,07%).
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Abbildung 3.54: Mittels HPLC-DAD (320 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
Kaffeesaure (2) der Probanden 1-5 nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase und Sulfatase. (0): Anteil frei vorliegender Kaffeesaure (2),
(E@): Anteil gebundener Kaffeesaure (2). Angegeben sind Mittelwerte aus Dop-
pelbestimmungen.

Der Grad der Konjugation steht im Einklang mit Untersuchungen von Nardini und
Mitarbeitern (2002) zur Absorption von Kaffeesaure (2) im Menschen nach Kaffeekonsum.
Die Gruppe fand im Plasma nach Analyse der mit und ohne B-Glucuronidase und Sulfa-
tase behandelten Proben einen konjugierten Kaffeesdureanteil (2) zwischen 67,7 und
77,1%. Gleichsinnige Ergebnisse wurden nach oraler Applikation eines Pyknogenolextrak-
tes erzielt (Grimm 2006). Dabei lagen durchschnittlich 76,9% der im Plasma detektierten
Kaffeesaure (2) in gebundener Form vor. Auch hinsichtlich des Erreichens maximaler
Plasmakonzentrationen stimmen unsere Resultate mit den Untersuchungen von Nardini
et al. (2002) Uberein, in der diese bereits nach einer Stunde festgestellt werden konnten.
Hingegen fand Grimm (2006) hdchste Plasmaspiegel von (2) erst vier Stunden nach
Extrakteinnahme. Dieser Unterschied ist in der Formulierung begriindet, da (2) aus der
Pyknogenoltablette nicht so schnell verfligbar ist wie aus Apfelsaft oder Kaffee, in denen
sie bereits in geldster Form vorliegt.

Hinsichtlich der quantifizierten Mengen von Kaffeesaure (2) im Serum ist darauf hinzu-
weisen, dass diese teilweise auch aus den im Apfelsaft vorliegenden Kaffeoylchinasauren

stammen koénnen. So fand die Arbeitsgruppe um Azuma (2000) nach Gabe von 5-
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Kaffeoylchinasdure (1) diese nicht mehr im Plasma wieder, wies jedoch glucuronidierte
und sulfatierte Kaffee- und Ferulasaure (2) und (21) nach. Auch Wittemer et al. (2005)
konnten in ihren Untersuchungen keine 5-Kaffeoylchinasaure (1), aber Kaffee- und Fe-
rulasadure (2) und (21) sowie deren Dehydroxylierungsprodukte nachweisen. Ferner ist zu
beachten, dass eine Freisetzung von Kaffeesaure (2) aus 5-Kaffeoylchinasaure (1) in
Gegenwart von B-Glucuronidase stattgefunden haben kann. Eine Bilanzierung von (2) ist

daher nur bedingt mdglich.

Von den im zur Studie verwendeten Apfelsaft vorliegenden monomeren und dimeren

Flavan-3-olen war nur (-)-Epicatechin (8) im Serum dreier Probanden nach B3-Glucuroni-

dase und Sulfatasebehandlung zu detektieren. Spuren an freiem (-)-Epicatechin (8) waren
bei einem Probanden eine und zwei Stunden nach Apfelsaftkonsum nachweisbar.

Der zeitliche Verlauf des nach Konjugatspaltung erfassten (-)-Epicatechins (8) im Serum
der Probanden 2, 3 und 4 ist in Abbildung 3.55 gezeigt. Hochste Konzentrationen wurden
nach einer Stunde fir Proband 3 mit 0,08 umol/L und Proband 4 mit 0,09 pmol/L bestimmt.
Bei Proband 2 wurde nach vier Stunden der maximale (-)-Epicatechinserumspiegel (8)
von 0,12 ymol/L erreicht. Acht Stunden nach Apfelsaftkonsum war im Serum der Studien-
teilnehmer 3 und 4 kein (-)-Epicatechin (8) mehr detektierbar, wahrend bei Proband 2

noch 0,04 pmol/L von (8) im Serum vorlagen.
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Abbildung 3.55: Mittels HPLC-DAD (280 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
(-)-Epicatechin (8) der Probanden 2 -4 nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase und Sulfatase Gber einen Zeitraum von acht Stunden. Proband
2 (A), Proband 3 (A), Proband 4 (A), Angegeben sind Mittelwerte + SD aus
Doppelbestimmungen.
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Die Uber den durchgefuhrten Studienzeitraum von acht Stunden ermittelten Gesamtmen-
gen von (-)-Epicatechin (8) variierten von 0,17 umol/L (Proband 4) bis 0,27 ymol/L (Pro-
band 2). Der Gehalt an frei im Serum vorliegenden (-)-Epicatechin (8) lag bei 3,4%
(Proband 4). Von den im Studiensaft ermittelten 51,7 ymol wurden durchschnittlich 0,42%
(0,21 bis 0,35%) von (8), bezogen auf die Probanden 2 - 4, wiedergefunden (Abbildung
3.56).
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Abbildung 3.56: Mittels HPLC-DAD (280 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
(-)-Epicatechin (8) der Probanden 1 -5 nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase und Sulfatase. (O): Anteil frei vorliegendes (-)-Epicatechin (8),
(d): Anteil gebundenes (-)-Epicatechin (8). Angegeben sind Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen.

Im Gegensatz zu den von uns erzielten Resultaten konnten DuPont et al. (2002) nach
oraler Applikation von 5,1 mg Flavan-3-olen (1,1 mg Catechin, 2,4 mg Epicatechin,
0,66 mg 3°-O-Methylcatechin, 0,93 mg 3°-O-Methylepicatechin) aus Cider kein Epicate-
chin im Plasma nachweisen. In Ubereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen war Cate-
chin im Plasma ebenfalls nicht nachweisbar. Demgegeniber stehen Untersuchungen, bei
denen nach Konsum von Tee (Lee et al. 1995, Unno et al. 1996), Schokolade (Richelle et
al. 1983, Rein et al. 2000), Kakao (Holt et al. 2002b) oder Rotwein (Donovan et al. 1999)
nach enzymatischer Hydrolyse sowohl Catechin als auch Epicatechin im Plasma ge-
funden worden sind. Dabei wurden maximale Konzentrationen von durchschnittlich
0,4 umol/L nach 1,8 Stunden erreicht (Manach et al. 2005).

Procyanidin B4 (9) und Procyanidin B, (10) konnten von uns im Serum nicht detektiert
werden, was flr ihre Spaltung im oberen Teil des Verdauungstraktes spricht. Die er-
mittelten Gehalte an (-)-Epicatechin (8) setzen sich daher wahrscheinlich aus einem im
Apfelsaft vorhandenen sowie aus einer Procyanidinspaltung resultierenden Teil zusam-
men. Holt und Mitarbeiter (2002) konnten hingegen nach Kakaoapplikation 0,041 pmol/L
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Procyanidin B, (10) im Humanplasma nachweisen. Allerdings war die aufgenommene
Dosis mit 256 mg Procyanidin B, (10) und Bs vergleichsweise hoch (Apfelsaft Studie:
5,3 mg Procyanidin B4 (9), 9,9 mg Procyanidin B, (10)). Nach Gabe eines Traubenkern-
extraktes, der 18 mg Procyanidin B4 (9) enthielt, fand die Arbeitsgruppe Sano (2003) nach
zwei Stunden 0,01 ymol/L an (9) im Plasma wieder, eine Konzentration, die unterhalb der

in unserer Studie ermittelten Nachweisgrenze liegt.

In keiner der Serumproben waren die Dihydrochalkonglycoside Phloretin-2°-O-glucosid (5)
oder Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) nachweisbar. Deren Aglycon Phloretin (4) hingegen,
welches im fir die Studie verwendeten Apfelsaft nicht vorlag, war bei allen Probanden
sowohl in freier als auch in konjugierter Form nachweisbar. Die nach Enzymbehandlung
erhaltenen Konzentrations-Zeit-Kurven der fiunf Studienteilnehmer sind in Abbildung 3.57
gezeigt. Wie aus diesen hervorgeht, wurden nach zwei und vier Stunden maximale
Phloretinserumspiegel (4) zwischen 0,10 umol/L (Proband 4) und 0,29 pmol/L (Proband 1)
bestimmt. Nach acht Stunden war bei einem Probanden noch immer eine beachtliche
Konzentration an (4) (0,14 umol/L; Proband 5) detektierbar.
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Abbildung 3.57: Mittels HPLC-DAD (280 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
Phloretin (4) der Probanden 1 -5 nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glu-
curonidase und Sulfatase Uber einen Zeitraum von acht Stunden. Proband 1
(A), Proband 2 (A), Proband 3 (A), Proband 4 (A), Proband 5 (4A). Ange-
geben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Der Anteil an frei vorliegendem Phloretin (4) im Serum der funf Probanden betrug durch-
schnittlich 10,3% (8,3 bis 11,6%) (Abbildung 3.58). Bezogen auf die im Apfelsaft vor-
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liegenden Gehalte an Phloretin-2°-O-glucosid (5) und Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6)
waren im Durchschnitt 0,53% (0,29 bis 0,91%) als Phloretin (4) systemisch verflgbar.

0,80 -
0,70 -

0,60 -
0,50 +
0,40 -
0,30 -
0,20 +
0,10 -
0,00

Konzentration [pumol/L]

1 2 3 4 5
Proband

Abbildung 3.58: Mittels HPLC-DAD (280 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
Phloretin (4) der Probanden 1 -5 nach enzymatischer Behandlung mit B8-Glu-
curonidase und Sulfatase. (O): Anteil frei vorliegendes Phloretin (4), (H): Anteil
gebundenes Phloretin (4). Angegeben sind Mittelwerte aus Doppelbestimmun-
gen.

Die Datenlage zur humanen Bioverfligbarkeit von Phloretin (4) und dessen Glucosiden (5)
und (6) ist limitiert. DuPont et al. (2002) konnten nach Konsum von 1,1 Liter Apfelcider,
der 0,18 mg Phloretin (4), 3,1 mg Phloretin-2°-O-glucosid (5) und 1,5 mg Phloretin-2°-O-
xyloglucosid (6) enthielt, lediglich das Aglycon (4) nach enzymatischer Hydrolyse der
Konjugate im Urin nachweisen. In einer von Papagana und Rice-Evans (1997) durch-
gefihrten Studie fanden die Autoren bei gesunden Probanden ohne vorherige Supple-
mentierung hohe Mengen an Phloretin-2°-O-glucosid (5). Allerdings erfolgte die Identi-
fizierung von (5) einzig anhand der mittels HPLC-DAD erhaltenen Retentionszeit und des
UV-Adsorptionsspektrums. Dies ist insofern problematisch als Glucuronide ahnliche Re-
tentionszeiten und nahezu identische UV-Absorptionsspektiren wie die entsprechenden
Glucoside besitzen. Ferner ist die Identitdt von (5) aufgrund seiner geringen Konzen-
trationen in der Nahrung (Price et al. 1999) unwahrscheinlich. Auch die Unméglichkeit des
Transports von Phloretin-2°-O-glucosid (5) durch den Na‘-abhangigen D-Glucose-
transporter SGLT-1 als intaktes Molekil (Lostao et al. 1994) sowie seine schnelle De-
glucosylierung und Glucuronidierung im Dinndarm nach Absorption (Mizuma und Awazu
1998) legen den Schluss nahe, dass es sich bei der von Papagana und Rice-Evans im
Humanplasma detektierten Substanz um ein Phloretinglucuronid und nicht um Phloretin-
2’-O-glucosid (5) handelt. Auch in unserer Studie waren weder Phloretin-2°-O-glucosid (5)

noch Phloretin-2°-O-xyloglucosid (6) im Serum nachweisbar. Crespy und Mitarbeiter
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(2002b) konnten nach oraler Applikation von Phloretin-2-O-glucosid (5) (88 mg/kg KG) im
Plasma von Ratten nach enzymatischer Hydrolyse Uber einen Zeitraum von 24 Stunden

nur das Aglycon (4) detektieren. Unsere Befunde bestatigen dieses Ergebnis.

Bei den Flavonolen ergab sich ein mit den Dihydrochalkonen vergleichbares Bild. So
waren im Serum nach Apfelsaftkonsum keine Flavonolglycoside, jedoch das nicht im Saft
vorliegende Aglycon Quercetin (11) im enzymbehandelten Serum aller Probanden nach-
weisbar. Bei einem Studienteilnehmer traten bereits vor enzymatischer Hydrolyse der
Konjugate mit B-Glucuronidase und Sulfatase eine Stunde nach Saftaufnahme groRere
Mengen an Quercetin (11) auf.

Wie Abbildung 3.59 zu entnehmen ist, variierte der zeitliche Verlauf von Quercetin (11) im
Serum der funf Probanden im Vergleich zu den bisher vorgestellten Polyphenolen nur
gering. Maximale Serumspiegel mit bis zu 0,42 umol/L (Proband 1) wurden zwischen
einer (Probanden 1, 3, 4, 5) und zwei Stunden (Proband 2) erreicht. Danach fielen die
Konzentrationen deutlich ab. Bei einem Studienteilnehmer (Proband 4) war bereits vier

Stunden nach Apfelsaftaufnahme kein Quercetin (11) mehr im Serum nachweisbar.
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Abbildung 3.59: Mittels HPLC-DAD (360 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
Quercetin (11) der Probanden 1 - 5 nach enzymatischer Behandlung mit 3-Glu-
curonidase und Sulfatase Uber einen Zeitraum von acht Stunden. Proband 1
(A), Proband 2 (A), Proband 3 (A), Proband 4 (A), Proband 5 (A). Ange-
geben sind Mittelwerte + SD aus Doppelbestimmungen.

Die Uber die gesamte Studiendauer von acht Stunden ermittelten Serumspiegel unter-
lagen hingegen grof3en interindividuellen Schwankungen (Abbildung 3.60). Wahrend z. B.
bei Proband 4 nur 0,13 pmol/L Quercetin (11) bestimmt wurden, von denen 29,9% in

freier Form vorlagen, waren bei Proband 1 1,13 ymol/L des Flavonols (11) detektierbar.
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Durchschnittlich wurden 2,63% (0,54 bis 4,66%) der im Apfelsaft vorliegenden Quercetin-

glycoside als Quercetin (11) im Serum wiedergefunden.
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Abbildung 3.60: Mittels HPLC-DAD (360 nm) ermittelte Serumkonzentrationen [umol/L] von
Quercetin (11) der Probanden 1 - 5 nach enzymatischer Behandlung mit 3-Glu-
curonidase und Sulfatase. (O): Anteil frei vorliegendes Quercetin (11), (H):
Anteil gebundenes Quercetin (11). Angegeben sind Mittelwerte aus Doppel-
bestimmungen.

Das Fehlen von Quercetinglycosiden in intakter Form im Plasma sowie das Vorliegen von
konjugiertem Quercetin (11) im Humanplasma ist literaturbekannt (u. a. Hollman et al.
1997, Moon et al. 2000, Day et al. 2001, Graefe et al. 2001, Sesink et al. 2001, Mullen et
al. 2006). Danach liegen 20 bis 40% des Quercetins am B-Ring methyliert vor (Olthof et al.
2000, Day et al. 2001, Graefe et al. 2001, DuPont et al. 2002). Mananch et al. (2005)
verglichen die bis 2004 vorliegenden Studien zur Bioverfligbarkeit von Quercetin im
Plasma und berechneten im Durchschnitt einen maximalen Plasmalevel von 1,46 pmol/L
(nach Aufnahme von 50 mg Quercetinglucosid (12)), der im Mittel nach 1,1 Stunden auf-
trat. Die aus Apfelsaft in unserer Studie ermittelten Konzentrationen der Quercetinglyco-
side (12) bis (16) betrugen insgesamt 10,8 mg/L. Die im Serum nach enzymatischer
Hydrolyse ermittelten Gehalte von Quercetin (11) betrugen durchschnittlich 0,64 pmol/L
(0,13 bis 0,85 pmol/L).

Insgesamt wurden 5,3% der mit dem Apfelsaft aufgenommenen Polyphenolmenge uber
einen Zeitraum von acht Stunden im Serum nach Enzymbehandlung wiedergefunden.
Das Vorliegen der phenolischen Verbindungen in hauptsachlich konjugierter Form belegt
deren umfangreiche Metabolisierung vor Erreichen der systemischen Zirkulation (,first-
pass‘ Effekt). Die frihen maximalen Konzentrationen aller im Serum nachgewiesenen

Substanzen sprechen fir eine hauptsachliche Absorption im Dinndarm und bestatigen
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unsere aus der humanen Interventionsstudie mit lleostomieprobanden erhaltenen

Ergebnisse.

Die teilweise betrachtlichen interindividuellen Schwankungen sowohl im Grad der Konju-
gation als auch bei den im Serum vorliegenden Konzentrationen der einzelnen Substan-
zen wurden bereits in friiheren Studien festgestellt (u. a. Hollman et al. 1995, Hollman et
al. 1997, Manach et al. 1998, Olthof et al. 2000, Graefe et al. 2001). Neben aulieren
Faktoren wie z. B. Erndhrungsstatus sind die Variabilitdten auf individuelle Unterschiede
in der Beschaffenheit der mikrobiellen und/ oder korpereigenen (Enzym-)Systeme zurlick-
zufiihren. Eine Interpretation der Daten ist aufgrund dieser Variabilitaten erschwert. Die in
Tabelle 3.9 angegebenen Werte zu cmax (Konzentrationsmaximum; in pmol/h), trax
(Zeitpunkt des Konzentrationsmaximums; in h), ti» (Eliminationshalbwertszeit; in h) und
AUCqgn (,area under curve; in (umol*h)/L) kénnen daher nur der Orientierung dienen
(Einzelwerte jedes Probanden s. Anhang Tabellen 7.19 bis 7.28). Hier ist ferner zu be-
achten, dass 5-Kaffeoylchinasaure (1), 4-p-Cumaroylchinasaure (3) und (-)-Epicatechin
(8) nicht im Serum aller funf Probanden nachweisbar waren. Des Weiteren waren bei
einigen Studienteilnehmern nach acht Stunden noch immer geringe Mengen der Apfel-
polyphenole im Serum detektierbar. Vor allem die Daten zu Kaffeesaure (2) und (-)-Epi-
catechin (8) haben nur eine bedingte Aussagekraft. Wie bereits erwahnt, kann Kaffee-
saure (2) aus den ebenfalls im Saft vorliegenden Kaffeoylchinasauren (1) und (1b) im
Korper freigesetzt werden. Gleiches gilt fir (-)-Epicatechin (8), das aus den dimeren und

oligomeren Procyanidinen (9), (10) und (29) generiert werden kann.

Tabelle 3.9: Bestimmung von Cpax [Umol/h], tnax [h], ti2 [h] und AUCq.g, [(umol*h)/L] mittels Ein-
Kompartiment-Analyse der im humanen Blutserum (n = 5) detektierten Polyphenole
nach enzymatischer Behandlung mit B-Glucuronidase/Sulfatase. Angegeben sind
Mittelwerte + SD.

Crax tmax t1/2 AUCO—Bh
[umol/h] [h] [h] [(umol*h)/L]
5-Kaffeoylchinasaure (1) 0,73+0,28 0,7+0,8 3,8x2,9 152+1,43
Kaffeesaure (2) 0,09+0,03 20+1,2 6,024 0,47 £ 0,20
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 0,09+0,07 1,3+1,0 52134 0,37 £ 0,25
Phloretin (4) 0,17+£0,09 21%+0,5 56+%1,2 0,86 £ 0,37
(-)-Epicatechin (8) 0,05+0,06 09+11 23+25 0,22 £ 0,23

Quercetin (11) 025+0,12 1,1+04 3,7+1,2 1,02 + 0,65
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3.2.8 Humane Interventionsstudie zur Kontrolle von Apfelpolyphenolen in

Urin

Der Teil der Flavonoide und Hydroxyzimtsauren, welcher nicht im DUnndarm absorbiert
wird, gelangt zusammen mit den konjugierten Polyphenolen in den Dickdarm. Die dort
ansassige Mikroflora ist in der Lage, eine Vielzahl von Metaboliten zu bilden. Durch
Spaltung des heterolytischen und des A-Rings sowie deren anschlieBendem Abbau ent-
stehen verschiedene phenolische Sauren und Lactone. Bei diesen handelt es sich meist
um hydroxylierte Phenylvalerolactone sowie hydroxylierte Derivate der Phenylvalerian-,
Phenylpropion-, Phenylessig- und der Benzoesaure. Daneben entstehen Hippursaure und
dessen hydroxylierte Formen durch Konjugation von Glycin mit den freigesetzten Benzoe-
sauren. Die genannten Metabolite werden generell mit dem Urin ausgeschieden und
konnen, wie die Polyphenole, als Konjugate des Phase II-Metabolismus vorliegen (Ma-
nach und Donovan 2004). Zur Erfassung dieser intestinalen und endogenen Polyphenol-
metabolite wurde der Urin von gesunden Probanden nach oraler Applikation von natur-
tribem Apfelsaft Gber einen Zeitraum von 36 Stunden untersucht. Neben der Entwicklung
einer geeigneten Probenaufarbeitungsmethode zur gleichzeitigen Extraktion von Flavo-
noiden und Hydroxyzimtsduren aus Urin war die Entwicklung einer ausreichend selektiven

und empfindlichen analytischen Messmethode erforderlich.

3.2.8.1 Etablierung der Polyphenolanalytik

Die Etablierung der Polyphenolanalytik erfolgte in polyphenolfreiem Humanurin anhand
von funf Referenzlésungen A bis E. Diese enthielten neben den Polyphenolen aus Apfel-
saft eine Reihe aromatischer Sauren, die in der Literatur als Metabolite beschrieben sind
(Zusammensetzung s. Tabelle 7.29). Die Konzentration der phenolischen Substanzen be-
trug jeweils 0,05 pmol/5 mL. Um ihren chemisch bedingten Abbau im Urin zu verhindern,

wurde dieser vor der Probenlagerung (-24 °C) auf pH 5 angeséuert.

3.2.8.1.1 Probenvorbereitung

Da Urin eine Vielzahl an nichtphenolischen Substanzen enthalt, welche die Analyse der
Apfelpolyphenole und ihrer Metabolite storen konnen, ist eine Probenvorbereitung
erforderlich, bei der unerwinschte Komponenten entfernt und gleichzeitig eine Konzen-
trierung der Analyten erreicht werden. Die Flussig-Flussig-Extraktion, wie sie bereits bei

der Aufarbeitung von Humanserum angewendet wurde, erfiillte diese Anforderungen nur
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ungendgend. Mit der Festphasenextraktion (,solid phase extraction“, SPE) wurden hin-
gegen deutlich héhere Wiederfindungen der phenolischen Substanzen bei einem gleich-
zeitig erhéhten Grad an Reinigung erreicht. Im weiteren Verlauf der Methodenoptimierung
wurden verschiedene Konditionierungs-, Wasch- und Elutionsldsungen sowie verschie-
dene Volumina getestet. Die Uberpriifung unterschiedlicher SPE-Kartuschen rundete die
Ausarbeitung der Festphasenextraktion ab (Daten sind nicht gezeigt).

Die entwickelte SPE bestand schliefdlich in der Aktivierung und Vorkonditionierung von
Oasis® HLB Kartuschen mit jeweils 2 mL Methanol und 2 mL einer 0,01%igen wasserigen
Salzsaurelésung (v/v). Nach Probenaufgabe (5 mL Urin; pH 1,5) wurden stérende Sub-
stanzen mit 2 mL 0,01%iger wasseriger Salzsaureldésung (v/v) ausgewaschen. Nach dem
vollstandigen Trockenlaufen der Saule wurden die Apfelpolyphenole und aromatischen
Sauren durch Aufgeben von 2 mL einer 0,01%igen methanolischen Salzsaurelésung (v/v)
eluiert. Das Losungsmittel wurde mit Stickstoff schonend entfernt und der Riickstand bei
-80 °C unter Argonatmosphare bis zur weiteren Analyse gelagert. Die mittels HPLC-ESI-
MS/MS ermittelten Wiederfindungen lagen fir die gepriften Apfelpolyphenole zwischen
90,3 und 95,1%, die der analysierten phenolischen Sauren betrugen 94,8 bis 98,6%.

3.2.8.1.2 Identifizierung und Quantifizierung der Apfelpolyphenole und ihrer
Metabolite

Die Analyse mittels HPLC-DAD bot trotz Abtrennung eines Groldteils stérender Sub-
stanzen keine ausreichende Trennleistung, sodass die Zielsubstanzen mittels HRGC-MS
nach Derivatisierung identifiziert wurden (Gerateparameter und Bedingungen s 4.2.4). Es
wurde eine Silylierung mit N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA) durchge-
fuhrt, bei der das saure Proton durch die Trimethylsilylgruppe ersetzt wird. Die Derivate
sind weniger polar und fluchtiger als die underivatisierten Phenole und ergeben charakte-
ristische Fragmente in der Massenspektrometrie (vgl. Ubersichtsarbeit Robbins 2003). Die
Derivatisierung findet direkt vor Injektion in den Gaschromatographen statt, wobei
Reagenzienlberschisse und Nebenprodukte durch ihre hohere Flichtigkeit vor den
Analyten eluieren. Die |dentifizierung der Apfelpolyphenole und ihrer Metabolite erfolgte
durch Vergleich von Retentionszeit und Fragmentierungsmuster mit jeweils authentischer
Referenzsubstanz. Die strukturelle Absicherung wurde mittels HPLC-ESI-MS und HPLC-
ESI-MS/MS-Analysen durchgefihrt.

Die Quantifizierung der nachgewiesenen Substanzen erfolgte anschlieRend durch HPLC-
ESlneg-MS/MS-Messungen im SRM-Modus anhand von entsprechenden Kalibriergeraden
gegen 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure als externen Standard (Gerateparameter und

Bedingungen s 4.2.2, HPLC-System 9, Massenspektrometer 2). Diese Technik gewahr-
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leistet aufgrund ihrer Selektivitdt hohe Empfindlichkeit und Prazision. Die Bestimmungs-
grenzen wurden zwischen 18 und 43 nmol/L ermittelt. Die Nachweisgrenzen lagen bei

einem Signal/ Rauschverhaltnis von 3:1 (Coleman et al. 2001) zwischen 14 und 37 nmol/L.

3.2.8.2 Studienaufbau

Sechs Probanden (zwei mannlich, vier weiblich) im Alter von 23 bis 33 Jahren nahmen an
der Studie teil. Zwei Tage vor Studienbeginn hielten sie eine polyphenolfreie Diat ein. Am
Studientag erschienen die Probanden nichtern und bekamen innerhalb von 15 Minuten je
einen Liter naturtriben Apfelsaft zu trinken. Zur Erfassung der Metabolite, welche im Urin
ohne Zugabe eines Polyphenols vorlagen, wurde dieser 12 Stunden vor der Apfelsaftauf-
nahme (Blindwert) gesammelt. Nach Apfelsaftverzehr erfolgte das Sammeln des Urins
Uber die Zeitrdume 0 bis 12 Stunden und 12 bis 24 Stunden. Die Proben wurden mit kon-
zentrierter Salzsaure auf pH 4 bis 5 angesauert und bis zur Aufarbeitung bei -24 °C ge-
lagert.

Die Urinproben wurden einmal mit und einmal ohne vorherige Behandlung mit B8-Glucu-

ronidase und Sulfatase wie unter 3.2.8.1.1 beschrieben aufgearbeitet.

3.2.8.3 Polyphenolprofil des Studienapfelsaftes

Die fir die Studie verwendeten naturtriiben Apfelsafte wurden nach Filtration direkt zur
HPLC-ESI,.g-MS/MS-Analyse eingesetzt. Die ermittelten Polyphenolgehalte sind mit

denen aus Tabelle 3.5 vergleichbar.

3.2.8.4 Bilanzierung der Apfelpolyphenole im Urin

Von den einzelnen aus dem naturtriben Apfelsaft aufgenommenen Polyphenolen (s.
Tabelle 3.5) konnte im Urin vor enzymatischer Behandlung nur freie Kaffeesaure (2) in
Spuren (<18 nmol/L) identifiziert werden (Daten sind nicht gezeigt). Nach Konjugat-
spaltung waren neben Kaffeesdure (2) noch 5-Kaffeoylchinasaure (1), 4-p-Cumaroyl-
chinasaure (3), Phloretin (4), (-)-Epicatechin (8) und Quercetin (11) in den Proben im
Zeitraum bis 24 Stunden nach Saftkonsum nachweisbar. In den Blindwerten (12 Stunden
vor Studie bis Studienbeginn) traten die phenolischen Substanzen nicht auf. Die nach
Silylierung mittels HRGC-MS erhaltenen Fragmentierungsmuster zur Identifizierung der

phenolischen Substanzen sind Tabelle 7.30 (Anhang) zu entnehmen.
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Da die Probanden unterschiedliche Ausscheidungsvolumina aufwiesen, sind die im Fol-
genden prasentierten Ergebnisse in umol/12 h dargestellt. Daneben wurde der Kreatinin-
gehalt der Proben photometrisch bestimmt und als Bezugspunkt fir die renal ausgeschie-
denen Substanzen verwendet (vgl. 2.2.7). Der fir jede Probe ermittelte Kreatiningehalt (in
mg/L) sowie die Elimination in nmol/mg Kreatinin sind in den Tabellen 7.31 und 7.38 bis
7.43 (Anhang) aufgefiihrt. Wie bereits bei der vorgenannten Humanstudie festgestellt,

waren auch hier deutliche interindividuelle Schwankungen erkennbar.

5-Kaffeoylchinasaure (1) war nach Umsetzung mit 8-Glucuronidase und Sulfatase bei drei

der sechs Probanden im Urin nachweisbar. Dabei wurden maximale Gehalte von durch-
schnittlich 1,75 pmol im Zeitraum bis 12 Stunden nach Saftkonsum erreicht. Innerhalb der
folgenden 12 Stunden wurden vergleichsweise geringe Mengen (Durchschnitt 0,29 pmol)
ausgeschieden (Abbildung 3.61). Die renale Gesamtausscheidung von (1) betrug nach
24 Stunden 2,04 umol, was einer Wiederfindung von 0,64% der im Saft vorliegenden

Menge (318,4 umol/L) entsprach.
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Abbildung 3.61: Mittels HPLC-ESIne-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte renale Ausscheidung
[umol/12 h] von 5-Kaffeoylchinasaure (1) der Probanden 1 - 6 nach enzymati-
scher Behandlung mit 8-Glucuronidase und Sulfatase Null bis 12 Stunden ()
und 12 bis 24 Stunden () nach Apfelsaftaufnahme. Angegeben sind Mittel-
werte aus Doppelbestimmungen.

4-p-Cumaroylchinasaure (3) war nach Enzymbehandlung ebenfalls nur im Urin von drei
der sechs Probanden detektierbar (Abbildung 3.62). Auch die aus Apfelsaft im Urin

wiedergefundene Menge von 0,65% ist mit der von 5-Kaffeoylchinasdure (1) nahezu

identisch. Im Gegensatz zu (1) war der innerhalb der ersten 12 Stunden eliminierte pro-
zentuale Anteil von 4-p-Cumaroylchinasaure (3) mit 0,56% ((1): 0,50%) etwas hdéher.
Wahrend bei den Probanden 2 und 4 im 12 bis 24 Stunden-Urin Gehalte von 0,05 pmol
bzw. 0,03 umol detektiert wurden, konnte bei Proband 1 keine renale Ausscheidung von

(3) beobachtet werden.
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Abbildung 3.62: Mittels HPLC-ESln,e-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte renale Ausscheidung
[umol/12 h] von 4-p-Cumaroylchinasdure (3) der Probanden 1 -6 nach enzy-
matischer Behandlung mit 8-Glucuronidase und Sulfatase Null bis 12 Stunden
() und 12 bis 24 Stunden () nach Apfelsaftaufnahme. Angegeben sind
Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.

In Abbildung 3.63 ist die renale Elimination von Kaffeesaure (2) nach enzymatischer

Spaltung der Konjugate Uber den Studienzeitraum von 24 Stunden gezeigt. Die im Null bis

12 Stunden-Intervall nach oraler Apfelsaftapplikation auftretenden Mengen sind dabei

grun, die im 12 bis 24 Stunden-Intervall ausgeschiedenen Anteile gelb dargestellt. Durch-
schnittlich wurden Kaffeesauregehalte (2) von 0,11 pmol/ 24 Stunden (0,08 bis 0,13 umol/

24 Stunden) im Urin der sechs Studienteilnehmer gefunden. Bezogen auf den im Apfelsaft

ermittelten Gehalt an (2) wurden 0,37% renal ausgeschieden.
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Abbildung 3.63: Mittels HPLC-ESI,eg-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte renale Ausscheidung
[umol/12 h] von Kaffeesaure (2) der Probanden 1-6 nach enzymatischer
Behandlung mit 8-Glucuronidase und Sulfatase Null bis 12 Stunden (d) und 12
bis 24 Stunden () nach Apfelsaftaufnahme. Angegeben sind Mittelwerte aus

Doppelbestimmungen.
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Phloretin (4) wurde bei samtlichen Studienteilnehmern im Urin nach enzymatischer Um-
setzung (Abbildung 3.64) nachgewiesen. Die innerhalb von 24 Stunden ermittelten
Gehalte von (4) lagen zwischen 0,44 ymol (Proband 2) und 0,66 umol (Proband 1)
(Durchschnitt 0,54 umol), wobei innerhalb der ersten 12 Stunden der Grofiteil renal
ausgeschieden wurde (Durchschnitt 0,47 umol). Bezogen auf die im Apfelsaft vor-
liegenden Gehalte an Phloretin-2’-O-glucosid (5) (16,3 pmol/L) und Phloretin-2"-O-xylo-
glucosid (6) (64,9 umol/L), die beide nicht im Urin nachgewiesen werden konnten, wurden

0,63% (0,55 bis 0,81%) in Form des Aglycons im Urin wiedergefunden.
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Abbildung 3.64: Mittels HPLC-ESln,-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte renale Ausscheidung
[umol/12 h] von Phloretin (4) der Probanden 1 - 6 nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase und Sulfatase Null bis 12 Stunden (@) und 12 bis
24 Stunden (O) nach Apfelsaftaufnahme. Angegeben sind Mittelwerte aus Dop-
pelbestimmungen.

(-)-Epicatechin (8) fand sich nach Enzymbehandlung im Urin von vier der sechs Studien-

teilnehmer, bei denen die innerhalb von 24 Stunden bestimmten Konzentrationen
zwischen 0,23 ymol (Proband 2) und 0,56 pmol stark variierten (Abbildung 3.65). Bei den
vier Probanden wurden durchschnittlich 0,38 pmol im bis 12-stindigen und 0,04 pmol im
12- bis 24-stiindigen Urin gefunden. Von den im Apfelsaft vorliegenden 51,7 pmol an (-)-

Epicatechin (8) wurden 0,82% renal ausgeschieden.
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Abbildung 3.65: Mittels HPLC-ESIne-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte renale Ausscheidung
[umol/12 h] von (-)-Epicatechin (8) der Probanden 1 -6 nach enzymatischer
Behandlung mit 8-Glucuronidase und Sulfatase Null bis 12 Stunden (@) und 12

bis 24 Stunden () nach Apfelsaftaufnahme. Angegeben sind Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen.

Wie schon im Serum konnten auch im Urin keine Flavonolglycoside, dafiir jedoch das

Aglycon Quercetin (11) detektiert werden. Die mit dem Urin Uber 24 Stunden ausge-

schiedenen Gehalte an (11) lagen nach enzymatischer Konjugatspaltung zwischen
0,06 ymol (Proband 2) und 0,16 pmol (Proband 3) (Durchschnitt 0,10 umol), Mit Aus-
nahme von Proband 3 variierte die Elimination im Gegensatz zu den anderen vorge-
stellten Substanzen nur gering. Durchschnittlich wurden 0,40% der Quercetinglycoside
aus Apfelsaft in Form von Quercetin (11) renal eliminiert, wovon 0,31% bereits innerhalb

der ersten 12 Stunden ausgeschieden wurden (Abbildung 3.66).
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Abbildung 3.66: Mittels HPLC-ESI,e-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte renale Ausscheidung
[umol/12 h] von Quercetin (11) der Probanden 1 -6 nach enzymatischer Be-
handlung mit B-Glucuronidase und Sulfatase Null bis 12 Stunden (@) und 12
bis 24 Stunden () nach Apfelsaftaufnahme. Angegeben sind Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen.
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Insgesamt wurden 3,5% der mit dem Apfelsaft aufgenommenen Polyphenole im Urin

wiedergefunden.

3.2.8.5 Identifizierung und Quantifizierung der Apfelpolyphenolmetabolite im Urin

Neben den aus Apfelsaft bekannten Polyphenolen war eine Reihe von phenolischen
Sauren im Urin nach Enzymbehandlung nachweisbar, die als Ferulasaure (FA) (21),
Dihydrokaffeesaure (DHCA) (22), p-Cumarsaure (p-CoA) (23), 3,4-Dihydroxybenzoesaure
(3,4-DHBA) (26), Isoferulasaure (IFA) (36), 4-Hydroxybenzoesaure (4-HBA) (45), 3-Hy-
droxyphenylessigsaure (3-HPAA) (47), 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (3,4-DHPAA) (48),
3-Hydroxyphenylpropionsaure (3-HPPA) (49) Hippursaure (HA) (50), 3-Hippursaure
(3-HHA) (51) und 4-Hippursaure (4-HHA) (52) mittels HRGC-MS nach Silylierung identi-
fiziert wurden (Fragmente und Retentionszeiten s. Tabelle 7.30 im Anhang). Die Zuord-
nungen wurden durch HPLC-MS- und HPLC-MS/MS-Analysen strukturell abgesichert
(Tabelle 3.10).

Fir die Quantifizierung der aromatischen Sauren mittels HPLC-ESI-MS/MS im SRM-
Modus wurde im ersten Quadrupol das jeweilige deprotonierte Molekulion [M-H]" und im
dritten Quadrupol das entsprechende charakteristische Produktion (relative Intensitat von
100%; vgl. Tabelle 3.10) detektiert.

Tabelle 3.10: HPLC-ESI,es-MS/MS-Charakterisierung der im Urin enthaltenen Metabolisierungs-
produkte mit Retentionszeit (tg), Precursorion ([M-H]), Produktionenfragmente und
der zur Fragmentierung eingesetzten Stolienergien (eV). m/z = Masse/Ladung.
Abkurzungen und Nummerierungen der einzelnen Substanzen sind dem Text zu
entnehmen (Gerateparameter und -bedingungen s.4.3.10.6.1).

tr [M-HT MS/MS (m/z (rel. Intensitaten, %)) eV
[min] (m/z)
FA (21) 21,9 192,6  133,8 (100); 148,9 (45); 177,8 (68) 20
DHCA (22) 18,2 180,7  136,9 (100) 30
p-CoA (23) 20,9 162,8 118,8 (100) 20
3,4-DHBA (26) 14,2 152,8  108,7 (100) 30
IFA (36) 25,9 192,9  133,7 (100); 177,8 (64) 20
4-HBA (45) 17,8 136,8 92,8 (100) 20
3-HPAA (46) 20,2 150,9 107,0 (100); 78,9 (57); 105,1 (29) 20
3,4-DHPAA (47) 16,5 166,8 122,8 (100) 10
3-HPPA (48) 24,6 164,8 120,8 (100); 118,9 (39); 105,9 (29) 20
HA (49) 18,2 177,8  133,8 (100); 76,7 (59) 30
3-HHA (50) 21,4 193,9  149,9 (100) 30
(100)

4-HHA (51) 15,4 193,8 100,1 (100); 149,8 (63) 30
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Einige der Metabolite werden im Kdérper auch endogen gebildet, so dass die 12 Stunden
vor Aufnahme des Apfelsaftes detektierten Mengen (Blindwerte) von den in der Studie
gefundenen Konzentrationen abgezogen wurden. Dabei wurde vereinfachend davon aus-
gegangen, dass die individuellen Blindwerte wahrend des Studientages konstant blieben,
da eine Differenzierung zwischen endogen entstandenen und als Folge der Polyphenol-
aufnahme gebildeten Metabolite in der vorliegenden Versuchsanordnung nicht mdéglich
war. Die in Tabelle 3.11 angegebenen Mengen fir 3,4-Dihydroxybenzoesaure (26),
4-Hydroxybenzoesaure (45), 3-Hydroxyphenylessigsaure (47), 3,4-Dihydroxyphenylessig-
saure (48), 3-Hydroxyphenylpropionsaure (49) Hippursaure (50), 3- und 4-Hippursaure
(51) und (52) kbnnen daher nur grobe Anhaltspunkte darstellen, auch wenn ihre Konzen-
trationen signifikant anstiegen.

In Tabelle 3.11 sind die im Urin nach enzymatischer Behandlung detektierten Gehalte der
Metabolite (Probanden 1 bis 6) aufgeflihrt. Hochste Gehalte wurden nach 24 Stunden fir
Hippursaure (49) mit 45,4 ymol vor 3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) (23,1 ymol) und
Dihydrokaffeesaure (22) (17,5 ymol) erreicht. Geringste Gehalte wurden fur Ferulasaure
(21), p-Cumarsaure (23) und Isoferulasaure (36) mit jeweils 0,2 ymol quantifiziert. Von
den durch Apfelsaftverzehr aufgenommenen 767 pmol an Polyphenolen wurden 19,5% in

Form der genannten Abbauprodukte renal eliminiert.

Tabelle 3.11: Mittels HPLC-ESl¢;-MS/MS (SRM-Modus) ermittelte Gehalte [umol/12 h] der im Urin
von Proband 1 -6 detektierten Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.

12-0h 0-12h" 12-24h" Gesamt

(0—-24h)
Ferulasaure (21) n. n. 0,2 0,02 0,2
Dihydrokaffeesaure (22) 1,7 11,8 57 17,5
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,2 0,03 0,2
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 0,9 7.3 2,2 9,5
Isoferulasaure (36) n. n. 0,2 0,02 0,2
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,8 6,8 2,6 9.4
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 0,9 4,3 1,9 6,2
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,5 4,8 2,3 71
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 2,0 15,9 7,2 23,1
Hippursaure (49) 6,9 32,9 12,5 454
3-Hydroxyhippursaure (50) 2,2 10,7 6,3 17,0
4-Hydroxyhippursaure (51) 2,3 8,3 5,2 13,5

n. n. nicht nachweisbar
' Gehalte nach Abziehen des Blindwertes (-12-0h)



192 3 Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Humanstudie wurden nach Verzehr von einem Liter naturtriben Apfel-
saft (767 ymol Polyphenole) 23% der aufgenommenen Polyphenole in konjugierter Form
oder als Metabolite im Urin wiedergefunden. Dabei stellten die aromatischen Sauren mit
19,5% den groRten Teil dar. Diese werden von der Mikroflora des Dickdarms aus den
Polyphenolen in Abhangigkeit deren Hydroxylierungsmuster durch Ringspaltung generiert.
Auch die Hydroxyzimtsauren unterliegen in Gegenwart der Darmflora intensiven Metaboli-
sierungsreaktionen. So fanden Rechner et al. (2001) nach Kaffeekonsum keine intakte
5-Kaffeoylchinasaure (1) oder Kaffeesaure (2) im Urin, konnten aber die methylierten
Formen Ferulasaure (21), Isoferulasdure (36), Dihydroferulasaure und Vanillinsaure de-
tektieren. Auch die Gruppe um Wittemer (2005) konnte nach Gabe eines Artischocken-
extraktes keine 5-Kaffeoylchinasaure (1) im Urin nachweisen. Als Metabolite fanden sie
Ferulasaure (21), Isoferulasaure (36), Dihydroferulasaure sowie Kaffeesaure (2) und Di-
hydrokaffeesaure (22), die 4 bis 5% der Ausgangskonzentration von (1) entsprachen.
Diese Befunde stimmen mit unseren Ergebnissen hinsichtlich der im Urin erfassten Meta-
bolite gut Gberein. Im Gegensatz zu den Arbeitsgruppen um Rechner (2001) und Wittemer
(2005) waren in der eigenen Studie jedoch durchschnittlich 0,64% 5-Kaffeoylchinasaure
(1) und 0,37% Kaffeesdure (2) nachweisbar. Von 4-p-Cumaroylchinasaure (3) wurden
ebenfalls im Mittel 0,65% der aufgenommenen Menge im Urin wiedergefunden. Daten zu
(3) lagen bisher nicht vor. Auch die Gruppen um Ito (2005) und Monteiro (2007) sowie
Olthof und Mitarbeiter (2003) konnten nach Kaffeekonsum bzw. nach oraler Aufnahme der
Reinsubstanz bis zu 2,3% der applizierten Dosis an 5-Kaffeoylchinasaure (1) im Human-
urin detektieren. Als weitere im Urin nach Hydroxyzimtsdureaufnahme analysierte Meta-
bolite wurden u.a. m-Cumarsaure (lto et al. 2005), p-Cumarsaure (23), 4-Hydroxy-
benzoesaure (45), Sinapinsaure, Gallussaure (Monteiro et al. 2007), 3-Hydroxybenzoe-
saure, Benzoesaure, 3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) und 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
(47) (Olthof et al. 2003) beschrieben. Bis zu 50% der Hydroxyzimtsduren wurden als
Hippursaure ausgeschieden (Rechner et al. 2001, Olthof et al. 2003, Monteiro et al. 2007).
Hippursaure (49) und dessen hydroxylierte Formen (50) und (51) wurden in unserer
Studie mit durchschnittlich 75,9 uymol/ 24 Stunden in beachtlichen Mengen gefunden.
Gleichsinnige Ergebnisse wurden bereits friiher nach Aufnahme von Kaffee (Rechner et al.
2001, Rechner et al. 2002), Tee (Clifford et al. 2000, Olthof et al. 2003) oder pflanzlichen
Extrakten (Graefe und Veit 1999) erhalten. Man geht davon aus, dass die Bildung der
Hippursauren einen zentralen Metabolisierungsweg von Polyphenolen darstellt (Scheline
et al. 1991, Clifford et al. 2000), an der neben der Kolonmikroflora auch die Leber beteiligt
ist (Abbildung 3.67). Ferner ist eine Bildung von Hippursaure (49) aus Chinasdure oder
Benzoesaure denkbar (Phibbs et al. 1998).
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Abbildung 3.67: Postulierte Bildung von Hippursaure (HA) und dessen hydroxylierten Formen
(HHA) aus Polyphenolen unter Beteiligung der bakteriellen Mikroflora des Kolons
sowie der Leber (nach Rechner et al. 2002). BA = Benzoesaure; DHPPA =
Dihydroxyphenylpropionsaure; HBA = Hydroxybenzoesaure; HPPA = Hydroxy-
phenylpropionsaure;. PPA = Phenylpropionsaure.

Daten zur Metabolisierung von Dihydrochalkonen im Dickdarm sowie zu den im Urin
vorliegenden Formen sind nur begrenzt zuganglich. DuPont und Mitarbeiter (2002) fanden
nach oraler Aufnahme von Cider, der u. a. 4,8 mg an Phloretin (4) und Phloretinglyco-
siden enthielt, durchschnittlich 21,5% im 24 Stunden-Urin wieder, wohingegen in unserer
Studie nach 24 Stunden lediglich 0,63% der applizierten Phloretinglycoside im Urin nach-
weisbar waren. Monge et al. (1984) konnten im Urin von Ratten nach Gabe von Phloretin
(4) (0,75 ymol) sogar 50% der aufgenommen Dosis als Phloretin (4), 3-(4-Hydroxy-
phenyl)-propionsaure und Phloroglucin (25) wiederfinden. Untersuchungen mit Schweine-

caecum bestatigten deren Bildung (Labib 2006).
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Im Einklang mit den Ergebnissen vorgenannter Humanstudie (Serum) war neben (-)-Epi-
catechin (8) kein weiteres monomeres oder dimeres Flavan-3-ol im Urin detektierbar.
Auch Ito et al. (2005) fanden nach Gabe von Kakaopulver, welches 289 mg Flavan-3-ole
(Monomere bis Decamere) enthielt, einzig (-)-Epicatechin (8) wieder. Diese Ergebnisse
stehen im Widerspruch zu Resultaten von Bell et al. (2000), Donovan et al. (2002b) sowie
Goldberg et al. (2003), die nach Rotweinkonsum geringe Mengen an (+)-Catechin (7) im
Urin nachwiesen. In anderen Studien hingegen konnte nach Gabe von Cider (DuPont et al.
2002), schwarzem Tee (Olthof et al. 2003) oder Schokolade (Rios et al. 2003) weder (7)
noch (8) im Urin gefunden werden. Die Metabolisierung dimerer und oligomerer Procyani-
dine zu hydroxylierten Phenylessigsauren und Phenylvalerolactonen durch die Kolon-
mikroflora ist beschrieben (Déprez et al. 2000, Ward et al. 2004). Dabei ist das Ausmal
der Degradation abhangig vom Polymerisationsgrad. So werden héhermolekulare Pro-
cyanidine in geringerem Umfang abgebaut als die niedermolekularen (Gonthier et al.
2003c). Valerolactone konnten in unserer Studie nicht im Urin nachgewiesen werden.
Wahrscheinlich wurden diese von der humanen Mikroflora nach Ringdffnung weiter zu

aromatischen Sauren abgebaut (Das et al. 1971).

In Analogie zu den vorliegenden Ergebnissen wurde Quercetin (11), nicht aber dessen
Glycoside, nach oraler Applikation von Apfeln (Hollman et al. 1997), Zwiebeln (Hollman et
al. 1997; Graefe et al. 2001), Buchweizen (Graefe et al. 2001), Tomatensaft (Jaganath et
al. 2006) oder in Reinform (Olthof et al. 2000, Olthof et al. 2003) im Urin detektiert. Die
dabei ermittelten Gehalte (0,3 bis 6,4% der aufgenommenen Menge) sind mit unserem
Resultat (0,4%) ebenfalls vergleichbar. Der Abbau von Quercetin (11) zu Phloroglucin
(25) und 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) durch Eubacterium ramulus, ein im mensch-
lichen Darm angesiedeltes Bakterium, ist hinreichend untersucht worden (Blaut et al. 2003,
Schneider et al. 2003). In unserer Studie war nur (47) im Urin nachweisbar. Phloroglucin
(25) wurde hingegen nicht gefunden, da die Substanz einer schnellen Metabolisierung
unterliegt. So ist bekannt, dass (25) neben Benzoyl-CoA und Resorcin ein zentrales Inter-
mediat im anaeroben Abbau phenolischer Verbindungen darstellt (Heider und Fuchs
1997). Die Aktivitat einer Phloroglucinreduktase ist flir eine Reihe von anaeroben Spezies
dokumentiert (u. a. Tsai et al. 1976, Haddock und Ferry 1989, Khanna et al. 2002).

Eine Studie, in welcher Polyphenole aus Apfelsaft und deren Metabolite in freier oder ge-
bundener Form in Urin untersucht wurden, lag zu Beginn der vorliegenden Arbeit nicht vor.
Generell ist aber festzustellen, dass die erhaltenen Resultate gut mit den aus der Literatur
bekannten Daten fir einzelne phenolische Substanzen Ubereinstimmen. Das Vorliegen

interindividueller Unterschiede wurde bereits unter 3.2.7.4 diskutiert.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p. a.-Qualitat von den Firmen
Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen), Merck (Darmstadt),
Extrasynthése (Lyon, Frankreich), EurisoTop (Gif sur Yvette, Frankreich), BD Bioscience
(Heidelberg), Gruessing (Filsum), Serva (Heidelberg) und Apin Chemicals Ltd. (Abingdon,
UK) bezogen. Das Penicillin/Streptomycin-Antibiotikum lieferte die Biochrom AG (Berlin).
4-p-Cumaroylchinasaure, Quercetin-3-O-xylosid, Quercetin-3-O-arabinofuranosid und
Phloretin-2"-O-xyloglucosid wurden von Prof. Dr. Hans Becker (Saarbriicken), Procyanidin
B4 und B, von Prof. Dr. Peter Winterhalter (Braunschweig), 6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-y-
valerolacton und 6-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-y-valerolacton von Prof. Dr. Joseph E. Rice
(New Jersey, USA) und 1-Kaffeoylchinasaure von PD Dr. Michael Sefkow (Leipzig) zur
Verfligung gestellt. 3-Kaffeoylchinasaure wurde nach Trugo und Macrae (1984), Kaffee-
sauremethylester nach Shin et al. (2004) und Phloretin-2"-O--D-glucuronid nach Ruefer
et al. (2005) synthetisiert. Losungsmittel wurden vor der Verwendung Uber Fullkorper-
kolonnen rektifiziert. Reinstwasser wurde aus der hauseigenen Millipore™-Aufbereitungs-
anlage gewonnen (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). Fiur HPLC-DAD- und HPLC-
MS(MS)-Analysen wurden ,gradient grade‘-Lésungsmittel von Acros Organics (Geel, Bel-
gien) und Merck (LiChrosolv®, Darmstadt) verwendet. Reinstgase lieferten die Firmen

Linde (Berlin) und Messer Griesheim (Frankfurt).

4.1.2 Untersuchungsmaterial

Die Tafelapfelsorten Red Delicious (Niederlande), Golden Delicious (Niederlande),
Granny Smith (Neuseeland) und Fuji (China) sowie die Mostapfelsorte Boskoop (Nieder-
lande) wurden aus lokalen Supermarkten Uber den Obst- und Gemusehandel bezogen.
Die deutschen Mostapfelsorten Kaiser Alexander, Kaiser Wilhelm, Bittenfelder, Winter-
rambur, Bohnapfel und Brettacher wurden im Oktober 2004 geerntet und von der Kreis-
beratungsstelle fur Garten- und Obstbau (Biberach) zur Verfugung gestellt. Kommerziell
erhaltliche klare und naturtriibe Apfelsafte wurden in lokalen Supermarkten erworben. Der
fur die Interventionsstudien verwendete naturtribe Apfelsaft wurde ebenfalls aus einem

lokalen Supermarkt bezogen.
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4.1.3 Verbrauchsmaterial

Alle Verbrauchsmaterialien wurden bei den Firmen Roth (Karlsruhe), Fisher-Scientific
(UIm) und Hartenstein (Wurzburg) erworben. HPLC-Zubehor wurde von Wicom (Heppen-
heim), GC-Zubehor von CTZ (Kriftel) bezogen.

4.1.4 Saulenchromatographie (SC)

SC1

Trennsaule: 35x5,5cm I.D.

Fallmaterial: P-495 (Bucher-Alimentech, Auckland, Neuseeland)
SC2

Trennsaule: 30x5cmI.D.

Fallmaterial: Kieselgel 60 (0,063 - 0,2 mm; Merck, Darmstadt)

4.1.5 Festphasenextraktion (SPE)
Fir die Festphasenextraktion wurden Oasis® HLB Kartuschen (3cc, 60 mg Adsorbens)
der Firma Waters (Milford, USA) verwendet. Das hierbei verwendete Umkehrphasen-

material besteht aus hydrophilen und lipophilen Gruppen und ist im Bereich von pH 0 bis
pH 14 stabil.

4.2 Gerate

4.2.1 Hochleistungsflissigchromatographie-Diodenarray-Detektion (HPLC-
DAD)

HPLC-System 1

Gerat: Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn)

Pumpe: Hewlett Packard Hochdruckpumpe flr bindre Hochdruckgradienten,
1100 Series (Waldbronn)

Autosampler: Wisp 712b (Waters, Eschborn) mit automatischer Injektion
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Trennsaule:
FlieRmittel:
Fluf3:
Gradient:

Detektor:
Spektralbereich:

HPLC-System 2

Gerat:

Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

FlieRmittel:

FluR:

Gradient:
Detektor:
Spektralbereich:

HPLC-System 3

Gerét:

Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Flul:

Gradient:
Detektor:
Spektralbereich:

Hypersil™Gold Cis (3 um Partikelgréfe,
(Thermo, Runcorn, UK)

A: 0,1% Ameisensaure in Reinstwasser

B: Acetonitril

100x4,6 mm I.D.)

1 mL/min

Linear, 1-99% B in 40 min

Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Waldbronn)
200 - 600 nm

Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn)
Hewlett Packard Hochdruckpumpe fiir binare Hochdruckgradienten,
1100 Series (Waldbronn)

Wisp 712b (Waters, Eschborn) mit automatischer Injektion
Hypersil™Gold Ci3 (3 um PartikelgréRe, 100x4,6 mm 1.D.)
(Thermo, Runcorn, UK)

A: 0,1% Ameisensaure in Reinstwasser

B: Acetonitril

1 mL/min

Linear, 1-50% B in 40 min

Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Waldbronn)
200 - 600 nm

Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn)
Hewlett Packard Hochdruckpumpe fiir bindre Hochdruckgradienten,
1100 Series (Waldbronn)

Wisp 712b (Waters, Eschborn) mit automatischer Injektion
Symmetry™C4g (5 ym PartikelgrofRe, 150 x 3,9 mm |.D.) (Waters,
Milford, USA)

A: 0,1% Ameisensaure in Reinstwasser

B: Acetonitril

1 mL/min

Linear, 1-99% B in 40 min

Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Waldbronn)
200 - 600 nm
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HPLC-System 4

Gerat:

Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Flul:

Gradient:
Detektor:
Spektralbereich:

HPLC-System 5
Gerat:

Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

FlieRmittel:

FluR:

Gradient:
Detektor:
Spektralbereich:

Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn)
Hewlett Packard Hochdruckpumpe fiir bindre Hochdruckgradienten,
1100 Series (Waldbronn)

Wisp 712b (Waters, Eschborn) mit automatischer Injektion
Symmetry™C,g (5 um PartikelgroRe, 150 x 3,9 mm 1.D.) (Waters,
Milford, USA)

A: 0,1% Ameisensaure in Reinstwasser

B: Acetonitril

1 mL/min

Linear, 1-40% B in 20 min

Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Waldbronn)
200 - 600 nm

Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn)
Hewlett Packard Hochdruckpumpe fiir bindre Hochdruckgradienten,
1100 Series (Waldbronn)

Wisp 712b (Waters, Eschborn) mit automatischer Injektion
Symmetry™C,g (5 pm PartikelgroRe, 150 x 3,9 mm 1.D.) (Waters,
Milford, USA)

A: 0,1% Ameisensaure in Reinstwasser

B: Acetonitril

1 mL/min

Linear, 1-40% B in 40 min

Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Waldbronn)
200 - 600 nm

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit Hewlett Packard ChemStation®

Software.

HPLC-System 6
Gerat:

Pumpe:

Injektor:

Knauer Niederdruckgradientensystem (Berlin)
Knauer Well Chrom K1001 (Berlin)

Rheodyne Six-Port Injektionsventil mit 1 mL Probenschleife
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Injektionsvolumen:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Flufd:

Gradient:
Detektor:

Pumpensteuerung:

HPLC-System 7
Gerét:

Pumpe:

Autosampler:

Injektionsvolumen:

Trennsaule:

FlieBmittel:
Flul:

Gradient:
Detektor:
Spektralbereich:

0,5mL

Eurospher-100 C4g (5 um PartikelgréRe, 250 x 8,0 mm 1.D.) (Knauer,
Berlin)

A: 0,1% Ameisensaure in Reinstwasser

B: Acetonitril

12 mL/min

Linear, 5-50% B in 40 min

Knauer UV-VIS-Detektor (Berlin), 326 nm

EuroChrom 2000 Software (Knauer, Berlin)

Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn)
Hewlett Packard Hochdruckpumpe fiir bindre Hochdruckgradienten,
1100 Series (Waldbronn)

Wisp 712b (Waters, Eschborn) mit automatischer Injektion

30 uL

Nucleodex B-PM (5 um PartikelgroRe, 200 x 4,0 mm [.D.) (Ma-
cherey Nagel, Duren)

40% Methanol

0,5 mL/min

isokratisch, 30 min

Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Waldbronn)
200 - 600 nm

4.2.2 Hochleistungsflissigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie
(HPLC-MS/MS)

HPLC-System 8
Gerat:

Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

Hochdruckgradientenanlage (Applied Biosystems, Bensheim)
Applied Biosystems 140b Spritzenpumpe flr bindre Hochdruck-
gradienten (Bensheim)

Spark Holland Triathlon mit automatischer Injektion (Emmen,
Niederlande)
Hypersil™Gold Cig
(Thermo, Runcorn, UK)

(3 um PartikelgréRe, 100x 2,0 mm I.D.)
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FlieRmittel: A: 0,1% Ameisensaure in \Wasser
B: Acetonitril
Fluf}: 0,2 mL/min
Gradient: Linear, 5-99% B in 40 min

HPLC-System 9
Gerat:

Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Fluf}:
Gradient:

Hochdruckgradientenanlage (Applied Biosystems, Bensheim)
Applied Biosystems 140b Spritzenpumpe flir binare Hochdruck-
gradienten (Bensheim)

Spark Holland Triathlon mit automatischer Injektion (Emmen,
Niederlande)

Symmetry™C,g (5 um PartikelgroRe, 150 x 2,1 mm 1.D.) (Waters,
Milford, USA)

A: 0,1% Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

0,2 mL/min

Linear, 1-50% B in 40 min

Massenspektrometer 1

Gerat:

ESI-Kapillare:

lonenquelle:

Eingangskapillare:

Kapillarspannung:

Sheathgas:
Hilfsgas:
Messbereich:
Kollisionsgas:

Kollisionsenergie:

Multiplierspannung:

Finnigan TSQ 7000 Triple-Stage-Quadrupol-Tandemmassen-
spektrometer (Finnigan MAT, Bremen) mit Finnigan Electrospray
lonisations-Interface (ESI)

desaktivierte Fused Silica Kapillare (50 um 1.D.) (J&W Scientific,
Folsom, CA, USA)

Atmospharendruck, Raumtemperatur

250 °C

3,2 kV

Stickstoff 5.0 (70 psi)

Stickstoff 5.0 (10 L/min)

m/z 120 - 700 (Full Scan Modus)

Argon 5.0, Kollisionsgasdruck 0,27 Pa (2,0 mTorr)

20 bis 50 eV

1 350 V fur ESI-MS, 1 650 V fir ESI-MS/MS
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Massenspektrometer 2

Gerat: Finnigan TSQ 7000 Triple-Stage-Quadrupol-Tandemmassen-
spektrometer (Finnigan MAT, Bremen) mit Finnigan Electrospray

lonisations-Interface (ESI)

ESI-Kapillare: desaktivierte Fused Silica Kapillare (50 um 1.D.) (J&W Scientific,
Folsom, CA, USA)
lonenquelle: Atmospharendruck, Raumtemperatur

Eingangskapillare: 250 °C
Kapillarspannung: 3,2 kV

Sheathgas: Stickstoff 5.0 (70 psi)

Hilfsgas: Stickstoff 5.0 (10 L/min)

Messbereich: m/z 120 - 700 (Full Scan Modus)

Kollisionsgas: Argon 5.0, Kollisionsgasdruck 0,27 Pa (2,0 mTorr)
Kollisionsenergie: -20 eV

Multiplierspannung: 1 350 V fur ESI-MS, 1 650 V fir ESI-MS/MS

Die Datenaufnahme erfolgte mit ICIS 8.1 Data System (Finnigian MAT, Bremen) auf
DECstation 5000/33 (Digital Equipment, Unterfohring). Die Datenauswertung erfolgte mit

Xcalibur™ Software Version 1.2 (Thermo Electron, Dreieich) nach Konvertierung.

4.2.3 Headspace-Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie  (HS-
HRGC-MS)

HRGC-System 1

Gerat: HP Agilent 6890 Series (Agilent Technologies Inc., Wilmington,
USA)

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

Trennsaule: DB-Wax (30 mx 0,25 mm I.D., di 0,25 um) (J&W, Agilent,
Waldbronn)

Tragergas: 1,0 mL/min Helium 5.0, konstanter Fluf

Temperaturprogramm: 30 °C, 10 min isotherm, 25 °C/min, 240 °C

Massenspektrometer 3

Gerat: Agilent 5379 Mass Selective Detector MSD (Agilent Technologies
Inc., Wilmington, USA)
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lonenquelle:
Quellendruck:
Kathodenstrom:
Photomultiplier:

Massenbereich:

ElektronenstofRionisation (EI) mit 70 eV, Temperatur 220 °C
1*10”° mbar

1,5 mA

1300V

m/z 10 bis 50 amu

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit Xcalibur™ Software Version 1.2

(Thermo Electron, Dreieich).

4.2.4 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

HRGC-System 2

Gerat:
Injektor:
Autosampler:

Trennsaule:

Tragergas:

Kopplung:

Temperaturprogramm:

Massenspektrometer 4

Gerat:
lonenquelle:
Quellendruck:
Kathodenstrom:
Photomultiplier:

Massenbereich:

Fisons Instruments GC 8060 (Thermo Electron, Dreieich)
Split/Splitlessinjektor (Split 1:20), Temperatur 250 °C

Fisons Instruments AS 800

DB-1MS (30 mx 0,32 mm [.D., df 0,25 pum) (J&W, Agilent,
Waldbronn)

2,0 mL/min Helium 5.0, konstanter Fluf}

Transferline 300 °C

80 °C, 2 min isotherm, 15 °C/min, 155°C, 2 min isotherm,
6 °C/min, 185 °C, 15 °C/min, 320 °C, 5 min isotherm

Fisons Instruments MD 800 (Thermo Electron, Dreieich)
ElektronenstoRionisation (EI) mit 70 eV; Temperatur 280 °C
1*10"° mbar

1,5 mA

350V

m/z 70 - 600 amu

Die Datenaufnahme erfolgte mit Hewlett Packard ChemStation® Software. Die Datenaus-

wertung erfolgte mit Xcalibur™ Software Version 1.2 (Thermo Electron, Dreieich) nach

Konvertierung mit File Converter Datenauswertung.
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4.2.5 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-System 1
Gerat: Bruker Avance 400 MHz Spektrometer (Rheinstetten)
Lésungsmittel: Dimethylsulfoxid-ds (DMSO-ds, 99.8% D)

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mittels Mestre-C 4.4.1.0 Software (Santiago

de Compostea, Spanien).

NMR-System 2

Gerat: Bruker Avance 600 MHz Spektrometer (Rheinstetten)

Lésungsmittel: Dimethylsulfoxid-dg (DMSO-ds, 99.8% D), 0,5% Wasser-d, (D,0,
99.97% D) in Dimethylsulfoxid

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit Bruker 1D WINNMR Software
(Rheinstetten).

Die chemische Verschiebung & ist in ppm angegeben. Als interner Standard dienten bei
den "H-NMR-Spektren das Tetramethylsilan (&rus = 0,0 ppm) bzw. die Resonanzsignale
der Restprotonen des eingesetzten deuterierten Lésungsmittels (dpmso.ss = 2,50 ppm,
Op20 = 4,79 ppm).

Die Multiplizitat der Signale wird in folgenden Abklrzungen wiedergegeben: s = Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, m = Multiplett (Feinstruktur) und br = Multiplett (breit). Die Kop-

plungskonstante J ist in Hertz (Hz) angegeben.

4.2.6 Sonstige Gerate

Anaerobenkammer: Plexiglaskammer, Gasvolumen ca. 0,25 m?® hergestellt in der
Werkstatt des Instituts fur Pharmazie und Lebensmittelchemie der
Universitat Wirzburg. Gasbetrieb CO,/N, (80/20, v/v)

Lyophilisator: Christ Alpha1-4; 0,063 mbar (Christ, Osterode)

Magnetruhrer: IKAMAG® RH (IKA Labortechnik, Staufen)

Mixer: Mixi 700
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Photometer:

pH-Meter:

Rotavapor:

Saftpresse:

Trockenschrank:

Ultraschallbad:
Vortexer:

Waagen:

Wasserbad:
Kuhlzentrifuge:

Zentrifuge:

Vakuumkammer:

4.3 Methoden

Spectronic GenesysTM 2PC
(Spectronic Instruments, NY, USA)
Labor-pH-Meter (Knick, Berlin)
Blchi Vakuum System B-173, Vakuum Controller B-720, Bichi-

Rotavapor (Konstanz)

UV-VIS-Spectrophotometer

Hafico Presse (Schwanke, Neuss)

Memmert, Modell 400 (Schwabach)

Branson 1210 (G. Heinemann, Schwabisch-Gmuind)
Vortex Genie (Scientific Industries, NY, USA)

Mettler PL 300 Analysenwaage (Mettler-Toledo, Gielden);
Mettler AT 21 Comparator (Mettler-Toledo, Giel3en);
Sartorius BP 210 S Analysenwaage (Sartorius AG, Goéttingen)
Heidolph Instruments (Schwabach)

Typ Universal 16R, Rotor 1616 & 1614 (Hettich, Tuttlingen)
EBA12, Hettich Zentrifugen (Hettich, Tuttlingen)

Supelco Preppy (Bellefonte, USA)

4.3.1 Apfel und Apfelsafte

4.3.1.1 Probenvorbereitung

4.3.1.1.1 Apfel

Etwa 800 g frische Apfel wurden mit Wasser gewaschen, geviertelt und fiir 30 Sekunden
in einem Mixer zerkleinert. Das entstandene Pliree wurde portionsweise mit Hilfe einer
Presse zu Saft ausgedriickt und membranfiltriert (Rotilabo Spritzenfilter PVDF, 0,45 ym
Porengrofle; Roth, Karlsruhe). Der so gewonnene Saft wurde direkt zur Analyse mittels
HPLC verwendet.

4.3.1.1.2 Apfelsafte

Die kommerziell erworbenen klaren Apfelsafte wurden direkt, die kommerziell erworbenen
naturtriiben Apfelsafte wurden nach Filtration (Rotilabo Spritzenfilter PVDF, 0,45 um

Porengrofie; Roth, Karlsruhe) zur HPLC-Analyse eingesetzt.
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4.3.1.2 Analytik der Polyphenole in Apfelsaften

4.3.1.2.1 Kalibriergeraden

Zur Erstellung der Kalibriergeraden fir die einzelnen Flavonoidreferenzen wurden von
den kauflich erwerbbaren Flavonoiden jeweils 10 mg Substanz auf 1 ug genau in einen
100 mL Messkolben eingewogen und dieser mit Methanol aufgeflllt (entspricht
0,1 mg/mL). Von den aus Apfelsaft isolierten Substanzen Quercetin-3-O-xylosid, Querce-
tin-3-O-arabinofuranosid, Phloretin-2"-O-xyloglucosid, 4-p-Cumaroylchinasdure sowie den
Procyanidinen B4 und B, wurden je 1 mg genau eingewogen und mit Methanol in einem
10 mL Messkolben geldst. Aus den Stammlésungen wurden die weiteren Verdinnungen
durch entsprechende Zugabe von Methanol hergestellt (Verdinnungen: 1/2, 1/5, 1/10,
1/20, 1/40, 1/80). Als Standard wurde 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsdure in einer
Konzentration von 0,05 mg/mL in Methanol verwendet. Die Stammldésungen sowie die
Verdunnungen wurden mit der Standardldsung im Verhaltnis 1:1 verdinnt und mittels
HPLC-DAD (4.2.1, HPLC-System 1) vermessen. Die Detektion der Dihydrochalkone und
Flavan-3-ole erfolgte bei 280 nm, die der Hydroxyzimtsduren bei 320 nm, die der
Flavonole bei 360 nm und die des Standards 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure bei 308 nm.
Die Kalibriergeraden wurden durch Auftragen des Konzentrationsverhaltnisses
Cpolyphenol/Cstandard g€gen das Flachenverhaltnis apoiypheno/@standard €rstellt. Die Bestimmungs-
grenzen der Flavonoide wurden zwischen 0,39 und 0,93 mg/L ermittelt. Die Nachweis-
grenzen lagen bei einem Signal/Rauschverhaltnis von 3:1 (Coleman et al. 2001) zwischen
0,20 und 0,75 mg/L.

4.3.1.2.2 Identifizierung und Quantifizierung

Die Identifizierung der einzelnen Apfelpolyphenole erfolgte mittels HPLC-DAD anhand des
Vergleiches der Retentionszeiten und UV-Spektren der Probenmolekiile mit denen
authentischer Referenzverbindungen. Des Weiteren wurden zur ldentifizierung HPLC-
ESI-MS/MS-Untersuchungen im negativen Modus durchgeflihrt. Hierfir wurden je 25 uL
der filtrierten Probenlésungen direkt injiziert (Gerateparameter s. 4.2.2, HPLC-System 8,
MS-System 1). Die Identifizierung von Cyanidin-3-O-galactosid erfolgte im positiven Mo-
dus (Gerateparameter s. 4.2.2, HPLC-System 8, MS-System 2). Die protonierten Molekdil-
ionen sowie die lonenspektren der Substanzen wurden mit denen von authentischen
Referenzverbindungen verglichen.

Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD. Hierbei wurden je 3-mal 100 L filtrierte
Probenldsung mit dem Standard 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure (0,05 mg/mL in Metha-
nol) im Verhaltnis 1:1 versetzt und mittels HPLC-DAD (4.2.1, HPLC-System 1) vermessen
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(Injektionsvolumen 25 pL).die Auswertung der einzelnen Substanzen erfolgte anhand der

entsprechenden Kalibriergeraden (s. 4.3.1.2.1) in mg/L.

4.3.1.3 Bestimmung des Methanolgehaltes in Apfelsaft

Zur Bestimmung des Methanolgehaltes wurden in einem Headspaceglaschen (20 mL)
13 mL Apfelsaft mit 1,25 uyg Methanol-d; und 6 g Ammoniumsulfat versetzt und sofort
verschlossen. Die Proben wurden in einem Aluminiumblock fur 15 Minuten bei 70 °C
equilibriert und anschlieRend mit einer Carbowax/Divinylbenzol-Faser (65 pm; Supelco,
Steinheim) fur 10 Minuten appliziert. Die thermische Desorption (1 Minute) im HRGC-MS-
System (Splitinjektion, 4.2.3) erfolgte unmittelbar danach.

Die Methanolidentifizierung erfolgte mit Hilfe einer authentischen Referenzverbindung,
Retentionszeitenvergleich sowie durch Vergleich der Massenspektren. Die Methanol-
konzentration im Apfelsaft wurde anhand der Peakflachenverhaltnisse von Analyt zu
isotopenmarkiertem Standard (m/z 32/35,) ermittelt, wobei die gesamte Peakflache des

Totalionenchromatogramms berilcksichtigt wurde.

4.3.1.4 Analyse der Procyanidine in Apfelsaft

4.3.1.4.1 Herstellung eines Apfelsaftextraktes

Die Herstellung eines Extraktes aus dem fur die Interventionsstudien verwendeten
naturtriben Apfelsaftes erfolgte mittels SC an dem Adsorberharz P-495 (Bucher-Ali-
mentech, Auckland, Neuseeland) (4.1.4, SC 1). Das Harz wurde vor Gebrauch mehrfach
mit 2%iger heifller Natronlauge gereinigt, anschlieRend jeweils mit Zitronensaure neutrali-
siert und mit demineralisiertem Wasser gewaschen bis dieses klar, farb-, geruch- und ge-
schmacklos war.

Die Saule wurde mit 100 mL des Harzes gepackt (etwa 50 g/L Saft) und 1 L des natur-
triben Apfelsaftes mit einem Flu von ca. 30 mL/min (entspricht etwa 10 Bettvolumen
(BV)/Stunde) auf die Saule gegeben. Zur Entfernung der Zucker, organischen Sauren und
Mineralien wurde mit 0,5L demineralisiertem Wasser gespult. Die Elution der poly-
phenolischen Apfelsaftinhaltsstoffe erfolgte mit 96%igem vergallten Ethanol bei einer
FlieRgeschwindigkeit von etwa 5 BV/h. Das braune bis hellgelbe Eluat des Saftes wurde
bis zu dessen Farblosigkeit in einem 500 mL Rundkolben gesammelt. Das Losungsmittel

wurde bei einer Temperatur von 35 °C schonend im Vakuum entfernt. Der wasserige
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Ruckstand wurde anschlielRend mit flissigem Stickstoff eingefroren und gefriergetrocknet.
Die Ausbeute betrug 765,3 mg.

4.3.1.4.2 Bestimmung des Gesamtproanthocyanidingehaltes (TPA)

Fir die Bestimmung des Gesamtproanthocyanidingehaltes (TPA) im Apfelsaftextrakt
wurden dunkle, mit Schraubverschluss verschlieRbare 4 mL Glasgefalle (Wicom, Hep-
penheim) verwendet. In diesen wurden 100 pL der Extraktldsung (2 mg/mL Methanol) mit
1,4 mL einer 1-Butanol/Salzsdureqn.-LOsung (95:5, viv) versetzt, das Gefall mit einem
inerten Teflondeckel (Wicom, Heppenheim) verschlossen und fir 2 Stunden bei 95 °C in
einem Aluminiumblock erhitzt. Nach dem Abklihlen wurde die Probe in Halbmikrokuvetten
(1,5-3 mL, PIastibrand®-EinmaIkUvetten, UV-Bereich 220 - 900 nm; Roth, Karlsruhe)
Uberfiihrt und bei 555 nm spektrophotometrisch (Gerateparameter s. 4.2.5, Photometer)
gegen einen Blindwert (1-Butanol/Salzsaurec,,., 95:5, v/v) vermessen (Karonen et al.
2006). Die erhaltene Extinktion wurden in eine Kalibriergerade eingesetzt und der TPA in
mg ermittelt. Es erfolgte eine Dreifachbestimmung.

Fur die Erstellung der Kalibriergeraden wurde eine Procyanidinmischung aus Tamarinden
(verschiedene Tetramere des B-Typs) verwendet, die zuvor nach Sudjaroen et al. (2005)
praparativ isoliert wurde. Fir die Kalibriergerade wurden 25 pL, 50 pL, 100 yL und 200 pL
der Tamarindenextraktlésung (1 mg/mL) mit 1,475 uL, 1,450 yL, 1,4 yL bzw. 1,3 yL 1-
Butanol/Salzsaure.,,. (95:5; v/v) versetzt und wie oben beschrieben behandelt und

vermessen.

4.3.1.4.3 Bestimmung des durchschnittlichen Polymerisationsgrades (DP,)

Fir die Bestimmung des Polymerisationsgrades (DP,,) der Procyanidine im Apfelsaft-
extrakt wurden in einem dunklen 1,5 mL Glasgefall (CZT, Kriftel) 200 yL der Extrakt-
I6sung (2 mg/mL Methanol) mit 400 uL Thiolysereagenz (5% Benzylmercaptan, 1,1%
Salzsaureqnc in Methanol; v/v) versetzt, das Gefalt mit einem inerten Teflondeckel (CZT,
Kriftel) fest verschlossen und in einem Aluminiumblock fiir 30 Minuten bei 40 °C erwarmt
(Guyot et al. 2002). Die Losung wurde direkt zur HPLC-Analytik nach 4.3.1.2.2 (HPLC-
System 5) verwendet. Der DP,, wurde durch das Verhaltnis aller Flavan-3-ol-Einheiten
(Thiolether-Addukte und endstandige Einheiten) zu (+)-Catechin und (-)-Epicatechin

berechnet. Es erfolgte eine Dreifachbestimmung.
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4.3.2 Stabilitdt von Polyphenolen bei verschiedenen pH

4.3.2.1 Herstellung des Inkubationspuffers

Fur die Inkubationsversuche mit lleostomaflissigkeit (s. 4.3.7) sowie fiir die Stabilitats-
versuche bei verschiedenen pH-Werten wurde ein Carbonat-Phosphat-Puffer (Reduk-
tionspuffer) nach Lebet et al. (1998) verwendet. Seine Zusammensetzung ist in Tabelle
4.1 dargestellt. Die Zusammensetzung der Spurenelementlésung ist Tabelle 4.2 zu

entnehmen.

Tabelle 4.1: Zusammensetzung des Reduktionspuffers nach Lebet et al. (1998).

Bestandteil Konzentration [g/L]
NaHCO; 9,240
Na,PO, x 12 H,O 7,125
NaCl 0,470
KCI 0,450
Harnstoff 0,400
CaCl, x 6 H,O 0,108
Na,SO, (wasserfrei) 0,100
MgCl, x 6 H,O 0,100
Spurenelementlésung 10 mL/L
Resazurin 1 mL/L
steriles aqua. bidest. ad 1 000 mL

Tabelle 4.2: Zusammensetzung der Spurenelementlésung nach Lebet et al. (1998).

Bestandteil Konzentration [g/L]
FeSO, x 7 H,O 3,680
MnSQO,4 x H,O 1,159
ZnSO4 X Hzo 0,440
CoCl,; x 6 H,0O 0,120
NiCl, 0,100
CuSO4 x 5 H,O 0,098
MO7(NH4)6024 X HQO 0,01 7
steriles aqua. bidest. ad 1 000 mL

Die in Tabelle 4.1 gelisteten Salze wurden in einen 1 000 mL Messkolben genau ein-
gewogen und mit etwa 300 mL sterilem bidestillierten Wasser im Ultraschallbad voll-
standig in Losung gebracht. Nach Zugabe von 10 mL Spurenelementlésung wurde die

Pufferlosung mit 1 N Salzsaure auf den entsprechenden pH-Wert eingestellt (pH 1,81:
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Magen; pH 7,2: Duodenum; pH 6,3: lleum; pH 7,4: Serum). Anschlielend wurde der Indi-
kator Resazurin hinzugegeben und der Messkolben mit sterilem bidestillierten Wasser bis
zur Marke aufgefullt. Der Reduktionspuffer wurde fur 30 Minuten bei 80 °C im Wasserbad
erhitzt. Nach Abklhlen wurden 5 mL einer frisch hergestellten Cysteinhydrochloridlésung
(0,1 g/mL) als reduzierendes Agens zugegeben. Der Carbonat-Phosphat-Puffer wurde bis

zu einem Farbumschlag von blau nach schwach rosa mit Stickstoff begast.

4.3.2.2 Vorbereitung der Inkubationsversuche

Die bei den Inkubationen verwendeten Glasgerate wurden mindestens 3 Stunden bei
150 °C im Trockenschrank gebacken und in die Anaerobenkammer Uberfuhrt. Diese
wurde mindestens 3 Stunden mit einem N,/CO,-Gasgemisch (80:20; v/v) begast.

Die Inkubationsversuche wurden in sterilen, mit Eindriickstopfen verschlieRbaren 13 mL
Plastikgefaen (100 x 16 mm PP, Sarstedt, Nimbrecht) durchgefihrt. In diese wurde eine
definierte Menge des jeweiligen Polyphenols (20 uL einer 25 mM Stammiésung in Di-
methylsulfoxid) vorgelegt. Die Gefalle wurden mit Stickstoff begast, verschlossen und
sofort in die begaste Versuchskammer Uberfihrt.

Die nach 4.3.2.1 hergestellte Pufferlésung wurde auf 37 °C im Trockenschrank temperiert

und danach ebenfalls in die Anaerobenkammer Uberflhrt.

4.3.2.3 Studiendesign

Zur Uberpriifung der chemischen Stabilitat der untersuchten Verbindungen wurden die
Inkubationen aus 4.3.4, 4.3.5, 4.3.7 und 4.3.9 mit Reduktionspuffer in der Versuchs-
kammer unter anaeroben Bedingungen durchgeflihrt. Hierbei wurden jeweils 2,5 mL des
nach 4.3.2.1 hergestellten Reduktionspuffers zu den mit Polyphenollésung befiillten
sterilen Kulturréhrchen gegeben. Diese wurden fest verschlossen, kurz geschdttelt und
anschlieRend bei 37 °C fur 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 Stunden im Trockenschrank
inkubiert. Ein Reaktionsstopp erfolgte durch Einfrieren der Proben mit flissigem Stickstoff.
Danach wurden die Proben am Lyophilisator gefriergetrocknet. Es erfolgte eine Dreifach-
bestimmung. Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Substanz (Vorlage von 20 yL Dimethyl-

sulfoxid; Blindwert).
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4.3.2.4 Probenaufarbeitung und Analytik

Die Aufarbeitung der Inkubationsansatze erfolgte im Wesentlichen nach Labib (2006). Die
gefriergetrockneten Proben wurden 2-mal mit je 1,25 mL 70%igem (v/v) Methanol (in
wasseriger 1% (v/v) Essigsaure) extrahiert, wobei jeder Extraktionsschritt schitteln und
10-mindtiges Behandeln mit Ultraschall beinhaltet. AnschlieRend wurde bei 5 000 rpm fur
10 Minuten zentrifugiert. Die vereinigten Uberstande wurden membranfiltriert (Rotilabo-
Spritzenfilter PVDF, 0,45 uym Porengrél3e; Roth, Karlsruhe) und zur HPLC-Analytik nach
4.3.1.2.2 (HPLC-Systeme 4, 5 [Quercetin und Quercetinglycoside] und 9) verwendet. Die

Kontrollansatze wurden analog behandelt.

4.3.3 Ex vivo Inkubation mit Speichel

4.3.3.1 Probanden

Drei gesunde Probanden (zwei mannlich, eine weiblich) im Alter von 24 bis 29 Jahren
nahmen an der Studie teil. Alle waren normalgewichtig, der Body-Mass-Index (BMI) lag
zwischen 21,4 und 25,2 kg/mz. Keiner der Teilnehmer wurde innerhalb der letzten vier

Wochen vor Studienbeginn mit Antibiotika behandelt.

4.3.3.2 Studiendesign

Die Probanden ernahrten sich 48 Stunden vor Studienbeginn polyphenolfrei. Sie
erschienen am Morgen des Studientages niichtern und ohne sich seit dem Abend zuvor
noch einmal die Zahne geputzt zu haben. Der in einem 250 mL Becherglas gesammelte
Speichel aller drei Studienteilnehmer (pH 6,8) wurde mit destilliertem Wasser im Ver-
haltnis 1:1 verdinnt. Zur Verringerung der Viskositdt wurde das Gemisch geschiittelt
(Walle et al. 2005) und anschlielRend in drei Teile aliquotiert (Ansatze A, B, C). Ansatz A
wurde bei 5 000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert und der erhaltene Uberstand als Inkuba-
tionsmedium verwendet. Ansatz C wurde mit 1% Penicillin/Streptomycin-Antibiotikum
versetzt. Alle drei Ansatze wurden fir 5 Minuten bei 37 °C im Trockenschrank vorinkubiert.
Die weitere Versuchsanordnung wurde fir alle drei Ansatze analog durchgefihrt.

Die Inkubationsversuche wurden in sterilen, mit Eindrliickstopfen verschlieBbaren 13 mL
Plastikgefalen (100 x 16 mm PP; Sarstedt, Nimbrecht) durchgefuhrt. In diese wurde eine
definierte Menge des jeweiligen Polyphenols (20 pL einer 25 mM Polyphenolstammldsung
in Dimethylsulfoxid) vorgelegt. Die Gefalle wurden mit Stickstoff begast und ebenfalls fur

5 Minuten bei 37 °C vorinkubiert. Danach wurden 1,0 mL verdlinnter Speichel hinzu-



4 Material und Methoden 211

gegeben, die Gefalle fest verschlossen und nach kurzem Schitteln bei 37 °C fir 0, 0,5, 1,
2 und 5 Minuten im Trockenschrank inkubiert. Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Poly-
phenole (Vorlage von 20 uL Dimethylsulfoxid; Blindwert) bzw. ohne Speichel (Zugabe von
destilliertem Wasser). Die Reaktion wurde durch Einfrieren mit flissigem Stickstoff ge-

stoppt und die Proben anschlieRend am Lyophilisator gefriergetrocknet.

4.3.3.3 Probenaufarbeitung und Analytik

Die Aufarbeitung der Inkubationsansatze erfolgte analog 4.3.2.4.

4.3.3.4 Berechnung der Hydrolyseraten

Zur Berechnung der Hydrolyseraten in ymol/min wurde eine Tangente an den linearen
Anfangsbereich der jeweiligen Abbaukurve gelegt. Die resultierende Steigung jeder Re-

gressionsgerade entspricht dabei der Hydrolyserate in pmol/min.

4.3.4 In vitro Inkubation mit simuliertem Magensaft

4.3.4.1 Studiendesign

Die Bedingungen im Magen wahrend der Inkubationen wurden mit kiinstlichem Magensaft
simuliert (modifiziert nach Gillatt et al. 1985). Zur Herstellung von 500 mL simuliertem
Magensaft wurden 2,10 g Natriumchlorid (70 mM), 1,87 g Kaliumchlorid (50 mM) und
0,69 g Pepsin (0,14 mM; EC-Nr. 3.4.1) in 300 mL destilliertem Wasser geldst. Der pH-
Wert der bereits leicht sauren Lésung wurde mit einigen Tropfen verdiinnter Salzsaure auf
1,81 eingestellt. Die Losung wurde in einen 500 mL Messkolben Uberfiihrt, mit Salzsaure
(pH 1,81) bis zur Marke aufgefiillt und im Trockenschrank auf 37 °C erwarmt.

Die Inkubationsversuche wurden in sterilen, mit Eindriickstopfen verschliefbaren 13 mL
Plastikgefaen (100 x 16 mm PP; Sarstedt, Nimbrecht) durchgefihrt. In diese wurde eine
definierte Menge des jeweiligen Polyphenols (20 uL einer 25 mM Polyphenolstammlésung
in Dimethylsulfoxid) vorgelegt. Die GefalRe wurden mit Stickstoff begast und fir 5 Minuten
bei 37 °C im Trockenschrank vorinkubiert. Nach Zugabe von 1,25 mL simuliertem Magen-
saft wurden die Gefalie fest verschlossen, kurz geschittelt und anschlielend bei 37 °C
fur 0 Stunden, 20 Minuten, 40 Minuten, 1 Stunde, 1,5 Stunden, 2 Stunden und 4 Stunden

im Trockenschrank inkubiert. Fir jede Substanz wurde eine Doppelbestimmung
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durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Polyphenole (Vorlage von 20 pL
Dimethylsulfoxid; Blindwert) bzw. ohne simulierten Magensaft (Zugabe von destilliertem
Wasser mit pH 1,81). Ein Reaktionsstopp erfolgte durch Einfrieren mit flissigem Stickstoff.

Die Proben wurden danach am Lyophilisator gefriergetrocknet.

4.3.4.2 Probenaufarbeitung und Analytik

Die Aufarbeitung der Inkubationsansatze erfolgte analog 4.3.2.4.

4.3.4.3 Berechnung der Hydrolyseraten

Die Berechnung der Hydrolyseraten in ymol/min wurde wie in 4.3.3.4 beschrieben durch-
geflhrt.

4.3.5 In vitro Inkubation mit simuliertem Duodenalsaft

4.3.5.1 Studiendesign

Die Bedingungen der intestinalen Verdauung wahrend der Inkubationen wurden mit kinst-
lichem Duodenalsaft simuliert. Zur Herstellung von 500 mL simuliertem Duodenalsaft
wurden 1,0 g Pankreatin (Aktivitdt 4 x U.S.P. specifications) und 6,0 g Gallenextrakt
(Glycin- und Taurinkonjugate der Hyodeoxycholsauresalzes und anderer Gallensalze) in
einen 500 mL Messkolben eingewogen und in 300 mL 0,1 mM Natriumhydrogencarbonat
im Ultraschallbad geldst. Der Messkolben wurde mit 0,1 mM Natriumhydrogencarbonat
aufgefullt. AnschlieBend wurde die Lésung durch Filtration (MN 615 "4 Faltenfilter, &
150 mm; Macherey-Nagel, Diren) von den unléslichen Bestandteilen getrennt (Glahn et
al. 1998). Das Filtrat wurde im Trockenschrank auf 37 °C erwarmt.

Die Inkubationsversuche wurden in sterilen, mittels Eindriickstopfen verschlieRbaren
13 mL Plastikgefalken (100 x 16 mm PP; Sarstedt, Nimbrecht) durchgefihrt. In diese
wurden eine definierte Menge des jeweiligen Polyphenols (20 yL einer 25 mM Poly-
phenolstammldsung in Dimethylsulfoxid) sowie 4,98 mL destilliertes Wasser (Endvolumen
5 mL) vorgelegt. Die GefalRe wurden mit Stickstoff begast und fur 5 Minuten ebenfalls bei
37 °C im Trockenschrank vorinkubiert. Nach Zugabe von 1,25 mL simuliertem Duodenal-
saft wurde der pH-Wert jedes Inkubationsansatzes mit einigen Tropfen verdinnter Salz-

saure auf 7,2 + 0,1 eingestellt. AnschlieBend wurden 1,25 mL einer LOsung aus Natrium-
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chlorid (60 mM) und Kaliumchlorid (2,3 mM) zugegeben (Endvolumen 7,5 mL). Die
Gefalle wurden fest verschlossen, kurz geschittelt und bei 37 °C fur 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8,
10 und 24 Stunden im Trockenschrank inkubiert. Es erfolgte eine Doppelbestimmung von
jeder Substanz. Als Kontrollen dienten Ansatze ohne Polyphenole (Vorlage von 20 pyL
Dimethylsulfoxid; Blindwert) bzw. ohne simulierten Duodenalsaft (Zugabe von destilliertem
Wasser mit pH 7,2 £ 0,1). Durch Einfrieren mit flissigem Stickstoff wurde die Reaktion

gestoppt und die Proben anschlieRend am Lyophilisator gefriergetrocknet.

4.3.5.2 Probenaufarbeitung und Analytik

Die Aufarbeitung der Inkubations- und Kontrollansatze erfolgte analog 4.3.2.4. Die
Analytik mittels HPLC-DAD und HPLC-ESIne-MS/MS wurde wie in 4.3.1.2.2 (HPLC-
Systeme 4, 5 [Quercetin und Quercetinglycoside] und 9) beschrieben durchgefiihrt. Da bei
der Inkubation der Hydroxyzimtsaurederivate Methylester als Metabolit detektiert wurde,
wurden diese Inkubationsproben in einem zweiten Versuchsansatz in 1 mL Aceton gelést,
um eine Methylesterbildung durch die Probenaufarbeitung ausschlieRen zu kénnen. Die
Quantifizierung von D-(-)-Chinasdure wurde mittels HPLC-ESln,ei-MS/MS im ,Selected
Reaction Monitoring® (SRM) Modus mit 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure als Standard
durchgefiihrt (Gerateparameter s. 4.2.2, HPLC-System 8). Hierbei wurde fiir D-(-)-China-
saure im ersten Quadrupol das deprotonierte Molekulion [M-H] m/z 191 und im dritten
Quadrupol das charakteristische Produktion [M-H]" m/z 85 bei einer Kollisionsenergie von
30 eV detektiert. Fur 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure wurde im ersten Quadrupol [M-H]
m/z 237 und im dritten Quadrupol [M-H] m/z 103 bei 20 eV detektiert. Die Nachweis-
grenze lag bei 0,09 pg/L, die Bestimmungsgrenze bei 0,2 ug/L.

4.3.5.3 Berechnung der Hydrolyseraten

Die Berechnung der Hydrolyseraten in ymol/min wurde wie in 4.3.3.4 beschrieben durch-
geflhrt.

4.3.5.4 Synthese und Isolierung von 3-Kaffeoylchinasaure

Eine wasserige Losung von 5-Kaffeoylchinasaure (0,05 g/10 mL) wurde in einem Becher-
glas bei pH 8 fiir 30 Minuten auf 100 °C erhitzt (Trugo und Macrae 1984). Die Umsetz-
ungsrate lag bei 41%. Mittels praparativer RP-HPLC (Gerateparameter und Analysen-
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bedingungen s. 4.2.1 HPLC-System 6) wurde 3-Kaffeoylchinasdure (3-CQA) von nicht
umgesetzter 5-Kaffeoylchinasdure und von als Nebenprodukt entstandener 4-Kaffeoyl-
chinasaure getrennt. Die gesammelten 3-CQA-Fraktionen wurden vereinigt und das
Lésungsmittel schonend im Vakuum bei 37 °C entfernt. Der wasserige Rickstand wurde
mit flissigem Stickstoff tiefgefroren und anschlieend gefriergetrocknet. 3-CQA wurde als
schwach gelbes Pulver mit einer Reinheit von 95% erhalten. Die Ausbeute betrug 34%.
Die spektroskopischen Daten stimmten mit denen der Literatur Uberein (Sefkow et al.
2001).

Smp.: 204 - 206 °C HOOC,_ OH

Amax. 326 NM Ho”o

HPLC-ESI-MS [M-H]: m/z 353,0

HPLC-ESI-MS/MS [M-H] (20 eV): m/z (%) 190,8 (100); 178,8 (58); 134,8 (7)

"H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 2,05-2,25 (4H, m, 2xH-2, 2xH-6), 3,70 (1H, dd, J 3,2 und
8,5 Hz, H-4), 4,16 (1H, m, H-5), 5,34 (1H, m, H-3), 6,30 (1H, d, J 15,9 Hz, H-8"), 6,77 (1H,
d, J 8,1 Hz, H-57), 6,90 (1H, dd, J 2,0 und 8,1 Hz, H-6"), 7,05 (1H, d, J 2,0 Hz, H-2"), 7,58
(1H, d, J 15,9 Hz, H-7")

4.3.5.5 Synthese und Isolierung von Kaffeesduremethylester

In einem Rundkolben wurden 2 g Kaffeesdure in 50 mL Methanol gelést und in
Gegenwart katalytischer Mengen konzentrierter Schwefelsdure fir 10 Stunden unter
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde nicht umgesetztes Methanol bei 37 °C im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 50 mL Ethylacetat gelést und 3-mal mit 25 mL
Wasser gewaschen. Die vereinigten Ethylacetatphasen wurden U(ber wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet. Die Aufreinigung erfolgte durch LC an Kieselgel (4.1.4,
SC 2), wobei Kaffeesauremethylester mit einer Mischung aus Ethylacetat/ n-Hexan (1:2,
v/v) eluiert wurde (Shin et al. 2004). Das Lésungsmittel wurde schonend im Vakuum bei
37 °C entfernt und der Rickstand im Exikkator bis zur vollstandigen Trockne gelagert.
Kaffeesduremethylester wurde als weilles Pulver mit einer Reinheit von 99% erhalten. Die
Ausbeute betrug 67,5%. Die spektroskopischen Daten stimmten mit denen der Literatur

uberein.
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Smp.: 151 - 152 °C H,CO0C /B 2. OH
Amax: 324 nm 4
HPLC-ESI-MS [M-H]: m/z 192,7 °° CoH

HPLC-ESI-MS/MS [M-HJ (35 eV): m/z (%) 133,3 (100); 160,7 (35)

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 3,69 (3H, s, COOCH;), 6,27 (1H, d, J 15,9 Hz, H-a),
6,76 (1H, d, J 8,1 Hz, H-5), 6,99 (1H, dd, J 2,0 und 8,1 Hz, H-6), 7,01 (1H, d, J 2,0 Hz, H-
2), 7,48 (1H, d, J 15,9 Hz, H-B8), 9,36 (2H, s, 2xOH)

4.3.5.6 Stereoselektivitat der monomeren Flavan-3-ole

Die stereoselektive Bestimmung von (x)-Catechin und (x)-Epicatechin nach Inkubation mit
simuliertem Duodenalsaft erfolgte mittels HPLC-DAD (HPLC-System 7) anhand des
Vergleiches der Retentionszeiten und UV-Spektren der Probenmolekiile mit denen
authentischer Referenzverbindungen. Die nach 4.3.2.4 aufgearbeiteten Proben wurden

direkt zur Analyse eingesetzt.

4.3.5.7 Identifizierung von Phloroglucin mittels HRGC-MS

Die Identifizierung von Phloroglucin erfolgte zusatzlich mittels HRGC-MS anhand einer
authentischen Referenzverbindung, Retentionszeitenvergleich sowie durch Vergleich der
Massenspektren. Hierfir wurde das Ldsungsmittel eines Aliquotes der nach 4.3.2.4 auf-
gearbeiteten Proben schonend entfernt und der Probenrickstand mit 50 pyL Silylierungs-
reagenz (N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, MSTFA) versetzt. Nach 30-min{-
tigem Erwarmen bei 75 °C wurde 1 pL der Ldsung direkt fir die HRGC-MS verwendet

(Gerateparameter s. 4.2.4).

4.3.6 Humane Interventionsstudie zur Verfugbarkeit von Apfelpolyphenolen
im Dickdarm

4.3.6.1 Ethikantrag
Die Humanstudie wurde vom Ethikkomitee der Medizinischen Fakultat der Universitat
Wirzburg genehmigt. Alle Teilnehmer wurden Uber die Studie aufgeklart und haben ihr

schriftliches Einverstandnis gegeben.
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4.3.6.2 Probanden

Elf Probanden (drei mannlich, acht weiblich) im Alter von 23 bis 50 Jahren nahmen an der
Studie teil. Das Durchschnittsalter lag bei 40,8 Jahren. Alle besitzen seit zwei Monaten bis
13,5 Jahren ein endstandiges lleostoma, das aufgrund einer Erkrankung des Darmes an
Morbus Crohn (n =7), Colitis Ulcerosa (n =2) oder familidrer adenomatdser Polyposis
(n =2) gelegt werden musste. Bei keinem der Probanden wurde seit dieser Zeit eine
ileale Operation durchgefiihrt. Innerhalb der letzten vier Wochen vor Studienbeginn wurde

keiner der Teilnehmer mit Antibiotika behandelt.

Anmerkung: Die familidare adenomatdse Polyposis ist eine vererbte Erkrankung, bei der
Polypen, sogenannte Adenome, den Dickdarm Uberziehen und auf diesem Weg die Ent-

stehung von Krebs begunstigen.

4.3.6.3 Apfelsaft

Der fir die Studie verwendete naturtribe Apfelsaft wurde aus einem lokalen Supermarkt
bezogen. Unmittelbar vor Studienbeginn wurde der Saft gut geschuttelt, um den am
Flaschenboden befindlichen Trub zu |I6sen. AnschlieBend wurden Aliquote (1 mL) jeder

Flasche fur die Polyphenolanalyse entnommen.

4.3.6.4 Studiendesign

Einen Tag vor Studienbeginn hielten die Probanden eine polyphenolfreie Diat ein. Am
Studientag erschienen die Probanden nichtern und bekamen innerhalb von 15 Minuten je
1 L naturtriben Apfelsaft zu trinken. Nach vier Stunden erhielten sie eine polyphenolfreie
Mahilzeit. Die Beutelabnahme erfolgte unmittelbar vor der Apfelsaftaufnahme (Blindwert)
sowie 1, 2, 4, 6 und 8 Stunden nach Apfelsaftverzehr. Die Beutel wurden sofort bei -24 °C

tiefgefroren, anschlielRend gewogen und gefriergetrocknet.

4.3.6.5 Probenaufarbeitung und Analytik

Die naturtriben Apfelsaftproben wurden membranfiltriert (Rotilabo Spritzenfilter PVDF,
0,45 ym PorengroRe; Roth, Karlsruhe) und danach direkt zur HPLC-Analyse nach
4.3.1.2.2 eingesetzt.
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Die gefriergetrockneten lleostomabeutel wurden zur Erfassung des Wasserverlustes
erneut gewogen. Die lyophilisierten Inhalte wurden mit Moérser und Pistill homogenisiert
und quantitativ in mit Schraubverschluss verschlielbare dunkle Glasgefale Uberfuhrt. Die
Lagerung erfolgte bei -24 °C. Aliquote der Extrakte (zwischen 0,5 und 2 g) wurden in ein
Zentrifugenréhrchen eingewogen, 3-mal mit je 20 mL Methanol extrahiert und bei
5000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Fur die Quantifizierung der D-(-)-Chinasdure wurde
die Extraktion mit 70%igem (v/v) Methanol durchgefiihrt. Die Uberstéande wurden in einem
Spitzkolben vereinigt und das Lésungsmittel bei einer Temperatur von 35 °C schonend im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in einem definierten Volumen Methanol (2 mL)
aufgenommen, durch Ultraschall in Lésung gebracht und Uber Spritzenfilter (Rotilabo
Spritzenfilter, PVDF, 0,45 um PorengrofRe; Roth, Karlsruhe) membranfiltriert. Die erhal-
tene gelbe, klare Lésung wurde zur HPLC-Analytik verwendet. Jede Probe wurde 3-mal
aufgearbeitet.

Die ldentifizierung der einzelnen Apfelpolyphenole sowie deren Metabolite erfolgte mittels
HPLC-DAD anhand des Vergleiches der Retentionszeiten und UV-Spektren der Proben-
molekile mit denen authentischer Referenzverbindungen. Hierbei wurden je 100 pL
filtrierte Probenlésung mit dem Standard 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsdure (0,05 mg/mL in
Methanol) im Verhaltnis 1:1 versetzt und mittels HPLC-DAD (4.2.1, HPLC-System 1) ver-
messen (Injektionsvolumen 25 yL). Des Weiteren wurden zur strukturellen Absicherung
der bekannten Polyphenole sowie zur Identifizierung unbekannter Metabolite HPLC-ESI-
MS/MS-Untersuchungen im negativen Modus durchgefihrt. Hierfir wurden je 50 uL der
filtrierten Probenlésungen direkt injiziert (Gerateparameter s. 4.2.2, HPLC-System 8). Die
Molekilmassen sowie lonenspekiren der Substanzen wurden mit denen von authen-
tischen Referenzverbindungen verglichen. Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD,
die Auswertung der einzelnen Substanzen erfolgte anhand der entsprechenden Kalibrier-
geraden (s. 4.3.1.2.1) in mg/L. Die Quantifizierung von D-(-)-Chinasaure erfolgte in Analo-
gie zu 4.3.5.2.

4.3.6.6 Ermittlung der Wiederfindungsraten

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten der einzelnen Substanzen nach Probenauf-
arbeitung wurden Aliquote der polyphenolfreien Blindwerte (zwischen 0,5 und 2 g) mit der
entsprechenden Menge Wasser angeschlammt und mit definierten Mengen der einzelnen
phenolischen Verbindungen (20 uL einer 25 mM Stammlésung in Dimethylsulfoxid) ver-
setzt. Die Proben wurden homogenisiert, mit fllissigem Stickstoff tiefgefroren und an-
schlieRend gefriergetrocknet. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog 4.3.6.5. Jede

Substanz wurde 3-mal aufgearbeitet.
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4.3.6.7 Synthese und Charakterisierung von Phloretin-2"-O-glucuronid
1 mM Uridin-5"-diphosphoglucuronsaure (UDPGA, 3,23 mg), 50 uM Phloretin (0,25 mL

einer 1 mM Stammlésung in Dimethylsulfoxid), 20 mM Magnesiumchlorid (9,53 mg) und
1 mM 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT, 0,772 mg) wurden in 50 mM Tris-Salzsaure-Puffer
(Endvolumen 5 mL bei pH 7,4) geldst. Ein Aliquot (900 yL) dieser Lésung wurde bei 37 °C
im Trockenschrank fir 5 Minuten vorinkubiert. Nach Zugabe von 100 pL Uridin-5"-diphos-
phoglucuronosyltransferase (UGT) 1A9 (0,5 mg/mL bidestilliertes Wasser) wurde der
Ansatz flr weitere 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
25 pL 20%iger Trichloressigsaure gestoppt (Ruefer et al. 2005). Die HPLC-ESIneq-MS/MS-
Analyse zeigte zwei Peaks mit dem Fragmention [M-H] m/z 449 und dem Produktion [M-
H] m/z 273. Der erste Peak stimmte mit dem des Phloretinglucuronidpeaks aus den
lleostomabeutelinhalten Uberein, sodass dieser mittels analytischer RP-HPLC (Gerate-
parameter und Analysenbedingungen s. 4.2.1 HPLC-System 2) isoliert wurde. Die gesam-
melten Phloretinglucuronidfraktionen wurden vereinigt und das Lésungsmittel schonend
im Vakuum bei 35 °C entfernt. Phloretin-2"-O--glucuronid wurde als schwach gelbes
Pulver mit einer Reinheit von 98% erhalten. Die Ausbeute betrug 67%. Der Rickstand
wurde zur 'H-NMR-Analyse nach 4.2.5 (NMR-System 2) verwendet.

Amax: 284 nm

HPLC-ESI-MS [M-H]: m/z 449,0

HPLC-ESI-MS/MS [M-HJ (20 eV): m/z (%) 272,9 (100)

HO  OH

'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz): & 2,77 (2H, t, J 7,3 Hz, B-CH,), 3,21-3,63 (3H, m,
Glucuronid-H, a-CH,), 4,56, 5,02, 5,16 (3xGlucuronid OH), 4,83 (H""), 5,88 (1H, br, H-5"),
6,09 (1H, br, H-3"), 6,62 (2H, d, J 8,4 Hz, H-3, H-5), 7,02 (2H, d, J 8,4 Hz, H-2, H-6), 9,08
(1H, OH-4), 10,67 (1H, br, OH-4"), 13,59 (1H, OH-6")

'H-NMR (DMSO-ds + D,0, 600 MHz): 6 2,77 (2H, t, J 7,3 Hz, B-CH,), 3,21-3,63 (3H, m,
Glucuronid-H, a-CH,), 4,83 (1H, d, J 7,0 Hz, H""), 5,88 (1H, br, H-57), 6,14 (1H, br, H-3"),
6,62 (2H, d, J 8,4 Hz, H-3, H-5), 7,02 (2H, d, J 8,1 Hz, H-2, H-6)
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4.3.6.8 Bestimmung des Gesamtproanthocyanidingehaltes (TPA)

Der Gesamtproanthocyanidingehalt (TPA) wurde in den Extrakten der lleostomabeutel-

inhalte analog 4.3.1.4.2 bestimmt.

4.3.6.9 Bestimmung des durchschnittlichen Polymerisationsgrades (DP,)

Der durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP,,,) der vorliegenden Procyanidine wurde in

den Extrakten der lleostomabeutelinhalte analog 4.3.1.4.3 bestimmt.

4.3.6.10 R-Glucuronidase/Sulfatasebehandlung der lleostomafliussigkeit

Aliquote von Extrakten der lleostomabeutelinhalte (0,5 - 2 g) wurden mit Natriumacetat-
puffer (pH 5) entsprechend ihres urspriinglichen Wassergehaltes rtickverdiinnt. In einem
mit Schraubverschluss verschlieBbaren 8 mL Glasgefal® (CZT, Kriftel) wurden jeweils
3 mL der Extraktlésungen mit 50 pyL (50 U) B-Glucuronidase (Helix pomatia Typ H-1, EC-
Nr. 3.1.6.1) oder 50 yL (50 U) Sulfatase (Helix pomatia Typ H-1, EC-Nr. 3.2.1.31) versetzt,
das Gefall mit einem inerten Teflondeckel (CZT, Kriftel) fest verschlossen und im
Trockenschrank flir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert (Kern et al. 2003). Als Kontrolle dienten
Ansatze ohne Enzym (Zugabe von 50 uL Natriumacetatpuffer, pH 5). Durch Zugabe von
3 mL Methanol wurden die enzymatischen Reaktionen gestoppt und die Proben ans-
chlieBend am Lyophilisator gefriergetrocknet. Die weitere Probenaufarbeitung sowie die
Analytik erfolgten analog 4.3.6.5 (HPLC-System 3).

4.3.7 Exvivo Inkubation mit lleostomaflissigkeit

4.3.7.1 Bestimmung des pH-Wertes in der lleostomafliissigkeit

Die Messung des pH-Wertes im lleostomabeutelinhalt wurde ohne Verdinnung vorge-
nommen. Die Messungen erfolgten unmittelbar nach der Probengewinnung mit einem
digitalen pH-Meter bei 20 °C. Die pH-Elektrode wurde vor der ersten Messung mit Stan-
dardlésungen auf pH 4,0 und pH 7,0 geeicht. Es wurden mehrere ileale FlUssigkeiten, die
an unterschiedlichen Tagen ins Labor gebracht worden waren, untersucht. Der daraus

berechnete Mittelwert von pH 6,3 diente als Richtwert zur Herstellung der Pufferlésung.
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4.3.7.2 Vorbereitung der Inkubationsversuche

Die bei den Inkubationen verwendeten Glasgerate wurden mindestens 3 Stunden bei
150 °C im Trockenschrank gebacken und in die Anaerobenkammer Uberfiihrt. Diese
wurde mindestens 3 Stunden mit einem N,/CO,-Gasgemisch (80:20; v/v) begast.

Die Inkubationsversuche wurden in sterilen, mit Eindriickstopfen verschlieBbaren 13 mL
Plastikgefalen (100 x 16 mm PP; Sarstedt, NUmbrecht) durchgefuhrt. In diese wurde eine
definierte Menge des jeweiligen Polyphenols bzw. des jeweiligen p-Nitrophenolglycosids
(20 yL einer 50 mM Stammldsung in Dimethylsulfoxid; Hauptansatze) vorgelegt. Die
Gefalle wurden mit Stickstoff begast, verschlossen und sofort in die begaste Versuchs-
kammer Uberflhrt. Des Weiteren wurden zur Erfassung der Metabolite, welche die ileale
Mikroflora ohne Zugabe eines Polyphenols bzw. p-Nitrophenolglycosids evt. bilden kann,
sogenannte Blindansatze angefertigt, bei denen 20 pyL Dimethylsulfoxid vorgelegt wurden.
Nach Abzug des Blindwertes — wenn nétig — konnte die Nettoproduktion der Metabolite
bestimmt werden. Zusatzlich wurden sogenannte Kontrollansatze prapariert, bei denen
spater zu den vorgelegten Polyphenolen bzw. p-Nitrophenolglycosiden reiner Reduktions-
puffer (pH 6,3) zugegeben wurde (s. 4.3.2). Bei einer chemischen Instabilitat der zu unter-
suchenden Substanz sind diese Kontrollansatze essentiell, um eine Aussage dartber
machen zu kdnnen, ob der Metabolismus in den Hauptansatzen durch Mikroorganismen
oder durch Faktoren wie Temperatur oder pH-Wert zustande kommt.

Die nach 4.3.2.1 hergestellte Pufferlésung wurde auf 37 °C im Trockenschrank temperiert

und spater mit der lleostomaflissigkeit in die Anaerobenkammer gebracht.

4.3.7.3 Probanden

Drei weibliche, normalgewichtige Probanden im Alter von 34 bis 39 Jahren nahmen an
der Studie teil. Alle drei besitzen seit flinf bzw. sechs Jahren ein endstandiges lleostoma,
das aufgrund einer Erkrankung des Darmes an Morbus Crohn gelegt werden musste. Bei
keiner der Probandinnen wurde seit dieser Zeit eine ileale Operation durchgefihrt. Inner-
halb der letzten vier Wochen vor Studienbeginn wurde keine der Teilnehmerinnen mit
Antibiotika behandelt.

4.3.7.4 Studiendesign

Die Probandinnen ernahrten sich 48 Stunden vor Studienbeginn polyphenolfrei. Die
Beutelabnahme erfolgte nichtern am frihen Morgen. Die Beutel wurden zusammen mit

AnaeroGen™ (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hamphire, UK) in einem 2,5 L fassenden An-
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aerobiertopf (Merck, Darmstadt) (s. Anmerkung) umgehend ins Labor transportiert. Dort
wurde das Gefaly sofort in eine anaerobe Kammer Uberfihrt. Der Inhalt des lleostoma-
beutels wurde in einem Becherglas mit dem gleichen Volumen an Carbonat-Phosphat-
Puffer (pH 6,3; Herstellung s. 4.3.2.1) versetzt, mit einem Glasstab vermischt und tber
Glaswolle filtriert. Das so erhaltene Filtrat wurde als Inokulum (Bakterienquelle) in den
Inkubationsversuchen verwendet. Es wurden jeweils 2,5 mL Inokulum zu den mit Poly-
phenol- bzw. p-Nitrophenolglycosidlésung beflillten sterilen Kulturrohrchen gegeben. Die
Roéhrchen wurden fest verschlossen, kurz geschittelt und anschlie®end bei 37 °C fiir O,
0,5, 1, 2, 4, 6, 8 10 und 24 Stunden im Trockenschrank inkubiert. Ein Stoppen der
enzymatischen Reaktion erfolgte durch Einfrieren mit flissigem Stickstoff. AnschlieRend
wurden die Proben am Lyophilisator gefriergetrocknet. Alle Substanzen wurden mit der

lleostomafliissigkeit jeder Probandin separat inkubiert (n = 3).

Anmerkung: Bei AnaeroGen™ handelt es sich um Papierbeutel, die Komponenten
enthalten, welche atmospharischen Sauerstoff innerhalb kurzer Zeit in einem geschlos-
senen Anaerobiertopf chemisch binden und ein nahezu sauerstofffreies Milieu (Sauer-
stoffgehalt < 1%) einschlieBlich einer Kohlendioxidatmosphare (Kohlendioxidgehalt

9 bis 13%) erzeugen.

4.3.7.5 Studiendesign zur Testung des Mikrofloraeinflusses

Die Durchfihrung erfolgte analog 4.3.7.4. Hierbei wurden unterschiedliche Inokulum-
volumina (75 uL, 312,5 L, 625 pL, 1 250 yL und 2 500 uL) zu einer konstanten Menge an
Quercetin-3-O-glucosid (20 pL einer 50 mM Stammldsung in Dimethylsulfoxid) gegeben.
Die Proben wurden fir 0, 30, 60, 90 und 120 Minuten bei 37 °C im Trockenschrank inku-
biert. Die enzymatische Reaktion jeder Inokulumvolumeneinheit wurde durch Einfrieren
mit flissigem Stickstoff gestoppt. Alle Proben wurden anschlieRend gefriergetrocknet.

In gleicher Weise wurde unter Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin Antibiotikum zum
anaeroben Carbonat-Phosphat-Puffer (pH 6,3; Herstellung s. 4.3.2.1) und anschliel’ender

Inkubation mit lleostomabeutelinhalt verfahren.

4.3.7.6 Probenaufarbeitung und Analytik

Die Aufarbeitung der Inkubations- und Kontrollansatze erfolgte analog 4.3.4.2. Die Analy-
tik mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS wurde wie in 4.3.1.2.2 (HPLC-Systeme 1, 2

[Quercetin und Quercetinglycoside] und 8) beschrieben durchgefihrt. Hierbei wurden die
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HPLC-ESI-MS/MS-Messungen der Polyphenole im negativen Modus, die der p-Nitro-

phenolglycoside im positiven Modus durchgefiihrt.

4.3.7.7 Berechnung der Hydrolyseraten

Die Berechnung der Hydrolyseraten erfolgte in Analogie zu 4.3.3.4. Im Fall der unter-
suchten Mikrofloraabhangigkeit mit und ohne Antibiotikumzusatz wurden die Hydrolyse-

raten gegen die Inokulumvolumina aufgetragen.

4.3.7.8 Enzymaktivitat des lleostomabeutelinhaltes

Die Bestimmung der Enzymaktivitaiten des lleostomabeutelinhaltes erfolgte mittels
apiZym®-Tests der Fa. BioMerieux (Nirtingen, Deutschland). Die entnommene Probe
wurde 1:1 mit sterilem Wasser verdinnt und zentrifugiert. In jede Lasche des vorbe-
reiteten Teststreifens wurden 65 uL Uberstand pipettiert. Parallel dazu wurde ein Test-
streifen nur mit sterilem Wasser versehen. Die Teststreifen wurden fir vier Stunden bei
37 °C im Trockenschrank inkubiert. Nach Zugabe der Ldsungen Zym A und Zym B
wurden die Teststreifen fir 10 Minuten unter einer starken Lichtquelle bestrahlt und an-

schlielend gemaR Anleitung ausgewertet.

4.3.7.9 Bestimmung der intestinalen Mikroflora

Jeder Arbeitsschritt der mikrobiologischen Untersuchung sowie die Inkubationen selbst
wurden in einer Don Whitley MAKS VA500 Anaerobenbank unter anaeroben Bedingun-
gen durchgefihrt. Wahrend der Untersuchung wurden die lleostomaflissigkeiten bei 4 °C
gelagert. Zur Homogenisierung wurden die Proben fur 30 Minuten kraftig geschuttelt. Die
Bestimmung anaerob wachsender Gesamtkeime erfolgte nach dem Koch’schen Platten-
verfahren (Koch 2004). Hierbei wurden die Inkubationen bei 37 °C flr vier Tage auf mit
Brain Heart Infusion Agar (BHI) bestrichenen Platten durchgefiihrt. Die vollstandig
gewachsenen Kolonien wurden mittels Standardquantifizierungsmethoden gezahlt (Koch
2004). Die typischen Isolate wurden mittels Phasenkontrastmikroskop, Gram-, Oxidase-

und Katalasetest identifiziert. Jede Probe unterlag einer Doppelbestimmung.
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4.3.8 In vitro Inkubation mit Hepatozyten

4.3.8.1 Hepatozyten

Die fur die Inkubationen verwendeten Hepatozyten wurden aus der Leber mannlicher

Wistarratten durch in situ Perfusion isoliert.

4.3.8.2 Bestimmung der Zellvitalitat

Die Zellvitalitadt in den Hepatozyten wurde mit Hilfe der Trypanblau-Ausschlussmethode
bestimmt. Hierfiir wurden in einem Eppendorfcap 50 yL Hepatozytensuspension mit 50 L
Trypanblaulésung versetzt und gut durchmischt. AnschlieRend wurden 10 uL der ge-
farbten Suspension unter eine Deckglashalfte der Neubauer-Zahlkammer Uberfihrt und
unter dem Mikroskop sowohl die lebenden (weile) als auch die toten Zellen (blaue) aus-
gezahlt (Ekins et al. 1996). Die Zahlkammer enthalt 8 GrolRquadrate mit jeweils 16 Klein-
quadraten, wobei jedes Kleinquadrat 0,1 uL Zellsuspension entspricht. Die Berechnung

der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl / mL = durchschnittliche Zellzahl / [GroRquadrat x 2 x Kammerkonstante (10%)]

4.3.8.3 Studiendesign

Die in vitro Inkubationen erfolgten im Wesentlichen nach Lave et al. (1997). Alle ver-
wendeten Platten waren kollageniert. Eine definierte Menge des jeweiligen Polyphenols
(100 yL einer 4 mM Polyphenolstammldsung in Dimethylsulfoxid) wurde in 1,9 mL
Williams E Kulturmedium geldst. Die Zellen wurden mit Williams E Kulturmedium ange-
schlammt (2 x 10° lebende Zellen/mL) und jeweils 2,0 mL der Suspension in 60 mm-
Platten ausgestreut. Nach Anlagerung der Zellen wurden jeweils 2 mL der Polyphenol-
Kulturmediumldsung zugegeben (2 x 10° lebende Zellen/Platte in 4 mL Volumen) und die
Platten bei 37 °C im Brutschrank fiir 0, 0,5, 1, 2 und 4 Stunden inkubiert. Als Kontrolle
dienten Ansatze ohne Polyphenole (Zugabe von 2 mL Kulturmedium, Blindwert) bzw.
ohne Zellen (Vorlage von 2 mL Kulturmedium). Die Reaktion wurde durch Einfrieren der
Uberstande mit fliissigem Stickstoff gestoppt. Die Zellen wurden in 1 mL eines Dimethyl-
sulfoxid-Wasser-Gemisches (1:1; v/v) aufgenommen und ebenfalls mit flissigem

Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.
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4.3.8.4 Probenaufarbeitung und Analytik

Die Uberstande wurden in 1 mL 70%igem (v/v) Methanol (in wéasseriger 1% (v/v) Essig-
saure) gelost und direkt zur HPLC-Analyse nach 4.3.1.2 (HPLC-Systeme 1, 2 [Quercetin
und Quercetinglycoside] und 9) vermessen. Da bei der Inkubation von 5-Kaffeoylchina-
saure sowie von 4-p-Cumaroylchinasdure Methylester als Metabolite detektiert wurden,
erfolgte hier ein zweiter Versuchsansatz mit Aceton als Extraktionsmittel, um eine Methy-
lesterbildung durch die Probenaufarbeitung ausschlieRen zu kénnen. Die Zellen wurden in

gleicher Weise aufgearbeitet.

4.3.8.5 Identifizierung der einzelnen Quercetinmetabolite

Die in 70%igem (v/v) Methanol (in wasseriger 1% (v/v) Essigsaure) geldsten
Quercetinproben wurden mit Natriumacetat versetzt, bis ein Bodensatz sichtbar war. Nach
5 Minuten wurde der Uberstand filtriert (Rotilabo Spritzenfilter PVDF, 0,45 ym Poren-
grolRe; Roth, Karlsruhe) und das Filtrat direkt zur HPLC-DAD-Analyse nach 4.3.1.2
(HPLC-System 2) verwendet. Durch Vergleich der UV-Spektren vor Natriumacetatzugabe
und nach 5-minutiger Inkubation erfolgte die Zuordnung der Glucuronide nach Day et al.
(20000b).

4.3.9 Humane Interventionsstudie zur Verfugbarkeit von Apfelpolyphenolen
im Blut

4.3.9.1 Ethikantrag

Die Humanstudie wurde vom Ethikkomitee der Medizinischen Fakultat der Universitat
Wirzburg genehmigt. Alle Teilnehmer wurden Uber die Studie aufgeklart und haben ihr

schriftliches Einverstandnis gegeben.

4.3.9.2 Probanden

Finf gesunde Probanden (drei weiblich, zwei mannlich) im Alter von 24 bis 33 Jahren
nahmen an der Studie teil. Der Body-Mass-Index (BMI) lag zwischen 20,9 und 30,8 kg/m?.
Keiner der Teilnehmer wurde innerhalb der letzten vier Wochen vor Studienbeginn mit
Antibiotika behandelt.



4 Material und Methoden 225

4.3.9.3 Apfelsaft

Der flir die Studie verwendete naturtriibe Apfelsaft wurde aus einem lokalen Supermarkt
bezogen. Unmittelbar vor Studienbeginn wurde der Saft gut geschiittelt, um den am
Flaschenboden befindlichen Trub zu I6sen. AnschlieRend wurden Aliquote (1 mL) jeder

Flasche fur die Polyphenolanalyse entnommen.

4.3.9.4 Studiendesign

Zwei Tage vor Studienbeginn hielten die Probanden eine polyphenolfreie Diat ein. Am
Studientag erschienen die Teilnehmer niichtern und bekamen innerhalb von 15 Minuten je
1 L naturtriiben Apfelsaft zu trinken. Nach vier Stunden erhielten sie eine polyphenolfreie
Mahizeit. Die Blutabnahme erfolgte unmittelbar vor der Apfelsaftaufnahme (Blindwert)
sowie 1, 2, 4 und 8 Stunden nach Apfelsaftverzehr. Fir die Blutabnahme wurden 7,5 mL
S-Monovetten® (92 x 15,3 mm; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) verwendet, die der Se-
rumgewinnung dienen und kleine Granulatkugeln als Gerinnungsaktivatoren enthalten.
Nach dem vollstdndigen Gerinnen des Blutes wurden die Proben fir 10 Minuten bei
5 000 rpm zentrifugiert und das Uberstehende Serum (zwischen 3 und 4 mL) in 5 mL
Roéhrchen (Sarstedt AG & Co., Niumbrecht) Uberfuhrt. Die Serumproben wurden durch Zu-
gabe einer Spatelspitze Ascorbinsdure stabilisiert und anschlieRend mit 1,5 mL 0,58 M

Essigsaure auf pH 5 angesauert. Die Probenlagerung erfolgte bei -80 °C.

4.3.9.5 Probenaufarbeitung

Die naturtriiben Apfelsaftproben wurden membranfiltriert (Rotilabo Spritzenfilter PVDF,
0,45 ym PorengroRe; Roth, Karlsruhe) und danach direkt zur HPLC-Analyse nach
4.3.1.2.2 eingesetzt.

Ein Aliquot des Serums (2 mL) wurde mit 1,5 mL eines Dimethylsulfoxid-Methanol-Ge-
misches (1:4; v/v) versetzt und fur 30 Sekunden geschuttelt. Hierbei werden die pheno-
lischen Verbindungen durch das Dimethylsulfoxid von den Proteinen geldst, welche in
Gegenwart von Methanol denaturieren und ausflocken (Wang et al. 1993). Die Probe
wurde bei 5 000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Bodensatz ein weiteres Mal wie
oben beschrieben mit 1 mL Dimethylsulfoxid-Methanol-Gemisch (1:4; v/v) aufgearbeitet.
Die klaren Uberstéande wurden vereinigt und erneut 2-mal mit je 1 mL Dimethylsulfoxid-
Methanol-Gemisch (1:4; v/v) extrahiert, um eine vollstandige Proteinfallung zu gewahr-

leisten. Die nach 10-miniitiger Zentrifugation (5 000 rpm) erhaltenen Uberstande wurden
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vereinigt und das Lésungsmittel anschlieend bei einer Temperatur von 35 °C schonend
im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 150 uL 70%igem (v/v) Methanol (in wasse-
riger 1% (v/v) Essigsaure) aufgenommen, durch Ultraschall in Lésung gebracht und Gber
Spritzenfilter (Rotilabo-Spritzenfilter, PVDF, 0,22 um Porengréf3e; Roth, Karlsruhe) mem-

branfiltriert. Die erhaltene Losung wurde zur HPLC-Analytik verwendet.

4.3.9.6 Analytik

4.3.9.6.1 Kalibriergeraden

Zur Erstellung der Kalibriergeraden fiir die einzelnen Polyphenolreferenzen wurden von
diesen jeweils 0,1 mg Substanz auf 1 ug genau in einen 100 mL Messkolben eingewogen,
mit wenigen Tropfen Dimethylsulfoxid gelést und der Messkolben anschlieBend mit
destilliertem Wasser aufgefillt (entspricht 1,0 mg/mL). Aus den Stammldsungen wurden
die weiteren Verdiinnungen durch entsprechende Zugabe von Reinstwasser hergestellt
(Verdinnungen: 1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100). In einem Zentrifugenréhrchen wurden
1 mL polyphenolfreies Humanserum (Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes,
Minchen) mit 500 uL 0,58 M Essigsaure auf pH 5 angesauert. Nach Zugabe von 1 mL
Kalibrierlésung wurde das Gemisch verschlossen, gut geschittelt und anschliefend fir
3 Stunden im Dunkeln stehengelassen, um eine Bindung der Polyphenole an die Serum-
proteine zu erreichen. Danach wurden die Probelésungen analog 4.3.9.5 aufgearbeitet.

Als Standard wurde 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure in einer Konzentration von 0,5 mg/L
in Methanol verwendet. Die Stammlésungen sowie die Verdiinnungen wurden mit der
Standardldsung im Verhaltnis 5:1 verdinnt und mittels HPLC-DAD (4.2.1, HPLC-System
5; Injektionsvolumen 50 pL) vermessen. Die Detektion der Dihydrochalkone und Flavan-3-
ole erfolgte bei 280 nm, die der Hydroxyzimtsauren bei 320 nm, die der Flavonole bei
360 nm und die des Standards 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure bei 308 nm. Die Kalibrier-
geraden wurden durch Auftragen des Konzentrationsverhaltnisses Cpoiyphenol/Cstandarda g€gen
das Flachenverhaltnis apoiypheno/@standara €rstellt. Die Bestimmungsgrenzen der Flavonoide
wurden zwischen 0,04 und 0,06 umol/L ermittelt. Die Nachweisgrenzen lagen bei einem

Signal/Rauschverhaltnis von 3:1 (Coleman et al. 2001) zwischen 0,02 und 0,03 umol/L.

4.3.9.6.2 Identifizierung und Quantifizierung

Die Identifizierung der einzelnen Apfelpolyphenole erfolgte mittels HPLC-DAD anhand des

Vergleiches der Retentionszeiten und UV-Spektren der Probenmolekile mit denen au-
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thentischer Referenzverbindungen. Hierbei wurden je 50 pL filtrierte Probenlésung mit
dem Standard 3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure (0,05 mg/mL in Methanol) im Verhaltnis
5:1 versetzt und mittels HPLC-DAD (4.2.1, HPLC-System 5) vermessen (Injektionsvolu-
men 50 pL). Des Weiteren wurden zur Identifizierung HPLC-ESI-MS/MS-Untersuchungen
im negativen Modus durchgefiihrt. Hierfir wurden je 50 uL der filtrierten Probenldsungen
direkt injiziert (Gerateparameter s. 4.2.2, HPLC-System 9). Die Molekiilmassen sowie die
lonenspektren der Substanzen wurden mit denen von authentischen Referenzverbin-
dungen verglichen.

Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD, die Auswertung der einzelnen Substan-

zen erfolgte anhand der entsprechenden Kalibriergeraden (4.3.9.6.1) in umol/L.

4.3.9.7 R-Glucuronidase- und Sulfatasebehandlung des Serums

In einem dunklen, mit Schraubverschluss verschlieBbaren 1 mL Glasgefalt (CZT, Kriftel)
wurden jeweils 1 mL der Serumproben (pH 5; s. 4.3.9.5) mit 50 yL (50 U) B-Glucuroni-
dase (Helix pomatia Typ H-1, EC-Nr. 3.1.6.1) und 50 pyL (50 U) Sulfatase (Helix pomatia
Typ H-1, EC-Nr. 3.2.1.31) versetzt, das Gefall mit einem inerten Teflondeckel (CZT,
Kriftel) fest verschlossen und im Trockenschrank fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert (Kern
et al. 2003). Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Enzym (Zugabe von 50 pyL Natrium-
acetatpuffer, pH 5). Durch Zugabe von 100 uL 20%iger Trichloressigsaure wurden die
enzymatischen Reaktionen gestoppt. Die weitere Probenaufarbeitung sowie die HPLC-
Analytik erfolgten analog 4.3.9.5 und 4.3.9.6.

4.3.9.8 Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter

Die Ein-Kompartiment-Analyse wurde unter Verwendung von Origin 7.5 (OriginLab Corp.,
Northampton, USA) durchgeflihrt. Als Fit-Funktion wurde die Bateman-Funktion fir k, > ke

herangezogen.

=c’ (efkpxt _ e*kaxt)

cSerum

Die pharmakokinetischen Parameter ke, t12, Cmax, tmax Und AUCq.g, wurden wie folgt be-
rechnet: Die terminale Eliminationskonstante k. wurde nach fitten der Messwerte mit der
Bateman-Funktion als Fit-Parameter abgelesen. Aus k. folgt der Wert flr ty,. Die Be-
stimmung der maximalen Serumkonzentration cna.x und des Zeitpunktes tynax, an dem
diese erreicht wird, folgten aus Differentiation der Fit-Funktion. Die AUCqgn-Werte wurden

mit der Trapezmethode bestimmt.
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4.3.10 Humane Interventionsstudie zur Kontrolle von Apfelpolyphenolen im
Urin

4.3.10.1 Ethikantrag

Die Humanstudie wurde vom Ethikkomitee der Medizinischen Fakultat der Universitat
Wirzburg genehmigt. Alle Teilnehmer wurden Uber die Studie aufgeklart und haben ihr

schriftliches Einverstandnis gegeben.

4.3.10.2 Probanden

Sechs gesunde Probanden (vier weiblich, zwei mannlich) im Alter von 23 bis 33 Jahren
nahmen an der Studie teil. Der Body-Mass-Index (BMI) der Studienteilnehmer lag
zwischen 19,7 und 30,8 kg/mz. Keiner der Teilnehmer wurde innerhalb der letzten vier

Wochen vor Studienbeginn mit Antibiotika behandelt.

4.3.10.3 Apfelsaft

Der flir die Studie verwendete naturtriibe Apfelsaft wurde aus einem lokalen Supermarkt
bezogen. Unmittelbar vor Studienbeginn wurde der Saft gut geschiittelt, um den am
Flaschenboden befindlichen Trub zu I6sen. AnschlieRend wurden Aliquote (1 mL) jeder

Flasche fir die Polyphenolanalyse entnommen.

4.3.10.4 Studiendesign

Zwei Tage vor Studienbeginn hielten die Probanden eine polyphenolfreie Diat ein. Am
Studientag erschienen die Probanden niichtern und bekamen innerhalb von 15 Minuten je
1 L naturtriiben Apfelsaft zu trinken. Nach vier Stunden erhielten sie eine polyphenolfreie
Mabhlzeit. Zur Erfassung der Metabolite, welche im Urin ohne Zugabe eines Polyphenols
vorlagen, wurde dieser 12 Stunden vor der Apfelsaftaufnahme gesammelt (Blindwert).
Nach Apfelsaftverzehr erfolgte das Sammeln des Urins Uiber die Zeitraume 0 bis 12 Stun-
den und 12 bis 24 Stunden. Die Proben (pH zwischen 5,2 und 6,3) wurden mit konzen-

trierter Salzsaure auf pH 4 bis 5 angesauert und bis zur Aufarbeitung bei -24 °C gelagert.
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4.3.10.5 Probenaufarbeitung

Die naturtriben Apfelsaftproben wurden membranfiltriert (Rotilabo Spritzenfilter PVDF,
0,45 uym PorengroRe; Roth, Karlsruhe) und danach direkt zur HPLC-DAD-Analyse nach
4.3.1.2.2 eingesetzt.

Ein Aliquot des Urins (10 mL) wurde uber Spritzenfilter (Rotilabo, PVDF, 0,45 uym Poren-
grolle; Roth, Karlsruhe) membranfiltriert. Von dem Filtrat wurden 5,4 mL mit 0,6 mL
85%iger Phosphorsdure in einem Zentrifugenréhrchen auf pH 1,5 angesauert, das Ge-
misch geschttelt und bei 5 000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand
wurde fiir die Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE) an Oasis® HLB Kartuschen
(4.1.5) verwendet. Die Aktivierung und Vorkonditionierung der Kartuschen erfolgte durch
Auftragen von 2 mL Methanol und 2 mL einer 0,01%igen wasserigen Salzsaurelésung
(v/v). Danach wurden je 5 mL der vorbereiteten Urinproben auf die Kartuschen gegeben
und diese anschliefend mit 2 mL 0,01%iger wasseriger Salzsaureldsung (v/v) gewaschen.
Nachdem die Saule vollstandig trockengelaufen war, erfolgte die Elution der phenolischen
Verbindungen durch Aufgeben von 2 mL einer 0,01%igen methanolischen Salzsaure-
I6sung (v/v). Das Losungsmittel wurde mit Stickstoff schonend entfernt und der Riickstand
bei -80 °C unter Argonatmosphare gelagert. Jede Probe wurde 2-mal aufgearbeitet, wobei
ein Ansatz fir die HRGC-MS-Analytik und ein Ansatz fir die HPLC-ESI-MS/MS-Analytik
verwendet wurde. Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Urin (Ansatz mit destilliertem Was-
ser, pH 1,5).

4.3.10.6 Analytik

4.3.10.6.1 Kalibriergeraden

Zur Erstellung der Kalibriergeraden fir die einzelnen phenolischen Referenzen wurden
jeweils 0,1 mg Substanz auf 1 ug genau in einen 100 mL Messkolben eingewogen und
dieser mit Methanol aufgefiillt (entspricht 1 mg/L). Aus den Stammlésungen wurden die
weiteren Verdinnungen durch entsprechende Zugabe von Methanol hergestellt (Verdin-
nungen: 1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/150). Als Standard wurde 3,4,5-trans-Tri-
methoxyzimtsaure in einer Konzentration von 0,5 mg/L in Methanol verwendet. Die
Stammldsungen sowie die Verdinnungen wurden mit der Standardldsung im Verhaltnis
5:1 verdunnt und mittels HPLC-ESI|neg-MS/MS im SRM-Modus (4.2.2, HPLC-System 9,
Massenspektrometer 1) vermessen. Die Kalibriergeraden wurden durch Auftragen des
Konzentrationsverhaltnisses Cpoiyphenol/Cstandara  g€gen das  Flachenvehaltnis  apgiyphenol/

Astandara  €rstellt. Die Bestimmungsgrenzen der Flavonoide wurden zwischen 18 und
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43 nmol/L ermittelt. Die Nachweisgrenzen lagen bei einem Signal/ Rauschverhaltnis von
3:1 (Coleman et al. 2001) zwischen 14 und 37 nmol/L.

4.3.10.6.2 Identifizierung und Quantifizierung

Die Identifizierung der einzelnen phenolischen Verbindungen erfolgte mittels HRGC-MS
mit Hilfe authentischer Referenzverbindungen uber den Vergleich von Retentionszeiten
und Massenspektren. Hierfur wurden die Probenrickstande mit 50 pL Silylierungsreagenz
(N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, MSTFA) versetzt und 30 Minuten bei 75 °C
erwarmt. Anschlielend wurde je 1 puL direkt fur die HRGC-MS verwendet (Gerate-
parameter s. 4.2.4).

Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-ESlei-MS/MS im SRM-Modus. Fiir die Analyse
wurden die Probenrlckstande in 500 uL 70% (v/v) Methanol (in wasseriger 1% (v/v)
Essigsaure) geldst und vermessen (HPLC-System 9, Massenspektrometer 1). Die Aus-
wertung der einzelnen Substanzen erfolgte anhand der entsprechenden Kalibriergeraden
(s. 4.3.10.6.1) in ymol/L. Da das Volumen des Urins in Abhangigkeit der Flissigkeits- und
Nahrungsaufnahme, der extrarenalen Flissigkeitsabnahme wie Schweil® oder Atmung
sowie in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und Koérpergewicht schwankt, wurde als
quantitative BezugsgroRe der Kreatiningehalt des Harns verwendet. Dieser ist direkt
proportional zur Muskelmasse, sodass die taglich ausgeschuittete Kreatininmenge eine

konstante GroRe darstellt.

4.3.10.7 Kreatininbestimmung nach Jaffé

In einer Kivette wurden 200 uL entsprechend verdinnter Urin (zwischen 1/2 und 1/10) mit
700 uL Pikrinsaurereagenz (0,9 g Natriumchlorid, 0,13 g Pikrinsaure in 100 mL destillier-
tem Wasser) und 800 uL destillliertem Wasser (Endvolumen 1,7 mL) versetzt. Durch
Zugabe von 200 uL 1 M Natriumhydroxidlésung wurde die Reaktion gestartet. Kreatinin
bildet mit Pikrinsaure einen Farbkomplex. Da die Emission dieses Komplexes kinetisch
abhangig ist, wurde die Emission zu zwei festgelegten Zeitpunkten (nach 10 und
60 Sekunden) bei 510 nm spektrophotometrisch (Gerateparameter s. 4.2.6, Photometer)
gegen einen Blindwert (destilliertes Wasser) vermessen und die Differenz (A E) bestimmt
(Larsen 1972). Diese wurde in eine Kalibriergerade eingesetzt und der Kreatiningehalt in

mg/L ermittelt.
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Fir die Kalibriergerade wurden 7,5 uL, 15 yL, 35 pL, 55 L, 75 yL und 100 yL einer
Kreatininstammldsung (8,35 mg/3 mL) mit 992,5 uL, 985 uL, 965 uL, 945 pL, 925 uL bzw.

900 pL destilliertem Wasser versetzt, wie oben beschrieben behandelt und vermessen.

4.3.10.8 Ermittlung der Wiederfindungsraten

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten der Substanzen nach Probenaufarbeitung
wurden definierte Mengen der einzelnen phenolischen Verbindungen (20 yL einer 25 mM
Stammlésung in Dimethylsulfoxid) mit 5 mL polyphenolfreiem Urin (Blindwert) versetzt.
Die Aufreinigung mittels Festphasenextraktion sowie die Analyse mittels GC und HPLC-
ESlneg-MS/MS erfolgten analog 4.3.10.5 und 4.3.10.6.

4.3.10.9 3-Glucuronidase- und Sulfatasebehandlung des Urins

Die enzymatische Umsetzung von 5,4 mL Urin mit 8-Glucuronidase (Helix pomatia Typ H-
1, EC-Nr. 3.1.6.1) und Sulfatase (Helix pomatia Typ H-1, EC-Nr. 3.2.1.31) erfolgte wie in
4.3.9.7 beschrieben. Die weitere Probenaufarbeitung sowie die HRGC-MS- und HPLC-
ESI-MS/MS-Analytik erfolgten analog 4.3.10.5 und 4.3.10.6.



232

5 Strukturmatrix

5 Strukturmatrix

Strukturformeln ausgewahlter Polyphenole, chronologisch geordnet nach Nennung im

Text. Chiralitatszentren sind mit * gekennzeichnet.

Nr. Substanz Nr. Substanz

(1) 5-Kaffeoylchinasaure (25) Phloroglucin

(la) 3-Kaffeoylchinasaure (26) 3,4-Dihydroxybenzoeséaure

(1b) 4-Kaffeoylchinasaure (27) 2,4,6-Trihydroxybenzoesaure

(1c) 1-Kaffeoylchinasaure (28) Phloretin-2"-O-glucuronid

(2) Kaffeesaure (29) oligomere Procyanidine

(3) 4-p-Cumaroylchinasaure (30) p-Nitrophenol

(3a) 3-p-Cumaroylchinasaure (31) p-Nitrophenol-8-D-glucosid

(3b)  5-p-Cumaroylchinasaure (32) p-Nitrophenol-$-D-galactosid

(4) Phloretin (33) p-Nitrophenol-8-D-xylosid

(5) Phloretin-2°-O-glucosid (34) p-Nitrophenol-a-L-arabinosid

(6) Phloretin-2°-O-xyloglucosid (35) p-Nitrophenol-a-L-rhamnosid

(7) (+)-Catechin (36) Isoferulasaure

(7a) (-)-Catechin (37) Quercetin-7-O-glucuronid

(8) (-)-Epicatechin (38) 3°-O-Methylquercetin-3-O-glucuronid
(9) Procyanidin B4 (39) Quercetin-3-O-glucuronid

(10) Procyanidin B, (40) 3°-O-Methylquercetin-7-O-glucuronid
(11) Quercetin (41) Quercetin-4"-O-glucuronid

(12) Quercetin-3-0O-B-D-glucosid (42) Quercetin-3"-O-glucuronid

(13) Quercetin-3-O-B-D-galacosid (43) 3°-O-Methylquercetin-4"-O-glucuronid
(14) Quercetin-3-0O-a-L-arabinosid (44) 3°-O-Methylquercetin

(15) Quercetin-3-0O-B-D-xylosid (45) 4-Hydroxybenzoesaure

(16) Quercetin-3-0O-a-L-rhamnosid (46) 3-Hydroxyphenylessigsaure

(17)  Quercetin-3-O-B-D-rutinosid (47) 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure

(18) Cyanidin-3-0O-3-D-galacosid (48) 3-Hydroxyphenylpropionsaure

(19) D-(-)-Chinasaure (49) Hippursaure

(20) Kaffeesauremethylester (50) 3-Hydroxyhippursaure

(21) Ferulasaure (51) 4-Hydroxyhippursaure

(22) Dihydrokaffeesaure

(23) p-Cumarsaure

p-Cumarsauremethylester

(S)

3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsaure
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7 Anhang

7 Anhang

Tabelle 7.1: Ermittelte Polyphenolgehalte [mg/L] in Tafeldpfeln. Angabe von Mittelwerten aus Dreifachbestimmungen. SD < 1,0%.

Boskoop Granny Smith Fuji Golden Delicious Red Delicious
5-Kaffeoylchinasaure (1) 487,6 +£5,8 54,0 £ 3,7 5410 37604 32,7+0,2
Kaffeesaure (2) n. b. 3,8+£0,1 250 48+0,2 6,1+0,2
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 29,2+0,1 9,1+0,3 11,10 14,4 £ 0,2 22,1+0,1
Phloretin (4) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n.
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 247+0,4 9,3+0,1 8,5+0,1 41+0 710
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 36,610 25,9+0,8 7,2+0,2 76101 2,7+0,1
(+)-Catechin (7) 60,0 £ 0,2 25+0,2 7,0+0,1 3,801 320
(-)-Epicatechin (8) 189,1+ 04 15,1+0,3 36,6 £ 0,1 46,6 +0,4 54,4 £ 0,3
Procyanidin B4 (9) 500 2,7+0,1 4,3+0,1 55+0,2 3,2+0,1
Procyanidin B, (10) 138,4+ 0,6 29,6 £0,2 425+0,3 38,7+ 0,1 36,9+0,1
Quercetin (11) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n.
Quercetin-3-0O-glucosid (12) n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Quercetin-3-O-galactosid (13) n. b. n. b. 22+01 n. b. n. b.
Quercetin-3-O-xylosid (14) n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Quercetin-3-O-arabinosid (15) n. b. 0,510 n. b. n. b. n. b.
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) n. b. 1,9+0,1 1,4+0,1 1610 n. b.
Quercetin-3-O-rutinosid (17) n.n. n.n. n. n. n.n. n. n.
Cyanidin-3-O-galactosid (18) n.n. n.n. n.n. n.n. n. n.
Gesamtpolyphenolgehalt 970,0 154,4 178,0 164,8 165,4

nicht nachweisbar
nicht bestimmbar

n. n.
n. b.
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Tabelle 7.2: Ermittelte Polyphenolgehalte [mg/L] in Mostapfeln. Angabe von Mittelwerten aus Dreifachbestimmungen. SD < 1,2%.

Brettacher Bohnapfel Winterrambur Bittenfelder Kaiser Wilhelm Kaiser Alexander

5-Kaffeoylchinasaure (1) 448,2 + 0,1 305,3+0,6 230,0+ 1,2 223,1+0,3 117,31+ 0,1 80,6 £ 0,6
Kaffeesaure (2) 4,0+£0,1 55+0,1 7,3+£0,2 320 4,2+0,2 3,0+£0,1
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 140,4 £ 0,1 48,9+0,3 78 0,2 43,6 £0,2 17,0 £ 0,1 50,0 £ 0,3
Phloretin (4) n. n. n.n. n.n. n. n. n.n. n. n.
Phloretin-2°-O-glucosid (5) 93,6 £ 0,1 35,1+0,1 27,6 £ 0,1 34,9+0,1 15310 13,2+0,5
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 63,2+ 0,1 135,9+0,1 63+0,9 44,8 £0,1 36,3+0,1 20,3+1,2
(+)-Catechin (7) 3,0+£0,1 12,0 £ 0,1 21,5+0,1 11,7 +£0,1 8,4+0,2 360
(-)-Epicatechin (8) 29,8+ 0,1 66,8 £ 0,2 90,0+0,2 77601 64,7+ 0,1 50,3+0,3
Procyanidin B4 (9) 260 24+0,1 14,0 £ 0,1 20,4+0,2 280 300
Procyanidin B (10) 34,2+0,2 36,8 £ 0,1 82,6 +0,2 87,9+0,3 29,2+ 0,1 32,2+0,2
Quercetin (11) n. n. n.n. n.n. n. n. n.n. n. n.
Quercetin-3-0O-glucosid (12) n. b. 1,920 40+£0,1 1,0+£0,1 n. b. 1,3+0,1
Quercetin-3-0O-galactosid (13) 290 7,1+0,2 8,110 6,9+0,1 24+0,1 1,6 £ 0,1
Quercetin-3-O-xylosid (14) 4,7+0 410 45+0 5001 330 n. b.
Quercetin-3-0O-arabinosid (15) 0,9+0,1 49+0,1 6,1+0,1 5,0+0,1 0,3+0,2 04+0
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) 280 46+0,2 40+0,2 43+0,3 2,8+0,2 16+0
Quercetin-3-O-rutinosid (17) n. n. n.n. n.n. 0,8+0,3 n.n. n.n.
Cyanidin-3-O-galactosid (18) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Gesamtpolyphenolgehalt 829,7 671,4 641,3 570,2 304,1 261,2

= nicht nachweisbar

n.n.
n. b. = nicht bestimmbar
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Tabelle 7.3: Ermittelte Polyphenolgehalte [mg/L] in klaren (A - C) und naturtriiben (D - 1) Apfelsaften. Angabe von

Mittelwerten aus Dreifachbestimmungen.

SD < 0,8%.

A2 BZ C2 Dl E1,3 Fl,3 Gl Hl,S Il
5-Kaffeoylchinasaure (1) 529+0,2 618+1,0 956+03 882+02 2174+13 794+06 853+06 181,5+09 1159+0,3
Kaffeesaure (2) 39+0,1 44+0,2 44+0 4,1+0,1 4,3+0,2 44+02 43%0,1 54+0,2 49+0,3
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 1,8+02 218+06 218+01 137+14 373+24 100+01 148+01 372%+0,5 210+0
Phloretin (4) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n.
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 060 280+0 97+01 76+01 181+01 122+0,1 10,7+0,3 23,2+04 9,5+0,1
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 88+0 255+0,2 230+0 200+25 577+13 320+£01 221+02 453+0,3 48,001
(+)-Catechin (7) n. b. n. b. n. b. n. b. 0,4+0,1 1,8+0 1,9+0,1 28+0,1 3,2+0,2
(-)-Epicatechin (8) 19,0+0,1 13,5+0,2 14,0+08 353+0,1 979+08 869+0,2 31,3+04 486+ 0,2 458+ 0,4
Procyanidin B, (9) n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. 43+0 n. b. 41+0,1 52+0,3
Procyanidin B, (10) 129+0,2 3,2+0,1 n. b. 10,3+0,1 214102 19,7102 192102 19701 17,1+01
Quercetin (11) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n.
Quercetin-3-O-glucosid (12) n. b. n. b. n. n. n. b. n. b. n. b. n. b. 1,820 1,40
Quercetin-3-0O-galactosid (13) n. b. 2,7+0,1 250 n. b. 1,220 n. b. 2,7+0,1 2,0+£0,1 22+0
Quercetin-3-O-xylosid (14) n. n. n. b. n. n. n. b. n. b. n. b. n. b. 5,0£0,1 n. b.
Quercetin-3-0O-arabinosid (15) n. b. n. b. n. b. n. b. 0,6+0,2 04+0 n. b. 0,7+£0,1 n. b.
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) n. b. 4,6 £0,1 1,70 28+0,1 2,7+0,1 31+0,1 4,1+0,1 320 1,4+0,1
Quercetin-3-O-rutinosid (17) n. n. n. n. n.n n. n. n. n. n.n n. n. n. n. n.n.
Cyanidin-3-O-galactosid (18) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Gesamtpolyphenolgehalt 109,9 165,5 172,7 182,0 459,0 254,2 196,4 380,6 275,6
! Direktsaft
% Saft aus Konzentrat
® Bio"

n. n. = nicht nachweisbar
n. b. = nicht bestimmbar



7 Anhang

Tabelle 7.4: Ermittelte Polyphenolgehalte [mg/L] in naturtriben Apfelsaften (J - Q). Angabe von Mittelwerten aus Dreifachbestimmungen. SD < 0,8%.

Jl K1,3 L2 Ml Nl 01,3 Pl Q2
5-Kaffeoylchinasaure (1) 188,2+06 850+09 982+05 1208+04 941+02 181,8+04 950+£03 135403
Kaffeesaure (2) 57+0,1 57+0,3 52+0,2 4,2+0,1 4,6 +0,1 4,8+0,1 4,0+£0,1 390
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 380+08 20402 225%1,3 18,1+ 0,1 21,4 +£0,1 23,8+ 0,1 16,4 £ 0,1 24,4 +0,1
Phloretin (4) n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n.
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 32,8+0,3 148+03 18,8+0,2 10,1 £ 0,1 16,0 £ 0,1 n. n. 7,7+0,1 20,00
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 54,3+£04 353+04 30,6+0.1 26,0+£0,3 26,5+0,1 14,8 £ 0,2 15,0 £ 0,1 3200
(+)-Catechin (7) 1,7+£0,1 n. b. 0,8+0,2 1,9+£0,1 n. b. 340 2,2+0,1 3,6+0,2
(-)-Epicatechin (8) 59,3+0,2 435+0,2 31,7+03 490+04 40,5+0,1 679+0,2 455+03 985+04
Procyanidin B, (9) 3,8+0,2 14,8 £ 0,5 n. b. n. b. 200 n. b. n. b. n. b.
Procyanidin B, (10) 27,4+0,3 189+0,1 31,301 15,7+0,2 26,7102 20,4+0,1 22,0+0,5 19,7 £ 0,1
Quercetin (11) n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. n.n.
Quercetin-3-0O-glucosid (12) 22+0 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Quercetin-3-0O-galactosid (13) 1,7+0,2 1,7+0,2 3,7+0,1 n. b. 1,8 +0,2 1,6 £0,1 n. b. n. b.
Quercetin-3-O-xylosid (14) 56101 n. b. n. b. n. b. n. b. 0,5+0 n. b. n. b.
Quercetin-3-0O-arabinosid (15) 1,5+£0,2 0,5+0 0,5+0,1 n. b. 0,6 +0,2 3,8+0,1 0,4+0 n. b.
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) 42+0 2,8+0,1 3,5+0,1 290 3,0+0,1 3,8+0,1 2,7+0,1 2,3+0,1
Quercetin-3-O-rutinosid (17) n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n.
Cyanidin-3-O-galactosid (18) n. n. n.n. n.n. n.n n.n. n. n. n. n. n.n.
Gesamtpolyphenolgehalt 431,1 243,4 246,6 248,8 237,0 368,1 211,0 340,8

' Direktsaft

2 Saft aus Konzentrat

% Bio*

n. n. = nicht nachweisbar
n. b. = nicht bestimmbar



7 Anhang

Tabelle 7.5: Ermittelte Polyphenolgehalte [mg/L] in naturtriben Apfelséften (R - X). Angabe von Mittelwerten aus Dreifachbestimmungen. SD < 0,8%.

Rl Sl -I-l Ul,2 Vl Wl Xl Rl
5-Kaffeoylchinasaure (1) 1256+04 106,9+04 1340+0,2 1258+10 1225+0,5 1319+03 60,5+29 125604
Kaffeesaure (2) 4,0+0,1 4,0+£0/1 50+0,2 4,3+0,1 4,3+0,1 49+0,2 3,7+0,1 4,0+0,1
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 18,8 £ 0,1 18,8 £ 0,1 23,7+0,1 26,8+1,8 219+01 344+20,1 10,1+0,7 18,801
Phloretin (4) n. n. n.n. n.n. n.n. n. n. n.n. n.n. n.n.
Phloretin-2"-O-glucosid (5) 7,2%0,2 060 15,2+ 0,1 17,6 £0,3 8,7+0,1 26,5+ 0,1 40+1,4 7,2+0,2
Phloretin-2"-O-xyloglucosid (6) 15,8 £ 0,1 8,810 576+14 54,5+0,8 21,9+0,2 335+0,2 10,0+1,3 158101
(+)-Catechin (7) 0,4+0,1 n. b. 0,3+0,1 340 59+0,3 3,6+0,1 0,5+0,1 0,4+0,1
(-)-Epicatechin (8) 95,3+0,2 40,9 £ 0,1 86,3 +0,6 50,4 £ 0,2 70,2+0,3 56,8+0,3 33,0x0,6 953%0,2
Procyanidin B4 (9) 2,7+0,1 n. b. 2,2+0,1 20,8 +0,1 57+0,3 n. b. n. b. 2,7+0,1
Procyanidin B, (10) 26,0+0,3 10,30 20,3+0,2 40,1+ 0,1 33,8+0,1 188+0,1 255+0,1 26,0+0,3
Quercetin (11) n. n. n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. n.n.
Quercetin-3-0O-glucosid (12) 44+0,3 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. 44+0,3
Quercetin-3-O-galactosid (13) 1,9+£0,1 n. b. 2,7+0,1 1,6+0,2 1,610 1,7+£0,2 1,8+£0,1 1,9+£0,1
Quercetin-3-O-xylosid (14) 1,1+0,1 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. 1,1+0,1
Quercetin-3-0O-arabinosid (15) 0,4+0 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. 04+0
Quercetin-3-O-rhamnosid (16) 25+0,1 1,5+0 2210 3,0£0,3 22+0,1 25+0,1 3,1+£0,1 25+0,1
Quercetin-3-O-rutinosid (17) n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n.
Cyanidin-3-O-galactosid (18) n. n. n.n n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n.
Gesamtpolyphenolgehalt 306,1 229,3 349,6 348,3 298,7 314,6 152,2 306,1

' Direktsaft

2 Bio"

n. n. = nicht nachweisbar
n. b. = nicht bestimmbar
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Tabelle 7.6: Mittels HPLC-DAD ermittelter mittlerer Polymerisationsgrad (DP,,) von Procyanidinen
in den Beuteln am Stoma des terminalen lleums aller 11 Probanden. Angabe von
Mittelwerten £ SD aus Doppelbestimmungen.

Proband Oh 1h 2h 4 h 6h 8h

1 n.n n. b. 3,0£006 3,2+0,02 1,9%+0,05 n. b.

2 n.n 29+0,06 40+0,15 3,1+0,03 1,9+0,03 n. b.

3 n.n 28+0,09 371006 3,0x£0,02 200,05 n.n.

4 n.n 3,0+£0,07 36+006 32+0,02 1,7+0,14 n. n.

5 n.n. 3,1+0,04 36+£0,15 3,3+x0,05 2,2+0,05 n.n.

6 n.n 27+0,06 33+010 3,2+0,20 1,8+0,08 n. n.

7 n.n 28+005 34+0,15 3,1+x0,06 1,8+£0,01 0,06+0,09

8 n.n 26+0,13 35+0,15 3,2+0,02 1,7+£0,30 n. n.

9 n.n 25+0,14 29+035 3,1+0,18 1,3+x0,15 0,15+0,21

10 n.n 28+0,06 300,15 3,1+0,03 1,8+0,06 n. n.

11 n. n. 2,7+018 33+006 30004 14+£0,04 0,05+0,07
Mittelwert 0 2,8 3,4 3,1 1,8 0,03

n.=n
b.=n

icht nachweisbar
icht bestimmt
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Tabelle 7.7: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 1. Angabe von
Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1h 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) 1,3+£0,02 n. b. 15,3+ 0,1 7,3+0,06 2,5+0,08 n. b. 26,4
3-CQA (1a) n. n. n. b. 18,5+ 0,2 13,0+ 0,2 1,7 £ 0,01 n. b. 33,2
4-CQA (1b) n. n. n. b. 8,4+0,2 3,3+£0,2 060 n. b. 12,3
1-CQA (1c) n. n. n. b. 9,4+0,1 5,8+0,1 2,0+ 0,01 n. b. 17,2
CA (2) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. n. b. 4,4+0,1 3,3+0,04 1,5+ 0,04 n. b. 9,2
3-p-CoQA (3a) n. n. n. b. 4,1+0,1 3,0+ 0,05 0,6 +£0,02 n. b. 7,7
5-p-CoQA (3b) n. n. n. b. 0,3 £ 0,01 0,3+0,03 0,3+0,07 n. b. 0,9
P (4) n. n. n. b. n. n. 0,7 £ 0,06 n.n. n. b. 0,7
P-2"-glc (5) n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. n. b. 9,4+0,2 3,8+0,1 0,7 £0,02 n. b. 13,9
(+)-Cat (7) n. n. n. b. n. n. n. n. n.n. n. b. 0
(-)-Epi (8) n. n. n. b. 52+0,1 45+0,2 1,7+ 0,1 n. b. 11,4
Pro B4 (9) n. n. n. b. n. n. n. n. n.n. n. b. 0
Pro B, (10) n. n. n. b. n.n. n.n. n.n. n. b. 0
Q (11) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q-3-glc (12) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q-3-gal (13) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q-3-ara (14) n.n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q-3-xyl (15) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q-3-rha (16) n. n. n. b. n. n. 0,2+0 n. n. n. b. 0,2
QA (19)’ n. n. n. b. 39,7+0,5 17,2+0,5 n. n. n. b. 56,9
CAME (20) n. n. n. b. 52+0 1,9 + 0,30 n. n. n. b. 7,1
p-CoAME (24) n. n. n. b. 6,6 +0,3 28+0 n. n. n. b. 9,4
P-2"-glu (28) n. n. n. b. 1,6 £ 0,05 2,2+0,1 0,4 +0,06 n. b. 4,2
Pron>2 (29) n. n. n. b. 516+1,2 28,2+0,8 14,3+ 0,5 n. b. 94,1
Gesamt 1,3 n.b. 179,7 97,5 26,3 n.b. 304,8
n. b. = nicht bestimmt
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus
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Tabelle 7.8: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 2. Angabe von
Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1h 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 10,7+ 0,2 16,7 £ 0,1 8,5+0,2 0,6 £ 0,05 n. b. 36,5
3-CQA (1a) n. n. 7,0+0,2 17,5+0,3 7,4 +£0,04 3,56+0,1 n. b. 35,4
4-CQA (1b) n. n. 3,0+£0,2 6,2+0,3 4,2+0,2 n. n. n. b. 13,4
1-CQA (1c) n.n. 6,1+0,1 9,3 +0,04 4,3+0,1 1,1+ 0,1 n. b. 20,8
CA (2) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. b. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 24 +0,1 3,3+0,1 2,7+0,03 1,2+ 0,01 n. b. 9,6
3-p-CoQA (3a) n. n. 1,5+ 0,02 3,6 +£0,08 1,210 0,6 £ 0,06 n. b. 6,9
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3 0,02 0,3+0,02 06+0 0,3+0,1 n. b. 15
P (4) n. n. 0,4 £ 0,01 0,4 £ 0,02 0,4 +£0,03 0,4 £ 0,01 n. b. 1,6
P-2"-glc (5) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 26+0,1 57+0,2 3,5+0,2 0,20 n. b. 12,0
(+)-Cat (7) n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. b. 0
(-)-Epi (8) n. n. 3,1+0,1 3,1+0,1 2,8+0,1 n. n. n. b. 9,0
Pro B4 (9) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Pro B, (10) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q (11) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. b. 0
Q-3-glc (12) n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n. b. 0
Q-3-gal (13) n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n. b. 0
Q-3-ara (14) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. b. 0
Q-3-xyl (15) n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n. b. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,2 + 0,01 0,5+0 0,2 +£0,05 0,2+0,1 n. b. 1,1
QA (19)' n. n. 17,3+0,2 29,7+0,3 11,1+0,2 3,2+0,03 n. b. 61,3
CAME (20) n. n. 21+05 13,7+0,3 7,0+£0,3 n. n. n. b. 22,8
p-CoAME (24) n. n. 1,110 12,2+0,3 10,1+ 0,6 0,8+0,3 n. b. 24,2
P-2"-glu (28) n. n. 0,9 £ 0,07 3,3+£0,1 20+0,1 0,5+0,05 n. b. 6,7
Pron>2 (29) n. n. 24,8 +£0,6 474 +0,2 14,5+0,3 n. n. n. b. 86,7
Gesamt 0 83,5 172,9 80,5 12,6 n.b. 349,5
n. b. = nicht bestimmt
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus
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Tabelle 7.9: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 3. Angabe von

Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1h 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 4,0 £0,07 11,6 £0,2 7,3+0,2 3,1+0,1 0,3+0,02 26,3
3-CQA (1a) n. n. 79+0,1 19,2+0,1 21,5+0,1 7,1+0,03 n. n. 55,7
4-CQA (1b) n. n. 1,5+0,2 26+0,2 09+0 0,6 £ 0,05 n. n. 5,6
1-CQA (1c) n. n. 29+0,1 3,5+0,1 10,2+ 0,1 2001 n.n 18,6
CA (2) n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 24+0,3 3,0+£0,2 4,1+0,2 0,9+0,1 0,3+0,06 10,7
3-p-CoQA (3a) n. n. 0,8 £ 0,03 1,5+£0,1 3,9+0,2 0,3+ 0,01 0,3+0,01 6,8
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,2 +0,02 0,2 + 0,01 0,6 £ 0,01 0,3+0,04 020 15
P (4) n. n. 0,4+0,1 1,1+£0,1 1,5+0,1 0,4+0,1 0,2+ 0,09 3,6
P-2"-glc (5) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 2,3+0,03 4,3+£0,03 6,6 £ 0,1 0,5+0,1 n. n. 13,7
(+)-Cat (7) n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 2,1+0,03 1,8 £ 0,04 4,1+0,1 0,3+0,05 n. n. 8,3
Pro B4 (9) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
Pro B, (10) n.n. n. n. n.n. n. n. n.n n.n. 0
Q(11) n. n. n. n. n. n. n. n. n.n 0,3+0,01 0,3
Q-3-glc (12) n.n. n. n. n. n. n. n. n.n n.n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n. n. n. n. n. n. n.n n.n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n. n. n. n. n.n. n.n n.n. 0
Q-3-xyl (15) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,1+0,02 0,10 0,3+ 0,01 0,2 +0,08 n. n. 0,7
QA (19)' n. n. 8,4+0,1 13,2+ 0,1 37,2+0,2 21,3+0,2 42+0,1 84,3
CAME (20) n. n. 2,2+0,3 7,4+0,6 8,8+0,5 n. n. n. n. 18,4
p-CoAME (24) n. n. 060 7,1+£0,3 10,5+0,9 0,4+0,3 n. n. 18,6
P-2"-glu (28) n. n. 0,9+0,03 1,8 £ 0,06 24+0,1 0,2+ 0,01 0,1+0,01 54
Pron>2 (29) n. n. 17,4 + 0,1 248 +0,2 32,0+0,5 11,7+0,2 n. n. 85,9
Gesamt 0 54,1 103,2 151,9 49,3 59 364,4
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.10: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 4. Angabe

von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1h 2h 4h 6 h 8h Gesamt

5-CQA (1) n. n. 6,2+0,2 17,0+ 0,2 2,3+0,04 0,6 £ 0,02 n. n. 26,1
3-CQA (1a) n. n. 73104 12,1+0,2 11,5+£0,3 1,2+0,1 n. n. 32,1
4-CQA (1b) n. n. 6,3+0,2 3,70 26+0,2 090 n. n. 13,5
1-CQA (1c) n. n. 3,9+0,1 4,8+0,1 43+0,1 1,3+ 0,1 n. n. 14,3
CA (2) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 24+0,3 3,9+0,01 2,4 +0,04 0,9 + 0,06 n. n. 9,6
3-p-CoQA (3a) n. n. 0,9+0,1 3,6+0,2 1,5+£0,02 0,3+0,03 n. n. 6,2
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+0,08 0,9+0,04 0,6+0,1 n. n. n.n. 1,8
P (4) n. n. n. n. 1,1+ 0,03 0,7+0,2 0,4 £ 0,01 n. n. 2,2
P-2"-glc (5) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 2,3+0,06 6,1+0,2 3,5+0,1 0,2+ 0,04 n. n. 12,1
(+)-Cat (7) n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 21+0,2 3,5+£0,2 24+0,1 0,3+0,02 n. n. 8,3
Pro B4 (9) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
Pro B, (10) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
Q (11) n.n. n.n. n.n. n. n. n.n. n.n. 0
Q-3-glc (12) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n. b. 0,2 £ 0,01 n. n. n. n. n. n. 0,2
Q-3-xyl (15) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
Q-3-rha (16) n. n. n. b. 0,2+0,02 n. n. n. n. n. n. 0,2
QA (19)' n. n. 12,6 £ 0,2 26,2+0,2 18,8 £ 0,1 6,9+0,2 1,6+£0,2 66,1
CAME (20) n. n. 0,7+0,8 16,1+ 1,1 1,0+0 n. n. n. n. 17,8
p-CoAME (24) n. n. 6,2+0,2 17,0+ 0,2 2,3+0,04 0,6 £ 0,02 n. n. 26,1
P-2"-glu (28) n. n. 731204 12,1+£0,2 11,5+£0,3 1,2+0,1 n. n. 32,1
Prons2 (29) n. n. 6,3+0,2 3,70 26+0,2 09+0 n. n. 13,5
Gesamt n.n. 39+0,1 48+0,1 43+0,1 1,3+0,1 n.n. 14,3
n. b. = nicht bestimmbar

1n n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.11: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 5. Angabe
von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1h 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 4,0 £0,02 13,8 £ 0,3 1,4 £ 0,06 n. n. n. n. 19,2
3-CQA (1a) n. n. 57+0,2 21,8+0,2 7,4+0,1 1,5+0,1 n. n. 36,4
4-CQA (1b) n. n. 50+0,3 1,9+0,3 0,9+0,04 0,3+0,02 n. n. 8,1
1-CQA (1c) n. n. 3,7+0,1 99+0,2 48+0,3 0,9 +0,04 n. n. 19,3
CA (2) n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 24 +0,1 2,7+0,02 1,8 £ 0,04 0,9+0,02 0,3+0,01 8,1
3-p-CoQA (3a) n. n. 1,5+ 0,02 3,6+0,2 1,2+0,08 0,6 £ 0,09 n. n. 6,9
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+0,04 0,3+0,02 0,6 £ 0,01 0,3+ 0,01 0,3+0,02 1,8
P (4) n. n. n. n. 1,1+ 0,1 0,4 +0,05 0,4+0,1 0,4 +0,03 2,3
P-2"-glc (5) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 3,6+0,1 5,6+0,1 3,3+0,1 0,4 +0,02 n. n. 12,9
(+)-Cat (7) n.n. n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 3,1+£0,2 4,4+0,1 21+0,1 0,7 £0,04 n. n. 10,3
Pro B4 (9) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
Pro B, (10) n.n. n. n. n.n. n. n. n.n n.n. 0
Q (11) n.n. n.n. n.n. n. n. n.n n.n. 0
Q-3-glc (12) n.n. n. n. n. n. n. n. n.n n.n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n. n. n. n. n. n. n.n n.n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n. n. n. n. n.n. n.n n.n. 0
Q-3-xyl (15) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n n.n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,5+0,1 0,2+0,1 n. n. n. n. n. n. 0,7
QA (19)' n. n. 23,6+0,8 251+0,2 23,9+0,3 20+£04 n. n. 74,6
CAME (20) n. n. 0,9+0,3 11,7+£0,3 59+0,1 n. n. n. n. 18,5
p-CoAME (24) n. n. 610 13,8 £ 0,3 8,8+0,3 1,720 n. n. 24,9
P-2"-glu (28) n. n. 1,1+£0,1 29+0,1 1,6 £0,1 0,2+ 0,04 n. n. 5,8
Pron>2 (29) n. n. 21,2+0,2 375+15 16,3+1,2 11,9+1,0 n. n. 86,9
Gesamt 0 77,2 156,3 80,4 21,8 1,0 336,7
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.12: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 6. Angabe
von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 6,8+0,2 17,2+ 0,2 7,1+0,1 0,9+0,1 1,7 £0,05 33,7
3-CQA (1a) n. n. 7,0 £ 0,04 10,9+ 0,1 7,4 +0,02 1,1+£0,2 n. n. 26,4
4-CQA (1b) n. n. 22+0,2 4,1+0,2 0,9 +0,04 0,3 +0,02 n. n. 7,5
1-CQA (1c) n. n. 29+0,1 7,1+0,1 3,4+0,1 0,8 £ 0,05 n. n. 14,2
CA (2) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n. n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 2,7+0,1 3,901 3,3+£0,2 0,9 £ 0,07 0,3+0,01 11,1
3-p-CoQA (3a) n. n. 0,6 £ 0,03 3,6 0,1 1,5+0,1 n. n. n. n. 5,7
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+ 0,06 0,3+0,01 0,3 +£0,01 n. n. n. n. 0,9
P (4) n. n. 0,4 +0,02 1,1+ 0,1 0,4 +0,02 n. n. n. n. 1,9
P-2"-glc (5) n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. n. n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 3,3+£0,2 6,4+0,3 28+0,1 0,2+0,03 0,2 +0,02 12,9
(+)-Cat (7) n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 3,1+0,1 3,8+0,1 3,5+0,1 0,7 £ 0,04 0,3+0,03 11,4
Pro B4 (9) n. n. n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. 0
Pro B, (10) n. n. n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. 0
Q (11) n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
Q-3-glc (12) n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-gal (13) n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. 0
Q-3-ara (14) n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-xyl (15) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,2 +0,05 0,3+0,1 n. n. n. n. n. n. 0,5
QA (19)' n. n. 7,8+0,2 31,3+04 23,3+04 7,4 +0,1 n. n. 69,8
CAME (20) n. n. 45+0,3 76+0,3 41+0 n. n. n. n. 16,2
p-CoAME (24) n. n. 3,7+0,1 6,4+0,3 45+0,5 0,5+ 0,07 n. n. 15,1
P-2"-glu (28) n. n. 1,1+£0,1 29+0,3 1,6 £0,1 0,2+0,03 n. n. 5,8
Pron>2 (29) n. n. 19,3+0,4 31,1+0,6 13,4+0,2 13,5+0,1 11,1+ 0,1 88,4
Gesamt 0 65,9 138 77,5 26,5 13,6 3215
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.13: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 7. Angabe

von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 9,9+0,1 20,6 £0,3 8,8 £ 0,05 1,7 £ 0,04 n. n. 41,0
3-CQA (1a) n. n. 53+0,2 13,5+0,2 6,5+0,2 26+0,1 n. n. 27,9
4-CQA (1b) n. n. 1,3+0,2 3,8+0,2 1,4 + 0,07 0,3+0,05 n. n. 6,8
1-CQA (1c) n. n. 2,2+0,1 44 +0,1 3,7+0,02 3,3+0,1 n. n. 13,6
CA (2) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 24 +0,1 3,6+0,1 3,3+0,1 1,2+ 0,02 n. n. 10,5
3-p-CoQA (3a) n. n. 1,5+£0,1 3,6+0,1 1,2+ 0,04 0,6 £ 0,01 n.n. 6,9
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+0,01 0,3+0,02 0,6 + 0,06 0,3+0,1 n. n. 15
P (4) n.n. n. n. 0,7 £0,1 0,4 +0,1 n.n. n.n. 1,1
P-2"-glc (5) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 2,6 £0,04 4,9+0,1 3,1+£0,1 0,5+0,02 n. n. 111
(+)-Cat (7) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 1,7+£0,2 3,5+0,1 21+0,1 0,7 £0,04 n. n. 8,0
Pro B4 (9) n.n. n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
Pro B, (10) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
Q (11) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
Q-3-glc (12) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-xyl (15) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,3 +0,02 0,2+0,01 0,2+0,02 n. n. n. n. 0,7
QA (19)' n. n. 19,9+0,3 28,6 £0,2 22,8+0,3 26+0,1 n. n. 73,9
CAME (20) n. n. n. n. 2,8+0,3 0,5+0,5 n. n. n. n. 3,3
p-CoAME (24) n. n. n. n. 3,2+0,3 0,9+0,3 n. n. n. n. 4.1
P-2"-glu (28) n. n. 1,1+ 0,09 29+0,1 22+0,2 0,2+0,01 n.n. 6,4
Pron>2 (29) n. n. 15,1+ 0,2 32,5+0,3 15,3+0,6 13,9+1,1 12,8+0,4 89,6
Gesamt 0 63,6 129,1 73,0 27,9 12,8 306,4
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.14: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 8. Angabe

von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 11,6 £ 0,1 20,3+0,2 7,3+0,1 0,3+0,02 n. n. 39,5
3-CQA (1a) n. n. 6,4+0,2 15,7 £ 0,02 6,2 £ 0,04 2001 n. n. 30,3
4-CQA (1b) n. n. 21+0,2 450 0,6 £ 0,02 0,3+0,03 n. n. 7,5
1-CQA (1c) n. n. 4,4 +0,03 7,3+0,1 4,8+0,2 0,8 £ 0,05 n. n. 17,3
CA (2) n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 3,3+0,1 4,1+0,1 2,7+0,04 1,2+ 0,01 n. n. 11,3
3-p-CoQA (3a) n. n. 0,9+0,1 3,9+0,2 0,9+0,1 0,3+0,02 0,3+0,02 6,3
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+0,01 0,3+0,02 0,3+0,03 0,3 +0,06 n. n. 1,2
P (4) n. n. n.n. 0,7+0,1 0,7+0,1 n.n. n. n. 1,4
P-2"-glc (5) n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 28+0,1 57+0,2 28+0,1 0,5+0,04 n. n. 11,8
(+)-Cat (7) n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 1,7+0,2 3,5+0,1 1,7+0,1 0,3+0,03 n. n. 7,2
Pro B4 (9) n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
Pro B, (10) n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
Q (11) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-glc (12) n. n. n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. 0
Q-3-xyl (15) n. n. n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,5+0,02 0,5+0,08 0,2 £ 0,01 n. n. n. n. 1,2
QA (19)' n. n. 18,2+0,2 26,5+0,03 18,8 +0,8 n. n. n. n. 63,5
CAME (20) n.n. n. b. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
p-CoAME (24) n.n. n. b. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
P-2"-glu (28) n. n. 0,7+0,1 2,0+ 0,05 1,1+£0,03 0,2+0,01 n. n. 4,0
Pron>2 (29) n. n. 13,1+0,5 325+1,2 15204 13,0+ 0,6 11,3+04 85,1
Gesamt 0 66,0 127,5 63,3 19,2 11,6 287,6
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.15: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 9. Angabe
von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 11,6 £0,1 19,2+0,2 6,8+0,1 0,3+0,07 0,3+0,01 38,2
3-CQA (1a) n. n. 3,4+0,1 14,5+ 0,1 74+0,3 0,5+0,04 n. n. 25,8
4-CQA (1b) n. n. 230 25+0,1 0,6 £ 0,04 0,3+0,02 n. n. 57
1-CQA (1c) n. n. 3,2+0,02 6,3+0,3 4,8+0,1 1,1+0,1 n. n. 15,4
CA (2) n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 27+0,2 3,6+0,1 2,4+0,1 0,9+0,02 n. n. 9,6
3-p-CoQA (3a) n. n. 1,8+£0,2 3,6+0,1 0,6 £ 0,02 0,3+0,03 n. n. 6,3
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+0,04 0,6+0,1 0,3+0,09 n. n. n.n. 1,2
P (4) n.n. n. n. 0,7 £0,04 0,7+0,1 n. n. n.n. 1.4
P-2"-glc (5) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 3,5+0,1 6,2+0,2 3,1+£0,1 0,5+ 0,04 n. n. 13,3
(+)-Cat (7) n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 0,4 +0,04 3,1+0,1 1,7+0,1 n. n. n. n. 5,2
Pro B4 (9) n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. n.n. 0
Pro B, (10) n.n. n.n n.n. n.n. n. n. n.n. 0
Q (11) n.n. n.n n.n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-glc (12) n.n. n.n n. n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n.n n. n. n.n. n. n. n.n. 0
Q-3-ara (14) n.n. n.n n. n. n. n. n. n. n. n. 0
Q-3-xyl (15) n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,5+0,02 0,3+0,01 n. n. n. n. n. n. 0,8
QA (19)1 n. n. 19,3+ 0,8 250+04 21,2+1,0 n.n. n.n. 65,5
CAME (20) n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. n. n. 0
p-CoAME (24) n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. n.n. 0
P-2"-glu (28) n. n. 0,9+0,1 2,0+ 0,06 1,1+0,1 0,2 +0,03 n. n. 4,2
Pron>2 (29) n. n. 268+1,6 34,2+0,3 19,2+0,9 13,3+ 0,4 n. n. 93,5
Gesamt 0 76,7 121,8 69,9 17,4 0,3 286,1
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus
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Tabelle 7.16: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 10. Angabe

von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 6,5+0,1 15,0+ 0,2 5,1+0,04 0,6 £ 0,02 n. n. 27,2
3-CQA (1a) n. n. 7,9 0,03 17,3+ 0,1 6,3+0,1 0,6 £ 0,05 n. n. 32,1
4-CQA (1b) n. n. 2,0+0,1 52+0,2 2,7+0,2 0,3+0,04 n. n. 10,2
1-CQA (1c) n. n. 29+0,1 6,6 +0,1 48+0,1 0,9+0,1 n. n. 15,2
CA (2) n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 1,8 £ 0,1 3,9+0,2 3,0+ 0,04 1,2+£0,08 n. n. 9,9
3-p-CoQA (3a) n. n. 1,5+ 0,04 3,6+0,1 1,2+0,1 0,3+ 0,01 n. n. 6,6
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3 +0,06 0,3+0,02 0,3+0,05 0,3+ 0,06 n. n. 1,2
P (4) n.n. 0,4 +0,03 0,7+0,1 0,7 £ 0,05 n.n. n. n. 1,8
P-2"-glc (5) n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 2,3+0,1 6,1+0,1 3,101 0,5+0,02 n. n. 12,0
(+)-Cat (7) n.n. n.n. n. n. n. n. n.n. n. n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 1,7 +0,2 3,5+0,1 2,0+0,1 n.n n. n. 7,2
Pro B4 (9) n.n. n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. 0
Pro B, (10) n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. n.n. 0
Q (11) n. n. n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. 0
Q-3-glc (12) n.n. n. n. n.n. n. n. n.n. n.n. 0
Q-3-gal (13) n.n. n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n. b. n. n. 0,2+0,1 n. n. n. n. 0,2
Q-3-xyl (15) n. n. n. b. n. n. n. n. n. n. n. n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,2 +0,03 0,3 +0,01 n. n. n. n. n. n. 0,5
QA (19)' n. n. 20,8+0,5 29,2+ 0,1 17,2+ 0,1 3,2+0,1 n. n. 70,4
CAME (20) n. n. 5,0+0,3 8,4+0,3 6,7+0 n. n. n. n. 20,1
p-CoAME (24) n. n. 41+0,3 6,4+0,3 49+0,3 n. n. n. n. 15,4
P-2"-glu (28) n. n. 0,7+0,1 20+0,1 1,8 £0,03 0,4 +0,04 n. n. 4,9
Pron>2 (29) n. n. 19,3+0,7 40,2+0,3 23,2+1,3 13,6 £ 0,7 n. n. 96,3
Gesamt 0 77,4 148,7 83,2 21,9 0 331,2
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus
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Tabelle 7.17: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol] der einzelnen Polyphenole in dem Beutel am Stoma des terminalen lleums von Proband 11. Angabe

von Mittelwerten + SD aus Dreifachbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 6 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n. n. 79101 20,3+0,2 11,9+0,1 25+0,1 0,9+0,03 43,5
3-CQA (1a) n. n. 5,9+0,02 18,4 £ 0,1 10,7 £ 0,1 1,1+ 0,02 0,3+0,04 36,4
4-CQA (1b) n. n. 340 4,3+0,2 340 0,6 £ 0,01 n. n. 11,7
1-CQA (1c) n. n. 3,2+0,1 59+0,1 49+0,1 1,4 +£0,08 0,1+0,2 15,5
CA (2) n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. 0
4-p-CoQA (3) n. n. 2,4 +£0,03 4,4 £0,02 3,0+ 0,04 0,9+ 0,06 n. n. 10,7
3-p-CoQA (3a) n. n. 1,5+ 0,03 3,9+0,1 0,6 + 0,04 0,3+0,02 n. n. 6,3
5-p-CoQA (3b) n. n. 0,3+0,01 0,6 + 0,08 0,6 £ 0,07 0,3+0,01 n. n. 1,8
P (4) n. n. n. n. 0,4 £ 0,07 0,4+0,0 n. n. n.n. 0,8
P-2"-glc (5) n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. n. n. 0
P-2"-xylglc (6) n. n. 2,8 +£0,02 6,1+0,1 3,0+£0,1 0,2+0,1 n. n. 12,1
(+)-Cat (7) n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. 0
(-)-Epi (8) n. n. 1,8 + 0,04 3,5+0,1 2,1+0,1 n. n. n. n. 7.4
Pro B4 (9) n. n. n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. 0
Pro B, (10) n. n. n.n. n. n. n.n. n. n. n. n. 0
Q (11) n. n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. 0
Q-3-glc (12) n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. n.n. 0
Q-3-gal (13) n. n. n.n. n. n. n. n. n.n. n.n. 0
Q-3-ara (14) n. n. n. n. n. n. 0,2 + 0,01 n. n. n. n. 0,2
Q-3-xyl (15) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. 0
Q-3-rha (16) n. n. 0,5+0,01 n. n. 0,3+0,02 n. n. n. n. 0,8
QA (19)1 n.n. 6,5+0,2 40,1+0,5 11,4 £ 0,1 n.n. n. n. 58,0
CAME (20) n. n. n.n 7,0+0,1 n. n. n. n. n. n. 7,0
p-CoAME (24) n. n. n.n. 75+0,3 n.n. n. n. n.n. 7,5
P-2"-glu (28) n. n. 1,3+ 0,01 3,3+£0,1 3,0+£0,1 0,2+0,05 n. n. 7,8
Pron>2 (29) n. n. 15,0+ 0,8 33,3£1,0 21,0+0,4 13,3+ 0,5 n. n. 82,6
Gesamt 0 55,5 156,0 76,5 20,8 1,3 310,1
n. b. = nicht bestimmbar
1n. n. = nicht nachweisbar

= Bestimmung erfolgte mittels HPLC-ESI,e-MS/MS im SRM-Modus



7 Anhang

Tabelle 7.18: Enzymaktivitaten der lleostomabeutelinhalte (Auswahl n = 3; Ib1 - Ib3) im kommer-

ziellen apiZym®-Test.

Substrat Enzym Ibl b2 1b3
Kontrolle - - -
2-Naphthylphosphat alkalische Phosphatase + + +
2-Naphthylbutyrat Esterase (C4) - - -
2-Naphthylcaprylat Esterase Lipase (C8) + + +
2-Naphthylmyristat Lipase (C14) - - -
L-Leucyl-2-naphthylamid Leucin Arylamidase + + +
L-Valyl-2-naphthylamid Valin Arylamidase + + +
L-Cystyl-2-naphthylamid Cystin Arylamidase - - -
N-Benzoyl-DL-arginin-2-naphthylamid Trypsin + + +
N-Glutaryl-phenylalanin-2-naphthylamid  a-Chymotrypsin - - -
2-Naphthylphosphat saure Phosphatase + + +
Naphthol-AS-Bl-phosphat Naphthol-AS- + + +
biphosphohydrolase
6-Br-2-naphthyl-a-D-galactopyranosid a-Galactosidase - - +
2-Naphthyl-3-D-galactopyranosid B-Galactosidase + + -
Naphthol-AS-BI-3-D-glucuronid B-Glucuronidase + + +
2-Naphthyl-a-D-glucopyranosid a-Glucosidase + + +
6-Br-2-naphthyl-3-D-glucopyranosid B-Glucosidase + + -
1-Naphthyl-N-acetyl-B-D-glucosaminid  N-Acetyl-B-glucosaminidase + + +

6-Br-2-naphthyl-a-D-mannopyranosid
2-Naphthyl-a-L-fucopyranosid

a-Mannosidase
a-Fucosidase

- = negative Farbreaktion
+ = positive Farbreaktion
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Tabelle 7.19: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol/L] der in humanem Blutserum von
Proband 1 detektierten Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucu-

ronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 8h Gesamt

5-CQA (1) n.n. 059+0,01 0,22+0,05 0,22+0,08 0,04 0,01 1,07
CA (2) n.n. 0,06 +0,03 0,14 +0 0,09 £ 0,01 0,02+0 0,31
p-CoQA (3) n.n. 0,18+0,01 0,12+0,05 0,040 n.n. 0,34
P (4) n.n. 0,16+0,02 0,28+0,03 0,23+0,02 0,08 0,01 0,75
Epi (8) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. 0

Q (11) n.n. 042+006 0,380,038 0,22+0,04 0,11 +£0,04 1,13
Gesamt 0 1,41 1,14 0,80 0,25 3,6

n. n. nicht nachweisbar

Tabelle 7.20: Bestimmung von AUC_g, [(umol*h)/mL], Cmax [MMoOl/ML], Ke, tmax [h] und tq2 [h] mittels
Ein-Kompartiment-Analyse der im humanem Blutserum von Proband 1 detektierten
Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucuronidase/Sulfatase.

Cmax [MHMOI/L]  tmax [N] AUCo.gn [(umol*h)/L] Ke  tap[N]
5-CQA (1) 1,10 1,03 1,04 0,97 2,08
CA (2) 0,11 2,30 0,60 0,41 6,15
p-CoQA (3) 0,18 0,86 0,46 0,68 6,49
P (4) 0,26 2,48 1,40 0,40 6,64
Epi (8) n.n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Q (11) 0,42 1,07 1,87 0,23 4,55

n. n. nicht nachweisbar

Tabelle 7.21: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [pmol/L] der in humanem Blutserum von
Proband 2 detektierten Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit $-Glucu-
ronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten £ SD aus Doppelbestimmungen.

Oh 1h 2h 4 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n.n. 0,39 +0,01 0,12+0,02 0,06 = 0,01 0,02 £ 0,02 0,59
CA (2) n.n. 010003 0,10+0,03 0,08 0,01 0,04 + 0,01 0,32
p-CoQA(3) n.n. 0,03+0,03 0,10+0,01 0,050 0,02 + 0,01 0,20
P (4) n.n 012+0,04 0,17+0,02 0,05%0,01 0,03 + 0,01 0,37
Epi (8) n.n. 0,06+0,01 0,12 £ 0,04 0,06 £0 0,04 + 0,01 0,28
Q (11) n.n. 0,26 +0,01 0,36 +0,06 0,15+0,02 0,09+0 0,86
Gesamt 0 0,96 0,97 0,45 0,24 2,62

n. n. nicht nachweisbar
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Tabelle 7.22: Bestimmung von AUC.g, [(umol*h)/mL], Cmax [MMoOl/ML], Ke, tmax [h] und tq, [h] mittels
Ein-Kompartiment-Analyse der im humanem Blutserum von Proband 2 detektierten
Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucuronidase/Sulfatase.

Cmax [MMOI/L]  tmax [h] AUCogh [(umol*h)/L] ke  tip[h]
5-CQA (1) 0,74 0,26 0,78 1,03 4,03
CA (2) 0,11 1,60 0,57 0,18 6,17
p-CoQA (3) 0,08 1,07 0,38 049 8,28
P (4) 0,15 1,57 0,60 0,60 4,21
Epi (8) 0,08 2,23 0,53 043 5,96
Q (11) 0,31 1,62 1,42 0,33 4,78

Tabelle 7.23: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol/L] der in humanem Blutserum von
Proband 3 detektierten Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucu-
ronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmungen.

Oh 1h 2h 4 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n.n. 030+£0,01 0,77+0,09 0,55+0,02 0,30 +0,04 1,92
CA (2) n.n. 0,04+0,01 0,08+0,02 0,14 +0,02 0,05+0 0,31
p-CoQA (3) n.n. 008+0,01 0,13+0,01 0,10+x0,01 0,06 0,01 0,37
P (4) n.n. 006+0,02 0,17+0,02 0,05+0,04 0,03+0,01 0,31
Epi (8) n.n. 008%0 0,07+0,01 0,04+0,01 0,04 0,01 0,23
Q (11) n.n. 0,19+0,04 0,16+0,02 0,08+0,01 0,05+0,02 0,48
Gesamt 0 0,75 1,38 0,96 0,53 3,62

n. n. nicht nachweisbar

Tabelle 7.24 Bestimmung von AUCq.g, [(Wmol*h)/mL], Cmax [MMoOI/ML], ke, tmax [h] und ty2 [h] mittels
Ein-Kompartiment-Analyse der im humanem Blutserum von Proband 3 detektierten
Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucuronidase/Sulfatase.

Cmax [MMOI/L]  tmax [N] AUCosh [(pmol*h)/L] Ke  tup[h]
5-CQA (1) 0,65 0,26 3,69 0,34 7,55
CA (2) 0,11 3,66 0,68 0,28 9,88
p-CoQA (3) 0,12 2,47 0,69 0,19 7,57
P (4) n.b.! n.b. 0,84 n.b.' n.b]
Epi (8) 0,11 1,27 0,30 0,49 3,61
Q (11) 0,20 0,79 0,78 0,25 3,90

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmt
! nicht genugend Datenpunkte zur Berechnung vorhanden (aufgrund verzdgerter Absorption)
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Tabelle 7.25: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol/L] der in humanem Blutserum von
Proband 4 detektierten Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucu-
ronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmungen.

Oh 1h 2h 4 h 8h Gesamt
5-CQA (1) n.n. 0,41+ 0,05 0,40+0,03 0,31£0,02 0,11+0,02 1,23
CA (2) n.n. 0,04 +£0,01 0,06 +0 0,03 + 0,01 n.n. 0,13
p-CoQA(3) n.n. 0,09+0,03 0,07+0,01 0,04 +0 n.n. 0,20
P (4) n.n. 005+0,02 0,10+0,02 0,07 +0,01 0,02+0 0,24
Epi (8) n.n. 009+003 0,05+001 0,03+0,01 0,04+0,01 0,21
Q (11) n.n. 0,09+0,01 0,04 +0 n. n. n.n. 0,13
Gesamt 0 0,77 0,72 0,48 0,17 2,14

n. n. nicht nachweisbar

Tabelle 7.26: Bestimmung von AUC_g, [(umol*h)/mL], Cmax [MMOI/ML], Ke, tmax [h] und tq2 [h] mittels
Ein-Kompartiment-Analyse der im humanem Blutserum von Proband 4 detektierten
Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucuronidase/Sulfatase.

Cmax [MMOI/L]  tmax [N] AUCqgh [(umol*h)/L] Ke  tip[h]
5-CQA (1) 0,43 1,93 2,10 047 5,20
CA (2) 0,05 1,65 0,21 0,60 4,42
p-CoQA (3) 0,09 1,25 0,32 043 3,68
P (4) 0,09 2,20 0,44 045 5,89
Epi (8) 0,11 0,33 0,29 0,43 2,04
Q (11) 0,10 0,66 0,15 1,34 1,76

Tabelle 7.27: Mittels HPLC-DAD ermittelte Gehalte [umol/L] der in humanem Blutserum von
Proband 5 detektierten Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucu-
ronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmungen.

Oh 1lh 2h 4h 8h Gesamt
5-CQA (1) n.n n. n. n. n. n. n. n. n. n.n.
CA (2) n.n. 0,08+0,02 0,06+0,07 0,04+0,01 0,010 0,19
p-CoQA (3) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n.
P (4) n.n. 0,04+0,01 0,09+0,02 0,17 +0,07 0,14 +0,04 0,44
Epi (8) n.n n.n. n.n. n.n. n. n. n.n.
Q (11) n.n. 023+004 0,23+0,09 0,07+0,01 0,06 0,01 0,59
Gesamt 0 0,35 0,38 0,28 0,21 1,22

n. n. nicht nachweisbar
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Tabelle 7.28: Bestimmung von AUC_g, [(umol*h)/mL], Cmax [MMoOl/ML], Ke, tmax [h] und tq, [h] mittels
Ein-Kompartiment-Analyse der im humanem Blutserum von Proband 5 detektierten
Polyphenole nach enzymatischer Behandlung mit 8-Glucuronidase/Sulfatase.

Cmax [MMOI/L]  tmax [h] AUCqgn [(umol*h)/L] Ke  tip[h]
5-CQA (1) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
CA (2) 0,08 0,91 0,31 0,31 3,56
p-CoQA (3) n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
P (4) n.b.’ n.b.’ 1,00 n.b.” n.b.
Epi (8) n. n. n.n. n.n. n. n. n.n.
Q (11) 0,24 1,16 0,90 0,39 3,60

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmt
" nicht genlgend Datenpunkte zur Berechnung vorhanden (aufgrund verzégerter Absorption)
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Tabelle 7.29: Zusammensetzung der zur Etablierung der Polyphenolanalytik in Urin eingesetzten
Referenzlésungen A bis D.

Referenzlésung Substanz

A 3,5-Dihydroxybenzoesaure
4-Hydroxybenzoesaure
Hippursaure
3,4-Dimethoxyzimtsaure
Ferulasaure
4-Hydroxy-3-methoxyphenylessigsaure (Homovanillinsaure)
3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsaure
4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtsaure (Sinapinsaure)
Benzoesaure
3-Phenylpropionsaure (Hydrozimtsaure)

B 3,4-Dihydroxybenzoesaure
Hydrokaffeesaure
2,3-Dihydroxybenzoesaure
Isoferulasaure
3-Hydroxyphenylessigsaure
o-Cumarsaure

C 3,4,5-Trihydroxybenzoesaure (Gallussaure)
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
4-Hydroxyphenylessigsaure
4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesaure (Syringasaure)
2,4-Dihydroxybenzoesaure
p-Cumarsaure
m-Cumarsdure

D Phloroglucin
4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure (Vanillinsaure)
Phenylessigsaure
3-(3-Hydroxyphenyl)-propionsaure
0-(3,4-Dihydroxyphenyl)-y-valerolacton
0-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-y-valerolacton

E 5-Kaffeoylchinasaure
Kaffeesaure
Phloretin
Phloretin-2"-O-glucosid
Phloretin-2"-O-xyloglucosid
(+)-Catechin
(-)-Epicatechin
Procyanidin B,

Quercetin
Quercetin-3-O-glucosid
Quercetin-3-0O-galactosid
Quercetin-3-O-rhamnosid
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Tabelle 7.30: HRGC-MS-Charakterisierung der im Urin gefundenen Polyphenole und ihrer Metabolie mit Retentionszeit (tg), Precursorkationradikal (M™) und
Produktionenfragmente nach Silylierung mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid. m/z = Masse/Ladung.

tr M* MS (m/z (rel. Intensitaten, %))

[min]  (m2)  [M-15]" [M-89]" [M-177]" [M-30]" [M-59]° weitere
5-Kaffeoylchinasaure (1) 24,3 255 (55), 345 (100)
Kaffeesaure (2) 17,3 396 (66) 381 (20) 307 (8) 219 (100) 179 (80)
4-p-Cumaroylchinasaure (3) 23,5 219 (100), 255 (54), 401 (8)
Phloretin (4) 21,2 562 (76) 547 (100) 342 (34), 369 (32)
(-)-Epicatechin (8) 22,1 561 (89) 267 (100), 355 (42))
Quercetin (11) 25,0 483 (100)
Ferulasaure (21) 16,8 338 (100) 323 (55) 249 (30) 308 (45)
Dihydrokaffeesaure (22) 15,3 398 (76) 383(10) 179 (100), 267 (64)
p-Cumarsaure (23) 15,0 308 (100) 293 (98) 219(85) 131 (6) 249 (75)
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 14,0 370(52) 355(23) 281 (4) 193 (100) 165 (17), 223 (34)
Isoferulasaure (36) 16,9 338 (100) 323 (70) 249 (58) 308 (90)
4-Hydroxybenzoesaure (45) 10,2 282 (30) 267 (100) 193 (40) 105 (5) 223 (68) 282 (32)
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 9,8 296 (2) 281 (82) 207 (100) 147 (98), 221 (75)
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 14,2 384 (100) 369 (43) 179 (90), 267 (83), 340 (36)
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 8,8 310 (33) 295 (15) 179 (100), 192 (89)
Hippursaure (49) 12,9 251 (3) 236 (8) 105 (100), 147 (18)
3-Hydroxyhippursaure (50) 13,6 339 (100) 324 (36) 147 (16), 193 (31), 294 (20)
4-Hydroxyhippursaure (51) 14,5 339 (83) 324 (100) 147 (18), 193 (54), 294 (18)
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Tabelle 7.31: Spektrophotometrisch ermittelte Kreatiningehalte [mg/12h] im Urin der sechs Pro-

banden.
Kreatinin [mg/12h]
-12bis0Oh O0bis12h 12bis24 h
Proband 1 377,8 621,7 713,3
Proband 2 629,7 448.6 610,7
Proband 3 375,3 608,0 673,2
Proband 4 577,5 519,6 589,7
Proband 5 234,3 639,9 633,0
Proband 6 458,1 785,1 911,9

Tabelle 7.32: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [umol/12h] der im Urin von Proband 1
detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmun-

gen.
-12-0h 0-12h 12-24h  Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n. n. 2,17+0,30 0,26 +£0,08 2,43
Kaffeesaure (2) n. b. 0,11 +0,03 0,02+ 0,01 0,13
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n.n. 0,36 £ 0,01 n. b. 0,36
Phloretin (4) n. n. 0,61 + 0,01 0,05+ 0,02 0,66
(-)-Epicatechin (8) n. n. 0,48+ 0,04 0,06 0,01 0,54
Quercetin (11) n. n. 0,05+ 0,01 0,02+0 0,07
Ferulasaure (21) n. n. 0,21+0,05 0,02 +0,01 0,23
Dihydrokaffeesaure (22) 0,34 £0,01 11,72+0,31 5,81+£0,20 17,19
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,22 + 0,01 n. n. 0,22
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 0,79+0,15 7,71+0,10 2,50+ 0,21 9,42
Isoferulasaure (36) n. n. 0,15+ 0,01 0,02 + 0,01 0,17
4-Hydroxybenzoesaure (45) 1,24+0,02 6,76+0,15 2,50+ 0,23 8,02
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 0,66+0,07 463+0,03 2,15+0,05 6,12
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,23+0,01 4,86+0,06 2,54+0,08 7,17
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 1,59+0,03 16,34 +0,13 7,54 +0,16 22,29
Hippursaure (49) 798+0,14 33,15+235 12,34+1,20 37,51
3-Hydroxyhippursaure (50) 2,30+£0,06 10,63+1,03 6,33+0,53 14,66
4-Hydroxyhippursaure (51) 2,33+0,03 8,01+0,15 5,66+0,20 11,34
Gesamt 17,46 108,17 47,82 138,53

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar
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Tabelle 7.33:

Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [umol/12h] der im Urin von Proband 2
detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmun-
gen.

-12-0h 0-12h 12—-24h  Gesamt
5-Kaffeoylchinasaure (1) n. n. 1,75+£0,03 0,19+0,08 1,94
Kaffeesaure (2) n. b. 0,07 + 0,01 0,02+0 0,09
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. 0,28+ 0,04 0,05+0,05 0,33
Phloretin (4) n. n. 0,39+0,08 0,06+0,03 0,45
(-)-Epicatechin (8) n. n. 0,21+0,07 0,02+0,04 0,23
Quercetin (11) n. n. 0,05+0,02 0,02 +0,01 0,07
Ferulasaure (21) n. n. 0,17+0,06 0,06 +0,05 0,23
Dihydrokaffeesaure (22) 209+0,04 11,84+1,35 5,61+£1,05 15,36
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,18 £ 0,08 n. n. 0,18
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 0,87+0,03 7,25+0,16 2,33+0,10 8,71
Isoferulasaure (36) n. n. 0,18+0,05 0,09+0,10 0,27
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,94+0,05 6,88+0,08 2,21+0,08 8,15
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 0,84+£0,03 451+1,20 2,04+0,33 5,71
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,19+0,08 4,72+1,05 2,67 +0,12 7,20
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 1,96 £0,10 16,28 +1,60 7,68 + 3,54 22,0
Hippursaure (49) 6,58+0,86 33,64+230 12,68+2,88 39,74
3-Hydroxyhippursaure (50) 234+055 10,77+1,07 6,54+215 14,97
4-Hydroxyhippursaure (51) 258+0,04 768+0,06 5,89+220 10,99
Gesamt 18,39 106,85 48,16 136,62

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar

Tabelle 7.34:

Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [umol/12h] der im Urin von Proband 3
detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmun-
gen.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n. n. n. n. n. 0
Kaffeesaure (2) n. b. 0,09+0,010 0,02+0,01 0,11
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. n. b. n. n. 0
Phloretin (4) n. n. 0,51+0,02 0,06 +0,05 0,57
(-)-Epicatechin (8) n. n. 0,52 + 0,01 0,04 + 0,01 0,56
Quercetin (11) n. n. 0,14 +£0,02 0,02 + 0,01 0,16
Ferulasaure (21) n. n. 0,44 +0,05 0,06 +0,03 0,50
Dihydrokaffeesaure (22) 206+0,05 11,92+0,18 6,03+0,45 15,89
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,26 +0,09 0,10+0,08 0,36
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 0,63+0,02 763+x0,15 2,02+0,55 9,02
Isoferulasaure (36) n. n. 0,19+0,18 n. n. 0,19
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,81+0,10 6,54+0,06 2,67+0,14 8,40
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 0,52+0,08 4,05+0,10 1,88+0,69 5,41
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,84 £0,03 4,33+0,55 2,03+0,55 5,52
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 2,41 +0,12 15,66 +2,60 6,54 +2,35 19,79
Hippursaure (49) 6,83+1,22 3226+3,61 1244+248 37,87
3-Hydroxyhippursaure (50) 1,96 +0,09 11,14+1,20 6,84 +0,63 16,02
4-Hydroxyhippursaure (51) 2,64+0,33 8,23+0,90 512+1,0 10,71
Gesamt 18,70 103,91 45,78 131,08

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar
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Tabelle 7.35: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [umol/12h] der im Urin von Proband 4
detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmun-
gen.

-12—-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n 1,32+ 0,09 0,42 +0,09 1,74
Kaffeesaure (2) n.b 0,06 + 0,01 0,02 + 0,01 0,08
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. 0,35+0,03 0,03 +0,01 0,38
Phloretin (4) n. n. 0,48+ 0,08 0,08 +0,04 0,56
(-)-Epicatechin (8) n.n n. n. n.n. 0

Quercetin (11) n.n 0,08 + 0,01 0,02 + 0,04 0,10
Ferulasaure (21) n.n. 0,33 +0,02 n.n. 0,33
Dihydrokaffeesaure (22) 1,94 +0,05 10,98+1,25 5,68+ 1,02 14,72
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,17+0,04 0,08 +0,03 0,25
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 0,43+0,08 8,01+1,02 1,94+0,06 9,52
Isoferulasaure (36) n. n. 0,22 £ 0,06 n.n. 0,22
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,55+0,05 6,23+1,38 3,21+0,08 8,89

3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 0,44+0,04 4,77+0,64 1,67+0,05 6,0
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,64 +0,10 4,18+0,58 1,88 +0,04 5,42
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 2,11+0,23 15,49+248 6,88+ 1,32 20,26

Hippursaure (49) 6,64 +1,15 32,67 +3,68 12,97 +2,22 39,0

3-Hydroxyhippursaure (50) 1,94+0,08 11,03+1,54 6,34+1,23 15,43
4-Hydroxyhippursaure (51) 2,04+064 8,23+255 435+0,76 10,54
Gesamt 16,73 104,60 45,57 133,44

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar

Tabelle 7.36: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [umol/12h] der im Urin von Proband 5
detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmun-
gen.

-12-0h 0-12h 12-24h  Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n n. n. n. n. 0

Kaffeesaure (2) n.b 0,10+0,01 0,02 +0,01 0,12
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. n. b. n. n. 0

Phloretin (4) n. n. 0,38 + 0,01 0,09 + 0,02 0,47
(-)-Epicatechin (8) n.n 0,32+0,06 0,04 +0,01 0,36
Quercetin (11) n.n 0,08 + 0,01 0,02 + 0,01 0,10
Ferulasaure (21) n. n. 0,08 £ 0,02 n. n. 0,08
Dihydrokaffeesaure (22) 1,88+0,05 12,36 +2,35 5,41+0,58 15,89
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,22 + 0,05 n. n. 0,22
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 1,26 +£0,06 6,34+1,58 2,35+0,63 7,43
Isoferulasaure (36) n. n. 0,24 + 0,03 n. n. 0,24
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,87+0,05 6,97+1,06 2,64+0,54 8,74

3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 1,33+0,10 4,11 +0,07 1,94 + 0,06 4,72
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,57 £0,05 5,21+1,05 2,34+0,08 6,98
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 1,95+0,36 1593205 7,21+1,22 21,19

Hippursaure (49) 6,82+1,22 32,84+358 13,05+1,35 39,07
3-Hydroxyhippursaure (50) 254+084 10,57+0,97 5,23+0,86 13,26
4-Hydroxyhippursaure (51) 1,92+0,64 9,06+1,04 4,67 +£0,56 11,81
Gesamt 19,14 104,81 45,01 130,68

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar
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Tabelle 7.37: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [umol/12h] der im Urin von Proband 6
detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behandlung mit
B-Glucuronidase/Sulfatase. Angabe von Mittelwerten + SD aus Doppelbestimmun-

gen.
-12-0h 0-12h 12—-24h  Gesamt
5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n. n. n. n. n. 0
Kaffeesaure (2) n. b. 0,10 + 0,01 0,02 + 0,01 0,12
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n.n. n. b. n.n. 0
Phloretin (4) n. n. 0,45+0,02 0,07+0,01 0,52
(-)-Epicatechin (8) n.n. n.n. n. n. 0
Quercetin (11) n. n. 0,07 £ 0,01 0,02+0 0,09
Ferulasaure (21) n.n. 0,15+ 0,02 n.n. 0,15
Dihydrokaffeesaure (22) 1,70+ 0,05 11,94+1,30 5,77 £0,54 16,01
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,21 £ 0,06 n. n. 0,21
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 1,09+0,01 7,05+0,25 2,13+0,63 8,09
Isoferulasaure (36) n. n. 0,21+0,08 0,03+0,01 0,24
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,61+£0,03 7,26+0,68 2,57+0,54 9,22
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 1,35+0,07 4,01+0,36 1,85+0,36 4,51
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,51 +£0,06 5,23+0,55 2,41+0,48 7,13
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 1,98+0,06 15,79+237 7,16+1,38 20,97
Hippursaure (49) 6,73+0,08 32,87+264 11,76+2,94 37,90
3-Hydroxyhippursaure (50) 1,80+042 10,22+1,64 6,33+0,45 14,66
4-Hydroxyhippursaure (51) 204+0,31 833+048 5,43+0,38 11,72
Gesamt 17,90 103,89 45,55 131,54

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar

Tabelle 7.38: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [nmol/mg Kreatinin] der im Urin von
Proband 1 detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase/Sulfatase.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n. 3,49 0,36 3,85
Kaffeesaure (2) n. b. 0,18 0,03 0,20
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. 0,58 n. b. 0,58
Phloretin (4) n. n. 0,98 0,07 1,05
(-)-Epicatechin (8) n.n. 0,77 0,08 0,86
Quercetin (11) n. n. 0,08 0,03 0,11
Ferulasaure (21) n. n. 0,34 0,03 0,37
Dihydrokaffeesaure (22) 0,90 18,85 8,15 26,10
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,35 n. n. 0,35
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 2,09 12,40 3,50 13,82
Isoferulasaure (36) n. n. 0,24 0,03 0,27
4-Hydroxybenzoesaure (45) 3,28 10,87 3,50 11,10
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 1,75 7,45 3,01 8,71
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,61 7,82 3,56 10,77
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 4,21 26,28 10,57 32,64
Hippursaure (49) 21,12 53,32 17,30 49,50
3-Hydroxyhippursaure (50) 6,09 17,10 8,87 19,88
4-Hydroxyhippursaure (51) 6,17 12,88 7,93 14,65
Gesamt 46,21 173,99 67,04 194,82

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar



7 Anhang

Tabelle 7.39: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [nmol/mg Kreatinin] der im Urin von
Proband 2 detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase/Sulfatase.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n 3,90 0,31 4,21
Kaffeesaure (2) n.b 0,16 0,03 0,19
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. 0,62 0,08 0,71
Phloretin (4) n. n. 0,87 0,10 0,97
(-)-Epicatechin (8) n.n 0,47 0,03 0,50
Quercetin (11) n.n 0,11 0,03 0,14
Ferulasaure (21) n. n. 0,38 0,10 0,48
Dihydrokaffeesaure (22) 3,32 26,39 9,19 32,26
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,40 n.n. 0,40
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 1,38 16,16 3,82 18,60
Isoferulasaure (36) n. n. 0,40 0,15 0,55
4-Hydroxybenzoesaure (45) 1,49 15,34 3,62 17,46
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 1,33 10,05 3,34 12,06

3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 0,30 10,52 4,37 14,59
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 3,11 36,29 12,58 45,75

Hippursaure (49) 10,45 74,99 20,76 85,30
3-Hydroxyhippursaure (50) 3,72 24,01 10,71 31,0

4-Hydroxyhippursaure (51) 4,10 17,12 9,64 22,67
Gesamt 29,20 238,19 78,86 287,84

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar

Tabelle 7.40: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [nmol/mg Kreatinin] der im Urin von
Proband 3 detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase/Sulfatase.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n n.n. n. n. 0
Kaffeesaure (2) n.b 0,15 0,03 0,18
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. n. b. n. b. 0
Phloretin (4) n. n. 0,84 0,09 0,93
(-)-Epicatechin (8) n.n 0,86 0,06 0,91
Quercetin (11) n.n 0,23 0,03 0,26
Ferulasaure (21) n. n. 0,72 0,09 0,81
Dihydrokaffeesaure (22) 5,49 19,61 8,96 23,07
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,43 0,15 0,58
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 1,68 12,55 3,00 13,87
Isoferulasaure (36) n. n. 0,31 n. n. 0,31
4-Hydroxybenzoesaure (45) 2,16 10,76 3,97 12,56
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 1,39 6,66 2,79 8,07
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 2,24 7,12 3,02 7,90
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 6,42 25,76 9,71 29,05
Hippursaure (49) 18,20 53,06 18,48 53,34
3-Hydroxyhippursaure (50) 5,22 18,32 10,16 23,26
4-Hydroxyhippursaure (51) 7,03 13,54 7,61 14,11
Gesamt 49,83 170,90 68,14 189,22

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar
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Tabelle 7.41: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [nmol/mg Kreatinin] der im Urin von
Proband 4 detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase/Sulfatase.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n. n. 2,54 0,61 3,15
Kaffeesaure (2) n. b. 0,12 0,03 0,14
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. 0,67 0,04 0,72
Phloretin (4) n. n. 0,92 0,12 1,04
(-)-Epicatechin (8) n. n. n. n. n. n. 0
Quercetin (11) n.n. 0,15 0,03 0,18
Ferulasaure (21) n. n. 0,64 n. n. 0,64
Dihydrokaffeesaure (22) 3,36 21,13 8,24 26,01
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,33 0,12 0,44
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 0,74 15,42 2,81 17,48
Isoferulasaure (36) n. n. 0,42 n. n. 0,42
4-Hydroxybenzoesaure (45) 0,95 11,99 4,65 15,69
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 0,76 9,18 2,42 10,84
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 1,11 8,04 2,73 9,66
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 3,65 29,81 9,98 36,13
Hippursaure (49) 11,50 62,88 18,81 70,18
3-Hydroxyhippursaure (50) 3,36 21,23 9,19 27,06
4-Hydroxyhippursaure (51) 3,53 15,84 6,31 18,61
Gesamt 28,97 201,31 66,07 238,41

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar

Tabelle 7.42: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [nmol/mg Kreatinin] der im Urin von
Proband 5 detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase/Sulfatase.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n. n. n.n. n. n. 0
Kaffeesaure (2) n. b. 0,16 0,03 0,19
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. n. b. n. b. 0
Phloretin (4) n. n. 0,59 0,14 0,74
(-)-Epicatechin (8) n. n. 0,50 0,06 0,56
Quercetin (11) n. n. 0,13 0,03 0,16
Ferulasaure (21) n. n. 0,13 n. n. 0,13
Dihydrokaffeesaure (22) 8,02 19,32 8,55 19,85
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,34 n. n. 0,34
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 5,38 9,91 3,71 8,25
Isoferulasaure (36) n. n. 0,38 n. n. 0,38
4-Hydroxybenzoesaure (45) 3,71 10,90 417 11,35
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 5,68 6,43 3,06 3,81
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 2,43 8,15 3,70 9,41
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 8,32 24,91 11,39 27,97
Hippursaure (49) 29,11 51,34 20,62 42,85
3-Hydroxyhippursaure (50) 10,84 16,53 8,26 13,95
4-Hydroxyhippursaure (51) 8,19 14,17 7,38 13,35
Gesamt 81,69 163,87 71,11 153,28

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar
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Tabelle 7.43: Mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelte Gehalte [nmol/mg Kreatinin] der im Urin von
Proband 6 detektierten Polyphenole und Metabolite nach enzymatischer Behand-
lung mit B-Glucuronidase/Sulfatase.

-12-0h 0-12h 12-24h Gesamt

5-Kaffeoylchinasaure (1) n.n. n.n. n.n. 0
Kaffeesaure (2) n. b. 0,13 0,02 0,15
4-p-Cumaroylchinasaure (3) n. n. n. b. n. b. 0
Phloretin (4) n. n. 0,57 0,08 0,65
(-)-Epicatechin (8) n. n. n.n. n.n. 0
Quercetin (11) n. n. 0,09 0,02 0,11
Ferulasaure (21) n. n. 0,19 n. n. 0,19
Dihydrokaffeesaure (22) 3,71 15,21 6,33 17,82
p-Cumarsaure (23) n. n. 0,27 n.n. 0,27
3,4-Dihydroxybenzoesaure (26) 2,38 8,98 2,34 8,94
Isoferulasaure (36) n. n. 0,27 0,03 0,30
4-Hydroxybenzoesaure (45) 1,33 9,25 2,82 10,73
3-Hydroxyphenylessigsaure (46) 2,95 5,11 2,03 4,19
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (47) 1,11 6,66 2,64 8,19
3-Hydroxyphenylpropionsaure (48) 4,32 20,11 7,85 23,64
Hippursaure (49) 14,69 41,87 12,90 40,07
3-Hydroxyhippursaure (50) 4,13 13,02 6,94 15,83
4-Hydroxyhippursaure (51) 4,45 10,61 5,95 12,11
Gesamt 39,07 132,33 49,95 143,20

n. n. nicht nachweisbar
n. b. nicht bestimmbar






