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1 Der polyphenolreiche Kiefernrindenextrakt Pycnogenol

1.1 Polyphenole als Nahrungskomponenten

Polyphenole sind Substanzen mit einem phenolischen Grundgertst, welches aus mindes-
tens einem Aromaten mit einer unterschiedlichen Anzahl von Hydroxy-Substituenten be-
steht. Als sekundare Naturstoffe kommen sie ubiquitar im Pflanzenreich vor und werden
dementsprechend auch mit der Nahrung konsumiert [1]. Abhangig vom pflanzlichen Anteil
der zugefuhrten Lebensmittel ist von einer taglichen Polyphenol-Aufnahme von etwa 1 g
auszugehen [2, 3]. Sekundare Pflanzenstoffe sind im Gegensatz zu Proteinen, Lipiden und
Kohlenhydraten fir das Zellwachstum bzw. die -entwicklung nicht-essentielle Metabolite.
Dennoch haben sie wichtige Funktion fur die Pflanze, wie beispielsweise die Abwehr von
Fressfeinden oder das Anlocken von Insekten in Form von Duft- oder Farbstoffen [4]. Die
Gruppe der Polyphenole ist sehr heterogen und kann anhand von strukturellen Merkmalen
in Phenolsauren, Stilbene und Lignane (Nicht-Flavonoide) und Flavonoide mit Flavan-
Grundgertst eingeteilt werden [5, 6]. Flavonoide, insbesondere Flavanole, liegen in der
Pflanze meist als Glucose- und Rhamnose-Glycoside vor [7, 8], ebenso wie Benzoesaure-
Derivate [9]. Zimtsauren sind variabel verknupft; sie gibt es gebunden an Cellulose, organi-
sche Sauren (z.B. Weinsaure), Zucker und anderen Sekundarstoffen [10]. Das nattirliche
Vorkommen von Polyphenolen ist sehr vielschichtig [1, 2, 8, 11-13]. Am weitesten verbreitet
im Pflanzenreich und somit in der Nahrung sind Flavonole; groRere Mengen Quercetin kom-
men in Zwiebeln, Grinkohl oder Lauch vor. Im Gegensatz dazu findet man Flavone deutlich
seltener in z. B. Petersilie oder Getreide. Ebenfalls in Getreiden anzutreffen sind Zimtsau-
ren, aber auch in weiteren Friichten und diversen Gemisesorten. Entsprechend des Na-
mens ist die Kaffeesaure ein typischer Vertreter der Inhaltsstoffe von Kaffee. Flavanone
sind oft in Zitrusfrichten enthalten, Anthocyanidine als farbgebende Komponenten in
Frichten wie Brombeeren und Kirschen sowie Bliten. Flavanole stellen charakteristische
Bestandteile von griinem/schwarzem Tee, Wein und Schokolade dar. Als Flavanonol ist
Taxifolin in Olivendl, Zwiebeln und Zitrusfriichten anzutreffen (Abbildung 1). Soja und Soja-
produkte gelten als typische Quellen fur Isoflavone.
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1.2 Herkunft, Gewinnung und Bestandteile von Pycnogenol

Pycnogenol ist ein polyphenolreicher Extrakt, der aus der frischen Rinde der Meeres-Kiefer
(Pinus pinaster) gewonnen wird. Diese Kiefernart wird ausschlieBlich im Stidwesten von
Frankreich kultiviert. Pycnogenol ist ein eingetragenes, geschutztes Warenzeichen der
Firma Horphag Research, Genf (Schweiz); einfachheitshalber wird in der vorliegenden Ar-
beit auf das Warenzeichen verzichtet. Pycnogenol wird durch wassrig-ethanolische Extrak-
tion der Rinde mit anschlielender Sprihtrocknung gewonnen [14].

Der Extrakt istim US-amerikanischen Arzneibuch (USP) als Dietary supplement (Nahrungs-
erganzungsmittel) monographiert und weltweit kommerziell erhaltlich [15]. Die Einnahme
von Pycnogenol gilt gemaf Hersteller nach Einteilung der amerikanischen Lebensmittel-
und Arzneimittelbehérde FDA als sicher (generally recognized as safe, GRAS). Je nach
Anwendungsgebiet werden dabei Tagesdosen von 20 — 100 mg bei dauerhafter Einnahme
empfohlen und sind bis auf hauptsachlich gastrointestinale Beschwerden und Kopfschmer-
zen vertraglich.

Pycnogenol wird auf einen Gehalt von 70 £ 5 % Procyanidine standardisiert. Procyanidine
sind oligomere Molekile unterschiedlicher Kettenlange bestehend aus (+)-Catechin- und
(-)-Epicatechin-Monomeren [16]. Auf diesen charakteristischen Bestandteilen basiert der
Name des Extraktes, der sich von den griechischen Wértern puknos (kondensiert) und ge-
nos (Klasse) ableiten lasst. Urspringlich wurde damit die Klasse der Flavan-3-ole (A1.1) in
Form von kondensierten, also polymeren Flavanolen bezeichnet [17]. Weitere Inhaltsstoffe
sind neben dem Flavanol-Monomer (+)-Catechin die Zimtsaure-Derivate Ferulasaure, Kaf-
feesaure und p-Cumarsaure, die Benzoesaure-Derivate Protocatechusaure, p-Hydroxy-
benzoesaure, Gallussaure und Vanillinsdure, sowie Vanillin und das Flavanonol Taxifolin
(A1.1)[18]. Die bekannten Bestandteile liegen frei und vor allem als D-Glucose- oder Rham-
nose-Glycoside vor und machen damit etwa 90 % des Extraktes aus [19].

1.3 Bislang postulierte Wirkung von Pycnogenol in vivo

Im Allgemeinen sind Polyphenole aus der Nahrung oder in Form von Nahrungserganzungs-
mitteln mit einer Vielzahl von protektiven Effekten auf den Gesundheitszustand verbunden,
wozu antioxidative, antiinflammatorische, antiatherosklerotische, antiallergische und anti-
kanzerogene Wirkungen zahlen [20-26]. Gleichermalten kann auch Pycnogenol als poly-
phenolreicher Extrakt mit positiven Auswirkungen in Verbindung gebracht werden. Dabei
steht vor allem die antioxidative Wirkung im Vordergrund [16, 27-31].

Belcaro et al. untersuchten den Einfluss von Pycnogenol bei Osteoarthritis. In einer rando-
misiert-kontrollierten Studie profitierten Proband*innen von der Pycnogenol-Verabreichung
(100 mg pro Tag), indem sich die mittels eines spezifischen Index ermittelten Symptome
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signifikant verbesserten und deutlich weniger Schmerzmittel eingenommen werden muss-
ten [32]. Diese Beobachtung zeigte sich spater auch bei klinisch-chemischen Auswertun-
gen, wobei in der Behandlungsgruppe freie Radikale und das C-reaktive Protein (CRP) als
Entziindungsmarker im Plasma signifikant zurtickgingen [33]. Cisar et al. kamen bei einer
héheren Pycnogenol-Dosis von 150 mg zu Ubereinstimmenden Ergebnissen [34]. Auf mo-
lekularer Ebene betrachteten Jessberger et al. die Wirkung des Extraktes aus der Meeres-
Kiefer bei Knie-Osteoarthritis, ebenfalls im Rahmen einer Interventionsstudie [35]. Dabei
konnte die Expression von Knorpel-degradierenden Enzymen, z.B. MMP-3/-13, durch
Pycnogenol verringert werden, nach einer Bereinigung der Daten von Protokollverstofen
war diese Beobachtung trotz einer geringen StichprobengréfRe statistisch signifikant.

Bei Frauen mit klimakterischen Beschwerden reduzierte Pycnogenol nach mehrwdchiger
Einnahme von 200 mg im Rahmen einer Klinischen Studie im Vergleich zu Placebo signifi-
kant Schlafstdrungen sowie Hitzewallungen und Herzrasen [36]. Allerdings zeigte sich nicht
bei allen Symptomen ein derartiger Effekt. Wilson et al. betrachteten die Wirkung des Ex-
traktes in einem Studienteilnehmenden-Kollektiv mit saisonaler allergischer Rhinokonjunk-
tivitis mit Birkenpollen als Allergen [37]. Wurde mindestens finf Wochen vor Beginn der
Pollensaison Pycnogenol supplementiert, so berichteten die Proband*innen Uber signifikant
weniger Symptome; auf zellularer Ebene zeigte sich bezlglich der allergiespezifischen Im-
munglobuline E jedoch kein Effekt. Eine positive Wirkung auf die Symptome einer beste-
henden Psoriasis-Erkrankung wie Rétungen und Schuppungen hatte die dreimonatige An-
wendung von Pycnogenol in einer weiteren Studie von Belcaro et al. [38]. Daneben verbes-
serte sich auch die Hydratation der Haut und die krankheitsbezogene Lebensqualitat.

Bezlglich Erkrankungen des kardiovaskuldren Formenkreises bzw. des metabolischen
Syndroms gibt es zur Anwendung von Pycnogenol eine Vielzahl von Berichten in der Lite-
ratur. Nahmen Patient*innen mit metabolischem Syndrom den Extrakt tGber einen Zeitraum
von drei Monaten ein, so verbesserten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe Lipidparameter,
Blutdruck und Nuchternblutzucker signifikant, welche wesentliche Risikofaktoren fiir eine
erhohte Mortalitat und Morbiditat darstellen [39]. Eine ahnliche Risikoreduktion konnten
Zibadi et al. auch bei Proband*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 feststellen [40]. Dort san-
ken unter anderem HbA1; und LDL signifikant nach dreimonatiger Gabe. Diabetes mellitus
Typ 2 flhrt bei Progression hauptsachlich durch Mikro- und Makroangiopathien zu Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sowie Nierenschaden bis hin zur Dialysepflichtigkeit [41]. In diesem
Kollektiv ist die Pycnogenol-Einnahme zudem mit einer endothel-protektiven Wirkung as-
soziiert. Bei Enseleit et al. besserte sich im Rahmen einer randomisiert-kontrollierten Studie
die endotheliale Funktion nach acht Wochen Einnahme; Entziindungsmarker wie das CRP
blieben jedoch unbeeinflusst, was eine antioxidative Wirkung des polyphenolreichen Ex-
traktes vermuten liel® [42]. Diese Ergebnisse stimmten mit denen von Nishioka et al.
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1 Der polyphenolreiche Kiefernrindenextrakt Pycnogenol

Uberein, wo Pycnogenol vermutlich durch eine Erhéhung der NO-Produktion ebenfalls die
endothelabhangige Gefalerweiterung forderte [43].

Bei der Betrachtung der pharmakodynamischen Effekte von Pycnogenol muss allerdings
erwahnt werden, dass es durchaus Einschrankungen gibt. Laut einem Cochrane-Review
ist die Datenlage nicht ausreichend, um daraus konkrete Empfehlungen zur Behandlung
diverser chronischer Krankheiten, beispielsweise Osteoarthritis, Diabetes mellitus Typ 2
oder arterielle Hypertonie abzuleiten [44].

Obwohl es wie bereits eingangs geschildert zahlreiche Verdéffentlichungen zur Wirkung bei
der Anwendung bzw. beim Konsum von polyphenolhaltigen Extrakten gibt, so sind die bio-
aktiven Komponenten kaum bekannt; Einzelsubstanzen zeigen haufig auf molekularer
Ebene nur einen geringen oder gar keinen Effekt, werden nur unzureichend resorbiert und
liegen zudem haufig in vivo in einer geringen Konzentration im nanomolaren Bereich vor,
wodurch die Beobachtungen insgesamt nicht erklart werden kénnen [2, 45-47]. Von Bedeu-
tung sind hier auch die Matrix in der die Polyphenole eingebettet sind, ggf. die Extraktge-
winnung sowie der Metabolismus, welche allesamt hochvariabel sind und demzufolge die
Bioaktivitat wesentlich beeinflussen kénnen [48, 49].

1.4 Pharmakokinetik von Polyphenolen

1.41 Resorption, Biozuganglichkeit und Bioverfiigbarkeit

Die Bioverfugbarkeit von Wirkstoffen ist definiert als der Anteil der applizierten Dosis, der
die systemische Zirkulation unmetabolisiert erreicht [50]. Da Nahrungsbestandteile oder
pflanzliche Extrakte jedoch deutlich komplexer in ihrer Zusammensetzung sind und initial
meist nicht ungebunden im Gastrointestinaltrakt vorliegen, hat hier der Begriff der Biozu-
ganglichkeit (“bioaccessibility“) eine gréRere Bedeutung. Diese beschreibt in welchem Aus-
malfd eine Substanz am Resorptionsort zur Verfiigung steht und anschlief3end in den syste-
mischen Kreislauf gelangt [51]. MaRgeblich beeinflusst wird dieser Vorgang von Verdau-
ungsprozessen, bei denen ein Stoff aus der Matrix freigesetzt wird aber auch bereits en-
zymatisch verandert werden kann [52]. Sowohl bei Arzneistoffen als auch bei pflanzlichen
Sekundarstoffen spielt der prasystemische Metabolismus im Darmepithel oder in der Leber
eine grolRe Rolle, welcher die Bioverfligbarkeit reduziert (First-Pass-Effekt) [53].

Die chemische Struktur von Polyphenolen ist dufderst heterogen, sie reicht von kleineren
Molekilen mit einzelnen Hydroxygruppen bis hin zu komplexen Polymeren mit hohem Mo-
lekulargewicht [54, 55]. Zudem gibt es in vivo eine Reihe von wesentlichen Faktoren, die
die Substanzen auf dem Weg von der Mundhéhle bis zum Zielgewebe bzw. bis zur Elimi-
nation wesentlich beeinflussen [56]. Bereits die Grundstruktur oder Matrix, in der die Poly-
phenole vorliegen, kann die Biozuganglichkeit andern. Beispielsweise kdnnen Ballaststoffe
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die sekundaren Naturstoffe adsorbieren und somit die Freisetzung verzégern oder verrin-
gern [57]. Schon der Speichel enthalt verschiedene Proteine und Enzyme, die zum einen
die Grundstruktur degradieren, aber zum anderen auch polyphenolische Substanzen bin-
den kénnen [58, 59]. Trotz des im Magen vorherrschenden pH-Wertes von etwa zwei
kommt es dort nur vereinzelt zu Hydrolysen; der niedrige pH-Wert kann jedoch die Degra-
dation der Matrix beglinstigen und die Freisetzung von Polyphenolen aus z.B. Proteinen
ermdglichen [60]. Resorbiert werden dort mit der Ausnahme von Anthocyanidin-Glycosiden
kaum Stoffe, welche aktiv Gber einen organischen Anionen-Transporter aufgenommen wer-
den [61]. Da ein Grofiteil der Polyphenole glycosidisch verknlpft ist (A1.1), gelten diese
gemal biopharmazeutischen Klassifizierungssystem als Substanzen mit guter Léslichkeit,
aber schlechter Membranpermeabilitat [62]. Demnach werden diese Uberwiegend im Dinn-
darmepithel durch die Lactase-Phlorizin-Hydrolase gespalten, bevor sie resorbiert werden
kénnen. Ebenfalls beteiligt ist die cytosolische B-Glucosidase [63]. Je nach Lipophilie erfolgt
danach die Aufnahme mittels passiver Diffusion oder teilweise via aktiven Transport, an
dem zum Beispiel bei Glucosiden ein Natrium-Glucose-Cotransporter (SGLT) beteiligt ist
[64]. Insgesamt ist das Ausmal} der Resorption im Dinndarm abhangig von einer Vielzahl
von Faktoren, am bedeutendsten sind Molekulargewicht und Lipophilie. Kleinere unkonju-
gierte Molekile wie z.B. die Gallussaure kénnen einfacher absorbiert werden als dimere
Procyanidine oder Molekile mit stereochemisch giinstigen Hydroxygruppen, die die Aus-
bildung von Wasserstoff-Briicken férdern [2, 64]. Ferulasaure und andere Zimtsduren wer-
den mutmallich mittels eines Natrium-abhangigen Transporters resorbiert, es gibt jedoch
auch Berichte Uber passive Diffusionsprozesse [52, 65]. Etwa 80 % des aufgenommen
Epicatechins erreicht die systemische Zirkulation [1]. Das als vergleichsweise eher lipophil
einzustufende Taxifolin, ein weiterer Bestandteil von Pycnogenol, wird trotzdem nur zu ei-
nem sehr geringen Anteil aufgenommen, Schatzungen gehen von unter 1 % aus [13]. Uber-
dies kdnnen Polyphenole in vitro und in vivo im Tiermodell einem Efflux durch Transporter
mit ATP-bindender Kassette (ABC-Transporter) unterliegen, wodurch die Substanzen nach
anfanglicher Resorption wieder ins Darmlumen transportiert werden [51, 66, 67].

1.4.2 Hepatischer und enteraler Metabolismus

Im Anschluss an eine duodenale, jejunale oder ileale Resorption gelangen Xenobiotika,
also auch polyphenolische Stoffe, Uber die Portalvene in die Leber und unterliegen dort
einer intensiven Metabolisierung oder Konjugation mit dem Ziel der Erh6hung der Hydro-
philie zur Forcierung der renalen oder hepatobiliaren Elimination [53]. Die funktionalisieren-
den Enzyme sind zwar grofdtenteils in der Leber lokalisiert, aber auch in den intestinalen
Epithelzellen kénnen bereits unmittelbar nach der Resorption die genannten Reaktionen
stattfinden [68]. Diese umfassenden Funktionalisierungen lassen sich in zwei Phasen ein-
teilen und beeinflussen die systemische Verfligbarkeit in Form des First-Pass-Effektes.
Phase-l besteht vornehmlich aus Redoxreaktionen und Hydrolysen, um funktionelle
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Gruppen im Molekil einzufiihren, welche dann in Phase-ll mit verschiedenen hydrophilen
Substraten, z.B. Glucuronsaure, Sulfat oder Glutathion konjugiert, aber auch methyliert
werden [68].

Flavonoide werden typischerweise am Aromaten an Position 3' (Abbildung 1) durch Cy-
tochrom P450-Enzyme (CYP) der CYP1A-Familie hydroxyliert, an der Hydroxylierung von
unter anderem Taxifolin sind jedoch keine CYP-Enzyme beteiligt [69]. Wird eine Hydroxy-
gruppe auf p-Cumarsaure Ubertragen, so entsteht Kaffeesaure, aus der wiederum durch
Methylierung Ferulasaure gebildet werden kann (Abbildung 2) [66]. Durch die zusatzliche
in vivo Entstehung von origindren Bestandteilen eines polyphenolreichen Extraktes kann
ein typisches biphasisches Serumprofil entstehen, wobei die Serumkonzentration durch die
Entstehung des Metaboliten nach einer Latenzzeit erneut ansteigt und dadurch ein zweites
Maximum erreicht [70]. Ein derartiges kinetisches Profil kann ebenfalls bei einem intensiven
enterohepatischen Kreislauf beobachtet werden [71]. Grundséatzlich ist bei Polyphenolen
ein sehr hohes Maf} an Konjugation im Rahmen von Phase-II-Reaktionen zu erwarten [72-
74]; dabei kénnen Glucuronidierung und Sulfatierung auch simultan auftreten, wodurch
Sulfoglucuronide entstehen [70, 74, 75]. Sulfatierung durch Sulfotransferasen (SULT) und
Glucuronidierung durch UGT-Glucuronosyltransferasen (UGT) machen etwa 40 % der Re-
aktionen von Fremdstoffen aus, wovon polyphenolische Xenobiotika nicht ausgenommen
sind [76]. Insgesamt Uberwiegen bei der Biotransformation derer Phase-lI-Metabolite deut-
lich [69]. Flavonoide werden vornehmlich im Dinndarmepithel durch UGT1 glucuronidiert,
wahrend Sulfatierungen durch SULTA1/SULTA3 und Methylierungen durch |8sliche Cate-
chol-O-Methyltransferasen (COMT) weitgehend in der Leber ablaufen [69, 77, 78]. Methyl-
iert wird haufig die Hydroxygruppe an Position 3', wobei andererseits beispielsweise Epi-
gallocatechingallat die COMT durch Komplexierung des Co-Faktors Magnesium inhibieren
kann [56, 79]. Uberdies kann zum Beispiel durch die Ubertragung einer Methylgruppe an
Position 3 auf Protocatechusaure in vivo Vanillinsdure entstehen (Abbildung 2) [80].
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Abbildung 2: Biotransformation von p-Cumarsaure und Protocatechusaure. OH = Hydroxylierung,
MET = Methylierung.

1.4.3 Verteilung und Elimination

Nach erfolgter hepatischer Biotransformation gibt es mehrere Moglichkeiten, welchen Weg
die Metabolite nachfolgend beschreiten. Gelangen diese in den systemischen Kreislauf, so
kénnen die Substanzen in die Zielgewebe transportiert werden, aber auch renal Gber den
Urin ausgeschieden werden [81]. Renal eliminiert werden im Allgemeinen hydrophile Sub-
stanzen, wohingegen lipophile Stoffe meist Gber die Gallenflissigkeit in den Dinndarm
(Duodenum) sezerniert werden und dort Uber die Faeces ausgeschieden werden [53]. Fur
polyphenolische Metabolite sind grundsatzlich beide Eliminationswege mdglich, eine allge-
meine Aussage zu treffen ist schwierig. Der Anteil der Uber den Urin ausgeschiedenen ur-
sprunglich aufgenommenen Menge reicht von 0,3 —43 % [2]. Als Faustregel fur Poly-
phenole gilt, dass kleinere und insbesondere mikrobielle Metabolite eher renal eliminiert
werden [77]. Eine Zusammenfassung der wesentlichen Einflussfaktoren auf die Pharmako-
kinetik von polyphenolischen Substanzen ist in Abbildung 3 zu sehen.

I

Systemischer Enzyme 2
Kreislauf Matrix ®

§

Biotransformation
Enterohepatischer
Kreislauf

Mikrobieller
Metabolismus

Ausscheidung

Abbildung 3: Darstellung der wichtigsten Einflussfaktoren auf die Pharmakokinetik von Polyphe-
nolen nach oraler Aufnahme. Abbildung modifiziert nach [55].
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1.4.4 Rolle des enteralen Mikrobioms

Das Darmmikrobiom stellt die Gesamtheit aller Mikroorganismen dar und spielt eine we-
sentliche Rolle bei der Metabolisierung im Allgemeinen und von Bestandteilen polyphenol-
reicher Nahrungsmittel oder Extrakte im Speziellen [59, 82-84]. Im Dinndarm werden im
Rahmen des enterohepatischen Kreislaufs Phase-II-Konjugate mit hepatobilidarem Ur-
sprung durch Bakterien dekonjugiert, infolgedessen diese erneut resorbiert oder im Dick-
darm durch das dortige Mikrobiom weiter metabolisiert und ebenfalls aufgenommen werden
[67, 85]. Im Anschluss kann nochmals eine enterale oder hepatische Metabolisierung statt-
finden. Aber auch die Konjugate selbst kénnen durch aktiven Transport erneut resorbiert
werden [5]. Weil nur etwa 5— 10 % der initial zugefuhrten pflanzlichen Polyphenole im
Dinndarm in den systemischen Kreislauf gelangen, wird der Rest in den Dickdarm weiter-
transportiert und unterliegt ebenfalls einem ausgepragten Metabolismus durch die dortigen
Mikroorganismen [86]. Dies trifft insbesondere auf oligomere Procyanidine zu, die aus mehr
als zwei Monomeren aufgebaut sind [77]. Zu den mikrobiell gebildeten Metaboliten von Ca-
techin oder oligomeren Procyanidinen, den Hauptbestandteilen von Pycnogenol, sind Val-
erolacton-Derivate bzw. die ringoffenen Formen sowie Benzoesaurederivate zu zahlen (Ab-
bildung 4) [52, 87, 88]. Verantwortlich fir die Bildung derer sind meist Clostridien bzw. Eu-
bakterien [77].

Dimeres Procyanidin B1 (+)-Catechin J
OH OH
HO
Hov\/k/@i — O:ﬁ(j\/@{
OH o) OH
|
Valeriansaure-Derivat Valerolacton-Derivat

Benzoesaure-Derivat

Abbildung 4: Mikrobieller Metabolismus von oligomeren Procyanidinen und Catechinen am Beispiel
von Procyanidin B1 und (+)-Catechin [52, 87-89].

Das intestinale Mikrobiom besteht insgesamt aus etwa 10'* Bakterien, die zu etwa 1.000
verschiedenen Spezies gehdren [90]. Dabei zeigt sich eine hohe interindividuelle Variabili-
tat, wobei jedoch die Zusammensetzung des physiologischen Mikrobioms eines
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Erwachsenen relativ stabil ist. Die Entwicklung der Gesamtheit der Mikroorganismen be-
ginnt mit der Geburt und entspricht im Alter von zwei Jahren der eines Erwachsenen [91].
Die Zusammensetzung selbst wird durch multiple Faktoren stark beeinflusst, zum Beispiel
durch die Ernahrung, den Gesundheitszustand und das Immunsystem des Wirtes und va-
riiert auch innerhalb der Abschnitte des Gastrointestinaltraktes deutlich, beispielsweise
durch den Mucus [91, 92]. Aufgrund harscher Bedingungen durch etwa Gallensauren, einen
eher niedrigen pH-Wert und antimikrobielle Peptide, z.B. durch Paneth-Zellen gebildetes
Lysozym C oder a-Defensine [93], dominieren im Dinndarm schnellwachsende Spezies
wie Enterobakterien, Bifidobakterien und Laktobazillen [94]. Im Dickdarm sinkt der intesti-
nale Sauerstoffgehalt weiter, gleichzeitig steigt die Verweilzeit der Nahrungsreste, die dort
vornehmlich noch aus unverdaulichen Ballaststoffen bzw. Polysacchariden bestehen.
Dadurch wird das Wachstum von anaeroben Bakterien gefordert, die diese als Kohlenstoff-
quelle nutzen kénnen. Dazu zahlen unter anderem die Gattungen Bacteroides oder Prevo-
tella (Abbildung 5) [95, 96].
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Abbildung 5: Variabilitdtsbestimmende Faktoren und Charakteristika des intestinalen Mikrobioms.
CFU = Koloniebildende Einheit. Abbildung modifiziert nach [94, 97].

Die genaue Bedeutung des intestinalen Mikrobioms ist bislang noch nicht vollstandig ge-
klart. Allerdings gibt es deutliche Hinweise, dass diese mikrobielle Gesamtheit eine essen-
tielle Bedeutung flir den Gesundheits- bzw. Krankheitszustand des Wirtsorganismus hat
und eine Dysbiose insbesondere bei metabolischen oder immunologischen Erkrankungen
relevant ist [98-100]. Diskutiert wird hierbei beispielsweise eine Beteiligung bei der Patho-
genese von Diabetes mellitus oder bei der Modulation des Immunsystems durch Stillen im
Sauglingsalter. Eine Ernahrung reich an tierischen Fetten und Proteinen und gleichzeitig
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eine unzureichende Aufnahme von Ballaststoffen fordern das Wachstum von Bakterien
(u.a. Bacteroides vulgatus und Ruminococcus gnavus), welche wiederum durch spezifi-
sche Stoffwechselprodukte wie verzweigte, kurzkettige Fettsduren die Blutglucose erhéhen
sowie eine Insulinresistenz begunstigen [98, 101].

Ein typisches akutes Krankheitsbild, welches durch eine Stdérung des physiologischen
Darmmikrobioms verursacht wird, ist eine durch Clostridioides difficile hervorgerufene
(pseudomembrandése) Colitis [102]. Ausgeldst wird die Disruption sehr oft durch den Einsatz
von Antibiotika mit breitem Wirkspektrum, wie z. B. Carbapeneme, Fluorchinolone oder Ce-
phalosporine der dritten und vierten Generation. Dadurch kann sich bei Kolonisation der
Sporenbildner enteral ausbreiten und die toxinvermittelte Inflammation auslésen, welche
bis hin zum toxischen Megacolon mit Sepsis fihren kann [103, 104]. Etwa ein Viertel der
Patient*innen erleidet nach initial erfolgreicher antibiotischer Therapie mit Metronidazol,
Vancomycin oder Fidaxomicin mindestens ein Rezidiv [102]. Fir dieses Kollektiv steht seit
Dezember 2022 zumindest in den USA das erste zugelassene Arzneimittel (Rebyota®) mit
gepooltem Spenderstuhl zur Verfligung, wodurch die insbesondere nach drei Rickfallen
empfohlene Stuhltransplantation zur Wiederherstellung des Mikrobioms deutlich verein-
facht wird [105].

Grundsatzlich kénnen gastrointestinale Bakterien bei polyphenolischen Substanzen ver-
schiedene Reaktionen katalysieren; dazu gehéren Hydrolysen von Glycosiden und Phase-
lI-Konjugaten, aber auch Ringéffnungen, Reduktionen, Demethylierungen und der Abbau
von Polymeren [51, 106]. Betrachtet man diese Vielzahl an mdglichen chemischen Modifi-
kationen im Kontext der Variabilitat des Mikrobioms, so ist die Bildung eines Metaboliten
aus originaren Bestandteilen polyphenolhaltiger Extrakte von Person zu Person ausgespro-
chen heterogen. Zudem besteht die Mdglichkeit, dass Polyphenole oder deren Metabolite
das Mikrobiom beeinflussen, entweder durch eine antimikrobielle Wirkung gegenliber pa-
thogener Spezies und/oder durch prabiotische Effekte [107-112]. Konkret kbnnen beispiels-
weise diverse Catechine die Anzahl an Bifidobakterien und Laktobazillen signifikant erhé-
hen, wahrend gleichzeitig einer der Erreger des Gasbrandes, Clostridium histolyticum, deut-
lich abnimmt [113]. Durch den Stoffwechsel von Bifidobakterien und Laktobazillen, auch
Milchsaurebakterien genannt, wird der luminale pH-Wert im Darm konstant niedrig gehal-
ten. Dadurch wird das Wachstum pathogener Spezies vermindert, synergistisch wirken an-
timikrobielle Metabolite; zudem kénnen diese Erreger quantitativ verdrangt werden [114].
Ahnliche Effekte zeigen sich auch bei der Gattung Akkermansia [115, 116], sowie bei Phe-
nolsauren [109, 117]. Dieser Aspekt und mikrobielle Metabolite als potentiell bioaktive Sub-
stanzen kénnen folglich eine mogliche Erklarung flir die beobachtete Bioaktivitat der Poly-
phenole trotz insgesamt niedriger Bioverfigbarkeit bzw. Biozuganglichkeit sein (“low bio-
availability-high bioactivity paradox®) [25, 49, 108, 118].

17



A Einleitung

18



2 Bedeutung des Endothels bei pathophysiologischen Prozessen

2 Bedeutung des Endothels bei pathophysiologischen Pro-
zessen

21 Aufbau des Endothels und der Glycocalyx

Das Endothel ist eine einzellige Schicht, die die Blutgefafie zum Lumen hin auskleidet. Un-
terhalb dieser Zellschicht befindet sich zellarmes Bindegewebe, mit welchem die Endothel-
zellen auf einer Basalmembran verankert sind. Die mittlere ist die breiteste Lage der Ge-
faBwand und besteht hauptsachlich aus Muskelzellen und Extrazellularmatrix. Die sich an-
schliellende Bindegewebsschicht fixiert letztlich die Blutgefale in der Umgebung. Je nach
Art und physiologischen Bedingungen variiert die Auspragung des Aufbaus. Bei Venen sind
die einzelnen Schichten beispielsweise weniger differenziert (Abbildung 6) [119].
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Abbildung 6: Schematischer Querschnitt durch eine GefaBwand mit zum GefaRlumen hin befind-
lichen Endothelzellen. Abbildung modifiziert nach [119].

Bindegewebe besteht zu einem grofRRen Teil aus der sogenannten Extrazellularmatrix; da-
neben sind auch einzelne Zellen zu finden, beispielsweise Fibroblasten, aber auch dendri-
tische Zellen als Bestandteile der Immunabwehr. Die extrazellulare Matrix setzt sich wiede-
rum zusammen aus einem komplexen Netzwerk aus strukturgebenden Fasern (Kollagen,
elastische Fasern), verschiedenen Makromolekilen und interstitieller Flissigkeit. Charak-
teristische Makromolekiile sind Glycosaminoglycane und Proteoglycane. Glycosaminogly-
cane (z.B. Heparansulfat, Chondroitinsulfat) sind saure Polysaccharide, die aus sich wie-
derholenden Disaccharid-Einheiten aufgebaut sind. Zum Disaccharid glycosidisch ver-
knlpft sind meist Glucuronsaure oder Iduronsaure und (N-Acetyl-)Glucosamin oder (N-Ace-
tyl-)Galactosamin. Da alle Glycosaminoglycane mit der Ausnahme von Hyaluronan zudem
mehrfach sulfatiert sind, ergeben sich multiple negative Ladungen was schlie3lich zu einem
hohen Wasserbindungsvermadgen fuhrt (Abbildung 7). Sind Glycosaminoglycane an ein so-
genanntes Core Protein gebunden, so spricht man von Proteoglycanen, z.B. Syndecane
oder Glypicane (Abbildung 8).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus von (sulfatierten) Glycosaminoglycanen.
GlucA = Glucuronsaure, IduA = Iduronsaure, NAGIu = N-Acetylglucosamin, NAGal = N-Acetylgalac-
tosamin, Sulf = Sulfatgruppe.

Beide enthalten hauptsachlich Heparansulfat. Proteoglycane sind nicht nur im Interstitium
lokalisiert, sondern auch an Zelloberflachen oder intrazellular in Granula; im Vergleich zu
Glycoproteinen Uberwiegt bei ihnen der Anteil an Kohlenhydraten [120-124].

Die endotheliale Glycocalyx bedeckt die luminale Oberflache der Endothelzellen und be-
steht hauptsachlich aus Kohlenhydraten in Form von Glycosaminoglycanen, Proteoglyca-
nen, Glycolipiden und -proteinen, die sowohl frei als auch membrangebunden vorliegen
kénnen. Diese Strukturen bilden ein Gerust flr die Assoziation von l6slichen Plasmabe-
standteilen, beispielsweise Albumin. Dadurch entsteht eine dynamische Schicht mit einer
durchschnittlichen Dicke von etwa 0,5 uM in Kapillaren [125]. Diese Schicht steht durch
permanenten Stoffaustausch im Gleichgewicht mit dem vorbeiflieRenden Plasma. Physio-
logisch betrachtet spielen Endothel und Glycocalyx eine entscheidende Rolle bei einer
Reihe von Prozessen. Die vaskuldare Permeabilitdt wird durch mehrere Faktoren beein-
flusst. Zum einen sorgt die negative Ladung der Glycosaminoglycane zur elektrostatischen
AbstofRung von positiv geladenen Stoffen sowie zur oben beschriebenen Entstehung einer
Makromolekiil-Plasma-Schicht, die als mechanische Barriere fungiert [126]. Zum anderen
wird diese Barrierefunktion der Endothelzellen durch die Zell-Zell-Kontakte Adherence junc-
tions und Tight junctions geférdert (Abbildung 8) [121, 126-128]. Tight junctions bestehen
vornehmlich aus Occludinen und regulieren den parazellularen Transport, indem sie die
endotheliale Barriere verstarken. Adherence junctions verknipfen mit Cadherinen haupt-
sachlich das Cytoskelett benachbarter Zellen, stabilisieren so den Zellverband und tragen
damit ebenfalls zur Regulation der Permeabilitat bei (siehe auch A2.3) [129, 130]. Eine wei-
tere bedeutsame Funktion hat die endotheliale Glycocalyx bei der Regulation des Blut-
drucks inne. Mechanische Scherkrafte aufgrund des Blutflusses werden durch verschie-
dene funktionale Komplexe in elektrochemische Reize umgewandelt, woraufhin in En-
dothelzellen zellulare Signalkaskaden aktiviert werden und auch die Genexpression vaso-
aktiver Substanzen beeinflusst wird [131, 132]. Beispielsweise gelangt vermehrt Calcium
durch die Aktivierung von scherstress-abhangigen lonenkanalen in die Zelle, welches int-
razellular die endotheliale NO-Synthase stimuliert und somit vermehrt vasorelaxierendes
NO gebildet wird (siehe auch A2.2.2) [133]. Als duRerst potenter vasokonstriktorischer Ge-
genspieler fungiert Endothelin-1 durch irreversible Bindung an dessen Rezeptor vom A-
Subtyp [134, 135]; aktiviert wird die Expression von Endothelin durch beispielsweise Hypo-
xamien [136].
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Glycocalyx von Endothelzellen (links). Sind Glycos-
aminoglycane (GAG) gebunden an ein sogenanntes Core Protein, so bilden diese ein Proteoglycan,
welches membrangebunden (rechts) oder frei im Interstitium vorliegen kann. Abbildung modifiziert
nach [127, 128, 137, 138].

2.2 Pathophysiologische Prozesse mit endothelialer Beteiligung

2.21 Endothel und Immunmodulation

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel A2.1 geschildert, unterliegt die endotheliale Gly-
cocalyx einem standigen Umbau durch die Synthese neuer Bestandteile, den Stoffaus-
tausch mit dem Blut und den enzymatischen Abbau (Shedding). Die beteiligten Enzyme
sind dabei variabel und werden durch reaktive Sauerstoffspezies oder pro-inflammatorische
Zytokine aktiviert [131]. Die Heparanase spaltet als Glucuronidase spezifisch Heparansulfat
[139], ebenso wie die Matrixmetalloproteasen-lsoformen 9 und 13 [140]. Aus der Gruppe
der Disintegrin-Metalloproteasen (ADAM) sind neben ADAM-15 vermutlich auch weitere
Vertreter beteiligt [141-143]. Bei pathophysiologischen Prozessen mit endothelialer Beteili-
gung kommt es durch verstarktes Shedding zu einer Degradation der Glycocalyx, wodurch
wiederum weitere Kaskaden aktiviert werden [144]. Unter physiologischen Bedingungen ist
das Endothel nicht permeabel fur Immunzellen; kommt es aber durch Entziindungsstimuli
zu einer Expression von Selektinen und Integrinen auf der Oberflache von Endothelzellen,
so kénnen Leukozyten an der GefalRwand entlangrollen und schlief3lich unter dem Einfluss
weiterer Mediatoren gebunden werden und transendothelial migrieren [145]. Dabei werden
durch vermehrt exprimierte und freigelegte endotheliale Adhasionsmolekile (VCAM, ICAM)
neben Leukozyten auch Thrombozyten an membranstandigen Integrinen gebunden, was
neben der geschilderten Immunreaktion zusatzlich mit einer Aktivierung der Blutgerinnung
einhergeht; beide Prozesse beeintrachtigen mafigeblich die mikrovaskulare Durchblutung
[146, 147]. Daneben flhrt die gestorte Barrierefunktion des Endothels durch Auflésung der
Zellverknipfungen und Apoptose endothelialer Zellen zu einem Flissigkeitsverlust bzw.
Odembildung  durch  erhdhte  Kapillarpermeabilitdst und  einer  verringerten
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Adaptationsfahigkeit der GefalRe an den Blutfluss. Grundsatzlich gelten diese Prozesse in
Form einer induzierten Permeabilitat als physiologisch, dienen der lokalen Immunabwehr
und werden durch antiinflammatorische Kontrollmechanismen reguliert [148].

2.2.2 Endothel bei Sepsis

Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Organdysfunktion, welche durch eine fehlgerichtete
bzw. Uberschielende, unkontrollierte Immunreaktion (siehe A2.2.1) auf Pathogene hervor-
gerufen wird, wobei zahlenmaRig grampositive Bakterien dominieren [149]. Durch diese
lokal unbegrenzte, systemische Entzindungsreaktion kommt es letztlich durch den einge-
schrankten Blutfluss bzw. die Hypotonie und den dadurch verminderten Sauerstofftransport
zu den genannten Organschaden. Hierbei gilt NO als der zentrale Mediator bei der Regu-
lation des Gefalitonus, das exzessiv durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) gebildet
wird, wahrend die Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) verringert ist (Abbil-
dung 9) [150, 151].
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der wichtigsten endothelialen Prozesse auf molekularer
Ebene bei der Entstehung einer Sepsis. AJ, TJ = Adherence/Tight junctions, eNOS/iINOS = endothe-
liale/induzierbare NO-Synthase. Abbildung modifiziert nach [152].

Zeitgleich tritt eine ausgepragte intravasale Hamostase auf, die zum einen die Immunreak-
tion verstarkt und zum anderen im Extremfall zu einer Verbrauchskoagulopathie (Dissemi-
nierte intravasale Gerinnung, DIC) flhren kann, bei der durch einen ausgepragten Mangel
an Gerinnungsfaktoren im Verlauf schwerwiegende Blutungen auftreten [153]. Die Sepsis
wird aufgrund der molekularen Pathogenese auch als maligne intravaskulare Entziindung
bezeichnet, wobei bis dato der konkrete Ausléser fur die systemische Ausbreitung unklar
ist. Vermutet wird ein multifaktorielles Geschehen mit einer ausgepragten Uberstimulation

von Immunzellen [154].
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2.2.3 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Auch bei chronischen Erkrankungen vor allem des kardiovaskularen Formenkreises spielt
die vornehmlich durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufene endotheliale Dys-
funktion eine bedeutende Rolle [155, 156], wobei ROS sowohl freie Sauerstoffradikale (Su-
peroxid, Hydroxyl- und Peroxylverbindungen) als auch nicht-radikalische Molekile (Per-
oxide, Ozon, Hypochlorit) sein kdnnen [157]. Im Rahmen von physiologischen Prozessen
entstehen ROS zwar auch als Signaltransmitter und Transkriptionsfaktoren in geringen
Mengen, werden aber normalerweise effizient durch diverse enzymatische und nicht-en-
zymatische Mechanismen detoxifiziert; dazu gehdren beispielsweise Superoxid-Dismuta-
sen, Katalasen, Glutathion und Tocopherol [158]. Liegt jedoch aufgrund kardiovaskularer
Erkrankungen ein Uberschuss dieser Spezies vor, so schadigen diese teils massiv zellulare
Strukturen in Form von Proteinen, Lipiden und DNA [159]. Daneben bewirkt dieser oxidative
Stress eine Inaktivierung des Co-Faktors Tetrahydrobiopterin (BH4) der eNOS, wodurch
das Enzym vermutlich durch Monomerisierung entkoppelt wird und anstelle von NO eben-
falls Superoxid bildet [160, 161]. Dadurch wird die endotheliale Funktion zusatzlich wesent-
lich beeintrachtigt, da NO neben Prostaglandinen als essentieller Transmitter fur die vas-
kulare Homdostase und Protektion fungiert und unter anderem die Thrombozytenaggrega-
tion hemmt, eine Relaxation der glatten Gefalmuskulatur bewirkt und die Adhasion von
Leukozyten vermindert [162-164]. Durch die Reaktion von Superoxid mit NO selbst entste-
hen wiederum Peroxinitrite, was zu weiteren oxidativen Schaden und Nitrierungen von Pro-
teinen fihren kann [165].

2.2.4 Endothel, Atherosklerose und kardiovaskuldre Erkrankungen

Ischamische kardiovaskulare Erkrankungen wie Koronare Herzerkrankung (KHK) und
ischamischer Schlaganfall entstehen im Wesentlichen auf der Grundlage von atherosklero-
tischen Veranderungen, welche mit endothelialer Dysfunktion und Inflammation einherge-
hen [166]. Im Falle der typischen Co-Morbiditdten und Risikofaktoren Diabetes mellitus,
arterieller Hypertonie, Dyslipidamie und Rauchen flhrt die Aktivierung einer NADPH-ab-
hangigen Oxidase zur ROS-Synthese und dadurch zur Induktion der in A2.2.3 beschriebe-
nen endothelialen Dysfunktion [167]. Auf direktem Weg wird das Endothel ebenfalls negativ
beeinflusst; hyperglykdmische Zustédnde bei Diabetes mellitus stéren das metabolische
Gleichgewicht der Endothelzellen, Raucher inhalieren mit dem Zigarettenrauch bereits
ROS und ubermaRiger vaskularer Scherstress bei arterieller Hypertonie schadigt unmittel-
bar das Endothel [168, 169]. Daneben werden reaktivim Zuge der Immunantwort durch die
qualitativen Veradnderungen des Endothels vermehrt Adh&sionsmolekile exprimiert,
wodurch unter anderem Makrophagen und Leukozyten angelockt werden und eine lokale
Entzindungsreaktion auslésen. Eine Schllsselrolle in der Pathogenese der Atherosklerose
hat die Einlagerung von cholesterinreichem LDL und anderen Lipoproteinen in der Gefal3-
wand inne, was insbesondere bei Dyslipidamien und bei bereits geschadigtem Endothel mit
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erhdhter Permeabilitat zum Tragen kommt [170]. Initial wird zwar zur Detoxifizierung das im
Anschluss durch ROS oxidierte LDL unkontrolliert von Makrophagen aufgenommen,
wodurch die lipidreichen sogenannten Schaumzellen gebildet werden [171]. Allerdings fihrt
dies im Verlauf sowohl zur Apoptose mit Freisetzung von Cholesterin als auch zur weiteren
Aktivierung inflammatorischer Prozesse, sowie zur vermehrten Proliferation glatter Muskel-
zellen in der Gefallwand [172]. Letztendlich entstehen durch die geschilderten Prozesse in
Summe die typischen atherosklerotischen Plaques mit lipidreichem Kern [173, 174]. Kann
dieser Circulus vitiosus nicht durch Lebensstilveranderungen oder diverse pharmazeuti-
sche MaflRnahmen unterbrochen werden, so manifestiert sich die kardiovaskulare Erkran-
kung [175].

2.3 Endotheliale Permeabilitat auf molekularer Ebene

Im Kapitel A2.1 wurde bereits beschrieben, dass das Endothel grundséatzlich die Permea-
bilitat fur geldste Stoffe, Flussigkeiten und Zellen zwischen Blut und dem die Gefale um-
gebenden Kdrpergewebe reguliert. Diese selektive Permeabilitat ist abhangig von der Art
des Gefales, der anatomischen Lage und der Lokalisation im Herz-Kreislauf-System. Ve-
nen stellen sich im Vergleich zu Arterien als durchlassiger dar, ebenso verhalt es sich bei
Kapillaren versus groRere Gefalle. Dies ruhrt unter anderem daher, dass Kapillaren aus-
schlieRlich aus Endothelzellen und der Basalmembran bestehen, wodurch demnach die
distalen Strukturen fehlen. Bei kontinuierlichen Kapillaren ist der Stofftransport durch Tight
junctions und einer geschlossenen Basalmembran deutlich eingeschrankt, wahrend bei
fenestrierten Typen siebartige Offnungen aus negativ geladenen Glycoproteinen analog der
Glycocalyx (Diaphragmata) zwischen den Zellen Transportprozesse zum Beispiel in der
Niere erleichtern. Die hochste Permeabilitat besitzen Kapillaren vom diskontinuierlichen
Typ beispielsweise in der Leber, die durch ausgepragte interzellulare Offnungen und einer
lickenhaften oder komplett fehlenden Basalmembran charakterisiert sind [176, 177]. Ins-
gesamt findet ein Grofiteil des Stoffaustausches zwischen Blut und Kdérpergewebe in den
Kapillaren statt, wobei kontinuierlich ein basaler Austausch erfolgt [178, 179]. Am strengs-
ten reguliert wird die Durchlassigkeit im Gehirn, wo Endothelzellen mit hochspezifischen
Charakteristika die kontinuierliche Blut-Hirn-Schranke bilden [180]. Die endotheliale Per-
meabilitat ist jedoch auch abhangig von den Eigenschaften des zu transportierenden Stof-
fes selbst, z. B. Lipophilie/Hydrophilie, GréRe bzw. Masse und Ladungszustand [181]. Fur
Wasser liegt zwar theoretisch eine vollstandige Permeabilitat vor, allerdings wirkt malRgeb-
lich Albumin dieser durch den kolloidosmotischen Druck entgegen [182]; reguliert wird der
Wassertransport vornehmlich Giber Aquaporine, es kommen aber auch parazellulare Trans-
portmechanismen zum Tragen [183]. Schlussendlich bestimmen alle genannten Aspekte
die Art des Transportes durch das physiologische Endothel, welcher durch die Zellen hin-
durch, transzellular, oder zwischen den Zellen, parazellular via Poren, erfolgen kann [184].
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Parazellular transportiert werden dabei bevorzugt kleine ionische Verbindungen wie Nat-
rium oder neutrale Molekile mit einer Masse von maximal 600 Da, z. B. Glucose [185, 186].
Makromolekule wie Albumin und weitere Proteine Uberwinden die Endothelbarriere trans-
zellular tber als Caveolae bezeichnete Vesikel; dabei kommt es nach der Bindung an spe-
zifische Rezeptoren zur Caveolin-vermittelten Internalisierung und Vesikelbildung [187,
188]. Insbesondere bei Tumoren und entziindlichen Prozessen spielen auch vesikulo-va-
kuolare Organellen eine Rolle, welche aus traubenférmig gruppierten Vesikeln und Vakuo-
len unterschiedlicher GroRe bestehen [189, 190]. Uberwiegend findet der endotheliale
Transport jedoch parazellular statt, wobei Adherence junctions vorherrschen [191-193]. Bei
Endothelschaden kdnnen insbesondere hochmolekulare Stoffe Gber Lecks durch degra-
dierte zellulare Junctions oder durch apoptotische Liicken im Zellverband vereinfacht bzw.
nahezu ungehindert das Endothel passieren (Abbildung 10) [194].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der mdglichen Transportmechanismen im Endothel. AJ,
TJ = Adherence/Tight junctions. Abbildung modifiziert nach [195].
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3 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten im Rahmen einer Klinischen Studie mit gesunden Pro-
band*innen bislang nicht beschriebene Substanzen und Metabolite nach Einnahme des
polyphenolreichen Kiefernrindenextraktes Pycnogenol in Humanserum identifiziert werden.
Mittels eines ungerichteten, metabolomischen Ansatzes sollten durch eine entsprechende
UHPLC-qTOF-MS-Analytik mit adaquater vorangegangener Probenvorbereitung diejeni-
gen Analyten erfasst werden, die auf die Pycnogenol-Anwendung zurtickzuflihren waren.
Dazu wurde als Referenzprobe vor Beginn der Einnahmesequenz Humanserum abgenom-
men, um den spateren Vergleich mit den Serumproben nach der Anwendung zu ermogli-
chen. Zudem konnte damit eine proband*innenweise Auswertung realisiert werden, was
den pharmakokinetischen Charakteristika polyphenolischer Substanzen gerecht werden
solite (B3.4.1, B3.4.8).

Im Anschluss war eine umfassende Untersuchung der Bioaktivitat der aufgefundenen Be-
standteile bzw. Metabolite in vitro vorgesehen. Diese Versuche waren auf der Grundlage
des bereits erfolgreich angewendeten ex vivo-Modells geplant (B4.1.1) [196]. Der Vortell
dieses Modells bestand darin, dass Serumproben nach Einnahme des Kiefernrindenextrak-
tes in Zellkulturversuchen als ,bioaktives Agens* eingesetzt werden kdénnen, ohne die ge-
naue ldentitat, mogliche synergistische Effekte oder die Konzentration potentiell vorhande-
ner wirkaktiver Substanzen zu kennen.

Damit sollte zum einen ein Beitrag zur Charakterisierung von Pycnogenol geleistet werden
und zum anderen eventuell bislang nicht beschriebene bioaktive Substanzen identifiziert
werden. Dies sollte bei der weiteren Aufklarung der Wirkung von Polyphenolen helfen. Das
Endothel sollte bei diesen Untersuchungen aufgrund der Beteiligung bei der Pathogenese
von kardiovaskularen Erkrankungen im Fokus stehen, da die Einnahme von Pycnogenol
bereits mit einer positiven Wirkung auf eine endotheliale Dysfunktion in Verbindung ge-
bracht werden konnte (A1.3).
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1 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausgewahlter Bestandteile in vitro

1 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausge-
wahlter Bestandteile in vitro

1.1 Analyse von Lektinen in Pycnogenol

1.1.1  Hintergrund und Fragestellung

Lektine sind spezialisierte Proteine, die spezifisch, jedoch nicht immunologisch freie und
gebundene Kohlenhydrate (Glycoproteine, -lipide, komplexe Kohlenhydrate, einfache Zu-
cker) polyvalent binden und somit in ihrer Aktivitat Antikbrpern ahneln [197]. Anfanglich
wurden Lektine in Pflanzen detektiert, mittlerweile aber auch in Mikroorganismen oder Tie-
ren. Von der initialen Entdeckung und der Fahigkeit bei Erythrozyten eine Agglutination zu
verursachen, ruhrt auch das Synonym (Phyto-)Hamagglutinin [198]. Das wohl bekannteste
Lektin ist Rizin aus Ricinus communis L. (Wunderbaum), welches aufgrund der inaktivie-
renden Wirkung auf Ribosomen als hochgiftig gilt und als biologische Kriegswaffe gelistet
ist [199]. Endogene Lektine sind bedeutsam flr den Schutz vor Fressfeinden, aber auch fir
Zelldifferenzierung und -wachstum [200]. Humanpathogene machen sich Lektine bei der
Adhasion von Wirtszellen zu Nutze; das HI-Virus bindet mit dem Virusprotein GP120 an
das Lektin DC-SIGN auf der Oberflache von dendritischen Zellen oder CD4+ T-Zellen, for-
dern den Zelluntergang bzw. die Infektion der T-Zellen und somit auch die Immundefizienz
[201]. Ein weiterer bekannter Vertreter in diesem Kontext ist das Influenza-Virus, welches
mit dem Hullprotein/Lektin Hamagglutinin an membranstandige Sialinsdure-Reste der
Wirtszelle bindet und so die Infektion derer ermdglicht. Influenza A-Viren werden charakte-
risiert anhand der verschiedenen Subtypen von Hamagglutinin (H) und Neuraminidase (N),
einem weiteren Oberflachenprotein. Gegen Ende des Ersten Weltkrieges grassierte der Typ
H1N1 als sogenannte Spanische Grippe [202]. Die oben genannte Spezifitat kann sehr pra-
zise sein; beispielsweise bindet Concanavalin A ausschlie3lich die a-Anomere von D-Man-
nose und D-Glucose. Bei komplexeren Kohlenhydraten zeigt beispielsweise das Lektin der
Erdnuss eine Affinitdt zur Sequenz Gal-B(1-3)-GalNAc [203]. Heute spielen Lektine eine
wichtige Rolle bei einer Vielzahl von experimentellen und klinischen Anwendungen, z.B.
bei der Untersuchung von zellularen Glycosylierungsmustern, bei der Untersuchung der T-
Zellfunktion als Mitose-Stimulans oder bei der Isolierung von Polysacchariden aus komple-
xen Matrizes [4]. Aufgrund der genannten Spezifitat gelten Lektine als vielversprechender
Ansatz bei der Entwicklung von Systemen zur zielgerichteten Abgabe von Arzneistoffen am
Wirkort (Targeted drug delivery), wodurch unter Umstéanden die Wirksamkeit erh6ht werden
kann sowie unerwinschte Arzneimittelwirkungen reduziert werden kénnen [204]. Grund-
satzlich kénnte dabei entweder ein Arzneistoff-Lektin-Konjugat an ein membranstandiges
Kohlenhydrat binden oder ein Arzneistoff-Kohlenhydrat-Konjugat an ein membranstandiges
Lektin (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips der Nutzung von Lektinen zur zielgerichteten
Abgabe von Arzneistoffen. Links: Bindung Arzneistoff-Lektin-Konjugat an membranstandiges Koh-
lenhydrat, rechts: Bindung Arzneistoff-Kohlenhydrat-Konjugat an membranstandiges Lektin. Abbil-
dung modifiziert nach [205].

Membranprotein

Auch die spezifische und selektive Adressierung veranderter Glykosylierungsmuster durch
Lektin-Wirkstoff-Konjugate ist eine potenzielle therapeutische Anwendungsmoglichkeit
[206]. Ein vergleichbares Prinzip gibt es z. B. bereits bei der immunologischen Therapie des
Mammakarzinoms bei den Antikdrper-Wirkstoff-Konjugaten Trastuzumab-Deruxtecan oder
-Emtansin; Trastuzumab selbst adressiert und inhibiert den auf Tumorzellen tiberexprimier-
ten epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2; nach der zellularen Aufnahme des
Konjugates mit anschlieRender Spaltung dessen wird die Wirkung von Trastuzumab durch
die Cytotoxizitat der Wirkstoffe bzw. deren Metabolite verstarkt [207, 208]. Denkbar ist
ebenfalls eine Erhéhung der gastrointestinalen Resorption, welche mit einer verbesserten
oder Uberhaupt mit einer oralen Bioverfligbarkeit einhergehen wirde [205]. Mdglich ist auch
eine antineoplastische Aktivitat der Lektine an sich, welche wiederum durch die Spezifitat
von Vorteil bezliglich unerwiinschter Arzneimittelwirkungen sein kann. Dazu am haufigsten
untersucht wurden bislang Lektine aus der Mistel (Viscum album). Zumindest in vitro zeigen
diese einen wachstumshemmenden Effekt gegeniber Zellen verschiedener Krebsarten,
z.B. bei Leukamien, hepatozellularen Karzinomen oder malignen Melanomen [209, 210].
Es ist jedoch zu betonen, dass dies explizit keine ausreichende Evidenz fiir eine Anwen-
dung am Menschen ist.

Bislang gibt es nur vereinzelt Literaturberichte Gber Lektine aus der Rinde und/oder in Pflan-
zenextrakten. Tazaki et al. gelang beispielsweise die Isolierung eines Lektins aus der Rinde
der Robinie (Robinia pseudoacacia) [211]. Derartige Extrakte und auch Pycnogenol werden
durch den Auszug mit unterschiedlichen organischen Losungsmitteln und/oder wassrigen
Auszligen variabler Temperatur gewonnen. Somit ist unklar, ob durch das Extraktions-
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Verfahren zum einen Proteine gewonnen werden kénnen und zum anderen diese ihre
Funktionalitat erhalten. Frederich et al. untersuchten in vitro die Wachstumsinhibition ver-
schiedener Extrakte europaischer Baume, vornehmlich gewonnen mittels Ethylacetat oder
Methanol [212]. Dabei zeigten unter anderem Extrakte aus der Rinde der Hainbuche bzw.
der Schwarzerle inhibierende Eigenschaften auf das Wachstum diverser Krebszellen.
Diese Bioaktivitat konnte jedoch mangels weiterfihrender Analysen nicht kausal auf Lektine
zuruckgeflihrt werden.

Wie bereits in A1.3 dargelegt, ist die Einnahme von Pycnogenol mit einer Vielzahl von phar-
makodynamischen Effekten assoziiert; gleichwohl ist allerdings nicht eindeutig geklart auf
welche Substanzen die Bioaktivitat zurlickzufihren ist. Darliber hinaus konnten bislang
nicht alle Bestandteile des Kiefernrindenextraktes identifiziert werden, zudem wurden bei
den bisherigen Charakterisierungen (siehe A1.2 und A1.3) in der Regel Methoden (z.B.
HPLC-UV-Vis) angewandt, mit denen Proteine nur schwierig erfasst werden kénnen. Aus
diesem Grund sollte Pycnogenol in der vorliegenden Arbeit beziglich mdglicher Lektine
evaluiert werden.

1.1.2 Ergebnisse

1.1.2.1 Hamagglutinations-Assay

Die Agglutination von Erythrozyten durch Lektine beruht auf einer Quervernetzung derer
durch Bindung an membranstandige Kohlenhydrat-Reste (Abbildung 12), was sich dieser
Assay zunutze machte.

\ ‘
. ' .\ Lektin
& Endstandige
' ‘ ’ ® KH-Monomere

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Hdmagglutination durch Quervernetzung der Erythro-
zyten durch Bindung von polyvalenten Lektin-Molekulen an endstandige Kohlenhydrat-Monomere
der Membran. KH = Kohlenhydrat. Abbildung modifiziert nach [213].

Ein positives Ergebnis, also eine stattgefundene Hamagglutination, war durch eine diffuse
Sedimentation der Erythrozyten mit triiben und rot gefarbten Uberstand gekennzeichnet.
Blieb die Hamagglutination aus, so bildeten die Erythrozyten ein scharf abgegrenztes Se-
diment mit klarem Uberstand (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung des Ergebnisses eines Hamagglutinations-Assays. Die
Konzentration der untersuchten Substanzen nahm von links nach rechts ab; initial betrug diese je-
weils 500 pg/mL bzw. bei den Fraktionen zusatzlich 5 mg/mL (siehe C2.1.2.1 und C2.1.2.2). Erfolgte
eine Hamagglutination, so sedimentierten die Erythrozyten verschwommen und der Uberstand war
rot gefarbt, anderenfalls zeigte sich ein deutliches Sediment derer mit farblosen Uberstand.
ConA = Concanavalin A, PHA-P = Phytohamagglutinin-P.
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Es zeigte sich, dass sowohl mit Pycnogenol als auch mit dessen Fraktionen 2 — 4 eine Ha-
magglutination stattfand, siehe C2.1.2.2. Dabei wurde die minimale hamagglutinierende
Konzentration als diejenige Analyten-Konzentration definiert, die noch eine Agglutination
der Erythrozyten vermochte. Bei Pycnogenol lag diese mit 7,8 ug/mL im Bereich der Kon-
zentration der Positivkontrolle Concanavalin A, Fraktion 4 wies mit 39,1 ug/mL eine ahnli-
che Potenz wie die zweite Positivkontrolle Phytohamagglutinin-P auf (Tabelle 1).

Tabelle 1: Minimale hamagglutinierende Konzentrationen derjenigen Analyten, die eine positive Re-
aktion hervorriefen. ConA = Concanavalin A, PHA-P = Phytohamagglutinin-P. N = 3 in drei Untersu-
chungsreihen.

Konzentration

Substanz (ug/mL)
Pycnogenol 7,8
ConA 7.8
PHA-P 31,3
Fraktion 2 2.500
Fraktion 3 313
Fraktion 4 39,1

1.1.2.2 Inhibition der Hdmagglutination durch Saccharide

Die Hemmung der Hamagglutination durch spezifische Kohlenhydrate beruht auf einer Bin-
dung derer an Lektine bei vorheriger Zugabe, sodass diese die Erythrozyten nicht mehr
quervernetzen und folglich agglutinieren kénnen (Abbildung 14). Die Positivkontrolle Con-
canavalin A bindet hierbei spezifisch D-Mannose und D-Glucose ohne enzymatische
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Aktivitat (B1.1.1), wohingegen Phytohamagglutinin-P eine Spezifitat flir komplexe Oligosac-
charide hat [214].

‘ ’
‘ ‘ . ' ' .Lektin mit gebundenem
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Inhibition der Hamagglutination durch vorherige Zu-
gabe einer spezifischen Kohlenhydrat-Losung zum Lektin. Die Kohlenhydrat-Monomere binden an
das Lektin und verhindern so die Hamagglutination durch bereits besetzte Bindungsstellen.
KH = Kohlenhydrat. Abbildung modifiziert nach [213].

Es stellte sich heraus, dass im vorliegenden Assay D-Mannose, D-Xylose, D-Melibiose, D-
Fructose und D-Glucose die Hamagglutination verstarkten, weswegen diese nicht weiter
untersucht wurden. Keinen Einfluss auf die Agglutination der Erythrozyten hatten N-Acetyl-
D-glucosamin, L-Rhamnose, D-Arabinose und L-Arabinose. Eine Inhibition der Hamagglu-
tination zeigten nur D-Glucosamin-HCI und D-Galactose; hier konnte bei einer Pycnogenol-
Konzentration von 0,04 mg/mL im Vergleich zur Referenz ohne Kohlenhydrat eine vollstan-
dige Hemmung hervorgerufen werden (Abbildung 15). Diese Konzentration wurde im An-
schluss zur weiteren Untersuchung der minimal notwendigen Konzentration der beiden
Saccharide zur vollstandigen Aufhebung der Hamagglutination verwendet. Letztlich betrug
die minimale Inhibitor-Konzentration bei D-Glucosamin-HCI 15 mg/mL und bei D-Galactose
150 mg/mL.

A
S — e —
Pycnogenol TBS TBS Pycnogenol
+Z +Z +TBS +TBS
B

ONOXOROROXORCOXC)

S — e —
Pycnogenol TBS TBS Pycnogenol
+Z +Z +TBS +TBS

Abbildung 15: Schematische Darstellung einer vollstandigen (A) bzw. teilweisen (B) Inhibition der
Hamagglutination durch den korrespondierenden Zucker Z bei einer Pycnogenol-Konzentration von
0,04 mg/mL. TBS = Tris-Puffer.
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Fur die Fraktionen 2 — 4 gelang keine reproduzierbare bzw. verlassliche Durchfihrung des
Versuchaufbaus, weswegen auf weitere Untersuchungen derer verzichtet wurde.

1.1.2.3 Isolierung eines Lektins aus Pycnogenol mittels Affinitdtschromatographie

Die in B1.1.2.2 beschriebene Spezifitat eines vermuteten Lektins in Pycnogenol fir D-Ga-
lactose wurde sich beim Versuch der Isolierung bzw. Aufreinigung mittels einer Affinitats-
chromatographie zunutze gemacht. Die Affinitatschromatographie beruht auf einer rever-
siblen Bindung und spateren Elution eines Liganden, hier das Lektin, an eine spezifische
immobilisierte Matrix, welche hier ein D-Galactose-gebundenes Agarose-Gel in einer Saule
darstellte. Auf diese Art und Weise kénnen ohne grolien apparativen Aufwand Substanzen
aus komplexen Matrizes isoliert werden. Das Durchwandern des Saulenbetts durch die L6-
sungen erfolgte allein durch Schwerkraft; auf diesem Weg war es flr das Monitoring der
Lektin-Elution moglich, Fraktionen eines Volumens von je 1 mL zu sammeln. Urspriinglich
war geplant Gber eine Messung der Absorption bei 280 nm diejenigen Fraktionen zu iden-
tifizieren, die das mutmalliche Lektin enthalten. Die photometrische Erfassung von Protei-
nen bei einer Wellenlange von 280 nm beruht vornehmlich auf der Absorption aromatischer
Aminosauren. Da jedoch die Entfernung der in Pycnogenol enthaltenen polyphenolischen
Substanzen durch mehrere Waschschritte nicht suffizient gelang und diese ebenfalls bei
dieser Wellenldnge eine Absorption zeigen, wurde diese Uberlegung verworfen (C2.1.4.2).
Aus diesem Grund wurde mit allen Fraktionen ein Hamagglutinations-Assay analog
C2.1.2.2 durchgefiihrt. Dabei zeigten zwar die verschiedenen Fraktionen trotz der Anwe-
senheit von D-Galactose eine mehr oder minder ausgepragte Hamagglutination, allerdings
auch die Wasch- und Konditionierlésung in Form von TBS (C2.1.4.1); die starkste Reaktion
zeigten dabei die Fraktionen 9 — 22. Daher konnte auch nach Durchfiihrung des Hamag-
glutinations-Assay nicht mit Sicherheit gesagt bzw. differenziert werden, ob Pycnogenol ein
D-Galactose spezifisches Lektin enthalt und in welcher Fraktion der Affinitatschromatogra-
phie sich dieses befindet. Eine Proteinquantifizierung in ausgewahlten Eluaten mit unter-
schiedlichen Agglutinations-Verhalten mittels Bradford-Assay (C2.1.4.4) zeigte keine signi-
fikanten Unterschiede im Proteingehalt (Daten im tabellarischen Anhang D1.1.1). Urspring-
lich sollten damit diejenigen Fraktionen identifiziert werden, die aufgrund einer ausgeprag-
teren Hamagglutination gréRere Mengen des Lektins enthalten. Diese Hypothese konnte
demzufolge auf diesem Weg nicht bestatigt werden.

Als nachster Schritt wurde daher eine Ultrafiltration der Fraktionen erwogen, welche zudem
die Entfernung der in der weiteren Charakterisierung interferierenden D-Galactose forcieren
und zur Aufkonzentrierung der Probe filhren sollte. Damit sollte eine eindeutige Protein-
quantifizierung durch einen erneuten Bradford-Assay und die Bestimmung des Molekular-
gewichts des vermuteten Lektins mittels SDS-PAGE erméglicht werden. Aufgrund der Vo-
lumenreduktion im Verlauf der Ultrafiltration kam es jedoch teilweise zu einer Verstopfung
der Membran durch Pycnogenol-Bestandteile, weswegen auch dieses Vorhaben nur in
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begrenztem Umfang mdglich war. Exemplarisch wurde demzufolge eine ausgewahlte Frak-
tion im Vergleich zu einer auf identische Weise ultrafiltrierte Pycnogenol-Lésung einer ur-
springlichen Konzentration von 1 mg/mL einem Bradford-Assay unterzogen. Zwischen
Pycnogenol und dem Konzentrat der Fraktion ergab sich kein Unterschied beziglich der
Protein-Konzentration (jeweils 0,1 + 0,04 bzw. + 0,007 mg/mL, n = 3). Prinzipiell hat die
Ultrafiltration unter den gewahlten Bedingungen jedoch funktioniert, da der Proteingehalt
der BSA-Probe aulierhalb des Kalibrierbereichs lag und es somit hier zu einer Konzentrie-
rung kam (siehe tabellarischer Anhang D1.1.2). Zum Abschluss der versuchten Charakte-
risierung wurden ausgewahlte Fraktionen, Pycnogenol-Lésungen variabler Konzentratio-
nen und Concanavalin A als Referenzprotein einer SDS-PAGE unterzogen. Beim Referenz-
protein lag die Nachweisgrenze bei 1 ng pro Tasche. Weder bei Pycnogenol noch bei den
Fraktionen gelang bei keinem Gel unterschiedlicher Bedingungen (C2.1.5.2) aufgrund der
wahrend des Farbeprozesses entstandenen intensiven braunen Hintergrundfarbung die
Detektion eines Lektins. Aufgrund der nicht zielflihrenden Ergebnisse wurde schlief3lich be-
schlossen dieses Vorhaben einzustellen.

1.1.3 Diskussion

Die Ergebnisse belegten, dass es zwar Hinweise auf die Anwesenheit von Lektinen in
Pycnogenol gab, namlich in Form der Agglutination der Erythrozyten und der Inhibition de-
rer durch D-Glucosamin und D-Galactose; eine weitere Charakterisierung bzw. Isolierung
misslang jedoch. Zwar ist das beobachtete Verhalten im Hamagglutinations-Assay typisch
fur Lektine, allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen werden, dass
andere Substanzen diesen Effekt hervorgerufen oder mit dem Assay interferiert haben. In
Immunoassays sind beispielsweise sogenannte Matrixeffekte von groRer Bedeutung. Ins-
besondere durch komplexe Matrizes kann das Ergebnis unspezifisch verfalscht werden,
ohne die interferierenden Substanzen exakt zu kennen [215]. Ahnliches ist auch fiir den
Hamagglutinations-Assay denkbar, auch wenn dieser nicht auf immunologischen Prinzipien
basiert. Eine weitere Moglichkeit fiir eine positive Reaktion trotz der Abwesenheit von Lek-
tinen ist die Quervernetzung der Erythrozyten durch die Polyphenole selbst [216]. Wie aus-
fuhrlich auch in A1.4.1 und B3.2.1 geschildert, kénnen Polyphenole mit Proteinen zahlrei-
che kovalente und nicht-kovalente Interaktionen eingehen, was Uberdies auch fir Lipide
und Kohlenhydrate gilt [217-219]. Phenolsauren wie Ferulasaure und Kaffeesaure sind
nach der vorangegangenen Oxidation zu Chinonen in der Lage Proteine zu vernetzen [220].
Bei Pérot et al. reduzierten vornehmlich Cranberry-Procyanidine durch die Interaktion mit
dem Weizenprotein Gliadin die Immunreaktion auf diesen Gluten-Bestandteil [221]. Quer-
cetin zeigte in den Untersuchungen von Wu et al. eine Inhibition der Infektion mit dem In-
fluenza-Virus via Bindung an das Oberflachenprotein/Lektin Hamagglutinin (B1.1.1) [222].
Die Annahme, dass die detektierte Hamagglutination durch Polyphenole und nicht durch
Lektine verursacht wurde, wirde allerdings nicht die spezifische Inhibition durch
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D-Glucosamin und D-Galactose erklaren. Diese Beobachtung kénnte aber genutzt werden,
um einen zukulnftigen Versuchsaufbau zu planen. Mittels eines Sandwich-ELISA erfassten
Wang et al. unbekannte Lektine aus verschiedenen Pflanzenextrakten [223]. In diesem Fall
fungierten spezifische Kohlenhydrat-Polymere sowohl als immobilisierte Antikérper als
auch als biotinylierte Fangantikorper, sodass die Anwesenheit eines Lektins mittels Strep-
tavidin-Meerrettichperoxidase und Tetramethylbenzidin als Substrat nachgewiesen werden
konnte. Bis dahin ist aber eine valide Aussage zur Anwesenheit von Lektinen in Pycnogenol
nicht mdglich.

1.2 Untersuchung des Einflusses von Pycnogenol und ausgewabhlter Be-
standteile auf die Atmungskette in vitro

1.2.1  Hintergrund und Fragestellung

Die Atmungskette stellt einen wesentlichen Bestandteil bei der aeroben, eukaryotischen
Energiegewinnung in Form von Adenosintriphosphat (ATP) dar und besteht aus vier ver-
schiedenen an der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten Proteinkomplexen | —IV.
In vorherigen Reaktionszyklen werden durch Oxidation der Makronahrstoffe Lipide, Koh-
lenhydrate und Proteine Coenzyme gewonnen, die dort als Elektronendonatoren fungieren
und somit den Elektronentransport innerhalb der Atmungskette durch Redoxreaktionen ka-
talysieren. Der vierte und letzte Komplex Ubertragt die Elektronen auf molekularen Sauer-
stoff, wodurch dieser in Anwesenheit von Protonen zu Wasser reduziert wird. Durch den
Elektronentransport der Atmungskette entsteht gleichzeitig ein Protonengradient zwischen
mitochondrialer Matrix und Intermembranraum. Dieser Gradient ist letztlich der Treiber fiir
die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu ATP durch die ATP-Synthase, de-
ren Funktion somit eng an die der Komplexe | — IV gekoppelt ist. Der komplette Prozess
aus Elektronentransport in der Atmungskette durch vorherige Oxidation von Makronahrstof-
fen und ATP-Synthese wird demnach als oxidative Phosphorylierung bezeichnet (Abbil-
dung 16) [123].
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung zur aeroben Energiege-
winnung von Eukaryoten in Form von ATP in Mitochondrien durch Kopplung von Atmungskette und
ATP-Synthase. | — IV: Komplexe der Atmungskette, L, KH, P: Lipide, Kohlenhydrate, Proteine. Ab-
bildung modifiziert nach [123].

Mitochondrien spielen aber nicht nur eine wichtige Rolle bei der ATP-Produktion, sondern
sind unter anderem beteiligt an der Apoptose, der Regulation des Calcium-Stoffwechsels
und der Synthese von Porphyrinen, welche Grundgeriste flir zahlreiche essentielle Pro-
teinkomplexe darstellen, z. B. dem Hamoglobin [224, 225]. Mitochondrien besitzen eine ei-
gene DNA, auf der Gene fir viele Bestandteile der Atmungskette lokalisiert sind [123].

Bei der oben beschriebenen Elektronenibertragung auf O, an Komplex IV der Atmungs-
kette entstehen als Zwischenschritt reaktive Sauerstoffspezies (ROS), namlich das Super-
oxidanion bzw. das Peroxid. Im Koérper stellen Mitochondrien die bedeutendste Quelle fir
ROS dar [226]. Unter physiologischen Bedingungen werden diese allerdings nahezu kom-
plett zu Wasser reduziert oder anderweitig detoxifiziert. Kommt es aber zu einer mitochond-
rialen Dysfunktion oder werden durch die Zufuhr exogener Noxen oder durch ischamische
Ereignisse vermehrt ROS gebildet, so kdnnen zellulare Strukturen oxidiert und geschadigt
werden (,oxidativer Stress®). Dies wurde bereits in A2.2.3 im Detail beschrieben und aus
diesem Grund sind neben kardiovaskularen Erkrankungen auch COPD oder neurodegene-
rative Erkrankungen wie Morbus Parkinson mit ROS assoziiert [227-231]. In A1.3 wurde
erlautert, dass Pycnogenol mit zahlreichen positiven Effekten sowohl in vitro als auch in
vivo in Verbindung steht. Besonders hervorzuheben ist im Kontext von Mitochondrien bzw.
neben der antioxidativen Wirkung von polyphenolischen Substanzen auch die Fahigkeit als
Radikalfanger zu wirken [232-234]. Aufgrund der heterogenen Pathogenese von Erkran-
kungen mit mitochondrialer Beteiligung ist die Identifikation moglicher Wirkstoffe jedoch
eine Herausforderung. Bislang haufig untersucht innerhalb der Klasse der Polyphenole
wurde Resveratrol [235]. Bei Pallas et al. stimulierte Resveratrol das Enzym SIRT1, wel-
ches wiederum Transkriptionsfaktoren der mitochondrialen Biogenese aktiviert [236].
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In vitro hemmte Resveratrol die Bildung von ROS nach inflammatorischer Stimulation der
Colonkarzinom-Zellen HT-29 starker als 5-Aminosalicylsdure, ein zur Therapie von Colitis
ulcerosa eingesetzter antiinflammatorischer Wirkstoff; zudem verringerte Resveratrol die
Expression von COX-2 [237]. Robb et al. konnten in vitro zeigen, dass Resveratrol nicht nur
selbst antioxidativ wirkt, sondern durch die Induktion der mitochondrialen Superoxid-Dis-
mutase auch die Detoxifizierung innerhalb der Zelle durch dieses Enzym verbessert [238].
Resveratrol ist innerhalb der Polyphenole der Klasse der Stilbene zuzuordnen (siehe auch
A1.1); diese kommen zwar nicht in Pycnogenol vor, jedoch bestand durchaus die Méglich-
keit, dass die bei Resveratrol beobachtete Bioaktivitat ein Klasseneffekt ist und damit grund-
satzlich auch bei anderen polyphenolischen Substanzen zu beobachten sein kénnte. Des-
wegen sollten Pycnogenol und ausgewahlte Bestandteile hinsichtlich der Wirkung auf die
Atmungskette charakterisiert werden.

1.2.2 Ergebnisse

Der zur Uberpriifung des Einflusses von Pycnogenol, M1, Ferulaséure und Taxifolin auf die
Atmungskette eingesetzte Assay beruhte auf dem Prinzip der Lumineszenz (siehe C2.2.3).
Dabei wurde initial durch die Lyse humaner kolorektaler Adenokarzinomzellen (CaCo-ll)
mitochondriales ATP freigesetzt. Im Anschluss setzte eine rekombinant-hergestellte Luci-
ferase dieses und das Substrat Luciferin mit Sauerstoff zu Oxyluciferin, Adenosinmono-
phosphat und CO, um, wobei Energie in Form von emittiertem Licht frei wurde. Dieses
Lichtsignal konnte durch ein Luminometer erfasst werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Vereinfachte Darstellung der Reaktion wahrend des Lumineszenz-Assays zur Uber-
prifung des Einflusses von Pycnogenol und dessen Bestandteilen auf die Atmungskette.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich kein signifikanter Einfluss von Pycno-
genol, M1, Ferulasdure und Taxifolin (jeweils 25 ug/mL, n=6) auf die Funktion der
Atmungskette in Form von ATP im Vergleich zur Negativkontrolle. Einzig Resveratrol in
einer Konzentration von 23 pg/mL flihrte zu einer statistisch signifikanten Erhéhung der
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mitochondrialen ATP-Produktion (119 £ 7 %, n = 6, Abbildung 18). Die bei Resveratrol ein-
gesetzte Konzentration von 23 ug/mL entspricht 100 uM, welche in der Literatur eine mito-
chondriale Dysfunktion verhinderte [239].
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Abbildung 18: Einfluss der sechsstiindigen Inkubation von 25 ug/mL Pycnogenol, M1, Ferulasaure
und Taxifolin auf die Atmungskette in Form der ATP-Produktion. Die bestimmten ATP-Konzentrati-
onen wurden auf die Negativkontrolle normiert (%). Resveratrol 23 pg/ml fungierte als Positivkon-
trolle. Die Saulen stellen den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n = 6). *: Ergebnis statistisch
signifikant, Negativkontrolle als Referenz (p < 0,05, one-way ANOVA mit Dunnett’s post-hoc test).
Negativkontrolle = unbehandelte Zellen.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte nachfolgend exemplarisch untersucht werden, ob eine
mogliche Wirkung der polyphenolischen Substanzen ausschlief3lich in Anwesenheit von
exogenen Noxen zu beobachten ist. In Anlehnung an Carrasco-Pozo et al. wurde hierfur
Indometacin ausgewahlt, da Quercetin und Resveratrol der durch Indometacin hervorgeru-
fenen mitochondrialen Dysfunktion entgegenwirkten [239, 240]. Indometacin gehdrt zu den
nicht-steroidalen Antiphlogistika, hemmt unselektiv COX-1 und COX-2 und verursacht
dadurch die fur diese Arzneistoffklasse typischen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen in
Form von beispielsweise gastrointestinalen Lasionen [241]. Fir die Untersuchungen dazu
wurden alle Schritte analog zu C2.2.3.2 und C2.2.3.3 durchgefihrt, wobei jedoch die Zellen
insgesamt fir 60 Minuten mit den Substanzen und 50 uM Indometacin bzw. ohne als Kon-
trolle inkubiert wurden (Abbildung 19, Daten im tabellarischen Anhang D1.2).
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Abbildung 19: Einfluss der 60-mindtigen Inkubation von 25 ug/mL Pycnogenol, M1, Ferulasaure
und Taxifolin auf die Atmungskette in Form der ATP-Produktion in Anwesenheit von 50 uM Indome-
tacin (linke Saule) bzw. in Abwesenheit (rechte, gemusterte Saule) als Kontrolle. Die bestimmten
ATP-Konzentrationen wurden auf die Negativkontrolle normiert (%). Die Saulen stellen den Mittel-
wert inkl. Standardabweichung dar (n = 3). *: Ergebnis statistisch signifikant, Negativkontrolle als
Referenz. **: Ergebnis statistisch signifikant, Probe ohne Indometacin-Inkubation als Referenz
(p < 0,05, one-way ANOVA mit Dunnett's post-hoc test). Negativkontrolle = Zellen ohne Polyphenol-
Inkubation.

Dabei konnte durch die simultane Inkubation mit Indometacin keine verringerte mitochond-
riale ATP-Produktion induziert werden. Dies war insofern Uiberraschend, da im Vergleich zu
Carrasco-Pozo et al. die Zellen dreimal so lange mit Indometacin behandelt wurden. Feru-
lasaure alleine bewirkte im Gegensatz zum vorherigen Versuch eine statistisch signifikant
geringere ATP-Bildung (95 £ 1 %, n = 3), wobei das Ausmal} vergleichsweise gering war
und deswegen nicht von einer Relevanz ausgegangen wurde. Bei Taxifolin zeigte sich Uber-
dies bei der Co-Inkubation mit Indometacin im Vergleich zur Kontrolle eine vermehrte Syn-
these von ATP (100 £ 2 % bzw. 96 + 1 %, n = 3). Gleichwohl war auch hier nicht von einer
Relevanz auszugehen. Weitere Untersuchungen wurden als nicht zielfihrend erachtet und
deswegen zugunsten anderer Vorhaben verworfen. Zu keinem Zeitpunkt wurde eine Kon-
tamination mit Mykoplasmen detektiert (C2.2.2.5).

1.2.3 Diskussion

Bei den Untersuchungen zur mitochondrialen Bioaktivitat von Pycnogenol und der Substan-
zen M1, Ferulasaure und Taxifolin konnte kein relevanter Effekt beobachtet werden, weder
alleine noch in Anwesenheit von Indometacin als exogene Noxe (B1.2.2). Unter dem Ein-
fluss von Taxifolin zeigte sich zwar bei gleichzeitiger Indometacin-Stimulation eine im Ver-
gleich zur Kontrolle erhdhte ATP-Synthese, allerdings nicht Gber diejenige der Negativkon-
trolle hinaus. Dies stand zumindest im Einklang mit den Ergebnissen von Dorta et al., wo
Taxifolin in isolierten Rattenmitochondrien keinen Einfluss auf die ATP-Konzentration hatte
[242]. Die erhaltenen Daten zu Ferulasdure waren nicht eindeutig; teilweise konnte eine
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verringerte mitochondriale Funktion festgestellt werden. Die Relevanz schien jedoch auf-
grund des geringen Ausmales fraglich. Erwartungsgemaf konnte Resveratrol als Positiv-
kontrolle die ATP-Produktion signifikant steigern. Damit konnte zumindest davon ausge-
gangen werden, dass der Assay grundsatzlich geeignet war, um einen Einfluss der unter-
suchten Polyphenole auf die Atmungskette festzustellen. Uberdies gilt der ATP-Assay in
der Literatur als anerkannter und empfindlicher Assay zur Untersuchung der Zellviabilitat
[243, 244]. Eine mogliche Erklarung flr die Beobachtung in der vorliegenden Arbeit besteht
darin, dass polyphenolische Substanzen ihre antioxidative Wirkung entfalten, indem sie
nicht direkt mit ROS interagieren, sondern intrazellulare Signalwege beeinflussen; wenn
dieser Effekt erst nach einer gewissen Latenzzeit zum Tragen kommt, dann war die Inku-
bationszeit von sechs Stunden ungeniigend [245, 246]. Hingegen zeigen aktuellere Daten,
dass selbst die deutlich niedrigeren in vivo erreichten Konzentrationen suffizient sind, um
Radikale effizient zu inaktivieren [247]. In Untersuchungen von Nauser et al. zum Mecha-
nismus waren nicht die OH-Gruppen fir die radikalfangenden Eigenschaften von Poly-
phenolen (z.B. Morin) verantwortlich, sondern aromatische Gruppen, indem sie mit C-
zentrierten Radikalen reagierten [248]. Dieser Aspekt ist insofern interessant, weil somit
auch sulfatierte oder glucuronidierte Metabolite als moégliche bioaktive Strukturen infrage
kommen (B3.4.9, B4). Interessant dazu sind die Beobachtungen von Kawai et al. [249].
Zumindest die Aktivitat einer Glucuronidase war bei mitochondrialer Dysfunktion erhéht,
wodurch das Quercetin-Glucuronid hydrolysiert und in die Zellen aufgenommen wurde und
dort antiinflammatorisch wirkte. Dies steht im Einklang mit der Erkenntnis von Fiorani et al.,
dass sich Quercetin in vitro deutlich in Mitochondrien anreicherte und vor freien Radikalen
schitzte [250]. Da sowohl Sulfatasen als auch Glucuronidasen ubiquitdr vorkommen, er-
scheint eine Ubertragbarkeit auf Polyphenole durchaus plausibel. Skemiene et al. unter-
suchten den Einfluss von verschiedenen Anthocyanen auf isolierte Rattenmitochondrien,
welche zuvor ischamischen Bedingungen ausgesetzt waren; Cyanidin-3-Glucosid fungierte
als Elektronenakzeptor, wodurch die Funktion der Atmungskette trotz vorangegangenen
Sauerstoffmangels aufrechterhalten werden konnte [251]. Dies kénnte ein spannender As-
pekt bei mit ischamischen Episoden einhergehenden kardiovaskularen Erkrankungen sein,
wie zum Beispiel Myokardinfarkt oder Schlaganfall. Ahnliche Effekte sind somit auch fir
andere Polyphenole denkbar. Dazu missen aber weitere Untersuchungen erfolgen, die ins-
besondere auch den molekularen Mechanismus der protektiven Wirkung auf Mitochondrien
bertcksichtigen, wenn die ATP-Produktion kein suffizienter Surrogat-Parameter dafir ist.
Bestrebungen dazu haben Moini et al. angestellt [252]. Interessanterweise hemmte zwar
Pycnogenol in einer Konzentration von 50 ug/mL den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch
in vitro, allerdings nicht die einzelnen Bestandteile Taxifolin oder Catechin. Die Bioaktivitat
von Pycnogenol erstreckte sich dabei auf alle Komplexe. Es gelang zwar keine Aufklarung
des exakten Mechanismus, die Untersuchungen lie3en jedoch den Schluss zu, dass andere
Bestandteile des Kiefernrindenextraktes fir die detektierte Wirkung verantwortlich sein

43



B Allgemeiner Teil

mussten. Auf den ersten Blick scheint der Mitochondrien-inhibierende Effekt irritierend, so
fuhrt er doch zu einer verringerten Energieproduktion, welche im aul3ersten Fall den Zell-
untergang induziert [253]. Therapeutisch bereits genutzt wird diese Wirkung allerdings beim
oralen Antidiabetikum Metformin, welches den Komplex | der Atmungskette hemmt und
dadurch Uber folgende Signalkaskaden die hepatische Gluconeogenese vermindert [254,
255]. Dieser Aspekt kénnte sich auch bei der Entwicklung von neuartigen, zytostatisch wirk-
samen Arzneimitteln zunutze gemacht werden, sogenannte Mitocane in der Onkologie oder
in der Infektiologie [256]. Therapeutisch bereits eingesetzt wird beispielsweise Bedaquilin
als Hemmstoff der mykobakteriellen ATP-Synthase bei (multi-)resistenter Tuberkulose
[257]. Der Inhibitor IACS-010759 des Komplexes | befindet sich aktuell in Phase | einer
Klinischen Studie und ist vorgesehen zur Therapie von akuten myeloischen Leukdmien
(AML) [258]. Die Ansatzpunkte flr weitere Untersuchungen sowie die daraus resultierenden
maoglichen Einsatzgebiete von polyphenolischen Substanzen waren somit dementspre-
chend aulerst vielseitig.
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2 Pharmakokinetische Studie mit oraler Mehrfachgabe von
Pycnogenol

21 Diatvorgaben

Wie bereits in A1.1 im Detail geschildert, kommen Polyphenole als sekundare Naturstoffe
ubiquitar in der Nahrung vor. Damit also detektierte Analyten in humanem Serum eindeutig
auf die Einnahme von Pycnogenol und nicht auf etwaige Nahrungsbestandteile zurlickzu-
flhren waren, war eine polyphenolfreie Diat vor Beginn und wahrend der Klinischen Studie
notwendig. Als Nahrungsmittel und Getranke erlaubt waren ausschlief3lich Wasser, Kefir,
Hart- und Weichkase, Naturjoghurt und weitere vergleichbare Milchprodukte sowie Fleisch,
Schinken, Butter, WeilRbrot und Eier. Mit der Diat musste bereits 48 Stunden vor Beginn
der Studie bzw. vor Abnahme der ersten Blutprobe begonnen werden, damit noch im Blut
befindliche Polyphenole aus der Nahrung eliminiert werden konnten (Wash-out). Basierend
auf vorangegangenen Daten [70, 259] und Literaturangaben [2] wurde angenommen, dass
dieser Zeitraum auch fur bislang noch nicht identifizierte Bestandteile und Metabolite aus-
reichend sein sollte. Zur Uberpriifung der Adharenz mit den Diétvorgaben wurden die Stu-
dienteilnehmenden angehalten, ein Erndhrungsprotokoll zu flhren.

2.2 Kollektiv der Studienteilnehmenden

Die finfzehn Proband*innen der Klinischen Studie waren freiwillige und gesunde Frauen
und Manner im Alter von 28 bis 46 Jahren (36 Jahre + 5,7 Jahre). 47 % der Teilnehmenden
waren Frauen; der Body Mass Index (BMI) betrug dabei 26,3 kg/m? (+ 3,3 kg/m?), somit war
das Kollektiv im Durchschnitt eher tGbergewichtig (Tabelle 2). Vor Einschluss in die Studie
wurde eine koérperliche Untersuchung zur Erfassung des Gesundheitsstatus durchgefihrt.
Zudem wurde das kérperliche Befinden einmalig vor Beginn und wahrend der Studie taglich
in Form eines Protokolls dokumentiert.

Die Studie wurde unter dem Titel ,Identifizierung und Quantifizierung neuer Bestandteile
und Metabolite eines Rindenextraktes der Meeres-Kiefer (Pycnogenol) in menschlichem
Blut nach oraler Einnahme® von der Ethikkommission nach ICH GCP 135/95 der Medizini-
schen Fakultat der Comenius Universitat Bratislava, Slowakei, genehmigt.
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Tabelle 2: Basischarakteristika der flinfzehn Studienteilnehmenden.

NF. Ge- Alter BMI Nr Ge- Alter BMI

schlecht (Jahre) (kg/m?) . schlecht (Jahre) (kg/m?)
1 ® 28 23,0 9 s 30 28,6
2 G 31 23,2 10 da 41 30,0
3 ® 40 25,9 11 da 42 24,7
4 Ca 33 24,8 12 ® 36 24,7
5 s 46 25,3 13 ® 28 24,0
6 s 40 30,9 14 ® 30 34,0
7 ® 33 27,3 15 Ca 39 25,8
8 @ 39 21,9 - - - -

23 Ablauf der Klinischen Studie und Probengewinnung

Die Studienphase erstreckte sich Uber einen Zeitraum von vier Tagen, zwei zusatzliche
Tage vor Studienbeginn dienten dem Wash-out (B2.1). Jedem Teilnehmenden wurde zu
vier verschiedenen Zeitpunkten Blutproben enthnommen. Die erste Blutabnahme (D1-S1)
erfolgte am ersten Tag unmittelbar vor Beginn der Einnahme von Pycnogenol. Diese diente
bei der spateren Auswertung als Referenzprobe, in der keine Polyphenole zu detektieren
sein sollten. Analyten, die nicht in dieser Referenz, aber in mindestens einer der anderen
drei verbleibenden Proben nachgewiesen wurden, waren demzufolge sehr wahrscheinlich
auf die Einnahme von Pycnogenol zurickzufiihren (B3.3). Nach der ersten Blutentnahme
wurde die erste Dosis von 200 mg Pycnogenol (Initialdosis) verabreicht. Die Studienteilneh-
menden waren angehalten, die Kapseln mit reichlich Wasser zu schlucken. Zwei Stunden
nach Einnahme der Initialdosis erfolgte die zweite Blutentnahme (D1-S2). Die dritte Blut-
probe (D1-S3) wurde zehn Stunden nach der Gabe der Initialdosis gewonnen. Nach der
initialen Dosis wurden jeweils 100 mg Pycnogenol zweimal pro Tag oral angewendet, bis
am vierten Tag 4 Stunden nach der letzten Einnahme von Pycnogenol die letzte Blutprobe
(D4-S4) gewonnen wurde (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des Ablaufs der Probengewinnung in der Klinischen Stu-
die Uber insgesamt vier Tage mit vorangegangener zweitagiger polyphenolfreier Erndhrung.

Grimm et al. konnten in einer friiheren ahnlich konzipierten pharmakokinetischen Studie
nach der Einnahme von Pycnogenol zehn bis heute noch nicht identifizierte Analyten in
humanem Plasma nachweisen [70]. Diese Substanzen zeigten in deren Untersuchungen
eine ausgepragte interindividuelle Heterogenitat; zum einen konnte nicht jede bei allen Teil-
nehmenden nachgewiesen werden, zum anderen war auch das Ausmal} verschieden, in
dem diese bei den Proband*innen detektiert werden konnten. AulRerdem wiesen die Sub-
stanzen selbst ein divergierendes pharmakokinetisches Verhalten auf. Die Zeitpunkte des
maximalen Ausmalfies im Plasma (tmax) Nnach Einmalgabe reichten von vier Stunden bis hin
zu zwolf Stunden; teilweise war tmax aufgrund grofRer Variabilitat jedoch nicht eindeutig zu
bestimmen. Diesen Aspekten wurde mit der Auswahl der Probenzeitpunkte in der vorlie-
genden Arbeit Rechnung getragen. Bei der Probe D1-S2 (t = 2 h) war davon auszugehen,
dass Resorption und Verteilung von Pycnogenol-Bestandteilen abgeschlossen waren. So-
mit wurde angenommen, dass in dieser Probe vornehmlich Bestandteile und Metabolite mit
friher tmax zu detektieren waren. Bekanntermaflen unterliegen Polyphenole einem ausge-
pragten mikrobiellen Metabolismus durch das gastrointestinale Mikrobiom; diese Metabolite
werden mit einer gewissen Latenzzeit gebildet und sind daher erst verzégert im Blut bzw.
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Serum nachzuweisen (siehe auch A1.4) [69, 75, 77, 260]. Die Detektion dieser Metabolite
und von Substanzen mit spatem tmax sollte mit der Probe D1-S3 (t = 10 h) gelingen. Schliel’-
lich sollte die letzte Blutprobe D4-S4 (t = 4 h nach letztmaliger Einnahme) Aufschluss Uber
Substanzen im Steady State geben.

Zu jedem Zeitpunkt wurde etwa 20 mL Blut enthommen, Serum und Blutzellen wurden ge-
trennt, aliquotiert und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert (C3.4.1).

Keine*r der Studienteilnehmenden berichtete Gber relevante unerwiinschte Wirkungen oder
Veranderungen des Gesundheitszustandes.
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3 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum
nach der Einnahme von Pycnogenol

3.1 Bereits in Humanserum detektierte Analyten nach der Einnahme von
Pycnogenol

Wie schon in A1.2 geschildert, ist die Zusammensetzung von Pycnogenol weitestgehend
bekannt. Durch variable Bioverfligbarkeit, heterogenen Metabolismus, hepatisch und ente-
ral durch das Darmmikrobiom, sowie analytischer Zuganglichkeit sind diese bekannten Be-
standteile allerdings nicht zwangslaufig diejenigen, die nach der Pycnogenol-Einnahme in
humanem Serum detektiert werden kdnnen. Grimm et al. charakterisierten als Erste umfas-
send das pharmakokinetische Profil in Humanplasma nach der oralen Einmal- und Mehr-
fachgabe von Pycnogenol [70]. Dabei konnten insgesamt 15 Analyten erfasst werden, nam-
lich (+)-Catechin, Ferulasaure, Kaffeesaure, Taxifolin und 6-(3,4-Dihydroxyphenyl)-y-
valerolacton (M1, Abbildung 21) und 10 unbekannte Substanzen, deren Charakteristika be-
reits in B2.3 beschrieben wurden. Es konnte ausgeschlossen werden, dass diese unbe-
kannten Polyphenole p-Coumarsaure, (-)-Epicatechin, Gallussaure, 4-Hydroxybenzoe-
saure, Protocatechusaure, Vanillinsaure, oder (6-(3-Methoxy-4-hydroxy-phenyl)-y-valero-
lacton (M2) darstellen.

[0}
HO 0
A j@/\/\ 5
OH HO

HO 0}
mjo E
HO

Abbildung 21: Strukturen der nach Pycnogenol-Einnahme bereits in Humanplasma nachgewiese-
nen Substanzen (+)-Catechin (A), Ferulasaure (B), Kaffeesaure (C), Taxifolin (D) und ©-(3,4-Dihy-
droxyphenyl)-y-valerolacton (M1, E).

Auch Mlek et al. betrachteten im Rahmen einer Klinischen Studie die Pharmakokinetik von
Pycnogenol-Bestandteilen und -Metaboliten in Humanserum nach einer mehrwdchigen
Gabe [261]. Sie konnte die genannten Substanzen nicht nur nachweisen, sondern auch mit
einer weiteren analytischen Methodik (LC-MS/MS) quantifizieren. Dennoch blieb unklar,
welcher Natur die 10 unbekannten Substanzen aus den Untersuchungen von Grimm et al.
waren.

49



B Allgemeiner Teil

3.2 Vorversuche

3.21  Probenvorbereitung

Fur alle im Nachfolgenden geschilderten Vorversuche (C3.2.5, C3.2.6) wurden Feru-
lasaure, Kaffeesaure, Taxifolin und M1 als beispielhafte Substanzen verwendet. Damit
sollte sichergestellt werden, dass die angewandten Bedingungen und Methoden grundsatz-
lich fur diverse Polyphenole funktionieren. Es konnte zumindest von einer teilweisen Uber-
tragbarkeit auf bislang nicht identifizierte Verbindungen ausgegangen werden. Sulfatierte
oder glucuronidierte Vergleichssubstanzen standen zu diesem Zeitpunkt nicht zur Verfi-
gung (A1.4.2). Polyphenolische Analyten gelten zwar aufgrund der unterschiedlichen An-
zahl von Hydroxy-Gruppen als eher polare Substanzen, fir Wechselwirkungen mit Protei-
nen scheinen aber eher die hydrophoben Bereiche in Form der Aromaten im Molekul maf3-
geblich verantwortlich zu sein [262, 263]. Daneben spielen aber auch Wasserstoffbriicken
oder die Reaktion oxidierter Hydroxygruppen von Polyphenolen mit nukleophilen Amino-
sauregruppen eine Rolle [264]. Da Polyphenole insgesamt als sauer einzuschatzen sind
[265], erschien es plausibel durch Sadurezugabe wahrend der Proteinvorbereitung die Inter-
aktion der Polyphenole mit Serumproteinen (vornehmlich Albumin) zu minimieren, um eine
madglichst hohe Ausbeute von insbesondere konjugierten Polyphenolen bei der Probenvor-
bereitung zu erreichen [266-268]. Wie in Abbildung 22 dargestellt, hatte die initiale Amei-
sensaure-Konzentration in Humanserum vor der Zugabe von Methanol als Agens zur Pro-
teinfallung interessanterweise bei Ferulasaure und Kaffeesaure keinen relevanten Einfluss,
was auch unabhangig vom eingesetzten Methanolvolumen war. Mégliche Erklarungen fir
diese Beobachtung kénnte eine grundsatzlich geringe Serumproteinbindung dieser Sub-
stanzen sein oder eine geringe Affinitat bei der Bindung, die allein durch Methanol aufge-
hoben werden konnte; denkbar ist auch eine ausgepragte konstante Proteinbindung, auf
die die Saurekonzentration keinen Einfluss hatte [269]. Der Catechin-Metabolit M1 zeigte
durchgehend das beste Extraktionsverhalten bei einer Ameisensaure-Konzentration von
0,5 %. Am deutlichsten manifestierte sich die Auswirkung der Saurekonzentration bei Ta-
xifolin, wo wie bereits flr Ferula- und Kaffeesaure beobachtet, das eingesetzte Methanol-
volumen ebenfalls keine Rolle spielte. Im Vergleich zur nicht-angesauerten Probe verviel-
fachte sich das Peakflachenverhaltnis von Analyten zu internem Standard etwa um den
Faktor 4 — 7, was fir eine durch Saure beeinflussbare, ausgepragte Proteinbindung sprach.
Da Taxifolin aufgrund des aromatischen Grundgertstes (Abbildung 21) im Vergleich zu den
anderen Polyphenolen lipophiler ist, korrelierte dies gut mit den beteiligten hydrophoben
Bindungen [262] und den Beobachtungen von Xiao et al. [270]. Aufgrund der erhaltenen
Ergebnisse wurde beschlossen, das Humanserum der Klinischen Studie initial mit 0,5 %
Ameisensaure zu versetzen, um eine verbesserte Extraktion durch verminderte Proteinbin-
dung zu erreichen.
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Abbildung 22: Einfluss von 0 %, 0,1 % bzw. 0,5 % Ameisensaure im Humanserum vor der Zugabe von 750 pL
(A), 1.000 pL (B) oder 1.250 uL (C) Methanol zur Proteinprazipitation auf die Extraktion der beispielhaften Ana-
lyten Ferulasaure, Kaffeesaure, Taxifolin und M1. Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis der Peakflachen von
Analyten zu internem Standard (ISTD, '3C-Ferulasaure; n = 1). FA = Ameisensaure.

Bei der Uberpriifung des Methanolvolumens zur Proteinfallung des Humanserums als Pro-
benvorbereitung fir die nachfolgende Analyse zeigte sich keine deutliche Abweichung be-
zlglich der Effizienz der Extraktion der beispielhaften Polyphenole zwischen 750 L,
1.000 pL oder 1.250 uL, wenn das Humanserum vorher mit 0,5 % Ameisensaure versetzt
wurde (Abbildung 23). Da bei der Analytik mittels Flissigkeitschromatographie-Massen-
spektrometrie (LC-MS) durch stérende Matrixbestandteile mit einer abnehmenden Emp-
findlichkeit zu rechnen war, wurden letztendlich 1.250 uL Methanol als Volumen der Wahi
verwendet. Damit sollte eine mdglichst effiziente Proteinprazipitation sichergestellt werden.
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Abbildung 23: Einfluss von 750 pL, 1.000 uL oder 1.250 puL Methanol (MeOH) zur Proteinprazipita-
tion in Anwesenheit von 0,5 % Ameisensaure im Humanserum auf die Extraktion der beispielhaften
Analyten Ferulasaure, Kaffeesaure, Taxifolin und M1. Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis der Peak-
flachen von Analyten zu internem Standard (ISTD, 3C-Ferulasaure; n = 1).

Die Vorversuche zur Probenvorbereitung erfolgten mit einer C18-Saule (B3.2.1), fur die
Analyse der Serumproben der Klinischen Studie wurde jedoch die PFP-Saule verwendet
(C3.4.2). Der Saulenwechsel war aufgrund einer potentiellen Kontamination mit Tributyl-
amin durch andere Messungen am LC-MS-Gerat nétig; flr eine Bestatigung der erhaltenen
Ergebnisse unter Verwendung der PFP-Saule blieb aufgrund limitierter Messkapazitaten
jedoch keine Zeit. Es ist allerdings aufgrund der oben geschilderten Aspekte nicht davon
auszugehen, dass dies fiir die Analyse der Unbekannten von Nachteil war, wenngleich die
Bestatigung der Probenvorbereitung allerdings erstrebenswert gewesen ware.

3.2.2 Quellenparameter und SWATH® windows

Fir die Optimierung der Elektronenspray-lonisation-Quellenparameter (ESI, B3.2.2) wur-
den analog zu B3.2.1 ebenfalls die Analyten Ferulasaure, Kaffeesaure, Taxifolin und M1 fir
eine Naherung der unbekannten Substanzen eingesetzt. In der Quelle wird die von der
UHPLC-Anlage kommende mobile Phase durch eine Sonde verspriht, unterstutzt wird das
Vernebeln vom Zerstaubergas Gas 1. Die an der Sonde angelegte Spannung (lonSpray
voltage) sorgt flr eine lonisierung der in L6sung befindlichen Analyten. Das erhitzte Trock-
nungsgas Gas 2 sorgt im elektrischen Feld innerhalb der Quelle fir ein Verdampfen der
Flussigkeitstropfen (lonenverdampfung), sodass letztlich (Analyt-)lonen in der Gasphase
Uber den Einlass (Orifice) in das Vakuumsystem des Massenspektrometers Gbergehen;
hierbei schitzt das Curtain gas in Kombination mit dem Declustering potential vor etwaigen
Kontaminationen. Das Declustering potential stellt die am Einlass angelegte Spannung dar
und reduziert zudem das Auftreten von lonenclustern. Zwischen dieser und der an der
Sonde angelegten Spannung entsteht das elektrische Feld, in dem die lonen Gber den lon
guide zum MS-Vakuumsystem geleitet werden (Abbildung 24).
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Mobile Phase von
LC kommend
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___________ Weg der
lonen

Abbildung 24: Schematische Darstellung der verwendeten ESI-Quelle nach [271]. Gas 2 wird in-
nerhalb der Quelle durch zwei Zuleitungen eingebracht, zur Vereinfachung ist jedoch nur eine davon
abgebildet.

_/\

Die beste Empfindlichkeit fiir alle Analyten im verwendeten MS-System zeigte sich bei einer
Gas 2 Temperatur von 500 °C und einer lonSpray voltage von 2.500 V. Dabei betrug Gas
1 60 psi, Gas 2 ebenfalls 60 psi und das Curtain gas 35 psi bei einem Declustering potential
von 65 V. Mit diesen optimierten Parametern war im Vergleich zu den Standardparametern
im Negativmodus eine verbesserte Empfindlichkeit der Polyphenole ersichtlich, was insbe-
sondere auf M1 zutraf (Abbildung 25). Da Polyphenole im ESI-Positiv-Modus schlecht zu
ionisieren sind, wurde fir diesen Modus keine separate Optimierung vorgenommen, son-
dern die Parameter des ESI-Negativ-Modus Gbernommen.

S.;)
~
@

a

Signalintensitat (cps)

M1

Kaffeesaure

Abbildung 25: Signalintensitdten von Ferulasaure, Kaffeesdure, Taxifolin und M1 im ESI-Negativ-
Modus vor und nach der Optimierung der Quellenparameter. Die intensiveren Signale der optimier-
ten Bedingungen sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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,Sequential Window Acquisition of All Theoretical Fragment-lon Spectra“ (SWATH®) gehort
zu den sogenannten data-independent acquisition-Methoden der Massenspektrometrie, bei
denen grundsatzliche alle Analyten bzw. lonen eines definierten Massenbereiches (hier:
100 — 1.000 Da) fragmentiert werden; somit erfolgt die Fragmentierung unabhangig von wie
bei anderen MS-Methoden vorher zu treffenden Einschrankungen, z. B. bezlglich der kon-
kreten Masse der Vorlaufersubstanz. Sehr haufig angewendet wird diese Methode daher
wie in der vorliegenden Arbeit bei der ungerichteten Suche nach unbekannten Substanzen
[272-276]. Aufgrund der dabei notwendigen hohen Massengenauigkeit mit Abweichungen
von wenigen ppm wird ein Time-of-flight-Massenspektrometer (TOF) genutzt; gekoppelt mit
einem Quadrupol (qTOF) wie in der vorliegenden Arbeit, ermdglicht dies zudem die exakte
Bestimmung der Fragmente zur finalen Identifizierung der Unbekannten (Abbildung 26).

Detector

Reflector

[

ESI-
Quelle

lon Guide Qo0

_ |Pusher/AcceIerator Reflector

Kollisionszelle TOF

Q1

Abbildung 26: Schematische Darstellung des qTOF-Massenspektrometers. Nach der lonisation
und Desolvatation der lonen wurden diese durch den lon guide und QO fokussiert. Mittels Q1 wurde
der zu analysierende Massenbereich in der vorliegenden Arbeit auf 100 — 1.000 Da eingeschrankt.
Bei allen lonen innerhalb dieses Bereichs fand die Fragmentierung in der Kollisionszelle statt, an-
schlielend erfolgte die Trennung der Fragmente im TOF anhand ihrer von der Masse abhangigen
unterschiedlichen Flugzeit und die Detektion. Dabei beschleunigte der Pusher die lonen beim Eintritt
in das TOF-Flugrohr, welche sodann zweimal durch einen Reflektor umgelenkt wurden, bevor sie
letztlich detektiert wurden. lon guide und QO stellten ebenfalls Quadrupole dar, sind aber zur Ab-
grenzung der Funktion vereinfacht dargestellt. Q = Quadrupol, TOF = Time of flight.

Bei SWATH® wird der MS-Massenbereich in verschiedene Fenster (Windows) eingeteilt,
die nacheinander der MS/MS-Analyse unterzogen werden [275, 277]. Herstellerseits wer-
den fur niedermolekulare Verbindungen acht bis 15 Windows empfohlen. Die Anzahl von
acht Windows in den vorliegenden Untersuchungen wurde vorab anhand der Peakbreiten
der vier oben genannten Referenzsubstanzen gewahlt, sodass fir Polyphenole eine suffi-
ziente Anzahl von etwa 15 Datenpunkten pro Peak unter Anwendung der in C3.4.2 geschil-
derten Methoden im ESI-Negativ-Modus erhalten wurden. Die Breite der Windows war ab-
hangig von der jeweiligen Anzahl der in diesem Massenbereich erfassten lonen und wurde
anhand einer fir die Studienproben reprasentativen Serumprobe bestimmt (Tabelle 14,
C3.4.2). Hieraus ergab sich fir alle Windows eine ahnliche lonendichte, was sich positiv
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auf die Spezifitat auswirken sollte (Abbildung 27) [278]. Im ESI-Negativ-Modus lag der
Groliteil der lonen im m/z-Bereich von 100 — 350, wobei das Maximum etwa 190 betrug.
Die maximale lonendichte des ESI-Positiv-Modus zeigte sich bei einer m/z von ungefahr
320, wobei die meisten lonen bis zu einer m/z von 600 detektiert wurden.
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Abbildung 27: Ermittelte SWATH® windows (insgesamt jeweils acht) fiir den MS-Massenbereich
von 100 — 1.000 Da im ESI-Negativ- (A) bzw. ESI-Positiv-Modus (B). Normalized Density = Norma-
lisierte lonendichte aller detektierten lonen des genannten Massenbereichs, Window Width = Breite
des berechneten windows. Verwendet wurde der vom Hersteller zur Verfiigung gestellte SWATH®
Variable window calculator V1.1.

3.3 Ergebnisse

Insgesamt konnten im ESI-Negativ-Modus 48 bzw. im ESI-Positiv-Modus sechs Marker er-
fasst werden, die in der Referenzprobe D1-S1 nicht zu detektieren waren, aber in mindes-
tens einer der weiteren drei Proben. Von diesen Markern konnten 23 bzw. funf als interes-
sant eingestuft werden (B2.3, C3.4.4). Der sich anschlieRende Datenbank-Abgleich erfolgte
fur alle Marker und lieferte fiir den ESI-Positiv-Modus kein Ergebnis; im ESI-Negativ-Modus
konnten neun interessante Marker moglichen polyphenolische Strukturen zugeordnet wer-
den, welche ausschlieBlich sulfatiert vorlagen. Diese waren die Zimtsaurederivate Kaffee-
saure-Sulfat und Ferulasaure-Sulfat, die Flavonoide (Epi-)Catechin-Sulfat und Taxifolin-
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Sulfat, die Aromaten Vanillin-Sulfat, Trihydroxybenzol-Sulfat (z. B. Pyrogallol-Sulfat) und
Dihydroxymethoxybenzol-Sulfat (z. B. Methylpyrogallol-Sulfat), das Phenylvaleriansaurede-
rivat Hydroxydihydroxyphenylvaleriansdure-Sulfat und das Benzoesaurederivat Protocate-
chusaure-Sulfat. Zusatzlich waren bei je einer Person Vanillinsdure-Sulfat und Hydroxy-
phenylvaleriansaure-Sulfat zu finden (Abbildung 28). Die Detektion bereits bekannter Sub-
stanzen (B3.1) bestatigte, dass die angewandte Methode grundsatzlich geeignet war, um
auch neuartige Analyten zu erfassen. Indes ist allerdings zu beachten, dass die MS-Mes-
sungen keine Information Uber das konkrete Strukturisomer lieferten und die dargestellten
Strukturen ausschliellich Vorschlage sind, jedoch auf vorangegangenen Erkenntnissen
(A1.2, B3.1) und den in der Tabelle 3 genannten Referenzen flir in vivo Untersuchungen im
Menschen basieren. Dihydrokaffeesaure, 6-(3-Methoxy-4-hydroxyphenyl)-y-valerolacton
(M2), p-Cumarsaure, Protocatechualdehyd, Scopoletin, Sinapinaldehyd, Syringaaldehyd,
Syringasaure als bekannte Bestandteile bzw. Metabolite von Pycnogenol wurden bei kei-
nem Studienteilnehmenden erfasst, weder glucuronidiert oder sulfatiert noch unkonjugiert.
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Abbildung 28: Mdgliche Strukturformeln der in Humanserum nach Einnahme von Pycnogenol de-
tektierten Bestandteile und Metabolite im Rahmen der Klinischen Studie.

Die korrespondierenden Retentionszeiten, Addukte und gegebenenfalls die Summenfor-
meln der Marker sind fir den ESI-Negativ-Modus in Tabelle 3 und fir den ESI-Positiv-Mo-
dus in Tabelle 4 dargelegt. Im ESI-Negativ-Modus lagen die Retentionszeiten der zugeord-
neten Substanzen alle im Bereich zwischen 3,5 und 4,9 Minuten; in dieser Spanne waren
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auch sechs der 14 Unbekannten, namlich UN2 und UN5 — UN9. Von daher erscheint es

grundsatzlich denkbar, dass diese Analyten ebenfalls den Polyphenolen zuzuordnen wa-

ren. Eine weitere Interpretation, auch bezliglich des ESI-Positiv-Modus war nicht zuverlas-

sig maglich.

Tabelle 3: LC-MS-Charakteristika und ggf. Summenformel (C3.4.4) der Marker im ESI-Negativ-Modus. Die
monoisotopische Masse (Mmi) wurde anhand der Summenformel berechnet. Der Massenfehler (ppm) war
die maximale Abweichung, die im Proband*innenkollektiv erreicht wurde (siehe tabellarischer Anhang D2).
Tret = Retentionszeit, NMmi = Neutrale monoisotopische Masse, Nf = keine SF gefunden, SF = Summenfor-
mel, Abk. = Abklrzung, UN = unbekannter Analyt im ESI-Negativ-Modus.

Zugeordnete
Substanz

Catechin-Sulfat

Dihydroxyme-
thoxybenzol-
Sulfat

Ferulasaure-
Sulfat

Hydroxydihydro-
xyphenylvaleri-
ansaure-Sulfat

Hydroxyphenyl-

valeriansaure-
Sulfat

Kaffeesaure-
Sulfat

Protocatechu-
saure-Sulfat

Taxifolin-Sulfat

Trihydroxyben-
zol-Sulfat

Vanillinsaure-
Sulfat

Tret
(min)

3,9

3,8

4,2

3,5

4,9

41

3,5

4,8

3,7

4,6

Addukt

[M-HJ

[M-HJ

[M-HJ

[M-HJ

[M-H]

[M-H]

[M-HJ

[M-HJ

[M-H]

[M-HJ

NMmi
(Da)

370,0359

220,0042

274,0147

306,0409

274,051

259,9991

233,9834

384,0151

205,9885

247,9991

Error
(ppm)

2,6

3,7

3,9

0,7

5,1

3,3

5,5

1,5

Summen-

formel Abk.

C15H14OQS C-Sulf

DHMB-

CrHe06S Sulf

C1oH1oO7S FS-Sulf

HDPVS-

C11H140sS Sulf

HPVS-
C11H1406S @ Sulf

CoHsO7S KS-Sulf

C/HeO7S PS-Sulf

C15H12010S | T-Sulf

CesHeOsS TB-Sulf

CsHsO7S VS-Sulf

Ref.

69,
279-
281]

[89, 282,
283]

[281,
282,
284-
286]

[77, 89,
287-
290]

[87, 89,
291]

[282,
285,
286,
292]

[282,
283,
292,
293]

[294]
[89, 282,
293,
295]
[282,

284,
293]
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Zugeordnete
Substanz

Vanillin-Sulfat

UN1
UN2
UN3
UN4
UNS

UNG

UN7

UN8
UN9
UN10
UN11
UN12
UN13

UN14

58

Tret
(min)

3,8

2,9
4,0
1,9
1,8
4,7

3,7

4,2

3,7
4,5
1,9
3,1
2,3
2,8

2,8

Addukt

[M-HJ

[M-H]
[M-H]
[M-HJ
[M-HJ
[M-HJ
[M-H]

[M+Na-
2H]

[M+FA-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M+FA-H]
[M-H]

[M-HJ

NMmi
(Da)

232,0042

200,1049

188,0143

256,2402

Error
(ppm)

3,7

Summen-
formel

CsHsO6S

Nf

Nf

Nf

Nf

Nf

Nf

C10H1604

C7HsO4S

Nf

C16H3202

Nf

Nf

Nf

Nf

Abk.

V-Sulf

Ref.

[292,
296]
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Tabelle 4: LC-MS-Charakteristika und ggf. Summenformel (C3.4.4) der Marker im ESI-Positiv-
Modus. Die monoisotopische Masse (Mmi) wurde anhand der Summenformel berechnet. Der
Massenfehler (ppm) war die maximale Abweichung, die im Proband*innenkollektiv erreicht
wurde (siehe tabellarischer Anhang D2). Trt = Retentionszeit, NMmi = Neutrale monoisoto-
pische Masse, Nf = keine SF gefunden, SF = Summenformel, Abk. = Abkirzung, UP = unbe-
kannter Analyt im ESI-Positiv-Modus.

Zugeordnete Tret
Substanz

UP1

upP2

upP3

UP4

UP5

(mi
2,0
2,1
1,4
3,0

6,4

Addukt
n)

[M+H]*
[2M+H]*
[M+H]*
[M+H]*

[M+H]"

NMmi
(Da)

253,9885

292,0922

Error Summen- Abk.
(ppm) formel

2,8

-1,5

-0,9

Nf -

Nf -

C’]OHGOGS =

C19H1GOS =

Nf -

Der Massenfehler (Error) wurde nach Formel (1) berechnet. Bei denjenigen Markern, fur

die eine Summenformel bestimmt werden konnte, wurde deren m/z in der entsprechenden

Polaritat als theoretische m/z verwendet. Ansonsten galt der von der Software definierte

Precursor (siehe tabellarischer Anhang D2) als Bezugsgréfe zur Berechnung.

Error (ppm) =

my. Zgemessen = M/Zineoretisch

*10° (1)

M/Ziheoretisch

Im Median wurde ein Marker bei zwei Proband*innen bestimmt (Abbildung 29). Am hau-

figsten konnte UP14 einem Studienteilnehmenden zugeordnet werden, namlich insgesamt

14-mal. Von den bereits bekannten Substanzen wurden Taxifolin-Sulfat (13 Proband*innen)

und Catechin-Sulfat (12 Proband*innen) bei den meisten Studienteilnehmenden erfasst.

Anzahl Proband*innen
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Abbildung 29: Anzahl der Proband*innen, bei denen der jeweilige Marker detektiert werden konnte
(ESI-Negativ- und -Positiv-Modus). Abkirzungen siehe Tabelle 3 bzw. Tabelle 4.
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Berticksichtigt man die Zeitpunkte D1-S1, D1-S2, D1-S3 und D4-S4 der Probennahme
(B2.3) bei den elf bekannten Substanzen, so wurden diese am haufigsten zum Zeitpunkt
D4-S4 detektiert (Abbildung 30). Dabei wurde zunachst Blut zum Zeitpunkt D1-S1 vor Be-
ginn der Pycnogenol-Einnahme abgenommen; dadurch sollten im Optimalfall keine poly-
phenolischen Substanzen detektiert werden, weswegen diese Probe als Referenz fir die
Auswertung diente (C3.4.4). Die Entnahme von D1-S2 erfolgte zwei Stunden nach der ers-
ten Einnahme von Pycnogenol, die von D1-S3 zehn Stunden danach. Als letzte Probe
wurde D4-S4 vier Stunden nach der letztmaligen Anwendung von Pycnogenol gewonnen.
Catechin-Sulfat wurde jeweils in D1-S2 und D4-S4 ermittelt, Taxifolin-Sulfat zusatzlich noch
bei einem Probanden in D1-S3. Daraus kann geschlossen werden, dass beide Analyten in
der Klinischen Studie tendenziell eher friih nach Einnahme im Serum zu erfassen waren.
Zu allen Zeitpunkten auRer D1-S1 detektiert wurden Trihydroxybenzol-Sulfat und Vanillin-
Sulfat und zeigten somit kein eindeutiges pharmakokinetisches Profil; grundsatzlich denk-
bar ist daher, dass diese bestandig als Monomere aus oligo- oder polymeren Polyphenolen
freigesetzt wurden oder langere Halbwertszeiten besalten. Allerdings ist dies allenfalls als
Trend zu sehen, da diese Beobachtung nur bei einer geringen Zahl der Studienteilnehmen-
den gemacht werden konnte. Ferulasaure-Sulfat wurde als einziges Polyphenol auch in der
Referenzprobe D1-S1 ermittelt. Aus diesem Grund ist denkbar, dass entweder die zweita-
gige vorausgegangene Wash-out-Phase nicht ausreichend war oder es partiell zu Versto-
Ren bezlglich der Ernahrungsvorgaben kam (B2.1 und B2.3). Unklar bleibt dabei jedoch,
wieso bei diesen beiden Mdglichkeiten nur Ferulasaure-Sulfat betroffen war und nicht wei-
tere der bereits bekannten Analyten. Kaffeesaure-Sulfat und Protocatechusaure-Sulfat wur-
den bei einer mittleren Anzahl von flinf bzw. neun Proband*innen zum Zeitpunkt D1-S2
detektiert und in Ausnahmefallen in D4-S4, weswegen eher friihe maximale Serumkonzent-
rationen nach Absorption als Charakteristika zu vermuten sind. Dieser Aspekt traf mit limi-
tierter Aussagekraft auch auf Vanillinsaure-Sulfat zu, allerdings nur bei einer Probandin.
Wird Dihydroxymethoxybenzol-Sulfat als methylierter Metabolit von Trihydroxybenzol-Sul-
fat gesehen, so erscheint die ausschlielliche Detektion zum spaten Zeitpunkt D1-S3 als
durchaus plausibel, wenn der Metabolit erst mit einer gewissen Latenzzeit gebildet wurde.

Die beiden Valeriansaure-Derivate Hydroxydihydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat (HDPVS-
Sulfat) und Hydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat (HPVS-Sulfat) konnten nur vereinzelt er-
fasst werden. Bei letzterer Substanz gelang die Detektion bei einem Probanden in D1-S3
und D4-S4. HDPVS-Sulfat wurde zu zwei Zeitpunkten der Probennahme bei insgesamt drei
Proband*innen ermittelt, bei einer Probandin in D1-S3 und D4-S4, bei einer anderen Pro-
bandin in D1-S3 und bei einem weiteren Probanden in D4-S4. Somit ist zwar eine eindeu-
tige Aussage beziglich der Pharmakokinetik nicht méglich, tendenziell wurden diese bei-
den Analyten aber erst mit einer gewissen Latenzzeit nach Einnahme im Serum erfasst.
Dieser Aspekt ist insofern schlissig, da HDPVS und HPVS als mikrobielle Metabolite gelten
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und erst vom intestinalen Mikrobiom verstoffwechselt werden miissen, bevor sie sulfatiert
werden und in die systemische Zirkulation gelangen (A1.4) [75, 77, 108, 287, 289, 297].

uD1-81
= D1-S2
= D1-83
uD4-84
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Abbildung 30: Anzahl der Proband*innen, bei denen die entsprechende zuordenbare Substanz im
ESI-Negativ-Modus in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Probennahme (B2.3) detektiert werden
konnte. Abkurzungen siehe Tabelle 3.

Die 14 unbekannten Marker im ESI-Negativ-Modus wurden insgesamt seltener als die oben
beschriebenen Polyphenole bestimmt (Abbildung 31), am haufigsten wurden dabei UN8
(funf Proband*innen) und UN9 (sechs Proband*innen) erfasst. Ebenfalls gegensatzlich zu
den polyphenolischen Substanzen stellte sich der Zeitpunkt dar, zu dem am meisten Marker
detektiert wurden; hier war dieser D1-S3. Zu allen Zeiten der Probennahmen auf3er D1-S1
konnten UN5, UN6, UN8 und UN11 ermittelt werden. Ansonsten zeigte sich diesbezlglich
ein heterogenes Bild.
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Abbildung 31: Anzahl Proband*innen, bei denen UN1 — 14 (ESI-Negativ-Modus) in Abhangigkeit
vom Zeitpunkt der Probennahme (B2.3) detektiert werden konnte. Keiner der Marker wurde zum
Zeitpunkt D1-S1 bestimmt. Abkurzungen siehe Tabelle 3.
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Im ESI-Positiv-Modus konnten im Vergleich zum ESI-Negativ-Modus noch weniger Marker
detektiert werden, sprich flinf und diese bei einer maximalen Anzahl von zwei Proband*in-
nen (Abbildung 32). Eine Ausnahme stellte allerdings UP4 dar, welcher bei vierzehn Pro-
band*innen zu allen Zeitpunkten aufer D1-S1 erfasst wurde. UP1 wurde auch in der Refe-
renzprobe D1-S1 bestimmt. Neben den beiden oben schon bei Ferulasaure-Sulfat genann-
ten moglichen Griinden, besteht hier zusatzlich die Mdglichkeit, dass dieser Marker nicht
auf die Einnahme von Pycnogenol zuriickzufihren war und deswegen beispielsweise als
endogene Substanz zu diesem Zeitpunkt ermittelt wurde.

uD1-S1
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Anzahl Proband*innen
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Abbildung 32: Anzahl Proband*innen, bei denen UP1 — 5 (ESI-Positiv-Modus) in Abhangigkeit vom
Zeitpunkt der Probennahme (B2.3) detektiert werden konnte. Abkurzungen siehe Tabelle 4.

In der nachfolgenden Tabelle 5 ist fir jeden Marker detailliert dargestellt, zu welchem Zeit-
punkt der Probennahme dieser bei welchem Studienteilnehmenden detektiert wurde.

Tabelle 5: Ubersicht liber Zeitpunkte der Probennahme im Rahmen der Klinischen Studie (B2.3),
bei denen alle Marker bei den Proband*innen 1 — 15 detektiert wurde. Abkiirzungen siehe Tabelle 3
bzw. Tabelle 4.

Zugeordnete

Substanz D1-S1 D1-S2 D1-S3 D4-S4

2,4,5,8,10,

1
Catechin-Sulfat - ? 11, 14, 15

Dihydroxymethoxy-
benzol-Sulfat

Ferulasaure-Sulfat 2,11,12 2,11, 12

Hydroxydihydroxy-
phenylvaleriansaure- | - - 1,12 1,15
Sulfat
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Zugeordnete
Substanz

Hydroxyphenyl-

valeriansaure-Sulfat

Kaffeesaure-Sulfat

Protocatechuséaure-

Sulfat

Taxifolin-Sulfat

Trihydroxybenzol-

Sulfat

Vanillinsaure-Sulfat

Vanillin-Sulfat

UN1

UN2

UN3

UN4

UN5S

UNG

UN7

UN8

UN9

UN10

UN11

UN12

UN13

UN14

D1-S1

D1-S2

1, 8,10, 12,
14

2,4
1

) ’5’7
2,14, 1

1’ )
8, 5

1,2,4,5,6,

7,8,10, 11,
12,13, 14, 15

3,6

10

2,3,5,12,14
1,2,3,5,7,8
6

5,10,12, 15

2,7

D1-S3

10

3,8, 14

15

15

5,10

8,14

15

2,5,12,14

1,2,3,57,8

10, 12

2,7

2,7

2,7

D4-S4

2,4,5,6,8,
10, 11, 12,
14, 15

3,14

2,3,5,12,14

4,11

10, 12
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Zugeordnete
Substanz

UP1
upP2

UP3

UP4

UPS

D1-S1

12

D1-S2

w

3,12

Werden nun die insgesamt 15 Proband*innen der Klinischen Studie genauer betrachtet

(B2.2), so betrug der Median der detektierten Marker acht (Abbildung 33). Insgesamt wur-
den 28 Marker gefunden, davon 23 im ESI-Negativ-Modus und 5 im ESI-Positiv-Modus. Die
meisten Marker wurden mit zwdlf bei Proband 2 und Probandin 12 bestimmt. Bei Proban-

din 13 hingegen konnten nur zwei Marker erfasst werden.

Gesamtzahl Marker

9
8
7
6
5
4
3
2
1 N
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Abbildung 33: Gesamtzahl detektierter Marker der Proband*innen 1 — 15. Insgesamt wurden 28
Marker gefunden, davon 23 im ESI-Negativ-Modus und funf im ESI-Positiv-Modus. Grin = Proban-

din, grau = Proband.

In Tabelle 6 und Abbildung 34 sind die Marker anhand der einzelnen Zeitpunkte der Pro-
bennahme D1-S1, D1-S2, D1-S3 und D4-S4 aufgeschlusselt.
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Tabelle 6: Ubersicht iber die detektierten Marker der Proband*innen 1 — 15 in Abhangigkeit vom
Zeitpunkt der Probennahme im Rahmen der Klinischen Studie (B2.3). Abklrzungen siehe Tabelle 3

bzw. Tabelle 4.

Proband*in

D1-S1

FS-Sulf

D1-S2

C-Sulf, KS-Sulf,
PS-Sulf, T-Sulf,
VS-Sulf

UN9

UP1, UP4
C-Sulf, FS-Sulf,
PS-Sulf, T-Sulf

UNS, UN9,
UN12

UP4

C-Sulf, TB-Sulf
UN3, UN8, UN9
UP4, UP5
C-Sulf, PS-Sulf,
T-Sulf

UN10

UP4

C-Sulf, PS-Sulf,
T-Sulf

UNS, UN9,
UN11

C-Sulf, T-Sulf
UN3, UN10
UP4

C-Sulf, PS-Sulf,
T-Sulf

UN9, UN12
UP4

C-Sulf, KS-Sulf,
PS-Sulf, T-Sulf
UNG6, UN9

UP4

D1-S3

HDPVS-Sulf
UN9
UP1, UP4

DHMB-Sulf

UNS, UN9,
UN12, UN13,
UN14

UP2, UP4

TB-Sulf
UN9
UP4

UP4

HPVS-Sulf
UN5, UN8, UN9
uP4

UP4

UN9, UN12,
UN13, UN14

UP2, UP4

TB-Sulf
UNS, UN9
UP4

D4-S4
HDPVS-Sulf,
VS-Sulf

UP1, UP4
C-Sulf, T-Sulf
UN8

UP4

TB-Sulf

UN8

UP4, UP5
C-Sulf, T-Sulf
UN2, UN10
UP3, UP4
C-Sulf, HPVS-
Sulf, PS-Sulf, T-
Sulf

UN5, UN8
UP4

T-Sulf

UP4

UP4

C-Sulf, T-Sulf
UNG6

UP4
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Proband*in D1-S1

10

11

12

13

14

15

66

FS-Sulf

FS-Sulf
UP1

D1-S2

V-Sulf
UP4

C-Sulf, KS-Sulf,
T-Sulf

UN5, UN11
UP4

C-Sulf, FS-Sulf,
T-Sulf

UN10

FS-Sulf, KS-

Sulf, PS-Sulf, T-
Sulf, V-Sulf

UNS8, UN11
UP4

T-Sulf
UP4

C-Sulf, KS-Sulf,
PS-Sulf, T-Sulf

UN8

UP4

C-Sulf, PS-Sulf,
T-Sulf

UN11

UP4

D1-S3

V-Sulf
UP4

T-Sulf
UN5, UN11
UP3, UP4

DHMB-Sulf
HDPVS-Sulf
UNS8, UN11
UP1, UP4

UP4

TB-Sulf
UNG, UN8
UP4

UN2, UN4, UN7
UP4

D4-S4

V-Sulf

UN1

UP4

C-Sulf, KS-Sulf,
T-Sulf

UNS5, UN11
UP4

C-Sulf, T-Sulf
UN7, UN10

T-Sulf
UNS8, UN11
UP1, UP4, UP5

UP4

C-Sulf, PS-Sulf,
TB-Sulf, T-Sulf

UN1, UNG, UN8
UP4

C-Sulf, HDPVS-
Sulf, T-Sulf

UP4
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D1-81
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Anzahl Marker
S

Abbildung 34: Anzahl detektierter Marker der Proband*innen 1 — 15 in Abhangigkeit vom Zeitpunkt
der Probennahme (B2.3). Insgesamt wurden 28 Marker gefunden, davon 23 im ESI-Negativ-Modus
und fanf im ESI-Positiv-Modus.

Alle weiteren Daten sind dem tabellarischen Anhang D2 zu entnehmen.

34 Diskussion

3.41 Polyphenolische Sulfatkonjugate

Alle nach der Einnahme von Pycnogenol detektierten Analyten, denen eine Struktur zuge-
ordnet werden konnte, wurden ausschlieB3lich als Sulfatkonjugate erfasst. Keine der Sub-
stanzen lag unkonjugiert oder glucuronidiert vor. Ein hohes Maf an Konjugation polypheno-
lischer Xenobiotika war zwar zu erwarten gewesen (A1.4) [70, 74, 75, 298], dass diese
allerdings ausschlieflich sulfatiert vorlagen war ein neuartiger Aspekt. Bezuglich des allei-
nigen bzw. dominierenden Vorkommens von sulfatierten Analyten gibt es hingegen bereits
Verdffentlichungen. Nardini et al. fokussierten sich bei pharmakokinetischen Untersuchun-
gen in vivo auf Phenolsauren, beispielsweise Ferulasaure, Kaffeesaure, Protocatechusaure
und Vanillinsaure [299, 300]. Alle Substanzen lagen nach dem Konsum von Bier oder Weil3-
wein fast ausschlieflich konjugiert vor; Ferulasaure, Kaffeesaure und Vanillinsaure aus Bier
wurden vorrangig sulfatiert erfasst. Pimpao et al. detektierten im Urin mehrere Phenolsau-
ren nach vorangegangenem Verzehr eines Fruchtplrees, wobei ebenfalls Sulfatkonjugate
in unterschiedlichem Ausmalf’ vorherrschten [301]. Anschlielend gelang in einer weiteren
Klinischen Studie auch der Nachweis von z. B. Kaffeesaure-Sulfat, Ferulasdure-Sulfat, Pro-
tocatechusaure-Sulfat, Pyrogallol-Sulfat und Methylpyrogallol-Sulfat in Humanplasma
[293]. Zimtsaurederivate scheinen generell im Rahmen der Biotransformation hauptsach-
lich sulfatiert zu werden [302]. Insgesamt besteht also durchaus die Mdglichkeit, dass po-
lyphenolische Substanzen ausschlie8lich als Sulfatkonjugate vorliegen, was im Einklang
mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie steht.
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3.4.2 Bedeutung und Einfluss von Phase-ll-Enzymen

Sulfatierung und Glucuronidierung durch Sulfotransferasen (SULT) bzw. UDP-Glucurono-
syltransferasen (UGT) sind die beiden haufigsten der sogenannten Phase-II-Reaktionen,
die die Wasserloslichkeit von exogenen und endogenen Substanzen erhéhen und somit die
Elimination forcieren. Diese Biotransformation dient somit in erster Linie der Detoxifizierung
(siehe auch A1.4.2) [303]. In vivo ist der Grad der Konjugation sowohl abhangig von der
enzymatischen Ausstattung als auch von der vorliegenden Substratkonzentration, weswe-
gen sich eine interindividuelle Heterogenitat zeigt [298, 304]. Mangels kommerziell verfiig-
barer Konjugate als Referenzsubstanzen werden in pharmakokinetische Studien haufig le-
diglich die unkonjugierten Substanzen nach einer enzymatischen Dekonjugation der Mut-
tersubstanzen quantifiziert [305]. Meist werden dabei aber Glucuronidasen mit simultaner
Sulfatase-Aktivitat verwendet, z. B. aus Helix pomatia, mit denen keine Differenzierung be-
zuglich des konkret vorliegenden Konjugates méglich ist [306, 307]. Reine Sulfatasen wa-
ren zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht kauflich zu erwerben. Dieser Ansatz ware beziglich
der eindeutigen Identifizierung von Vorteil gewesen, da nach der Hydrolyse der Sulfatkon-
jugate die Bestatigung der Identitat mit den entsprechenden Referenzsubstanzen hatte vor-
genommen werden kénnen [284]. Jedoch besteht bei der enzymatischen Dekonjugation
zur Untersuchung von polyphenolischen Phase-II-Konjugaten grundséatzlich die Gefahr,
dass Analyten nicht erfasst werden, weil eine unzureichende Effizienz der Hydrolyse auf-
grund geringer Affinitdt des Substrates zum Enzym mdglich ist [306-308]. Dazu gibt es bei-
spielsweise Berichte zu Ferulasaure- und Kaffeesaure-Sulfaten [309]. Grundsatzlich ist es
schwierig vorherzusagen, welche Konjugationsreaktionen in vivo auftreten, da Enzym-Affi-
nitdt und -Kapazitat bezlglich der einzelnen Substrate hochvariabel sind und SULT und
UGT besonders bei phenolischen Hydroxygruppen um die enzymatische Konjugation kon-
kurrieren. Dennoch gibt es Hinweise, dass UGT vornehmlich eine hohe Kapazitat besitzen,
wohingegen SULT eine hohe Substrataffinitat haben [69]. Das wurde im Umkehrschluss
bedeuten, dass bei hohen Substratkonzentrationen Glucuronide als Phase-lI-Metabolite
dominieren, da dann SULT schnell erschopft sind. Liegen die Substrate jedoch nur in ge-
ringer Menge vor, hatten die SULT durch die Affinitat einen Vorteil, wodurch dann Sulfate
vorherrschen [310]. Im Falle von (Epi)-Catechin bestarken Literaturberichte diese An-
nahme. In einer pharmakokinetischen Studie von Mullen et al. nahmen Proband*innen um-
gerechnet etwa 15 mg Catechin und das diastereomere Epicatechin in Form eines Ka-
kaogetrankes zu sich; im Plasma Uberwogen dabei sulfatierte Metabolite [311]. Nach der
Einnahme einer deutlich gréeren Catechin- bzw. Epicatechin-Menge von gut 150 mg stieg
der Anteil an Glucuronsaure-Konjugaten [312]. Im Anschluss an den Konsum von Kaffee
konnten Fumeaux et al. in humanem Plasma ausschlief3lich Sulfatkonjugate nachweisen,
wohingegen in Urin auch Glucuronide zu detektieren waren. Zurtickzufuhren war diese Be-
obachtung auf niedrigere, nicht nachweisbare Konzentrationen der Glucuronide in Serum
oder eine schnellere Elimination [285]. Auch Gomez-Juaristi et al. untersuchten unter
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anderem Humanplasma bezlglich resorbierter Inhaltsstoffe bzw. Metabolite nach Kaf-
feegenuss (gerdstet und ungerdstet) und fanden neben methylierten Derivaten vornehmlich
Sulfatkonjugate [286]. Dasselbe Autor*innenkollektiv konnte nach der Einnahme von poly-
phenolreichen Kakaoprodukten vor allem Phenylvalerolactone und Phenylvaleriansaure-
Konjugate sowohl in Plasma als auch in Urin identifizieren, welche mikrobielle (Epi-)Cate-
chin-Metabolite darstellen (siehe B3.3) [290, 313]. Auch hier dominierte die Sulfatkonjuga-
tion im Phase-lI-Metabolismus, ebenso wie in friheren Untersuchungen zum Epicatechin-
Metabolismus nach Griintee-Konsum [314]. Uber das konkrete AusmaR des dominanten
Vorkommens bestimmter Konjugate herrscht bislang jedoch keine Einigkeit [69, 280, 315].

3.4.3 Einfluss des enterohepatischen Kreislaufes

Eine weitere Mdglichkeit fur die bevorzugte Bildung von Sulfatkonjugaten ist der enterohe-
patische Kreislauf (A1.4.4) und die hepatische Glucuronidase-Aktivitat. Mullen et al. stellten
fest, dass in Humanplasma nach dem Konsum von Zwiebeln Quercetin-Sulfat als Metabolit
vorherrschte. Nachfolgende Inkubations-Untersuchungen mit isolierten Hepatozyten zeig-
ten, dass das initial gebildete Quercetin-Glucuronid ex vivo in das Sulfatkonjugat Uberfihrt
wurde [268]. Dies wirde bedeuten, dass das intestinale Mikrobiom die bereits gebildeten
und in das Darmlumen sezernierte Phase-II-Metabolite kaum oder nur in einem geringen
Ausmal dekonjugiert und diese dann uber die Portalvene erneut in die Leber gelangen, wo
sie hydrolysiert und anschlief’end rekonjugiert werden [316]. Alternativ ist auch denkbar,
dass die initial gebildeten Glucuronide durch bakterielle Hydrolasen gespaltet werden und
anschlielend im Darmepithel sulfatiert werden. Die letztere Mdglichkeit erscheint insofern
plausibler, da im Rahmen des enterohepatischen Kreislaufes typischerweise die Konjugate
zunachst gespalten werden [106]. Um diese Hypothese zu bestatigen, mussten weitere
Untersuchungen angestrebt werden.

3.4.4 Stellenwert von Pra-Analytik und LC-MS-Bedingungen

Naturlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Bedingungen der Pra-Analytik oder
die LC-MS-Bedingungen dazu geflhrt haben, dass in den Studienproben keinerlei Glucuro-
nide detektiert werden konnten. Eine potentielle Schwachstelle ist die Probenvorbereitung;
stellt sich diese als komplex dar, so werden zwar stérende Matrixbestandteile mit gréRerer
Wahrscheinlichkeit entfernt, aber mutmaflich auch Analyten von Interesse. Bei einer inada-
quaten Probenvorbereitung kann aber auch die Empfindlichkeit des LC-MS-Systems be-
eintrachtigt werden, wodurch die Detektion unbekannter Substanzen in geringer Konzent-
ration ausbleibt. Zudem erhoht sich meist mit der Anzahl der einzelnen Aufarbeitungs-
schritte auch die Variabilitat der Resultate [273, 317]. Die Hypothese der suboptimalen Pro-
benbehandlung in der vorliegenden Arbeit wird jedoch nicht durch die Untersuchungen von
Tulipani et al. gestitzt, bei denen unter anderem die Wiederfindung von (Epi-)Catechin als
Sulfat und Glucuronid unter Verwendung verschiedener Techniken der Probenvorbereitung

69



B Allgemeiner Teil

im Rahmen von ungerichtetem Screening von Humanplasma nach Kakaokonsum betrach-
tet wurde [318]. Das Glucuronsaure-Konjugat konnte mit allen untersuchten Techniken de-
tektiert werden. Das Sulfatderivat wurde zwar nur nach einer Proteinfallung mit Methanol,
Acetonitril bzw. einer Festphasenextraktion erfasst, allerdings bei dem auch hier verwen-
deten Methanol zu einem deutlich hoheren Ausmalf} als das Glucuronid, was wiederum die
vorliegenden Ergebnisse bestatigt. Interessanterweise fanden Roura et al. [279] und To-
mas-Barberan et al. [319] ebenfalls nach Kakaokonsum hauptsachlich Glucuronsaure-Kon-
jugate als Phase-lI-Metabolite in Humanplasma, wobei beide fiir die Probenvorbereitung
eine Festphasenextraktion nutzten. Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse von Feliciano
et al. [282]. Diese verwendeten zur Aufreinigung von Plasma ebenfalls die Technik der
Festphasenextraktion und wiesen zwar auch Glucuronide als Metabolite von Cranberry-
Polyphenolen nach, aber in héherem Mal} Sulfatkonjugate [282]. Auch bei der Probenvor-
bereitung als mdglicher Einflussfaktor gilt die gleiche Annahme wie bei der enzymatischen
Konjugation weiter oben; grundsatzlich kann diese einen wesentlichen Faktor dargestellt
haben, flr genaue Erkenntnisse bezlglich der einzelnen Substanzen waren weiterflihrende
Analysen notwendig. Dazu musste zunachst Humanserum mit einer definierten Menge von
Glucuronsaure-Konjugaten der detektierten Polyphenole versetzt werden und im Anschluss
mittels methanolischer Proteinfallung geman C3.4.1 fir die LC-MS-Analyse vorbereitet wer-
den. Kénnen diese Metabolite nicht oder nur in deutlich geringerem Ausmal} im Vergleich
zu einer methanolischen Probeldsung qualitativ nachgewiesen werden, so kann dafiir eine
unzureichende Probenvorbereitung als Ursache in Betracht gezogen werden. Zum Zeit-
punkt der Untersuchungen waren jedoch diese konjugierten Substanzen nicht kauflich zu
erwerben.

3.4.5 Analytische Eigenschaften von Phase-lI-Konjugaten

Eine weitere Erklarung fur die Abwesenheit von Glucuronsaure-Konjugaten als Phase-II-
Metabolite kann die Instabilitat derer sein, sowohl bei der Probenvorbereitung als auch der
Analyse mittel LC-MS. Glucuronidiert werden eine Vielzahl von nucleophilen Gruppen, bei-
spielsweise aliphatische Alkohole oder Phenole, wodurch Ether entstehen [320]. Wird die
Glucuronsaure hingegen mit Carbonsauren konjugiert, so werden als Ester Acylglucuronide
gebildet, welche instabiler oder reaktiver als andere Konjugate sind und je nach Bedingun-
gen in unterschiedlichem Ausmaf hydrolysieren [321-323]. Im Falle einer Hydrolyse musste
dann allerdings der unkonjugierte Analyt zu detektieren sein, was in der vorliegenden Arbeit
nicht der Fall war. Zudem war der pH-Wert der Serumproben wahrend der Probenvorberei-
tung (B3.2.1) zu jeder Zeit sauer, wodurch Acylglucuronide grundséatzlich stabilisiert werden
kénnen [324, 325]. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass zunachst gebildete
Acylglucuronide aufgrund einer erhéhten Reaktivitat derer mit z. B. Serumprotein interagiert
haben und demzufolge nach der Proteinfallung nicht mehr fur die Analytik zur Verfigung
standen [326, 327]. Um diese Hypothesen zu bestatigen oder zu widerlegen, missten aber
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dahingehend Untersuchungen mit kommerziell verfigbaren Glucuronsaure-Konjugaten der
detektierten Polyphenole durchgefiihrt werden. Wirde man zusatzlich zu dem oben ge-
schilderten Vorgehen im Rahmen der Probenvorbereitung (B3.4.4) Humanserum nach der
Proteinprazipitation mit den Glucuronsaure-Konjugaten versetzen, so kénnte die Pra-Ana-
Iytik ganzlich als Einflussfaktor bestatigt oder ausgeschlossen werden. Denkbar ist zudem
das Erstellen einer Art eigenen Bibliothek mit den theoretischen Hydrolyse-Produkten
und/oder Fragmenten der denkbaren Glucuronsaure-Konjugaten und ein systematischer
Vergleich der erhaltenen Daten mit der Bibliothek.

3.4.6 Grundsitzliches Vorgehen bei der Identifizierung von Unbekannten mittels
UHPLC-qTOF-MS

Als akzeptabler Fehler bei der Abweichung zwischen theoretischer (Precursor) und detek-
tierter Masse (m/z) eines Markers gelten 30 ppm [328], moderne MS-Systeme erreichen in
der Regel sogar 3 — 5 ppm [308, 329, 330]. Die zugrundeliegende Berechnung ist in B3.3
aufgefihrt. In den vorliegenden Untersuchungen lag dieser Fehler im Median bei 3,7 ppm
und immer unterhalb von 10 ppm, detaillierte Angaben sind im tabellarischen Anhang D2
zu finden. Die Summenformel wurde durch die Hersteller-Software anhand von MS/MS-
Daten und Isotopenmuster berechnet. Der Score zum qualitativen Vergleich der berechne-
ten Summenformel wiederum wurde ebenfalls mittels der Software anhand der erhaltenen
MS- und MS/MS-Daten ermittelt. Trotz der verwendeten SWATH®-Methode zeigten sich die
MS/MS-Spektren unspezifisch, d.h. die Spektren mehrerer Vorlaufer-lonen waren derart
Uberlagert, dass keine eindeutige Zuordnung der einzelnen Fragmente mdglich war. Da
abhangig von der Massengenauigkeit bzw. des Massenfehlers grundsatzlich auch mehrere
berechnete Summenformeln mdglich waren, wurde diese nur aufgefuhrt, wenn sie fur alle
Marker zutraf. Dabei konnte jedoch nicht fir jeden Marker bei jedem Studienteilnehmenden
eine Summenformel berechnet werden, was wahrscheinlich aufgrund der mangelnden Spe-
zifitat der MS/MS-Spektren zustande kam. Das bedeutet deswegen nicht zwingend, dass
der entsprechende Analyt falsch zugeordnet wurde. Gleiches gilt auch fir den Score zur
qualitativen Bewertung der berechneten Summenformel. Auf ein erneutes Vermessen der
Studienproben fir spezifische MS/MS-Daten wurde verzichtet, um den Fokus auf die Un-
tersuchungen zur Bioaktivitat der Sulfatkonjugate zu erméglichen und weil die in diesem
Kontext zur eindeutigen Identifizierung notwendigen sulfatierten Referenzsubstanzen nicht
zur Verfugung standen.

Im ESI-Positiv-Modus konnte kein interessanter Marker in Form einer polyphenolischen
Substanz naher beschrieben werden, was jedoch aufgrund der Molekdlstruktur zu erwarten
war. Aufgrund der Vielzahl an Hydroxygruppen werden Polyphenole dort deutlich schlech-
ter ionisiert als im ESI-Negativ-Modus, wo bevorzugt Protonen der genannten funktionellen
Gruppen abgespalten werden. Jedoch konnte UP4 mit einer m/z von 293,1000 im ESI-
Positiv-Modus bei allen Studienteilnehmenden aul3er bei Proband 11 und somit mit Abstand
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am haufigsten nachgewiesen werden. Auch aufgrund der Haufigkeit, der im Vergleich zu
den detektierten Polyphenolen um den Faktor 10 deutlich héheren Peakflache und der még-
lichen Summenformel von C1sH16OS wurde nicht davon ausgegangen, dass diese Sub-
stanz einen Marker von interessanter Natur darstellte. Betrachtet man nur die monoisotopi-
sche Masse, so kommt theoretisch mit einem Massenfehler von 7 ppm Ethylendiamintetra-
essigsaure (EDTA) in Frage, welches haufig Blutentnahmerdhrchen als Antikoagulans zu-
gesetzt wird [331]. Allerdings wurden derartige Enthahmesysteme in der durchgefiihrten
Klinischen Studie nicht benutzt, da diese der Gewinnung von Plasma und nicht von Serum
dienen. Eine andere mogliche Herkunft fir EDTA ist nicht plausibel. AuRerdem kann EDTA
grundsatzlich in beiden ESI-Modi detektiert werden [332], was hier nicht der Fall war. Haufig
werden bei ungerichteten Analysen auch endogene Substanzen erfasst, wofir es in der
vorliegenden Arbeit aber keinen Hinweis oder Treffer in Datenbanken gab. Am wahrschein-
lichsten scheint somit wohl eine stickstoffhaltige und nicht naher identifizierbare Kontami-
nation des LC-MS-Systems [333], da Stickstoffatome bevorzugt Protonen aufnehmen und
daher im ESI-Positiv-Modus mit meist ausgezeichneter Empfindlichkeit erfasst werden kén-
nen. Daran kann gesehen werden, dass die gewonnenen Daten und Informationen der
Software kritisch und mit Bedacht in der Gesamtheit evaluiert werden missen, um keine
falschen Schllsse zu ziehen. Nichtsdestotrotz missten die Vermutungen durch weitere
Messungen uberprift werden.

3.4.7 Regioselektivitit von Sulfotransferasen

Wie bereits in B3.3 erwahnt, konnte die jeweilige Sulfatierungsposition der Substanzen an-
hand der erhaltenen MS-Daten nicht exakt bestimmt werden. Dabei ist die Position der
Phase-ll-Konjugation abhangig von der Isoform des Enzyms, sowie von der Substanz
selbst [106, 334]. Fir eine sichere Unterscheidung der Strukturisomere bzw. der enzymati-
schen Regioselektivitat waren ergdnzende NMR-Messungen oder bei spezifischen, abwei-
chenden Fragmentierungsmuster MS/MS-Daten von Referenzsubstanzen notwendig ge-
wesen. Wong et al. untersuchten ebenfalls die Position der Sulfatierung bei Hydro-
xyzimtsaure-Derivaten [302]; im Urin von Proband*innen wurde nach Kaffeekonsum vor-
nehmlich Kaffeesdure-3-Sulfat detektiert, wobei das Ausmalf in vitro von der Isoform der
SULT abhangig war. Pimpao et al. kamen zu einem Ubereinstimmenden Ergebnis beztglich
der Kaffeesaure, beim Sulfatkonjugat der Protocatechusaure gelang jedoch aus analyti-
schen Grinden keine Differenzierung [293]. Bei Flavonoiden wird im Allgemeinen in vitro
durch SULT1A3 am haufigsten die Hydroxy-Gruppe an C7 sulfatiert, danach folgt C4 [335].
Welches Isomer jedoch haufiger in vivo gebildet wird, ist bis dato bei Catechin und Taxifolin
unklar. Klare Literaturangaben bezuglich der Regioselektivitat gibt es ebenfalls nicht fur
Pyrogallol und dessen Methylderivat; einzig van der Hooft et al. bestimmten Pyrogallol-2-
Sulfat in vivo [89]. Zumindest in humanem Urin wurde Protocatechusaure-3-Sulfat als Me-
tabolit nach polyphenolreicher Erndhrung nachgewiesen [283], weitere Untersuchungen

72



3 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

bezlglich dieses Analyten gibt es nicht. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es durch-
aus Hinweise und Literaturdaten bezilglich der Regioselektivitat gibt, diese aber je nach
Struktur des Analyten sehr spezifisch ist.

Grundsatzlich werden durch Sulfotransferasen aromatische und aliphatische Hydroxygrup-
pen konjugiert, wobei typischerweise phenolische Gruppen bevorzugt werden [69, 299,
334, 336]. Die Konjugation einer aliphatischen funktionellen Hydroxygruppe fand beim mik-
robiellen Metaboliten Hydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat (HPVS-Sulf) statt. Valeriansaure-
Derivate stellen dabei die ringoffenen Formen von y-Valerolactonen dar [87, 88, 287, 337],
wozu auch Hydroxydihydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat (HDPVS-Sulf) zu zahlen ist.
HDPVS-Sulf ist somit die ringgedffnete Form von M1 (B3.1). Diese zyklischen Ester kénnen
im Sauren reversibel hydrolysiert werden (Abbildung 35). Aus diesem Grund ist bei der mit
Ameisensaure angesauerten angewandten Proteinfallung die ausschliel3liche Detektion der
Valeriansaure-Derivate plausibel, jedoch wurden bei Grimm et al. [70] und Milek et al. [338]
lediglich die Ringform von M1 erfasst. Eine mogliche Erklarung fir die differierenden Er-
gebnisse kénnten insbesondere bei Milek die angewandten MS-Methoden sein. Die Er-
mittlung der Fragmentionen zur Quantifizierung bzw. zur Kontrolle erfolgt anhand von
Stammldsungen mit organischem Losungsmittel der definierten m/z der Muttersubstanz.
Dadurch kann das Valeriansaure-Derivat aufgrund der abweichenden m/z nicht erfasst wer-
den, sowohl bei der Methodenentwicklung als auch bei der abschlieRenden Quantifizierung.
Dabei ist zumindest bei der Probenvorbereitung durchaus von einer Esterhydrolyse auszu-
gehen. Bei metabolomischen Untersuchungen der Inkubationsversuche von Blutzellen mit
M1 konnte Miilek namlich ebenfalls nach methanolischer Proteinfallung ringoffene Derivate
der Valeriansaure detektieren [339], nicht jedoch im Rahmen der Quantifizierung bekannter
Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol [261]. Verantwortlich flr
die abweichenden Resultate kénnte zum einen die Probenvorbereitung sein, da Milek das
Serum mittels Flissig-Flussig-Extraktion aufarbeitete. Denkbar ist aus diesem Grund eine
schlechtere Extraktion der ringoffenen Derivate durch die Flissig-FlUssig-Extraktion, was
durch die vorliegenden Ergebnisse bestatigt wird, da hier ebenfalls Methanol als Agens flr
die Proteinprazipitation benutzt wurde. Zum anderen wurden fir die Inkubationsversuche
deutlich héhere M1-Konzentrationen verwendet als diejenigen, die in vivo erreicht werden.
Demzufolge besteht die Mdglichkeit, dass die in vivo erreichten Konzentrationen von Vale-
riansaure-Metaboliten bei Milek unterhalb der Nachweisgrenze lagen.

o
HO 0 HO H
0 H,0, H* OH
f— _ e
OH
HO HO

Abbildung 35: Beispielhafte Lactonhydrolyse von M1 zum Valeriansaure-Derivat im sauren Milieu.
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3.4.8 Enteraler mikrobieller Metabolismus

Wie bereits in A1.4.4 geschildert, kommt dem intestinalen Mikrobiom eine wesentliche Be-
deutung bei der Biotransformation und somit auch bei der Bioverfligbarkeit von polypheno-
lischen Xenobiotika zu. Aus diesem Grund ist grundsatzlich zu erwarten gewesen, dass
nicht alle Marker bei jedem Studienteilnehmenden und in dhnlichem Ausmalf} erfasst wer-
den wirden. Dies konnten bereits Grimm et al. in ihren Untersuchungen feststellen [70]. Da
die Zusammensetzung des Mikrobioms hochvariabel und zudem auch abhangig von ver-
schiedenen Umweltfaktoren wie beispielsweise des Erndhrungszustandes ist (A1.4), ist die
festgestellte interindividuelle Heterogenitat durchaus plausibel. Grimm konnte an dem zu
D4-S4 korrespondierenden Zeitpunkt Ferulasaure ebenfalls nicht bei allen Proband*innen
detektieren, ebenso Kaffeesaure und M1. Uberdies erfasste sie Catechin bei jedem Stu-
dienteilnehmenden, in der vorliegenden Arbeit war dies bei acht von 15 Personen der Fall.
Dafiur gelang hier im Gegensatz zu Grimm der Nachweis von Taxifolin in zwei Drittel der
Freiwilligen. Somit spiegeln die Unterschiede zwischen den beiden Arbeiten die hohe inte-
rindividuelle Variabilitat bei Resorption und Metabolismus von Polyphenolen wider.

Zu den gastrointestinal gebildeten Metaboliten sind im Wesentlichen die beiden Valerian-
saure-Derivate Hydroxyphenylvaleriansaure (HPVS), Hydroxydihydroxyphenylvalerian-
saure (HDPVS), sowie Dihydroxymethoxybenzol, Trihydroxybenzol, Protocatechuséaure,
Vanillinsaure und Vanillin zu zahlen, wobei die drei letztgenannten Substanzen auch im
Extrakt selbst vorkommen. Dabei stellen HPVS und HPVS Catechin-Metabolite dar [88, 89,
290]. Dihydroxymethoxybenzol und Trihydroxybenzol sind Derivate der Gallussaure [295,
301] bzw. von Anthocyanidin [340], die bislang jedoch nicht in Pycnogenol selbst oder in
vivo nach der Einnahme nachgewiesen wurden. Protocatechusaure ist ein Bestandteil von
Pycnogenol, gehért aber auch zu den Anthocyanidin-Metaboliten [7], die bislang nicht mit
der Pycnogenol-Einnahme assoziiert waren. Allerdings wurden Protocatechusaure und der
methylierte Abkommling Vanillinsaure auch schon nach der Einnahme von Procyanidinen
nachgewiesen [108, 341]. Es besteht zudem die Moglichkeit, dass die beiden Substanzen
mikrobiell aus Kaffeesaure gebildet wurden [340]. Eine klare Unterscheidung, ob originarer
Bestandteil oder mikrobieller Metabolit ist mit den vorliegenden Ergebnissen jedoch nicht
moglich, sondern allenfalls z. B. mittels der Applikation radioaktiv markierter Substanzen
[88, 342].

Eine besondere Rolle kdnnten mikrobielle Metabolite und auch Sulfatkonjugate (B3.4.9) bei
der Bioaktivitat von Pycnogenol spielen. Wie eingangs in A1.3 erklart, ist die Einnahme von
Pycnogenol mit einer Vielzahl von positiven Effekten auf die Gesundheit verbunden, wozu
auch die Verbesserung der endothelialen Funktion gehort [42]. Obwohl bioaktive Bestand-
teile und Metabolite bereits identifiziert werden konnten, sind weder alle Substanzen be-
kannt noch deren Beitrag zu den postulierten Effekten in vivo. Zudem zeigen diese haufig
nur geringe (Einzel-)Effekte und liegen in vivo nur in niedrigen Konzentrationen vor [16, 27].
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Deswegen ist denkbar, dass mikrobielle Metabolite fir einen Teil der pharmakodynami-
schen Effekte verantwortlich sind [343, 344].

3.4.9 Bioaktivitat von Sulfatkonjugaten

Im Allgemeinen kann zwar davon ausgegangen werden, dass durch die Biotransformation
in Phase-Il die korrespondierenden Konjugate keine oder eine geringere biologische Wir-
kung innehaben [53]; trotzdem ist nicht ausgeschlossen, dass von Sulfatkonjugaten eine
Bioaktivitat ausgeht, entweder direkt oder nach Abspaltung der Sulfatgruppe im Zielgewebe
durch unspezifische Sulfatasen [106]. Zur Bioaktivitat von sulfatierten Polyphenolen gibt es
mangels kommerziell erhéltlicher Substanzen nur vereinzelt Literaturberichte, welche aller-
dings durchaus vielversprechend sind. Das Isorhamnetin-Sulfatkonjugat Persicarin zeigte
im Vergleich der beiden Substanzen in humanen Endothelzellen eine starkere gerinnungs-
hemmende und fibrinolytische Wirkung [345]. Verschiedene Phase-lI-Metaboliten einiger
Flavonoide, einschliellich Protocatechusaure-Sulfat, verringerten die TNFa-Sekretion in
Endotoxin-behandelten Monozyten [346]. In mit TNF-a-stimulierten Endothelzellen aus hu-
manen Nabelschnurvenen konnten die beiden Strukturisomere des Protocatechusaure-Sul-
fats die sVCAM-1-Sekretion verringern [347]; das Protein sVCAM-1 stellt einen wichtigen
Entzindungsmediator in Endothelzellen dar. Bemerkenswert war die konzentrationsabhan-
gige Bioaktivitat von Quercetinkonjugaten bezuglich der COX-2-Expression in CaCo-2-Zel-
len; lagen diese Konjugate in niedrigen Konzentrationen vor, so erhdhten sie die Expres-
sion; hingegen bei hohen Konzentrationen wurde die Expression reduziert. Wenn die Zellen
jedoch zusatzlich mit Interleukin-1B stimuliert wurden, so hemmten die sulfatierten Metabo-
liten die COX-2-Expression starker als die Mutterverbindung Quercetin [348]. Bei Untersu-
chungen sowohl in isolierten Mausearterien als auch in vivo bewirkte Ferulasaure-Sulfat
eine Vasorelaxation, wohingegen Ferulasaure inaktiv war [349]. Fang et al. untersuchten
den Einfluss von Morin und dessen Sulfatkonjugat auf die TNF-a- und Interleukin-12-Sek-
retion, zwei bei Entzindungsgeschehen hochrelevante Zytokine [350]. Dabei hemmte sul-
fatiertes Morin die Sekretion signifikant starker als die unkonjugierte Form. Auch bei Antho-
cyanidinen konnte ein Unterschied hinsichtlich der Bioaktivitat von Muttersubstanz und
Phase-lI-Metaboliten festgestellt werden. Cyanidin-3-Glucosid hatte keinen Einfluss auf die
Interleukin-6-Sekretion (IL-6) in stimulierten humanen Endothelzellen, wahrend alle Phase-
[I-Metabolite die IL-6-Konzentration deutlich reduzierten [351]. Die gréfte Sekretionsinhibi-
tion wurde hier durch sulfatierte Metabolite verursacht; Protocatechusaure-Sulfat zeigte die
gréfRte Wirkung und hemmte die IL-6-Sekretion fast vollstandig, was sich interessanter-
weise auch auf mMRNA-Ebene widerspiegelte. Die Stimulation erfolgte dabei jeweils durch
oxidierte Lipoproteine. Bei Untersuchungen von Figueira et al. waren polyphenolische Sul-
fatkonjugate in drei verschiedenen Zellkulturmodellen nicht nur in der Lage die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberwinden, sondern zeigten ebenfalls neuroprotektive Effekte [352]. Py-
rogallol-Sulfat schitzte dabei vor Endothelverletzungen und reduzierte nach einem

75



B Allgemeiner Teil

inflammatorischen Stimulus neben der TNFa-Konzentration auch die weiterer Entzin-
dungsmarker. Dartber hinaus konnte der mikrobielle Metabolit Hydroxyphenyl-y-valerolac-
ton-Sulfat im Tiermodell die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden [297].

Daher besteht durchaus die Mdglichkeit, dass Sulfatkonjugate zur beobachteten Wirkung
von Pycnogenol beitragen kénnen [108, 346, 351, 353]. Aufgrund der eigenen Ergebnisse
und der geschilderten Literaturangaben sollte bei den nachfolgenden Versuchen zur Bio-
aktivitat der Fokus auf Sulfatkonjugate von Pycnogenol-Bestandteilen und Metaboliten ge-
legt werden (B4, C4).

3.4.10 Vergleich mit bisherigen Ergebnissen nach Pycnogenol-Einnahme

In den Kapiteln B2.3 und B3.1 wurde bereits beschrieben, dass Grimm et al. zehn Substan-
zen (U1 - U10) in Humanplasma nach der Einnahme von Pycnogenol aufgrund zu diesem
Zeitpunkt fehlender technischer Mdglichkeiten nicht identifizieren konnten [70]. Letztlich
kann aufgrund fehlender Plasmaproben fir Vergleichsmessungen und aufgrund unter-
schiedlicher chromatographischer Methoden nicht gesagt werden, inwiefern die in der vor-
liegenden Arbeit detektierten Marker mit diesen Uibereinstimmen. Das von Grimm et al. mut-
mallich bestimmte Procyanidin B1 (U1) wurde in der vorliegenden Studie nicht erfasst.
Dimere Procyanidine besitzen zwar eine relativ gro3e molare Masse, im Falle von Procya-
nidin B1 579 Da, kdnnen jedoch zumindest zu einem geringen Ausmal} resorbiert werden,
wenngleich es dazu aber kontrdre Angaben gibt; daher ist bis dato unklar, welche Rolle
Procyanidine in der Bioaktivitat spielen [2, 92, 354, 355]. Plausibel ist dabei auch eine Wir-
kung Uber mikrobielle Metabolite, die direkt im Darm wirken oder dort resorbiert werden und
systemisch ihre Wirkung entfalten [87, 337, 356]. Anhand der Rule of 5 nach Lipinski kon-
nen Substanzen bezuglich ihrer oralen Bioverfligbarkeit grob eingeschatzt werden [357].
Dabei sollten fur eine adaquate Resorption nicht mehr als fuinf H-Briicken-Donatoren (z. B.
Hydroxy-Gruppen) bzw. nicht mehr als zehn -Akzeptoren (z.B. Sauerstoff mit negativer
Partialladung), sowie ein logP-Wert von maximal funf und eine maximale molekulare Masse
von 500 Da vorliegen. Die theoretischen Werte fiir Procyanidin B1 wirden somit gegen eine
orale Bioverfligbarkeit sprechen [358]. In diesem Kontext ist vermutlich auch UP5 (B3.3)
mit einer m/z von etwa 620 nicht auf die Einnahme von Pycnogenol zurlickzufiihren. Die
molekularen Massen aller anderen detektierten Substanzen liegen mit einem Median von
ca. 247 Da jedoch deutlich unter 500 Da und kdénnten damit auf resorbierte Bestandteile
oder Metabolite des Pycnogenols zurtickzufihren sein.
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4 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten
in vitro in Anwesenheit von Humanserum

4.1 Schutz vor inflammatorischen Endothelschaden

411 Ex vivo-Modell

Wie in B3.3 bereits geschildert, wurden keine neuartigen Bestandteile oder Metabolite in
humanem Serum nach der Einnahme von Pycnogenol detektiert. Allerdings wurde gezeigt,
dass alle der detektierten bereits bekannten Substanzen ausschlie3lich als Sulfatkonjugate
vorlagen. Sulfatkonjugate waren fir in vitro Versuche zum Zeitpunkt der Arbeit jedoch kaum
kommerziell erhaltlich und eine Synthese zeitlich zu aufwendig. Darlber hinaus bestand
auch die Mdglichkeit, dass unbekannte, also nicht detektierte Analyten eine Bioaktivitat auf-
weisen (B3.4.9). Aus diesen Grunden sollte fur die Untersuchung der Bioaktivitat fir eine
weitere Charakterisierung der Substanzen eine Option gewahlt werden, die die beiden ge-
nannten Herausforderungen bericksichtigen konnte. Grimm hat fir diese Zwecke ein so-
genanntes ex vivo-Modell entwickelt [196], welches flr die eigenen Untersuchungen modi-
fiziert werden sollte. Dieses Modell basierte darauf, dass die entsprechenden Komponenten
nicht isoliert, sondern in ihrer natirlichen Matrix (hier: Humanserum) beztglich ihrer Wir-
kung im Zellkulturmodell charakterisiert werden. In der vorliegenden Arbeit sollte humanes
Serum nach der Einnahme von Pycnogenol bezliglich der protektiven Wirkung auf inflamm-
atorisch stimulierte Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) untersucht
werden (Abbildung 36). Die Arbeitshypothese war, dass die Sulfatkonjugate in der Lage
sein konnten eine Endothelbeeintrachtigung abzumildern, siehe dazu auch B3.4.9.

o B

Pycnogenol- Gewinnung
Einnahme Blutproben Serum Zellkultur

Abbildung 36: Schematische Darstellung des ex vivo-Modells. Nach der Einnahme von Pycnogenol
wird das anschlieRend gewonnene Serum hinsichtlich der Wirkung in inflammatorisch stimulierten
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) untersucht.

Der ex vivo-Ansatz hatte somit den Vorteil, dass hier simultan die Wirkungen der Sulfatkon-
jugate und unbekannter Analyten erfasst werden konnte. Dies traf ebenfalls auf einen mog-
lichen Synergismus beziiglich der biologischen Aktivitat zu. Auflerdem war grundsatzlich
auch ein Einfluss der Matrixbestandteile auf die beobachtete biologische Wirkung denkbar.
Zudem spiegelten die Versuchsbedingungen die in vivo erreichbaren Serumkonzentratio-
nen wider, da bei in vitro Versuchen haufig unphysiologisch hohe Konzentrationen
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eingesetzt werden, um einen Effekt zu provozieren. Uberdies ist vorher nicht die Quantifi-
zierung der verschiedenen Analyten notwendig, um die in vivo erreichten Konzentrationen
zu ermitteln. Abzugrenzen ist das hier angewandte ex vivo-Modell von denjenigen Model-
len, in denen beispielsweise Gewebe isoliert wird und auf3erhalb des Organismus unter-
sucht wird. Beim oben genannten Versuchsaufbau von Grimm verringerte nach mehrtagi-
ger Einnahme von Pycnogenol gewonnenes Plasma die Freisetzung von MMP-9 in in-
flammatorisch stimulierten Monozyten, zudem wurde ein ahnlicher Effekt bei der NF-kB-
Aktivierung festgestellt [359]. Lomholt et al. konnten spater in einem ahnlichen Ansatz zei-
gen, dass Resveratrol ex vivo die Immunreaktion bei Rheumatoider Arthritis abmildert [360].

41.2 Ergebnisse der Vorversuche

In den Vorversuchen wurden zunachst die optimalen Bedingungen fiir die Etablierung des
ex vivo-Modells beleuchtet. Die Parameter sollten so gewahlt werden, dass durch die initiale
Entzindungsreaktion ein maximales Shedding von Glycocalyx-Bestandteilen bzw. im Spe-
ziellen Heparansulfat induziert wurde. Damit konnte davon ausgegangen werden, dass
auch bei nur geringer Bioaktivitat der ausgewahlten Polyphenole und deren Sulfatkonjugate
ein moglicher protektiver Effekt detektiert werden konnte. Die Heparansulfat-Konzentra-
tion x wurde bei allen Versuchen mittels folgender Formel (2) berechnet (C4.4.6):

S 2T d
y= T (2)
C
a = theoretische Absorption bei Konzentration von 0, b = Steigung,
¢ = Wendepunkt, d = theoretische Absorption bei unendlicher Konzentra-

tion.

Es war geplant Studienproben in dem ex vivo Modell einzusetzen, in denen die Sulfatkon-
jugate detektiert werden konnten (B3.3). Im Verlauf der Vorversuche wurden verschiedene
prozentuale Humanserum-Anteile im Kulturmedium evaluiert. Erstrebenswert war ein mog-
lichst hoher Serumanteil, damit die Endkonzentration der polyphenolischen Substanzen im
Modell mdéglichst hoch war. Als maximal vertragliche Konzentration wurde 50 % Humanse-
rum in Medium im Rahmen eines MTT-Assays (B4.1.4, D3.1.3) ermittelt. Dies gab die Ba-
lance wieder zwischen Verflgbarkeit des Humanserums der Studienproben, groftmdgli-
cher Konzentration der Sulfatkonjugate (siehe oben) und protektiver Wirkung von gré3eren
Serummengen im Sinne einer stark wachstumsférdernden Wirkung, wodurch die inflamm-
atorische Stimulation hatte verringert sein konnen. Aus diesem Grund werden bei in vitro
Versuchen teilweise Zellen vorab ohne Serum jeglicher Genese inkubiert, um unter ande-
ren durch den resultierenden Nahrstoffmangel eine groRtmdgliche Empfindlichkeit gegen-
Uber z.B. Noxen zu generieren [361]. Zudem entsprechen 50 % Humanserum etwa dem
physiologischen flissigen Anteil des Blutes. In der Zellkultur ist Serum, aus finanziellen
Grinden meist ein gerade hinreichender Anteil fetales Rinderserum, ein essentieller Liefe-
rant fur Proteine, diverse Wachstumsfaktoren, Hormone und Nahrstoffe, beispielsweise
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Endothelial cell growth factor (ECGF), Insulin sowie Lipoproteine und Triglyceride. Demzu-
folge stellt Serum eine wichtige Nahrungsquelle fir die adaquate Zellproliferation dar [362].
Entscheidend flr die Ausbildung eines Endothels mit Glycocalyx aus einem Zellmonolayer
(A2.1) war neben der initialen Zellzahl pro Well auch die Zeit zwischen dem Aussaen der
Zellen und dem Beginn des jeweiligen Versuchs. Typisch ist eine Wartezeit von zwélf bis
24 Stunden [363, 364]. Daher wurde beim ersten Vorversuch zur Bestimmung der adaqua-
ten Zellzahl und der Kulturzeit 48 Stunden bis zu Beginn der inflammatorischen Stimulation
fur acht oder 24 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS, 100 ng/mL, 1.000 ng/mL) oder TNF-
a (10 ng/mL, 100 ng/mL) gewartet. Die verschiedenen Kulturbedingungen wurden demnach
exploratorisch so gewahlt, dass ein Shedding mit groRer Wahrscheinlichkeit stattfand. Als
Negativkontrolle fungierten Endothelzellen, die keinem inflammatorischen Stimulus ausge-
setzt wurden, sondern mit einem aquivalenten Volumen Medium bzw. 50 % Humanserum
inkubiert wurden. Allerdings konnte in keinem der Zellkulturiiberstadnde des ersten Vorver-
suches Heparansulfat detektiert werden. Aus diesem Grund wurden im folgenden Ver-
suchsansatz die Zellen in Zellkultureinsatzen kultiviert, damit der transendotheliale Wider-
stand (TEER) als Marker fir die Endothelintegritat wahrend einer verlangerten Kulturzeit
von insgesamt 16 Tagen Uberwacht werden konnte (C4.3). So war es zum einen mdglich
die Ausbildung des Monolayers zu Uberprifen und zum anderen konnte eine insuffiziente
Glycocalyx aufgrund kurzer Kulturzeit ausgeschlossen werden. In der Literatur gab es Hin-
weise, dass die Bildung der Glycocalyx in vitro erst mit einer gewissen Latenzzeit nach dem
Ausséen erfolgt. Mockl et al. konnten nach zehntagiger Kultivierung Bestandteile der Gly-
cocalyx auf der kompletten Zelloberflache nachweisen [365]. Jimenez et al. untersuchten
zwar nicht die Glycocalyx, charakterisierten aber unter anderem Bestandteile von Tight und
Adherence junctions nach einer Kulturzeit der HUVEC von sieben Tagen, wodurch eine
suffiziente Kulturzeit angenommen werden konnte [366]. Zusatzlich erfolgte der letzte Me-
diumwechsel im Folgenden immer zwdlf bis 24 Stunden vor Beginn des Versuchs, um un-
notigen Scherstress zu vermeiden. Neben den oben genannten inflammatorischen Stimu-
lanzien LPS (1.000 ng/mL, 24 h) und TNF-a (100 ng/mL, 24 h) wurden diese um H2O: in
einer Konzentration von 50 uM erganzt. Hiermit sollte ein zusatzlicher Pfad zur Induktion
von endothelialem Shedding adressiert werden. Diebel et al. nutzten Wasserstoffperoxid,
um bei HUVEC die protektive Wirkung von Tranexamsaure auf die Degradation der Glyco-
calyx zu evaluieren; erfasst wurde dies durch die Quantifizierung von u. a. Syndecan-1 im
Zelliberstand, einem Heparansulfat-Proteoglycan [367]. Uberpriift wurde in der vorliegen-
den Arbeit fir H2O2 eine Inkubationszeit von acht und 24 Stunden, sodass erneut mit grol3er
Wahrscheinlichkeit Heparansulfat detektiert werden konnte, wenn ein Shedding stattfand.
Letztlich gelang zwar die Detektion von Heparansulfat mittels ELISA sowohl apikal als auch
basolateral, allerding unterlagen die Ergebnisse einer sehr starken Schwankung und er-
madglichten deswegen auch keine Abstufung zwischen LPS, TNF-a und H2O; als optimales
Stimulans.

79



B Allgemeiner Teil

Nach der Inkubation mit TNF-a betrug die Heparansulfatmenge 1,62 + 0,49 pg pro ug Pro-
tein (n = 2), bei H,0,0,49 + 0,15 pg pro ug Protein (n = 2). Da unter dem Einfluss von LPS
kein Heparansulfat bestimmt werden konnte, wurden die Vorversuche beziiglich dieses Sti-
mulans eingestellt (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Gesamtmenge Heparansulfat (pg, apikal und basolateral) in Anwesenheit von 50 %
Humanserum, normiert auf den Proteingehalt des Zelllysates (ug) nach 24 h bzw. zusatzlich acht-
stindiger Inkubation mit dem jeweiligen inflammatorischen Stimulans. N = 2 bzw. 1 aufgrund limi-
tierter Ressourcen. Die vertikalen Striche stellen die Standardabweichung dar, soweit verfligbar. Die
Zelllysate nach achtstiindiger Inkubation mit H202 standen nicht zur Verfligung, weswegen hier der
Mittelwelt aller Zelllysate zur Normierung auf den Proteingehalt verwendet wurde. Negativkon-
trolle = unstimulierte Zellen.

In Anwesenheit von 10 % Humanserum wurde ausschlie3lich bei achtstiindiger Inkubation
mit H.02 0,21 pg Heparansulfat pro ug Protein (n = 1) im apikalen Uberstand erfasst, wes-
wegen im Folgenden diese Humanserum-Konzentration weggelassen wurde. Zudem lag
diese Menge deutlich unterhalb der Negativkontrolle (1,18 pg Heparansulfat pro pg Protein,
n = 1). Der transendotheliale Widerstand stieg im Verlauf der Kulturzeit erwartungsgemaf
kontinuierlich an und korrelierte daher gut mit der Integritat des Monolayers, jedoch konnte
nach der inflammatorischen Stimulation keine Korrelation mit den erhaltenen Ergebnissen
hergestellt werden (Daten im tabellarischen Anhang D3.1.1.2). Zu erwarten ware gewesen,
dass bei den Proben, bei denen Heparansulfat quantifiziert werden konnte, der Widerstand
aufgrund des erfolgten Sheddings deutlich geringer ware. Da dies nicht der Fall war, wurde
im abschlieRenden Vorversuch zur Verkirzung der inflammatorischen Stimulation auf die
Kultivierung der endothelialen Zellen in Zellkultureinsatzen verzichtet. Zudem waren diese
Einsatze flr Untersuchungen der Glycocalyx nicht zwingend notwendig. Die genannte Ver-
kirzung der inflammatorischen Stimulation wurde aufgrund finanzieller Ersparnisse und li-
mitierter Kapazitaten erwogen. Zudem gab es verschiedene Berichte in der Literatur, dass
eine zum Teil deutlich kirzere Stimulationsdauer von sechs Stunden fir TNF-a bzw.
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60 Minuten flir H2O2 bei ahnlichen Untersuchungen ausreicht [367-369]. AuRerdem bestand
die Hoffnung auf eindeutigere Ergebnisse in einem neuen Ansatz. Aus diesem Grund wur-
den die HUVEC mit 100 ng/mL TNF-a fir sechs Stunden und 50 yM H,O- flir zwei Stunden
stimuliert, wobei die Inkubationszeit von 24 Stunden 100 ng/mL TNF-a als zusatzliche Kon-
trolle fungierte (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Gesamtmenge Heparansulfat (pg) in Anwesenheit von 50 % Humanserum, normiert
auf den Proteingehalt des Zelllysates (ug) nach zwei Stunden Inkubation mit 50 uM H202 und sechs
bzw. 24 Stunden Inkubation mit 100 ng/mL TNF-a. N = 2 aufgrund limitierter Ressourcen. Die verti-
kalen Striche stellen die Standardabweichung dar, soweit verfigbar. Negativkontrolle = unstimulierte
Zellen.

Es fiel auf, dass im Vergleich zum vorherigen Versuch (Abbildung 37) insgesamt ein gerin-
geres Mal an Heparansulfat erfasst wurde und die Streuung der Ergebnisse noch deutli-
cher ausgepragt war. Bei der 24-stindigen Inkubation mit TNF-a betrug die bestimmte
Menge 0,24 + 0,12 pg Heparansulfat pro pg Protein (n=2), diese lag vorher bei
1,62 £ 0,49 pg pro pg Protein (n = 2). Aufgrund der starken Streuung gestaltete sich eine
Interpretation der Ergebnisse als nicht verlasslich, weswegen auch vorerst nicht - wie ur-
sprunglich geplant - Humanserum der Studienproben in den Untersuchungen eingesetzt
wurde. Es wurde beschlossen, zunachst ausgewahlte Polyphenole und deren korrespon-
dierenden Sulfatkonjugate bezuglich einer protektiven Wirkung im Modell zu charakterisie-
ren. Erst wenn hier eine Bioaktivitat zu beobachten gewesen ware, hatten die Studienpro-
ben betrachtet werden sollen.

Fir diesen Versuch (B4.1.3) wurden die Kulturbedingungen des vorher geschilderten An-
satzes Ubernommen, die inflammatorische Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a aber tber

81



B Allgemeiner Teil

einen Zeitraum von 24 Stunden belassen. Die Nachweisgrenze des ELISA lag jeweils bei
5 pg/mL Heparansulfat.

4.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Um zu eruieren ob grundsatzlich die Mdglichkeit bestand, dass von Polyphenolen und de-
ren Sulfatkonjugaten eine protektive Bioaktivitat beim Shedding der Glycocalyx ausgeht,
wurden Ferulasaure, Ferulasaure-Sulfat, Protocatechuséure und Protocatechusaure-Sulfat
gewahlt, da von den Muttersubstanzen Sulfatkonjugate kommerziell verfiigbar waren. Die
im Versuch eingesetzten Konzentrationen lagen mit 0,1 und 0,5 uM in 50 % Humanserum
héher als zuvor in vivo nach Pycnogenol-Einnahme bestimmt, um mit groRtmdglicher Si-
cherheit einen Effekt detektieren zu kdnnen, sofern dieser vorlag. Bei Milek betrug die nach
Pycnogenol-Einnahme in Serum vorliegende mittlere Ferulasaure-Konzentration beispiels-
weise 2 nM [338]. Hingegen ermittelten Pimpao et al. nach dem Verzehr einer gréReren
Menge eines polyphenolreichen Fruchtplrees Plasmakonzentrationen ahnlich der fiir den
Versuch gewahlten [293]. Nach einer zweistundigen Pra-Inkubation mit den genannten
Substanzen erfolgte die inflammatorische Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a fir einen Zeit-
raum von 24 Stunden mit anschlieRender Heparansulfat-Quantifizierung im Uberstand mit-
tels ELISA (Abbildung 39).

0,50

© 7 7
2
S 0,40
£
2 0,30

(o]

3

o

3
E 020
=]

)

c

S

- I I
[
I

c.) %

o

0,00

< §e3
& & S S S S
S O 0P (O (OF O (0P (O (O

e & B & &

Abbildung 39: Gesamtmenge Heparansulfat (pg) in Anwesenheit von 50 % Humanserum, normiert
auf den Proteingehalt des Zelllysates (ug). Nach einer zweistlindigen Pra-Inkubation mit den poly-
phenolischen Substanzen (Endkonzentration 0,1 bzw. 0,5 uM) erfolgte die inflammatorische Stimu-
lation mit 100 ng/mL TNF-a fir 24 Stunden. FS = Ferulasaure, PS = Protocatechusaure, Sulf = kor-
respondierendes Sulfatkonjugat. N = 2 bzw. 1 aufgrund limitierter Ressourcen. Die vertikalen Striche
stellen die Standardabweichung dar, soweit verfligbar. Negativkontrolle = unstimulierte Zellen.

Wie bereits in den Vorversuchen in B4.1.2 beobachtet, zeigte sich auch hier bei der Nega-
tivkontrolle in Form von unstimulierten HUVEC mit 0,13 und 0,38 pg Heparansulfat pro ug
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Protein und bei mit 100 ng/mL TNF-a stimulierten Zellen mit 0,05 und 0,30 pg Heparansul-
fat pro ug Protein eine deutliche Streuung der Ergebnisse; dies machte eine verlassliche
Interpretation der Versuchsergebnisse unmdglich. Insgesamt kann jedoch gesagt werden,
dass TNF-a in der vorliegenden Arbeit nicht in der Lage war den gewtlinschten Effekt zu
erzielen, namlich ein signifikantes Shedding und somit eine deutliche Erhéhung der Hepa-
ransulfat-Konzentration im Uberstand. Bei der Betrachtung der eingesetzten Polyphenole
wurde angenommen, dass beim grundsatzlichen Vorliegen einer Glycocalyx-protektiven
Wirkung von Polyphenolen bzw. deren Sulfatkonjugaten bei der héheren der beiden einge-
setzten Konzentration von 0,5 yuM weniger Heparansulfat zu detektieren ware. Diese Hypo-
these traf auf keine der Substanzen mit der Ausnahme von Protocatechusaure zu. Zusatz-
lich sollte unter der Annahme einer Bioaktivitat durch die Sulfatkonjugate bei der Inkubation
mit diesen im Vergleich zur korrespondierenden unkonjugierten Muttersubstanz ebenfalls
weniger Heparansulfat bestimmt werden. Diese Vermutung bestatigte sich deutlich bei ei-
ner Konzentration von jeweils 0,1 uM sowohl bei Ferulasaure bzw. -Sulfat als auch bei Pro-
tocatechusaure bzw. -Sulfat. Eine gegensatzliche Beobachtung beziiglich der Bioaktivitat
von Protocatechusdure und dessen Sulfatkonjugaten machten allerdings Warner et al.
[347]. Hier wurden verschiedene Flavonoide und deren Metabolite bzw. sulfatkonjugierte
Derivate bezlglich der Wirkung auf die Expression von sVCAM-1 in mit TNF-a stimulierten
HUVEC untersucht. SVCAM-1 ist eine I6sliche Isoform von Zelladh&dsionsmolekilen im En-
dothel, die durch Bindung von Immunzellen eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Pro-
zessen spielt [370]. Protocatechusaure reduzierte die Proteinexpression starker als seine
Sulfatkonjugate und zeigte somit eine ausgepragtere Bioaktivitat. Bei Koga et al. konnten
Catechin-Metabolite in Form von Sulfaten und Glucuroniden aus Rattenplasma im Gegen-
satz zur Muttersubstanz die Monozyten-Adhasion von mit Interleukin-f stimulierten huma-
nen Endothelzellen aus der Aorta signifikant senken [371]. Catechin ist als Monomer und
als Procyanidin-Bestandteil in Pycnogenol enthalten (A1.2). Allerdings ist nicht klar, ob Ca-
techin in der Ratte einer ahnlichen Metabolisierung wie beim Menschen unterliegt. Amin et
al. betrachteten die Interleukin-6-Sekretion in mit oxidiertem LDL inflammatorisch stimulier-
ten HUVEC nach der Inkubation mit verschiedenen Cyanidin-Metaboliten [351]. Cyanidin
ist zwar kein bekannter Bestandteil von Pycnogenol, aber zu dessen Metaboliten gehdren
unter anderem Ferulasaure und Protocatechusaure. Am potentesten zeigte sich in der Stu-
die von Amin et al. Protocatechusaure-Sulfat, das bereits bei der niedrigsten eingesetzten
Konzentration von 0,1 uM die Interleukin-6-Konzentration drastisch senkte und dabei eine
deutlich hdhere Bioaktivitat aufwies als Protocatechusaure selbst. Interessanterweise hat-
ten alle untersuchten Sulfatkonjugate eine protektive Wirkung. Zusatzlich war die Bioaktivi-
tat der Protocatechusaure-Sulfatkonjugate starker als die der korrespondierenden Glucuro-
nide. Di Gesso et al. bestimmten die TNF-a-Konzentration als Erfolgsparameter bei der
Untersuchung des Einflusses verschiedener Flavonoide und deren Metabolite in mit LPS
stimulierten humanen Monozyten [346]. Im Gegensatz zum Glucuronid-Konjugat
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verminderte dabei Protocatechusaure-Sulfat ab einer Konzentration von 1 yM die inflamm-
atorische Reaktion, allerdings nicht auf MRNA-Ebene. Jedoch zeigten nicht nur Metabolite
eine Wirkung, sondern auch zwei Ausgangssubstanzen. In vivo wirkte Ferulasdure-Sulfat
im Gegensatz zu Ferulasaure bei Mausen blutdrucksenkend und ex vivo vasorelaxierend,
wenngleich van Rymenant et al. eine Beteiligung des Endothels ausschlossen [349]. Ins-
gesamt zeigt sich also ein heterogener Eindruck der Glycocalyx-protektiven Bioaktivitat von
Muttersubstanz und Metaboliten. Weiterfiihrende Untersuchungen auf molekularer Ebene
waren notig, um ein eindeutiges Bild zu bekommen. Letztlich ist bei den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit zu beachten, dass diese aufgrund limitierter Ressourcen nur Einmal-
versuche waren, weswegen die Ergebnisse nur qualitative Tendenzen darstellen und allen-
falls als Anhaltspunkte fiir weitere Analysen dienen sollten. Aufgrund der inkonsistenten
und insuffizienten Datenlage wurde folglich beschlossen, die Bestrebungen beziglich des
ex vivo-Modells einzustellen.
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41.4 Ergebnisse der MTT-Assays

Keine der untersuchten Humanserum-Konzentrationen von 10 % und 50 % erwies sich bei
Inkubationszeiten von zwei, acht oder 24 Stunden im Vergleich zu reinem Medium (0 % Hu-
manserum) als cytotoxisch (Abbildung 40, C4.6). Vielmehr zeigte sich unter allen Bedin-
gungen eine erhdhte Zellviabilitt; interessanterweise trat dieser Effekt bereits bei einer
niedrigen Serumkonzentration von 10 % und bereits nach einer relativ kurzen Inkubations-
zeit von zwei Stunden (119 = 11 %) auf. Humanserum der verwendeten Konzentration von
50 % zeigte eine Zellviabilitat von 146 £ 2 % nach zwei Stunden, von 135 £ 3 % nach acht
Stunden und von 135 £ 7 % nach 24 Stunden. Da bei allen Untersuchungen die jeweils
aquivalente Konzentration Humanserum als Kontrolle fungierte, stellte das vermehrte Zell-
wachstum kein Problem dar. Eine ausfuhrliche Darlegung zur Wirkung von Humanserum in
vitro ist im folgenden Kapitel B4.1.5 zu finden.
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Abbildung 40: Einfluss von 10% und 50 % Humanserum auf die Zellviabilitdt nach einer Inkubati-
onszeit von zwei, acht bzw. 24 Stunden. Die Absorptionen wurden auf 0 % Humanserum normiert
(%). Die Saulen stellen den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n = 6). Die waagrechte gestri-
chelte Linie kennzeichnet die Grenze von 70 % Zellviabilitat gemaR DIN EN ISO 10993-5 (C4.6).
*: Ergebnis statistisch signifikant, 0 % Humanserum als Referenz (p < 0,05, one-way ANOVA mit
Dunnett's post-hoc test).

Die Analyse der inflammatorischen Stimuli TNF-a, LPS und H.O2 bei Humanserum-Kon-
zentrationen von 10 % und 50 % zeigte bei Inkubationszeiten von acht bzw. 24 Stunden
zwar zu einem gewissen Grad eine reduzierte Zellviabilitat, allerdings lag diese immer deut-
lich iber der gemaf DIN EN ISO 10993-5 empfohlenen Grenze von 70 % (Abbildung 41)
[372].
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Abbildung 41: Zellviabilitdt der inflammatorischen Stimuli TNF-a (10 ng/mL, 100 ng/mL), LPS
(100 ng/mL, 1.000 ng/mL) und H202 (5 uM, 50 uM) in Anwesenheit von 10 % (A) bzw. 50 % (B)
Humanserum nach einer Inkubationszeit von acht bzw. 24 Stunden. Die Absorptionen wurden auf
die Negativkontrolle (10 % bzw. 50 % Humanserum, ohne Zugabe inflammatorisches Stimulans)
normiert (%). 50 % DMSO fungierte als Positivkontrolle. Die Saulen stellen den Mittelwert inkl. Stan-
dardabweichung dar (n = 6). Die waagrechte gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze von 70 %
Zellviabilitat gemaR DIN EN ISO 10993-5 (C4.6). Die Ergebnisse wurden in einer zweiten unabhan-
gigen Versuchsreihe bestatigt. *: Ergebnis statistisch signifikant, Negativkontrolle als Referenz
(p < 0,05, one-way ANOVA mit Dunnett's post-hoc test).

Die in B4.1.3 applizierte TNF-a-Konzentration von 100 ng/mL in 50 % Humanserum fir ei-
nen Zeitraum von 24 Stunden wies eine Zellviabilitat von 86 + 4% auf. Auffallig war die Tat-
sache, dass die hdhere Humanserum-Konzentration von 50 % (B) im Vergleich zur niedri-
geren 10%igen Konzentration (A) keine deutlich abmildernde Wirkung der inflammatori-
schen Stimuli hatte. Die konnte zwar ahnlich auch schon bei der Untersuchung des Einflus-
ses von Humanserum beobachtet werden (Abbildung 41), es ware allerdings zu erwarten
gewesen, dass durch ein suffizientes Angebot an Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren der
dadurch bedingte protektive Effekt von 50 % Humanserum bei Noxen starker zum Tragen
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kommt [373], zumal in Serum |6sliche Proteine zirkulieren, die TNF-a binden und mdglich-
erweise inaktivieren kénnen [374]. AbschlieRend konnte insgesamt davon ausgegangen
werden, dass die evaluierten Bedingungen keinen negativen Einfluss auf die Aussagekraft
der Untersuchungen hatten.

4.1.5 AbschlieBende Diskussion

Als Zielstruktur fur die Untersuchung der Wirkung ausgewabhlter Polyphenole wurde das
Glycosaminoglycan Heparansulfat gewahlt, weil dieses das haufigste endotheliale Glycosa-
minoglycan darstellt und bereits in vitro bei humanen Endothelzellen aus Nabelschnurve-
nen (HUVEC) nachgewiesen werden konnte (A2.1) [375-377]. Aus diesem Grund wurde es
als plausibler Marker erachtet. Die Disaccharid-Einheiten des Heparansulfats bestehen aus
Glucuronsaure oder Iduronsaure und Glucosamin, die jeweils variabel N- bzw. O-sulfatiert
sind, woraus ein heterogener Aufbau resultiert [378]. Zusammen mit unterschiedlichen Core
Proteinen und deren Substitutionsmustern ergeben sich vielfaltige biologische Funktionen,
auf die bezlglich der Pathophysiologie bereits in A2.2 eingegangen wurde.

Die durchgeflihrten Untersuchungen zum Glycocalyx-Shedding inflammatorisch stimulier-
ter HUVEC waren gepragt von heterogenen und nicht reproduzierbaren Ergebnissen
gleichermalen; dies traf auch auf die exemplarisch analysierten Substanzen Ferulasaure,
-Sulfat, Protocatechusaure und -Sulfat zu (B4.1.3). Als mégliche Griinde kénnen mehrere
Aspekte in Betracht gezogen werden. Zunachst scheint es mdglich, dass in vitro keine suf-
fiziente Glycocalyx ausgebildet wurde und folglich auch kein Shedding derer quantifizierbar
war. Zu diesem Schluss kamen beispielsweise Potter et al. mit Hilfe von fluoreszenzbasier-
ter Mikropartikel-Velocimetrie [379]. Im Gegensatz dazu gelang Chappell et al. sehr wohl
die Ausbildung einer endothelialen Glycocalyx bei HUVEC, allerdings unter Flussbedingun-
gen ahnlich des in vivo Blutflusses [375]. Diese Glycocalyx war jedoch deutlich weniger
ausgepragt als das Pendant in isolierten Nabelschnurvenen. Nichtsdestotrotz konnten He-
paransulfat und Syndecan-1 als endotheliale Marker immunhistochemisch nachgewiesen
werden. Jimenez et al. konnten zeigen, dass HUVEC nach Isolierung aus Nabelschnurve-
nen mit nachfolgender statischer Kultur zwar die typischen Charakteristika wie die Kiesel-
stein-Morphologie aufwiesen [380] und Tight junctions sowie Adherence junctions ausbil-
deten, jedoch wurden die Ausbildung der Glycocalyx nicht Uberprift [366]. Anhand dieser
Literaturdaten besteht auch die Mdglichkeit, dass HUVEC unter Flussbedingungen kultiviert
werden missen, damit eine Glycocalyx in vitro exprimiert wird; diese Uberlegung wird durch
aktuelle Daten von Delgadillo et al. bestatigt [381]. Deren Untersuchungen zeigten, dass in
vitro sehr wohl eine endotheliale Glycocalyx ausgebildet wird, wenn ein bestimmter Scher-
stress appliziert wird. Deswegen gelang auch der Nachweis des Sheddings von Heparan-
sulfat und Hyaluronan nach TNF-a-Stimulation anhand von Fluoreszenzmikroskopie. Im
Zelliberstand wurden die beiden Komponenten zwar nicht nachgewiesen, aber es
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erscheint plausibel, dass dies grundsatzlich mdglich gewesen ware. Zu einem ahnlichen
Resultat kamen Uberdies Wang et al. [382]. Aus diesem Grund besteht die Mdéglichkeit,
dass in der vorliegenden Arbeit die Kultivierung der HUVEC unter Flussbedingungen die
Quantifizierung von Heparansulfat ermdglicht hatte [383]. Nicht auszuschlielen als Ein-
flussfaktor auf die erhaltenen Ergebnisse sind die verwendeten HUVEC selbst, da diese als
Primarzellen beziiglich adaquater Kultur- und Versuchsbedingungen anspruchsvoller als
permanente Zelllinien sind. Eine weiterfiihrende Optimierung diesbezlglich war jedoch auf-
grund limitierter zeitlicher Ressourcen nicht méglich. Zudem muss die natlrliche Variabilitat
von Primarzellen in Betracht gezogen werden. Die verwendeten HUVEC wurden hersteller-
seits gepoolt, um etwaige Unterschiede der Spender*innen auszuschlieen [384]; ob dies
ausreichend war, hatte durch Verwendung von anderen Chargen aus verschiedenen Be-
zugsquellen Uberprift werden kénnen. Eine weitere Ursache fiir die insuffizienten Ergeb-
nisse ist Heparansulfat als ausgewahlter Erfolgsparameter selbst. Heparansulfat ist zwar
wie oben geschildert das haufigste endotheliale Glycosaminoglycan, aber deswegen kann
nicht davon ausgegangen werden, dass bei einem inflammatorisch stimulierten Shedding
auch Heparansulfat am haufigsten davon betroffen ist. Singh et al. stellten jedoch fest, dass
bei glomerularen Endothelzellen nach einer Behandlung mit H.O, dies mit einer deutlich
erhdhten Heparansulfat-Konzentration im Zelliberstand korrelierte, was auf Hyaluronan
nicht zutraf [385]. Die Ubertragbarkeit auf HUVEC ist jedoch natlrlich nicht zwangslaufig
moglich. Ein Ubersichtsarbeit von Villalba et al. legte dagegen dar, dass Hyaluronan und
Chondroitinsulfat am anfalligsten gegeniber ROS sind [131]. Offen bleibt, ob dies sich auch
auf andere inflammatorische Stimulanzien als zutreffend erweist. Um diesen Aspekt zu
Uberprufen, ware ein Quantifizierung des entsprechenden Parameters mittels ELISA nétig
gewesen. Eine alternative Option hatte auch die Fluoreszenzmarkierung von Glycocalyx-
Bestandteilen vor/nach der inflammatorischen Behandlung der Zellen dargestellt. Aus fi-
nanziellen Griinden wurde darauf verzichtet. Uberdies gibt es die Méglichkeit, dass die un-
tersuchten inflammatorischen Bedingungen nicht suffizient fir die Induktion des Glycoca-
lyx-Shedding waren. Aufgrund der Vielzahl an Uberpriiften Parameter scheint dies jedoch
nicht plausibel. Ein interessanter Aspekt ist auch eine in Summe protektive Wirkung gréfRRe-
rer Mengen Humanserum, dessen wachstumsfordernder Effekt schadlichen Stimuli entge-
genwirkt und nivelliert; in der vorliegenden Arbeit wurden 50 % Humanserum verwendet.
Dieser Einfluss auf die Zellviabilitdt war bereits im MTT-Assay zu beobachten gewesen
(B4.1.4). Russell et al. gelang es zu zeigen, dass bei dem Medium zugesetzten grélieren
Mengen fetales Rinderserum (20 %) der Einfluss von TNF-a auf die Superoxid-Bildung im
Vergleich zu 2 % Serum deutlich reduziert war [373]. Da Serum in der Zellkultur als Nahr-
stofflieferant dient (B4.1.2), ist es daher grundsatzlich denkbar, dass durch den Entzug bzw.
der Reduktion diverser Nahrstoffe die HUVEC anfalliger gegentber inflammatorischen No-
xen gewesen waren und ein Shedding ausgepragter stattgefunden hatte. Die hohe Hu-
manserum-Konzentration wurde gewahlt, um spater die HUVEC-Zellen mit einer moglichst
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hohen Endkonzentration der Metabolite im ex vivo-Modell zu exponieren (B4.1.1). Eine Ver-
ringerung der Serum-Konzentration ware somit auch mit einer reduzierten Bioaktivitat ein-
hergegangen. Eine weitere in Erwagung zu ziehende Ursache flr die inkonsistenten Ergeb-
nisse ist eine Phanotyp-Anderung der Endothelzellen, die sogenannte endothelial-mesen-
chymale Transition (EndoMT) [386]. Wahrend dieses komplexen zellularen Differenzie-
rungsprozesses verandern Endothelzellen ihren Phanotyp hin zu mesenchymalen Zellen
und verlieren ihre morphologischen und funktionellen Charakteristika; dabei kommt es auch
zu einer verminderten Expression endothelspezifischer Proteine, wie z. B. VE-Cadherine.
Typischer Triggerfaktor sind die Isoformen des Zytokin TGF-3, aber auch verschiedene In-
terleukine und TNF-a kénnen diesen Prozess initiieren [387]. Maleszewska et al. konnten
bei Stimulation mit Interleukinen und TGF-3 zeigen, dass HUVEC bereits nach 24 Stunden
Veranderungen aufwiesen [388]. Mikrovaskuldre Endothelzellen exprimierten nach 96-
stindiger Inkubation mit 100 ng/mL TNF-a deutlich weniger endotheliale Marker und daftr
umso mehr mesenchymale Marker. Aber auch bereits nach 24 Stunden wurden diesbezlg-
lich Veranderungen berichtet [386]. 20 % septisches Serum zeigten nach 12 Stunden bei
HUVEC eine ahnliche Wirkung [389]. Wie in B4.1.3 geschildert, gibt es durchaus Studien
Uber eine das Endothel betreffende Bioaktivitat von Sulfatkonjugaten. Unter den hier ge-
wahlten Versuchsbedingungen waren jedoch keine validen Aussagen diesbezlglich még-
lich, weswegen ein alternatives Modell etabliert werden sollte. Dieses sollte auf molekularer
Ebene eine andere vaskulare Funktion adressieren, da es pharmakodynamisch plausible
Effekte gibt, welche das Endothels als Zielstruktur implizieren. Beispielsweise konnte die
mehrwoéchige Einnahme von Pycnogenol durch Proband*innen mit chronischer koronarer
Herzerkrankung die mittels Ultraschall an der Oberarmarterie bestimmte flussvermittelte
Vasodilatation (FMD) im Vergleich zu Placebo signifikant erhéhen [42], welche mit der En-
dothelfunktion positiv korreliert. Weitere Effekte sind in A1.3 geschildert.

4.2 Schutz der Zellbarriere vor Schaden durch TNF-a

In B4.1.5 wurde erwahnt, dass ein alternatives Modell entwickelt werden sollte, um die Bi-
oaktivitat von Metaboliten, insbesondere Sulfatkonjugaten, in Humanserum nach Pycno-
genol-Einnahme zu untersuchen. Hierbei lag der Fokus weiterhin auf der vasoprotektiven
Wirkung der Substanzen unter inflammatorischen Bedingungen in Anwesenheit von 50 %
Humanserum und 100 ng/mL TNF-a. In der Einleitung A2 wurde ausfuhrlich geschildert,
welche konkrete Rolle das Endothel als Barriere innehat. Im Folgenden sollte nun analysiert
werden, welchen Einfluss die polyphenolischen Analyten auf die durch TNF-a induzierte
Schadigung eines Monolayers von Endothelzellen (HUVEC) haben. Genutzt wurde hierzu
Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) als Permeabilitdtsmarker. FITC-Dextran
ist ein aus Glucose-Monomeren bestehendes makromolekulares Polysaccharid mit unter-
schiedlicher Kettenlange, an das FITC als Fluorophor gebunden ist. Aufgrund dessen
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GrolRe ist das Endothel im gesunden Zustand nicht bzw. kaum permeabel; erst bei Schadi-
gung des Endothels kann FITC-Dextran dieses passieren (A2.3) [365, 390]. In vitro korre-
liert dies nach apikaler Applikation mit einer fluorimetrischen Detektion von FITC-Dextran
im basolateralen Kompartiment (C4.3). Je hoher der detektierte Wert war, desto ausge-
pragter fand der Transport von FITC-Dextran durch den Zellmonolayer statt und desto star-
ker war die Barrierefunktion gestért. Zur erganzenden Uberpriifung der Integritdt des Mo-
nolayers wurde der transendotheliale Widerstand bestimmt (C4.3).

4.21 Vorversuche mit 4 kDa FITC-Dextran

Aufgrund heterogener Literaturangaben bezlglich der optimalen apikalen FITC-Dextran-
Konzentration war es zunachst nétig, die spater einzusetzende Konzentration zu bestim-
men. Als zu evaluierende Endkonzentrationen wurden 10 ug/mL und 250 pg/mL einer
FITC-Dextran-Grof3e von 4 kDa gewahlt [194, 390]. Normiert wurden die Messwerte auf
eine ansonsten identische Probe ohne Zellen; durch die Abwesenheit der Zellen und deren
Barrierefunktion zwischen apikalen und basolateralen Kompartiment konnte hier von einem
maximalen Transport ausgegangen werden. Dabei stellte sich heraus, dass bei der gerin-
geren der beiden Konzentrationen die Proben der inflammatorisch stimulierten HUVEC
nach 60 und 90 Minuten eine deutlich ausgepragte Streuung aufwiesen (7.450 £ 6.152 %
bzw. 4.975 + 3.991 %, n = 2), was zudem biologisch nicht plausibel war (Abbildung 42).
Deswegen wurde eine initiale FITC-Dextran-Konzentration von 250 ug/mL im apikalen
Kompartiment als geeignet erachtet.
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Abbildung 42: Basolaterale Fluoreszenz nach zweistiindiger Inkubation mit 100 ng/mL TNF-a in
Anwesenheit von 50 % Humanserum und einer initialen apikalen FITC-Dextran-Konzentration von
10 bzw. 250 yg/mL in HUVEC. Die Probennahme zur Fluoreszenzmessung erfolgte nach 0, 30, 60
und 90 Minuten, wobei zum Zeitpunkt O keine Fluoreszenz zu detektieren war. Normiert wurden die
erhaltenen Werte auf eine Probe ohne Zellen, in der der Flux von FITC-Dextran somit maximal war.
Die Saulen stellen den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n = 2). Die beiden mit dem doppel-
ten Strich markierten Saulen stellten deutliche Ausreiller dar, weswegen diese nicht vollstandig dar-
gestellt sind.
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4.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Nach dem entsprechenden Vorversuch zu den Versuchsbedingungen (B4.2.1) wurde in
Analogie zu B4.1.3 zunachst erneut die Bioaktivitat der Einzelsubstanzen Ferulasaure,
Ferulasaure-Sulfat, Protocatechusaure, Protocatechusaure-Sulfat und Taxifolin untersucht.
Taxifolin wurde trotz Fehlen eines Sulfatkonjugat-Standards als zusatzlicher Analyt ge-
wahlt, weil es mit dem Flavan-Grundgerust einen strukturellen Gegensatz zu den Phenol-
(carbon)sauren darstellte, sieche A1.2 und B3.3. Normiert wurden bei diesem Versuchsan-
satz die erhaltenen Fluoreszenzwerte aus dem basolateralen Kompartiment der Poly-
phenolproben auf die Werte der TNF-a-Probe, da so eine protektive Wirkung der Analyten
am besten zum Ausdruck gebracht werden konnte (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Einfluss der zweistlindigen Pra-Inkubation verschiedener Polyphenole einer Kon-
zentration von 0,5 yM in 50 % Humanserum mit anschlieBender zweistindiger Inkubation mit
100 ng/mL TNF-a auf die Permeabilitat von FITC-Dextran (4 kDa, 250 ug/mL) in HUVEC. Die baso-
laterale Probennahme zur Fluoreszenzbestimmung erfolgte nach 0, 30, 60 und 90 Minuten, wobei
zum Zeitpunkt O keine Fluoreszenz zu detektieren war. Die Werte wurden jeweils auf
TNF-a normiert (%). Die Saulen stellen den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n = 5/6). Bei
der mit dem doppelten Strich gekennzeichneten Probe war die Streuung ausgepragt, weswegen der
Fehlerbalken nicht vollstandig abgebildet ist. PS = Protocatechusaure, FS = Ferulasaure, Sulf = kor-
respondierendes Sulfatkonjugat. Kein Ergebnis statistisch signifikant, TNF-a als Referenz (p > 0,05,
one-way ANOVA mit Dunnett's post-hoc test).

Insgesamt unterschieden sich die drei Zeitpunkte 0, 30, 60 und 90 Minuten aller Proben nur
unwesentlich; zum Zeitpunkt 0 Minuten konnte bei keinem Ansatz eine Fluoreszenz detek-
tiert werden. Es fiel auf, dass die Fluoreszenz der Negativkontrolle nur geringfligig niedriger
war als die der mit TNF-a stimulierten Zellen. Dieser Aspekt erschien insofern widerspriich-
lich, da nach einer Kultivierung der HUVEC fir insgesamt etwa 12,5 Tage ein intakter Mo-
nolayer zu erwarten gewesen ware; dann hatte bei den unstimulierten Zellen allerdings
keine bzw. kaum Fluoreszenz detektiert werden dirfen und hingegen bei den inflammato-
risch stimulierten Zellen unter der Annahme eine geschadigten Monolayers ein umso hé-
heres Fluoreszenz-Signal. Aufierdem konnte keine der polyphenolischen Substanzen
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Protocatechusaure, -Sulfat, Ferulasaure, -Sulfat und Taxifolin eine signifikante Reduktion
der durch TNF-a induzierten Monolayer-Permeabilitat bewirken.

Bei der Betrachtung des transendothelialen Widerstandes fallt auf, dass der Ausgangswert
im Bereich zwischen 24,2 + 4,4 Q*cm? und 35 % 2,7 Q*cm? (n = 5/6) bis zur Zugabe des
Humanserum sukzessive stieg, wobei durch die Inkubation mit dessen eine deutliche Zu-
nahme zu verzeichnen war (Abbildung 44). Damit lag der TEER vor Beginn der inflamma-
torischen Stimulation bei minimal 50,4 + 5,9 Q*cm? bzw. maximal 57 + 2,6 Q*cm? (n = 5/6).
Die Wirkung des Stimulans TNF-a ging mit einer Abnahme des transendothelialen Wider-
standes einher, wenngleich kein deutlicher Unterschied weder zwischen den einzelnen Po-
lyphenolen und noch im Vergleich derer zu TNF-a alleine auszumachen war. Die Werte
lagen in einem Bereich von 38 + 11,9 Q*cm? bis hin zu 42,4 + 6,8 Q*cm? (n = 5/6). Zudem
war auch bei der Negativkontrolle eine Abnahme zu verzeichnen. Dieser Aspekt ist nicht
nachvollziehbar, da bei diesen unstimulierten Zellen als Kontrolle keine wesentliche Ande-
rung zu erwarten war.
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Abbildung 44: Zeitlicher Verlauf des transendothelialen Widerstands der in Zellkultureinsatzen kul-
tivierten HUVEC im Vorfeld des FITC-Dextran-Permeabilitdts-Assays zur Kontrolle der Monolayer-
Ausbildung. Dargestellt ist der Mittelwert (n = 5/6). Die Standardabweichungen wurden aus Grinden
der besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellt, sie sind dem tabellarischen Anhang zu entnehmen
(D3.2.2). PS = Protocatechuséaure, FS = Ferulasaure, Sulf = korrespondierendes Sulfatkonjugat.

Aus den vorstehend genannten Griinden war letztlich eine Bewertung der Versuchsergeb-
nisse schwierig. Daher wurde beschlossen den FITC-Dextran-Permeabilitats-Assay zu-
nachst zu optimieren, bevor das Humanserum der Studienproben (B2.3, B4.1.1) analysiert
werden sollte.

4.2.3 Weiterfiihrender Versuch und Diskussion

Wie bereits in A2.3 dargelegt, gibt es bezlglich des endothelialen Stofftransportes diverse
Mechanismen. Zudem liegen Berichte vor, dass zumindest bei der Betrachtung der intesti-
nalen Permeabilitat des dortigen Epithels durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten
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Molekilen unterschiedlicher GréRRe eine Differenzierung hinsichtlich des parazellularen
Permeabilitdtsmechanismus tber Poren oder Lecks mdglich ist [194]. Daher wurde flir den
weiterflihrenden Versuch nicht nur FITC-Dextran eines Molekulargewichts von 4 kDa ein-
gesetzt, sondern auch 70 kDa. Darlber hinaus wurde abermals die Dauer der inflammato-
rischen Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a variiert (zwei, sechs, 12 bzw. 24 h), um eine un-
zureichende Inkubationsdauer auszuschlieRen. Zusatzlich wurde als Vergleich in Analogie
zu B4.2.1 zu jeder Bedingung jeweils eine Zero-Probe untersucht, bei der in den Zellkultur-
einsatzen keine Zellen kultiviert wurden, die aber ansonsten identisch behandelt wurde.
Damit sollte in Erganzung zur Messung des transendothelialen Widerstandes (TEER, C4.3)
die Qualitat des ausgebildeten Monolayers beurteilt werden (B4.2.1). Allerdings wurde bei
den mit TNF-a stimulierten HUVEC im Vergleich zu unstimulierten Zellen, wie bereits in
B4.2.2 beschrieben, erneut nur wenn Uberhaupt eine geringflgig erhdhte Fluoreszenz er-
mittelt. Dies betraf sowohl die verschiedenen Zeitraume der inflammatorischen Stimulation
als auch die beiden Molekulargewichte des FITC-Dextran von 4 und 70 kDa; folglich ergab
sich kein statistisch signifikanter Unterschied (Abbildung 45). Als kritisch zu sehen war die
Tatsache, dass bei den Zero-Proben kein einheitlicher Trend beziiglich der basolateralen
Fluoreszenz zu sehen war. Unter der Annahme einer suffizienten Monolayer-Ausbildung
und einer Disintegritat durch die TNF-a-Stimulation war von einem ahnlichen Ausmalf} der
Permeabilitat in diesen Proben auszugehen; gleichzeitig ware im Vergleich zu den Nega-
tivproben bei den Zero-Proben eine deutlich héhere Permeabilitat zu erwarten gewesen,
was ebenfalls nicht zutraf. Watts et al. gelang ebenfalls nicht durch 1.000 U/mL TNF-a die
FITC-Dextran-Permeabilitdt von HUVEC nach sechsstiindiger Inkubation zu erhéhen [391];
allerdings gibt es keine Informationen tUber die TNF-a-Konzentration oder das Molekular-
gewicht von FITC-Dextran. AuRerdem erklart eine unzureichende Endotheldisintegritat
nicht die Permeabilitat der Negativkontrollen. Hier scheint eine unzureichende Monolayer-
Ausbildung wahrscheinlicher. Zudem stellte sich heraus, dass 50 % DMSO keine geeignete
Positivkontrolle war, da es durch den grof3en Anteil an organischem Lésungsmittel zu einer
Proteinprazipitation kam, die zur Bildung einer gelartigen Schicht auf den Zellkultureinsat-
zen flhrte. DMSO fungiert zwar unter anderem als Losungsmittel fiir Proteine sowie als
Schutz beim Einfrieren von Zellen, allerdings ist dies temperatur- und konzentrationsabhan-
gig, weswegen DMSO auch denaturierend wirken kann und in héheren Konzentrationen
cytotoxisch ist (B4.2.4) [392]. MutmalRlich behinderte diese Schicht unspezifisch die FITC-
Dextran-Diffusion, weswegen nicht wie urspriinglich angenommen eine maximale basola-
terale Fluoreszenz bestimmt werden konnte. Durch den cytotoxischen Effekt von 50 %
DMSO wurde die Zellbarriere mit sehr groRer Wahrscheinlichkeit zerstért (B4.2.4), was in
einem maximalen Transport von FITC-Dextran hatte resultieren missen. Diese Fluores-
zenz hatte zudem ahnliche Werte wie die Proben ohne Zellen, also ebenfalls ohne Zellbar-
riere, aufweisen missen. Beides traf in der vorliegenden Arbeit nicht zu. Die genauen Werte
dazu sind im tabellarischen Anhang D3.2.3 aufgeflihrt.
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Abbildung 45: Einfluss der inflammatorischen Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a fur zwei (A), sechs (B), 12 (C)
oder 24 (D) Stunden in 50 % Humanserum auf die Permeabilitdt von 4 kDa oder 70 kDa FITC-Dextran
250 pyg/mL in HUVEC. Als cytotoxische Kontrolle fungierte 50 % DMSO. Die basolaterale Probennahme zur
Fluoreszenzbestimmung erfolgte nach 0, 30, 60 und 90 Minuten, wobei zum Zeitpunkt 0 keine Fluoreszenz zu
detektieren war. Die Werte wurden jeweils auf unstimulierte Zellen (Negativkontrolle) normiert (%). Die Saulen

stellen den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n =

3). Die Proben zu den Zeitpunkten 60 und 90 Minuten

standen bei zwolfstiindiger Inkubation mit TNF-a nicht zur Verfliigung. Bei der mit den doppelten Strichen ge-
kennzeichneten Proben war die Streuung ausgepragt, weswegen der Fehlerbalken nicht vollstandig abgebildet
ist. *: Ergebnis statistisch signifikant, Negativkontrolle als Referenz (p < 0,05, one-way ANOVA mit Dunnett's
post-hoc test).

Beim transendothelialen Widerstand aller verwendeter Zellkultureinsatze war tber den ge-

samten Zeitraum der Kultivierung kein Anstieg von anfanglich 23 + 2,5 Q*cm? an Tag 1 bis

hin zu 23 + 4,3 Q*cm? an Tag 19 beobachten. Nach der Zugabe von 50 % Humanserum

kam es durch dessen wachstumsférdernde Eigenschaften zu einem deutlichen Anstieg auf

38 + 4,7 Q*cm? unmittelbar vor Beginn der inflammatorischen Stimulation (Abbildung 46).

Die Eigenschaften von Humanserum in der Zellkultur wurden bereits in den vorherigen Ka-

piteln ausflhrlich dargelegt.
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Abbildung 46: Zeitlicher Verlauf des transendothelialen Widerstands der in Zellkultureinsatzen kul-
tivierten HUVEC im Vorfeld des FITC-Dextran-Permeabilitdts-Assays zur Kontrolle der Monolayer-
Ausbildung. Dargestellt ist der Mittelwert inklusive Standardabweichung (n = 18).

Wird die Auswirkung der inflammatorischen Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a auf den en-
dothelialen Widerstand betrachtet, so fallen mehrere Punkte ins Auge (Abbildung 47). Zum
einen hatte die Dauer der inflammatorischen Stimulation keinen wesentlichen Einfluss auf
das Ausmal der TEER-Abnahme. Zum anderen konnte auch bei unstimulierten Zellen eine
deutliche Reduktion des TEER (-20 + 3,5 Q*cm?, alle Proben) beobachtet werden. Unter
der Annahme einer gleichbleibenden Zellviabilitdt im Verlauf des Permeabilitdtsversuchs
(B4.2.4) stellte sich diese Beobachtung als biologisch nicht plausibel dar, da keine relevante
Anderung des transendothelialen Widerstands hatte auftreten dirfen. Eine mdgliche Erkla-
rung hierfir konnte die Stérung des Monolayers bzw. der Zellbarriere durch eine Gberma-
Rige Manipulation durch den Versuchsaufbau bzw. der Messung des transendothelialen
Widerstandes sein. Dieser Aspekt lieR® sich allerdings nicht Uberprifen, da die Untersu-
chung der Zellviabilitdt mittels MTT-Assay in einem separaten, kleineren Ansatz erfolgte,
weil der Versuchsaufbau dies nicht anders erméglichte. Dabei waren auch die Abnahme
des TEER der TNF-a-Proben im Vergleich zu den Negativkontrollen nur geringfligig hoher
(-32 £ 2,4 Q*cm? bei zwei Stunden, -29 + 4,1 Q*cm? bei sechs Stunden, -38 + 3,1 Q*cm?
bei 12 Stunden und -38 + 4,8 Q*cm? bei 24 Stunden). Wie bereits oben geschildert, kam es
durch 50 % DMSO zu einer auf den Zellkultureinsatzen aufgelagerten ausgepragten Pro-
teinprazipitation; dadurch kam es vermutlich zu einer Erhéhung des Widerstandes, was zu
dieser Beobachtung entgegen der initialen Erwartung einer ausgepragten TEER-Verringe-
rung fuhrte. Miyazaki et al. untersuchten unter anderem die FITC-Dextran-Permeabilitat
(70 kDa) von HUVEC, die Uber einen Zeitraum von 82 Stunden mit einem TNF-a-Konzent-
rationsbereich von 0,1 bis 2,5 ng/mL behandelt wurden [393]. Trotz deutlich niedrigerer
Konzentrationen des inflammatorischen Stimulans als in der vorliegenden Arbeit konnte bei
allen Ansatzen eine Abnahme des transendothelialen Widerstandes von initial 8 Q*cm? auf
ein Minimum von etwa 2 Q*cm? beobachtet werden. Der TEER war damit deutlich niedriger
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als in den eigenen Untersuchungen. Interessanterweise begann sich der Monolayer nach
etwa 24 Stunden zu regenerieren, was mit einem Anstieg des TEER korrelierte. Allerdings
wurde dort eine im Vergleich deutlich prazisere Methode in Form einer automatisierten,
kontinuierlichen Messung verwendet. Es besteht also durchaus die Mdglichkeit, dass die
hier verwendete Methode nicht empfindlich genug war, um Unterschiede in diesem Bereich
festzustellen [394]. Dartber hinaus gibt es fur Endothelzellen diverse Literaturberichte, dass
in vivo teils das Zwanzigfache an TEER (> 1.000 Q*cm?) gemessen wird, im Vergleich dazu
20 — 200 Q*cm? in vitro [395]. Die in vivo Bestimmung in Ratten basiert auf der Messung
einer Spannungsabnahme zwischen zwei in ein Blutgefall eingebrachte Mikroelektroden
eines definierten Abstands. Die Abnahme der Spannung beruht auf der Permeabilitat des
entsprechenden Gefales; unter Berlcksichtigung der Wanddicke und des Innenwider-
stands des Gefalles kann schlielich der transendotheliale Widerstand berechnet werden
[396]. Dieser Aspekt wiirde im Einklang mit den hier erhaltenen Ergebnissen flr eine unzu-
reichende Ausbildung des Zellmonolayers sprechen. Darliber hinaus zeigte sich, dass der
TEER in vitro sehr variabel ist und kaum als alleiniger valider Marker zur Beurteilung einer
Zellbarriere dienen kann, sondern allenfalls als erganzender Parameter.
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Abbildung 47: Absolute Abnahme des transendothelialen Widerstandes der HUVEC nach inflamm-
atorischer Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a fur zwei, sechs, 12 bzw. 24 Stunden. Die Bestimmung
erfolgte unmittelbar vor Durchfiihrung des FITC-Dextran-Permeabilitats-Assays. Die Saulen stellen
den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n = 6).

Insgesamt lasst sich sagen, dass kein Versuchsaufbau valide Aussagen bezuglich der En-
dotheldisintegritat in HUVEC ermdglicht hatte. Hierzu kommen verschiedene Ursachen in
Betracht, die sich gréRtenteils mit den Uberlegungen in B4.1.5 decken und weswegen im
Folgenden nicht auf alle erneut im Detail eingegangen wird. Zu nennen sind hier beispiels-
weise ungeeignete Kulturbedingungen zur Ausbildung eines Monolayers und eine unzu-
reichende inflammatorische Stimulation. Auch die mdgliche protektive Wirkung von Hu-
manserum muss hier in Betracht gezogen werden. Einen Anhaltspunkt fur eine
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unzureichende Monolayer-Ausbildung lieferten die Ergebnisse der Negativkontrollen, die
sich groftenteils kaum von denen der Zero-Proben unterschieden. Zwar wurde jeweils der
transendotheliale Widerstand zur Qualitatskontrolle des Zellmonolayers bestimmt, aller-
dings ist die Messung dessen grundsatzlich von hdherer Variabilitdt gepragt [397]. Daher
ware es erstrebenswert gewesen, als weiteren Qualitatsindikator die Tight junctions oder
Adherence junctions mittels Fluoreszenzmikroskopie zu visualisieren oder Bestandteile de-
rer zu quantifizieren. Ein besonders relevanter Bestandteil waren Proteine der Gruppe der
VE-Cadherine gewesen, welche als Marker flir Adherence junction gelten (A2.1, A2.2) und
gleichzeitig durch TNF-a adressiert werden [193, 398, 399]. VE-Cadherin scheint bei
HUVEC die parazellulare Permeabilitat deutlich starker zu beeinflussen als bei anderen
Endothelzellen [400]. Der FITC-Dextran-Permeabilitats-Assay gilt im Gegensatz zu TEER-
Messungen als robust und etabliert [383, 401], weswegen eine Dysfunktionalitat dessen
Uberraschte. Eine weitere Optimierung des FITC-Dextran-Permeabilitits-Assay war auf-
grund fehlender zeitlicher Valenzen nicht mdglich, weswegen erneut auf eine Untersuchung
des Humanserums der Klinischen Studie (B3.3, B4.2.2) verzichtet werden musste.
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424 Ergebnisse der MTT-Assays

Sowohl FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 4 kDa als auch die ebenfalls einge-
setzte Substanz mit 70 kDa zeigten in der eingesetzten Konzentration von 250 pyg/mL keine
relevante Reduktion der Zellviabilitat (Abbildung 48, C4.6), da diese in beiden Fallen ober-
halb der gemaR DIN EN ISO 10993-5 empfohlenen Grenze von 70 % lag [372]. Zwar war
bei beiden Fluoreszenzmolekilen nach einer zwdlfstiindigen (4 kDa: 94 + 4 %, 70 kDa:
85 £ 4 %) bzw. 24-stiindigen (4 kDa: 95 + 2 %, 70 kDa: 92 £ 2 %) Inkubation mit 100 ng/mL
TNF-a die Abnahme statistisch signifikant, allerdings wurde diese als nicht relevant einge-
schatzt.

125 %

100 %

75 %
m2h
m6h
m12h
m24h

50 %

Zellviabilitat (%)

25%

o]
2
0\00®

Abbildung 48: Einfluss von FITC-Dextran 4 bzw. 70 kDa (250 pg/mL, Inkubation fir 90 Minuten) auf
die Zellviabilitdt nach einer vorangegangenen Inkubationszeit mit 100 ng/mL TNF-a von zwei, sechs,
zwolIf bzw. 24 Stunden in jeweils 50 % Humanserum. Die Absorptionen wurden auf die Negativkon-
trolle normiert (%). 50 % DMSO fungierte als Positivkontrolle. Die Saulen stellen den Mittelwert inkl.
Standardabweichung dar (n = 6). Die waagrechte gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze von
70 % Zellviabilitat gemaR DIN EN ISO 10993-5 (C4.6). Die Ergebnisse wurden in einer zweiten un-
abhangigen Versuchsreihe bestatigt. *: Ergebnis statistisch signifikant, Negativkontrolle als Referenz
(p < 0,05, one-way ANOVA mit Dunnett's post-hoc test).

Keines der in B4.2.2 evaluierten Polyphenole Protocatechusaure, -Sulfat, Ferulasaure,
-Sulfat und Taxifolin zeigte in einer Konzentration von 0,5 uM im angewendeten Versuchs-
aufbau eine relevante Verminderung der Zellviabilitat (Abbildung 49). Bei allen Substanzen
auller Protocatechusaure war die Abweichung zwar statistisch signifikant, allerdings wurde
dies wie auch bereits bei FITC-Dextran als nicht relevant eingestuft. Die niedrigste Zellvia-
bilitat von 79 + 2 % ergab sich bei Taxifolin.
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Abbildung 49: Einfluss der zweistiindigen Pra-Inkubation verschiedener Polyphenole einer Kon-
zentration von 0,5 yM in 50 % Humanserum mit anschlieBender zweistindiger Inkubation mit
100 ng/mL TNF-a und 90-minUtiger Inkubation mit 250 uyg/mL 4 kDa FITC-Dextran. Die Absorpti-
onen wurden auf die Negativkontrolle normiert (%). 50 % DMSO fungierte als Positivkontrolle. Die
Saulen stellen den Mittelwert inkl. Standardabweichung dar (n = 6). Die waagrechte gestrichelte Li-
nie kennzeichnet die Grenze von 70 % Zellviabilitat gemal DIN EN ISO 10993-5 (C4.6). PS = Pro-
tocatechusaure, FS = Ferulasaure, Sulf = korrespondierendes Sulfatkonjugat. *: Ergebnis statistisch
signifikant, Negativkontrolle als Referenz (p < 0,05, one-way ANOVA mit Dunnett's post-hoc test).
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1 Haufig verwendete Reagenzien, Gerate und Materialien

1 Haufig verwendete Reagenzien, Gerate und Materialien
1.1 Reagenzien

Bezeichnung Bezugsquelle

Milli-Q® Reinstwasser Institutseigene Anlage

Pycnogenol Biolandes, Le Sen, Frankreich

![\C/I):])(6-(3,4-D|hydroxyphenyl)-y-valerolac- Eigensynthese des Instituts
Isopropanol p.a. Fakultatseigene Chemikalienausgabe

Fetales bovines Serum (FBS) GIBCO®,
hitzeinaktiviert Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(Produktnummer 10500-064)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) ohne Ca?" und Mg?*

Trans-Ferulasaure 99 %

Taxifolin (Analytical standard)

LookOut® Mycoplasma PCR Detection Kit

(Produktnummer MP0035) ) ) )
Sigma Aldrich, Taufkirchen

LookOut® Mycoplasma Away

JumpStart® Taq DNA Polymerase
(Produktnummer D9307)

Agarose Typ I-A
Borsaure

Tris-aminomethan (Tris) = 99,9 % Carl Roth, Karlsruhe
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1.2 Gerate und Instrumente

Bezeichnung Bezugsquelle

Pipette Eppendorf® Research® plus
0,5-10 uL

Pipette Eppendorf® Research® plus

10 — 100 pL
Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf® Research® plus
100 — 1.000 pL

Mehrkanalpipette Eppendorf® Research®
20 — 200 uL

Mehrfachdispenser HandyStep®
Brand, Wertheim
Pipettierhilfe accu-jet® pro

Zentrifuge Mikrofuge® 22R Beckmann Coulter, Krefeld
Zentrifuge Megafuge® Kendro 1.0 R Heraeus, Hanau

Schiittler Heidolph Unimax 1010 Heidolph, Schwabach
(I\:/Ioangtpoeitrijhrer RCT basic IKAMAG® safety IKA-Werke, Staufen
Analysenwaage Kern ABT 220-4NM Kern & Sohn, Balingen-Frommern
UV-Vis-Spektrometer UVmini-1240 Shimadzu, Kyoto, Japan

CO,-Inkubator HeraCell® 150i

COs-Inkubator HeraCell® 240i

Sicherheitswerkbank HeraSafe KS® Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Mikrotestplattenlesegerat Multiskan As-
cent®

Mr. Frosty® Freezing Container
Vortex 2 Genie VWR, Darmstadt

Mikroskop Eclipse® TS 100 Nikon, Chiyoda, Japan
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Bezeichnung Bezugsquelle

Ultraschallbad Sonorex Super RK 255 Bandelin, Berlin

Gerat fur die Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) Cyclone 25
Peglab, Erlangen

Elektrophorese-Kammer 40-0708

GeneFlash® Gel Documentation System Syngene Bio Imaging, Frederick, USA

1.3 Materialien

Bezeichnung Bezugsquelle
Schraubréhre 15, 50 mL, steril
Reagiergefal 1,5, 2,0 mL

Mikro-Schraubrohre 2 mL, steril

Sarstedt, NUmbrecht
Serologische Pipette 5, 10, 25 mL

96-well-Mikrotestplatten, flacher Boden

Zellkulturflasche fir adharente Zelllinien,
Kulturflaiche 75 cm?

Einmal-Zahlkammer Typ C-Chip®, Neu-

. NanoEnTek, Seoul, Stidkorea
bauer improved
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2 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausge-
wahlter Bestandteile in vitro

21 Analyse von Lektinen in Pycnogenol

211 Verwendete Reagenzien, Gerite, Instrumente und Materialien

2.1.1.1 Reagenzien

Bezeichnung

Humanes Erythrozytenkonzentrat
(CPD-SAGM L)

Tris-HCI =2 99 %

Ammoniumperoxodisulfat = 98 %, p.a.
(APS)

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) = 99 %, p.a.

Rotiphorese® Gel 30 % (37,5 Teile Acryl-
amid, 1 Teil Bisacrylamid)

Natriumchlorid p.a.
Manganchlorid-Tetrahydrat p.a.
Calciumchlorid-Dihydrat 99+ %
D-Glucose-Monohydrat reinst
Natriumazid

Essigsaure 99 %

Coomassie Brilliantblau G250
Ethanol p.a.

Phosphorsaure 85 %
Salzsaure 36 %

Bovines Serumalbumin Typ H1 (BSA)

Pycnogenol Fraktionen 2, 3, 4

Bezugsquelle

Blutspendedienst des Bayerischen Roten
Kreuzes, Wiesentheid

Carl Roth, Karlsruhe

Fakultatseigene Chemikalienausgabe

Gerbu Biotechnik, Heidelberg

Gewinnung durch GréRenausschlusschro-
matographie im Arbeitskreis
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Bezeichnung
D-Xylose BioXtra® = 99 %
Tris 2 99,9 %

Concanavalin A Typ VI (ConA)
(Produktnummer L7647)

Phytohdmagglutinin-P (PHA-P)
(Produktnummer L8754)

L-Rhamnose-Monohydrat = 99 %
L-/D-Arabinose mind. 98 %
D-Melibiose = 98 %
D-Mannose = 99 %
D-Fructose = 99 %
D-Galactose = 99 %
N-Acetyl-D-glucosamin = 99 %
D-Glucosamin-HCI = 99 %
Glycin fir die Synthese
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Pierce® D-Galactose Agarose

Pierce® Silver Stain Kit

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X),

500 mM Dithiothreitol (DTT)

PageRuler® Plus Prestained Protein Lad-

der, 10 to 250 kDa
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2 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausgewahlter Bestandteile in vitro

2.1.1.2 Gerate und Instrumente

Bezeichnung Bezugsquelle

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Spannungsgeber Elektrophorese EPS 301 Schweden

Elektrophorese-Kammer Mini-PROTEAN®

Tetra Cell Bio-Rad, Miinchen

2.1.1.3 Materialien

Bezeichnung Bezugsquelle

Spin Concentrator for Proteins,

MWCO 5.000 Da, 4 mL Agilent, Santa Clara, USA

96-well-Mikrotestplatten, U-férmiger Bo-

den .
Sarstedt, NiUmbrecht

UV-Mikroklvette

Pierce® Zentrifugenréhrchen 10 mL Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

21.2 Hamagglutinations-Assay

2.1.2.1 Herstellung benétigter Lésungen

Fur den Hamagglutinations-Assay wurde als Lésungsmittel ein 50 mM Tris-HCI Puffer mit
150 mM NaCl, pH = 7,4 (TBS) hergestellt und bei 4 °C gelagert. Das humane Erythrozyten-
konzentrat (EK) der Blutgruppe AB wurde steril in Portionen a 15 mL aufgeteilt und ebenfalls
bei einer Temperatur von 4 °C gelagert.

Die 2 %-, 4 %- und 6 %-Erythrozytensuspensionen wurden vor Versuchsbeginn stets frisch
hergestellt. Dazu wurde ein Aliquot des EK entnommen, dreimal mit der finffachen Menge
gekuhltem TBS gewaschen und anschlieend flir sechs Minuten mit 457 g bei 4 °C zentri-
fugiert und der Uberstand abdekantiert. Dies war zur Entfernung der Glucose aus der Sta-
bilisatorlésung des EK notwendig, welche die Hamagglutination behindern konnte. Nach
den Waschschritten wurde die bendtigte, gekiihlte Menge TBS in einer 15 mL Schraubréhre
vorgelegt, die entsprechende Menge Erythrozyten dazugegeben und gut durchmischt.

Die Konzentrationen der Stammldsungen (SL) der Positivkontrollen Concanavalin A (ConA)
und Phytohamagglutinin-P (PHA-P) betrugen jeweils 1 mg/mL in TBS. Bei ConA erfolgte
noch die Zugabe von Calcium und Mangan (beide als Chloridsalze) als Co-Faktoren in einer
Konzentration von je 1 mg/mL. Die SL wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
Die SL von Pycnogenol und dessen Fraktionen 2 —4 in einer Konzentration von jeweils
1 mg/mL bzw. bei den Fraktionen zusatzlich noch 10 mg/mL wurden ebenfalls aliquotiert,
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bei einer Temperatur von -20 °C gelagert und nach Durchfiihrung eines Assays verworfen.
Fraktion 1 stand fiir die Versuche nicht zur Verfliigung.

2.1.2.2 Versuchsdurchfiihrung

In einer 96-well-Mikrotestplatte mit U-férmigen Boden wurden 50 uL TBS in jeder Vertiefung
vorlegt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 50 uL der Stammlésungen von Positivkon-
trollen, Pycnogenol oder dessen Fraktionen 2 — 4 in das erste Well der Reihe. Als Negativ-
kontrolle fungierte 50 uL TBS. Nach Erstellen einer Verdiinnungsreihe mittels Multikanalpi-
pette wurden mit ebendieser jeweils 50 uL der Erythrozyten-Suspension zugegeben. Alle
Assays wurden mindestens im Triplikat in drei unabhangigen Versuchen durchgefiihrt. Die
visuelle Auswertung erfolgte nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur (Abbildung
50).

50puL 50 yL 50 L 50 L 50 yL 50 L 50 yL 50 yL 50 yL 50 pL 50 L 50 pL verworfen

Reihe einer NN NN NN NN DY
96-well- ——
Mikrotestplatte L L ‘ L L L ) /L J\ J J J J
50 yL TBS
+50 L SL 50 pL Erythrozyten-
Suspension
1 Stunde
Inkubation
\\\ X /’/

Abbildung 50: Schematische Darstellung der Durchfiihrung des Hamagglutinations-Assays.
TBS = 50 mM Tris-HCI Puffer pH = 7,4, SL = Stammldsung der Positivkontrolle, von Pycnogenol
oder dessen Fraktionen 2 — 4.

2.1.3 Inhibition der Himagglutination durch ausgewahlte Saccharide

2.1.3.1 Herstellung benétigter Lésungen

Die Herstellung von TBS, 2 %-Erythrozyten-Suspension und Stammlésungen der Substan-
zen erfolgten wie in C2.1.2.1 beschrieben. Da fir die Fraktionen 2 — 4 kein reproduzierbares
Hamagglutinations-Verhalten in C2.1.2.2 zu erreichen war, wurde auf die weitere Untersu-
chung derer verzichtet. Als potentielle Inhibitoren der Hamagglutination wurden D-Glucose,
L-Rhamnose, D-Arabinose, L-Arabinose, D-Melibiose, D-Mannose, D-Fructose, D-Galac-
tose, N-Acetyl-D-glucosamin, D-Glucosamin-HCI und D-Xylose untersucht. Die Konzentra-
tion der Lésungen betrug jeweils 2 mol/L bzw. 100 mg/mL bei D-Galactose und 200 mg/mL
bei D-Glucosamin-HCI. Als Lésungsmittel diente immer TBS, welcher gegebenenfalls auch
zur Verdinnung der Stammldsungen verwendet wurde. Aliquots der Saccharidlésungen
wurden bei -20 °C gelagert.

110



2 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausgewahlter Bestandteile in vitro

2.1.3.2 Identifikation méglicher Inhibitoren

Im ersten Schritt der Charakterisierung moglicher Inhibitoren wurden in einem Hamaggluti-
nations-Assay diejenigen Saccharide identifiziert, die die hervorgerufene Hamagglutination
teilweise oder vollstandig aufhoben. Dazu wurde der Assay in Analogie zu C2.1.2.2 durch-
gefluhrt; jedoch wurden nach der Erstellung der Verdiinnungsreihen von Pycnogenol und
dessen Fraktionen zunachst je 50 uL der entsprechenden Zuckerlésung in jedes Well einer
Reihe pipettiert und fir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde in diesem Fall
in einer separaten Reihe anstelle des Zuckers 50 uL TBS zugegeben. In Anschluss erfolgte
dann die Zugabe von jeweils 50 pL der 2 %-Erythrozyten-Suspension mit nachfolgender
Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Zwischen den in C2.1.2.1 beschriebenen
Erythrozyten-Konzentrationen ergab sich kein Unterschied im Ergebnis, sodass nachfol-
gend eine 2 %ige Erythrozyten-Suspension verwendet wurde. Bei einer Pycnogenol-Kon-
zentration von 0,04 mg/mL konnte eine vollstandige Inhibition der Hamagglutination durch
D-Glucosamin-HCI und D-Galactose beobachtet werden; daher wurde diese Konzentration
gewahlt, um die minimal notwendige Saccharidkonzentration fir eine vollstandige Aufhe-
bung der Hamagglutination zu bestimmen. Alle Assays wurden mindestens im Triplikat in
drei unabhangigen Versuchen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte visuell.

2.1.3.3 Bestimmung der minimalen Inhibitorkonzentration zur vollstandigen Aufhebung
der Hamagglutination

Nur D-Glucosamin-HCI| und D-Galactose zeigten in C2.1.3.2 eine Hemmung der durch
Pycnogenol verursachten Agglutination, weswegen diese beiden Substanzen weiter cha-
rakterisiert wurden. Fur die Bestimmung der minimal notwendigen Zuckerkonzentration, die
bei einer Pycnogenol-Konzentration von 0,04 mg/mL eine vollstindige Hemmung der
Hamagglutination hervorruft, wurden je 25 uL der Zuckerldsungen mit 25 uL einer Losung
der oben genannten Pycnogenol-Konzentration auf einer 96-well-Mikrotestplatte gemischt.
Der uberprifte Konzentrationsbereich betrug 100 — 200 mg/mL fir D-Galactose und
5 — 40 mg/mL fir D-Glucosamin-HCI. Nach anschlieRender Inkubation fir zwei Stunden bei
37 °C wurde in jedes Well 50 pL einer 2 %-Erythrozyten-Suspension gegeben und die Pro-
ben nach einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur visuell ausgewertet.

2.1.4 Isolierung eines Lektins aus Pycnogenol mittels Affinitatschromatographie

2.1.4.1 Herstellung bendtigter Losungen

Zum Konditionieren und Waschen der Saule wurde der in C2.1.2.1 beschriebene TBS ver-
wendet. Der abschlieiende Waschschritt und die Lagerung des D-Galactose-Agarose-Gels
erfolgten mit TBS, welcher mit 0,02 % Natriumazid konserviert war. Eluiert wurde mit einer
Lésung von 0,3 M D-Galactose in TBS, welche vor Versuchsbeginn immer frisch hergestellt
wurde. Die Lagerungstemperatur der restlichen Lésungen und des Gels betrug 4 °C. Fir
die aufzutragende Probelésung wurden 5 g Pycnogenol in 20 mL TBS suspendiert, eine
Viertelstunde auf einem Magnetrihrer gemischt und bei 3345 g, 4 °C fir 30 Minuten
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, erneut unter den gleichen Bedingungen
der Zentrifugation zugeftihrt und schlieBlich der Affinitdtschromatographie unterzogen.

2.1.4.2 Durchfihrung der Affinitdtschromatographie und Fraktionierung

Um das D-Galactose-Agarose-Gels zu konditionieren, wurde dieses zunachst mit dem
zehnfachen Volumen des Saulenbetts an TBS behandelt. Nachdem die in C2.1.4.1 geschil-
derte Probeldsung aufgetragen wurde, wurde die Saule zur Entfernung restlicher Bestand-
teile von Pycnogenol mit dem vierzigfachen Volumen des Saulenbetts an TBS gewaschen.
Zur Elution des nun an D-Galactose gebundenen Lektins wurde das zehnfache Volumen
des Saulenbetts an 0,3 M D-Galactose in TBS auftragen, wobei letztlich jeweils Fraktionen
a 1 mL aufgefangen wurden (Abbildung 51). Nach der Gewinnung der Fraktionen erfolgte
das Waschen der Saule mit dem Funffachen des Sdulenvolumens an TBS. Flr den letzten
Waschschritt wurde 0,02 % Natriumazid in TBS verwendet, um eine mikrobielle Kontami-
nation wahrend der Saulenlagerung zu verhindern.

TBS Pycnogenol TBS 0,3 M Galactose
in TBS
Séaule mit D-Gal-Aga-Gel — — —
Konditionierung Auftragen Waschen l Elution
Probe

e Lektin

Abbildung 51: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte einer Affinitatschromatographie zur
Aufreinigung eines Galactose-spezifischen Lektins. Nach der Konditionierung mit TBS wurde die
Pycnogenol-Probeldsung aufgetragen und im Anschluss an einen Waschschritt mit 0,3 M Galactose
eluiert, wobei Fraktionen a 1 mL aufgefangen wurden. D-Gal-Aga-Gel = D-Galactose-Agarose-Gel.

Die Konzentration der D-Galactose wurde héher gewahlt als herstellerseits empfohlen, um
eine maoglichst vollstandige Elution des Lektins sicherzustellen. Die erhaltenen Fraktionen
wurden bis zur weiteren Analytik bei -20 °C gelagert.

2.1.4.3 l|dentifizierung Lektin-enthaltender Fraktionen mittels Hamagglutinations-Assay

Fur die Identifizierung derjenigen Fraktionen der Affinitatschromatographie (C2.1.4.2), die
vermutlich ein Lektin enthielten, wurden alle Fraktionen einem Hamagglutinations-Assay
analog C2.1.2.2 unterzogen.

2.1.4.4 Bradford-Assay zur Bestimmung des Proteingehalts der Fraktionen

Im Gegensatz zu anderen gangigen Methoden zur Proteinbestimmung wird der Bradford-
Assay durch die in den Fraktionen anwesende D-Galactose nicht gestort. Dieser beruht auf
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einer Bindung basischer Aminosauren an den rotbraunen Coomassie-Farbstoff im sauren
pH-Bereich, wodurch sich eine Farbanderung hin zu blau ergibt, welche in einem Wellen-
langen-Bereich von 575 nm bis 615 nm erfasst werden kann.

Fur die Farbelésung wurden 50 mg Coomassie G250 in 25 mL Ethanol p.a. unter Rihren
geldst und daraufhin 50 mL Phosphorsaure 85 % ebenfalls unter Rlihren hinzugegeben.
Dieses Gemisch wurde in ca. 400 mL Milli-Q®-Reinstwasser Uberfiihrt, ad 500 mL aufgefullt
und bei 4 °C gelagert. Fur die Kalibriergerade wurden sieben BSA-Standards mit 0,3 M
Galactose in TBS als Lésungsmittel im Konzentrationsbereich von 2,5 pg/mL bis 50 pg/mL
aus einer BSA-Stammldsung mit 2 mg/mL hergestellt. Dies geschah vor jedem Assay, zu-
dem wurden die Ldsungen bis zur Durchfihrung auf Eis gelagert.

Fur die Versuchsdurchfihrung wurden je 1.000 uL BSA-Standards, ausgewahlte Fraktio-
nen, Pycnogenol 1 mg/mL in TBS und PHA-P 25 pg/mL (Positivkontrolle) in einem Reagier-
gefall vorgelegt und mit 1.000 uL der Farbeldsung versetzt. Wahrend der zehnminitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 184 Umdrehungen pro Minute im
ThermoMixer® gemischt. Flr die Bestimmung der Absorption bei den Wellenlangen 450 nm
und 600 nm unter Verwendung des Mikrotestplattenlesegerats wurden je 250 uL der Pro-
ben auf eine 96-well-Mikrotestplatte Gberflihrt und sogleich vermessen. Die Bestimmung
erfolgte immer im Triplikat.

Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel® Version 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA). Zur Verbesserung der Genauigkeit wurde fir die Erstellung der Kalibrier-
gerade und die Auswertung zusatzlich zur Absorption bei 600 nm auch der Quotient der
Absorptionen bei 600 nm und 450 nm gebildet [402].

2.1.4.5 Aufreinigung und Konzentrierung der Fraktionen und einer Pycnogenol-Lésung
Fur die Ultrafiltration zur Proben-Aufkonzentrierung und zur Entfernung von Bestandteilen,
die die weitere Charakterisierung des Lektins gestort hatten, wurden zunachst drei ausge-
wahlte Fraktionen vereint. Als Kontrolle diente eine Pycnogenol-Lésung der Konzentration
1 mg/mL in TBS, TBS alleine und als Positivkontrolle eine Losung mit 20 ug/mL BSA. Da-
nach wurde die erhaltene Losung mit dem Volumen von 3 mL in die Filtrationseinheiten
(Spin Concentrator for Proteins, MWCO 5.000 Da, 4 mL) tberflhrt und fir 30 Minuten bei
3345 g und 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene konzentrierte Uberstand wurde mit 3 mL TBS
erganzt und erneut zentrifugiert; dieser Schritt wurde im Anschluss wiederholt. Abschlie-
Rend fand eine erneute Proteinquantifizierung mittels des Bradford Assays statt, die Durch-
fuhrung war dabei identisch zu C2.1.4.4.
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21.5 SDS-PAGE zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen

2.1.5.1 Herstellung bendtigter Lésungen

Die 10 %ige Ammoniumperoxodisulfat-Losung (APS) als Radikalstarter der Polymerisation
des Gels wurde aliquotiert bei -20 °C gelagert und nach einmaligem Auftauen verworfen.
Die Lagerung einer 10 %-Natriumdodecylsulfat-Loésung (SDS) zur Denaturierung von Pro-
teinen erfolgte bei Raumtemperatur. ConA in Ldsungen verschiedener Konzentrationen
wurde als Referenzprotein verwendet. Als Probelésungen wurden neben ausgewahlten
Fraktionen aus der Affinitdtschromatographie noch Pycnogenol-Lésungen bzw.-suspensi-
onen mit einer Konzentration von 1 mg/mL, 100 mg/mL und 1 g/mL verwendet. Alle Pycno-
genol-Proben wurden zur Entfernung unléslicher Bestandteile zunachst bei 18.000 g und
4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert und nur der Uberstand fiir die SDS-PAGE verwendet, um
ein Verstopfen der Gel-Poren zu vermeiden. Der pH-Wert des zehnfach konzentrierten
Laufpuffers betrug fir eine adaquate lonenstarke 8,3 £ 0,2 und wurde dementsprechend
nicht angepasst. Er wurde vor Gebrauch 1:10 mit Milli-Q®-Reinstwasser verdiinnt und ge-
malf Herstelleranweisung in die Kammern des Elektrophorese-Tanks gefiillt. Der Laufpuffer
sowie TBS 1,5 M pH = 8,8 und TBS 0,5 M pH = 6,8 wurden bei Raumtemperatur gelagert.
Die konkrete Zusammensetzung der genannten Lésungen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Zusammensetzung Laufpuffer, 1,5 M TBS pH = 8,8 und 0,5 M TBS pH = 6,8. 10X = zehn-
fach konzentriert.

Losung Tris Salzsaure Glycin SDS
I(-%J)‘C(F;Uffer 250 mM - 1,92 M 1%
1OMTBS s 36 % _ _
8: y@Tgs 0,5M 36 % - )

2.1.5.2 Durchfihrung der SDS-PAGE

Zur Bestimmung des Molekulargewichts des vermuteten Lektins wurde zunachst eine de-
naturierende und reduzierende bzw. nicht-reduzierende Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(PAGE). Die Zusammensetzung des Trenngels und des Sammelgels war wie in Tabelle 8
angegeben.
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Tabelle 8: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel mit 10 % bzw. 5 % Rotiphorese®-Gel. Die
angegebenen Mengen waren ausreichend fiir ein SDS-PAGE-Gel.

Trenngel mit
Reagenz 10 %-Rotiphorese®-Gel
(Volumen in pL)

Milli-Q® Reinstwasser | 2.008
Rotiphorese®-Gel 1.667

1,5M TBS pH =8,8 1.250

10 % SDS 50
TEMED 2,5
10 % APS 25

Sammelgel mit
5 %-Rotiphorese®-Gel
(Volumen in pL)

2.867
834
1.250
50

5

50

Das Trenngel wurde zligig nach Mischen der genannten Komponenten in einem Volumen

von 3 mL zwischen die Glasplatten der Apparatur zum GielRen des Gels eingebracht und

sofort mit 1,5 mL Milli-Q-Reinstwasser liberschichtet, um spater eine scharfe Trennung zwi-

schen den beiden Gelen zu erreichen. Nach einer Aushartezeit von 30 Minuten wurde das

Wasser abgegossen, das unmittelbar zuvor hergestellte Sammelgel aufgebracht und die-

ses mit Kamm flr weitere 60 Minuten auspolymerisiert. Eine Variation bestand aus der Ver-

wendung eines Gels, welches nur aus einem Sammelgel bestand. Zudem wurde sowohl

ein praparativer Kamm fir ein Taschenvolumen von 650 yL als auch ein herkémmlicher

Kamm mit zehn Taschen eines Volumens von 44 L verwendet (Abbildung 52).

A B
20 pL
Probenvolumen Probenvolumen
Sammelgel
(o))
c
=]
<
0
E
4 Trenngel
C
550 uL

Probenvolumen

Sammelgel

Sammelgel

Trenngel

Abbildung 52: Variationen der verwendeten SDS-PAGE-Gele zur Bestimmung des Molekularge-
wichts von Proteinen. A: herkémmliches Gel, B: Gel mit praparativer Tasche, C: Gel ausschlieRlich

mit Sammelgel und mit praparativer Tasche.
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Nachdem der Kamm entfernt wurde, wurden die entstandenen Probentaschen zur Entfer-
nung nicht-polymerisierter Acrylamid-Monomere mit 2 mL Laufpuffer gewaschen. Fir die
nicht-reduzierende SDS-PAGE wurde die Probelésung mit dem gebrauchsfertigen Proben-
puffer versetzt und ohne vorheriges Erhitzen auf das Gel aufgetragen. Fir die reduzierende
SDS-PAGE wurde der Probelésung zusatzlich noch DTT als Reduktionsmittel in einer End-
konzentration von 50 mM zugegeben und fir vier Minuten bei 95 °C erhitzt. Das aufgetra-
gene Probenvolumen betrug 20 uL bzw. beim praparativen Kamm 550 L.

Zur Visualisierung der Auftrennung der Proteine und zur Bestimmung des Molekularge-
wichts derer wurden 10 uL eines vorgefarbten Markers pro Gel aufgetragen. Die Elektro-
phorese erfolgte bei einer Spannung von 100 V und einer Stromstarke von 390 mA fir etwa
eineinhalb Stunden, namlich bis die Bromphenolblau-Front das Ende des Gels erreichte.
Die abschlielRende Proteinfarbung des SDS-PAGE-Gels wurde gemafy der Handlungsan-
weisung des Herstellers des gebrauchsfertigen Kits (Pierce® Silver Stain Kit) durchgefiihrt.

2.2 Untersuchung des Einflusses von Pycnogenol und ausgewahlter
Polyphenole auf die Atmungskette in vitro

2.2.1 Verwendete Reagenzien, Gerite, Instrumente und Materialien
Bezeichnung Bezugsquelle

Lésung von nicht-essentiellen Aminosau-
ren (NEA, 100X)

Biochrom, Berlin

Wasser flr Injektionszwecke (Ampuwa®) Fresenius Kabi, Bad Homburg
Midori-Green Advance Nippon Genetics, Tokio, Japan
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat

0,25 % Trypsin + 0,02 % EDTA (T/E)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Sigma Aldrich, Taufkirchen

(DMEM), High-Glucose (4.500 mg/L)

Lésung mit Penicillin (10.000 U/mL) und
Streptomycin (10 mg/mL) (Pen-Strep)

Resveratrol > 98 % TCI, Tokio, Japan
Adenosintriphosphat-Lésung (ATP) 5 mM | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zinkchlorid p.a. (ZnCl,) Fakultatseigene Chemikalienausgabe
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Bezeichnung Bezugsquelle

CellTiterGlo® Luminescent Cell Viability

Assay Promega, Fitchburg, USA

Luminometer Centro LB 960 Berthold, Bad Wildbad

96-well-Mikrotestplatten, flacher Boden,

o e ) Greiner Bio-One, Frickenhausen
weild, fur die Lumineszenz

2.2.2 Kultivierung humaner kolorektaler Adenokarzinomzellen (CaCo-ll)

Alle Tatigkeiten wurden, soweit nachfolgend nicht anders angegeben, unter aseptischen
Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank mit laminarer Luftstromung durchgefihrt.

2.2.2.1 Herstellung und Wechsel des Nahrmediums

Fir die Herstellung des Nahrmediums (Medium) wurden fetales bovines Serum (FBS), Pen-
Strep und NEA aufgetaut und wie das DMEM auf Raumtemperatur gebracht. Nacheinander
wurden 5 mL Pen-Strep, 5 mL NEA und 50 mL FBS zu 440 mL DMEM in dessen Original-
gefalt gegeben und durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Die Endkonzentrationen be-
trugen 10 % FBS, 1 % Pen-Strep und 1 % NEA. Das fertige Medium wurde in 50 mL
Schraubréhren bei 4 °C fur hdchstens vier Wochen gelagert. Zudem wurde ein Aliquot ma-
ximal zweimal auf 37 °C erwarmt und dann verworfen.

Der Nahrmediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage. Dazu wurde ein Aliquot Medium
zunachst fur eine Stunde im COz-Inkubator auf 37 °C erwarmt. Nach dem Dekantieren des
alten Mediums wurde sogleich frisches, erwarmtes Medium erganzt. Das Volumen betrug
dabei 12 mL pro Kulturflasche mit einer Wachstumsflache von 75 cm?.

2.2.2.2 Kultivierung und Passagieren der CaCo-ll-Zellen

Die Zelllinie CaCo-ll stammte aus Epithelzellen eines humanen kolorektalen Adenokarzi-
noms. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO»-Gehalt im CO-Inkubator in Kultur-
flaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm?. Belegte der Zellrasen etwa 80 — 90 % des
Flaschenbodens (Konfluenz), so erfolgte das Passagieren der Zellen, um eine Wachstums-
hemmung zu vermeiden. Dazu wurden zunachst alle benétigten Lésungen auf 37 °C er-
warmt. Das alte Medium wurde entfernt und der Zellrasen mit 10 mL PBS (Phosphatpuffer
ohne Ca?* oder Mg?*) gewaschen, um eventuell noch vorhandene FBS-Reste zu entfernen.
Die darin enthaltenen Calcium- oder Magnesium-lonen stdren die Aktivitat des nachfolgen-
den T/E, das das Ablosen der am Flaschenboden anhaftenden Zellen bewirkt. Das Ablosen
der Zellen erfolgte nach Zugabe von 2 mL T/E wahrend der Inkubation bei 37 °C und
5 % COz fur funf Minuten. Durch vorsichtiges Klopfen auf den Flaschenboden wurden unter
mikroskopischer Kontrolle restliche noch adharente Zellen gel6st. Die Inaktivierung von T/E
erfolgte durch die Zugabe von 8 mL Medium zur Kulturflasche. Nach mehrmaligem Mischen
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durch Auf- und Abpipettieren der so erhaltenen Zellsuspension wurde diese in eine
Schraubrdhre Gberfiihrt und bei 300 g fiir vier Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand abgegossen und das daraus resultierende Zellpellet in
10 mL frischem Medium resuspendiert. Das Aussaen der Zellen in einer neuen Kulturfla-
sche erfolgte in einem Verhaltnis von 1:4 oder 1:6 oder in Mikrotestplatten in der erforderli-
chen Zellzahl fir folgende Versuche.

2.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Das Zahlen von Zellen erfolgte wahrend des Passagierens nach der Resuspension des
Zellpellets. Dazu wurden 10 uL der erhaltenen Zellsuspension in die Zahlkammer des C-
Chips Uberflhrt, mikroskopisch die Zahl der Zellen in allen vier Quadranten maanderformig
gezahlt und daraus der Mittelwert gebildet. Die Tiefe der Z&dhlkammer betrug 0,1 mm bei
einer Breite und H6he von je 1 mm. Dadurch ergab sich ein Volumen von 0,1 mm?® bzw.
0,1 uL fir die Zahlkammer; multiplizierte man die erhaltene Zellzahl mit 10.000, so erhielt
man die Zellzahl pro mL (Abbildung 53).

N
L3
-

1 mm

w
H

1 mm

Abbildung 53: Zahlkammer (C-Chip) fir die Zahlung von Zellen. Im 1. Quadranten ist das maan-
derférmige Vorgehen zu sehen. Der Mittelwert aller Quadranten multipliziert mit 10.000 liefert die
Zellzahl pro mL.

Im Anschluss an die Bestimmung erfolgte je nach Versuchsaufbau eine Verdiinnung der
Zellsuspension mit Medium auf die gewlinschte Anzahl von Zellen.

2.2.2.4 Kryokonservierung und Auftauen von CaCo-lI-Zellen

Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte bei einer Temperatur von -196 °C in fliissigem
Stickstoff. Fur das Einfrieren der Zellen wurde zunachst ein Kryomedium aus gleichen Tei-
len Medium und 20 % DMSO in FBS hergestellt. DMSO penetriert wahrend des Einfrierens
die Zellmembran und verringert im Inneren der Zelle die Bildung grof3er Eiskristalle, die die
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Integritat der Zellmembran und Zellorganellen stéren wiirden. Da DMSO als organisches
Lésungsmittel bei Raumtemperatur cytotoxisch ist, wurde das Kryomedium vor Verwen-
dung bei 4 °C gekihlt. Zum Einfrieren wurde die Zellzahl der Suspension zunachst auf
800.000 bis 1.000.000 Zellen pro mL eingestellt. AnschlieRend wurde diese Zellsuspension
mit gleichen Teilen des gekiihlten Kryomediums gemischt und 2 mL dieser Mischung in
eine Mikro-Schraubrdhre Uberflhrt. Zur Gewahrleistung einer konstanten Kihlrate von
-1 °C pro Minute wurden die Aliquots in das Gefrierbehaltnis Mr. Frosty® tGberfiihrt und min-
destens vier Stunden lang bei -80 °C gelagert. Zum Schluss erfolgte die Uberfiihrung in den
flissigen Stickstoff.

2.2.2.5 Uberpriifung der Kontamination durch Mycoplasma spp., Acholeplasma spp. und
Ureaplasma spp. mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um eine Kontamination der kultivierten Zellen mit Mykoplasmen auszuschlielen, wurde
regelmaRig eine Uberpriifung mittels PCR (LookOut® Mycoplasma PCR Detection Kit)
durchgefiihrt. Dazu wurden 100 yL des Medium-Uberstandes einer Kultur mit 90 % Kon-
fluenz fir 5 Minuten im ThermoMixer® bei 95 °C erhitzt. Nach der Zentrifugation bei
18.000 g fiir 30 Sekunden bei einer Temperatur von 4 °C wurde der Uberstand fiir die Te-
stung gemaR Herstellerprotokoll verwendet. Zudem wurde bei jeder Uberpriifung eine Ne-
gativkontrolle in Form von Milli-Q® Reinstwasser und eine im Kit enthaltene Positivkontrolle
analysiert. Fir den DNA-Polymerase-Reaktionspuffer wurden pro Reaktion 0,5 uL der
DNA-Polymerase mit 22,5 uL des im Kit enthaltenen Rehydrations Buffer versetzt, vorsich-
tig durch Schwenken gemischt und anschlieend laut Anweisung des Herstellers mit den
Proben bzw. Kontrollen in PCR-Reagiergefalien gemischt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Pipettierschema zur Vorbereitung der Proben und Kontrollen fiir die PCR.

Reagenz Probe Negativkontrolle Positivkontrolle
DNA-Polymerase-

Reaktionspuffer 23 L 23 L 25 L
Medium-Uberstand 2 uL - -

Milli-Q® Reinstwasser | - 2 uL -

In Anschluss an eine finfmindtige Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die PCR ge-
mal eines vom Hersteller vorgeschlagenen Programmablaufs durchgefihrt (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Programmablauf der PCR.

Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer Zyklus (s)
1 94 120

94 30
40 55 30

72 40

Zur Detektion der amplifizierten DNA wurde nach Abkihlung der Proben auf 4 — 8 °C eine
Gel-Elektrophorese vorgenommen. Fir das Agarose-Gel wurden 0,6 g Agarose in 50 mL
TBE (0,089 M Tris, 0,089 M Borsaure, pH = 8 und 0,002 M EDTA-Dinatrium) suspendiert
und unter RUhren erhitzt, bis die Agarose geldst war und keine Partikel mehr sichtbar wa-
ren. Nach dem Erreichen einer Temperatur von etwa 60 °C wurden 7 yL Midori-Green flr
die DNA-Farbung hinzugegeben und die Lésung zum Ausharten des Gels in die vorgese-
hene Apparatur gegossen. Die Elektrophorese-Kammer wurde mit TBE bis zur vollstandi-
gen Bedeckung des Gels beflllt. Im Anschluss wurden je 8 pL Probeldsung aufgetragen
und die Elektrophorese bei 100 Volt so lange durchgefiihrt, bis die Lauffront etwa 2,5 cm
vom Ende des Gels entfernt war. Die Auswertung des Gels erfolgte mittels GeneFlash®
unter UV-Belichtung bei 280 nm.

2.2.3 Lumineszenz-Assay

2.2.3.1 Herstellung haufig bendtigter Lésungen

Die Stammldsungen von Pycnogenol und den Substanzen Ferulasaure, M1, Taxifolin und
Resveratrol als Positivkontrolle [239] wurden in einer Konzentration von 10 mg/mL in DMSO
hergestellt und bei -80 °C gelagert. Am Versuchstag wurden die Stammlésungen aufgetaut
und mit Medium auf eine Konzentration von 50 ug/mL bzw. 46 ug/mL fir Resveratrol ge-
bracht. Als Qualitatskontrolle fungierte Zinkchlorid mit einer Konzentration von 200 pg/mL,
welches in der eingesetzten Endkonzentration von 100 ug/mL als cytotoxisch gilt [403].
Diese Losung wurde ebenfalls erst am Tag des Assays durch Verdinnen einer DMSO-
Stammldésung mit 20 mg/mL mit Medium hergestellt. ATP-Lésungen flr einen finalen Kalib-
rierbereich von 0,5 — 4,5 uM wurden durch Verdiinnung einer 5 mM Lésung mit Ampuwa®
erhalten und bei -80 °C gelagert. Alle genannten Schritte erfolgten unter aseptischen Be-
dingungen.

2.2.3.2 Kultivierung und Inkubation der CaCo-ll-Zellen

Die Zellen wurden fur eine maximale Signalintensitat wahrend der spateren Lumineszenz-
Bestimmung in weilten 96-well-Mikrotestplatten mit einem Arbeitsvolumen von 50 uL kulti-
viert. Dazu wurden initial pro Well 10.000 Zellen ausgesat. Die auf3eren Wells wurden dabei
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nicht belegt, um Randeffekte zu vermeiden. In diese und weitere Wells ohne Zellen wurde
fur eine einheitliche Temperaturverteilung jeweils 100 pL reines Medium gefiillt. Nach 24
Stunden Wartezeit begann die sechsstiindige Inkubation im CO.-Inkubator mit Pycnogenol,
Ferulasaure, M1, Taxifolin, Resveratrol und Zinkchlorid. Dazu wurden von jeder Lésung aus
C2.2.3.1 50 pL pro Well vorsichtig zu den Zellen pipettiert und durch sanftes Schwenken
gleichmaRig verteilt. Daraus ergab sich eine Endkonzentration von 25 ug/mL fir Pycno-
genol, M1, Ferulasaure und Taxifolin, 23 ug/mL fir Resveratrol und 100 ug/mL fir Zink-
chlorid mit einer finalen DMSO-Konzentration von 0,5 %. Somit dienten 50 pL 0,5 % DMSO
als Negativkontrolle, was als nicht cytotoxisch gilt. Zur Kontrolle wurden zusatzlich Zellen
mit 50 pL reinem Medium zum Vergleich inkubiert (Abbildung 54). In die Wells ohne Zellen
fur die spateren ATP-Kalibrierstandards wurden je 90 uL Medium pipettiert. Die Inkubati-
onsversuche erfolgten jeweils sechsfach an drei unterschiedlichen Tagen.

= 7,000000000
< 7,000000000
77000000000
=7,000000000
- 7,Q00000000
- 7700000000

Abbildung 54: Schematischer Belegungsplan der 96-well-Mikrotestplatte fur die Kultivierung und
Inkubation der CaCo-ll-Zellen (n = 6). Rot = Ferulasaure, M1, Taxifolin und Resveratrol, blau = Me-
dium, 0,5 % DMSO und ZnCl, griin = Kalibriergerade, schraffierte Wells wurden nicht genutzt.

2.2.3.3 ATP-Quantifizierung

Nach dem Ablauf der Inkubationszeit von sechs Stunden wurde zunachst die Mikrotest-
platte fir 30 Minuten auf Raumtemperatur abgekuihit. Im Anschluss wurden 10 pL der ent-
sprechenden ATP-Standardlésung (C2.2.3.1) in das vorgesehene Well mit bereits 90 pL
Medium pipettiert und auf einem Schuttler mit maximaler Umdrehung fur zwei Minuten ge-
mischt. Die Reaktionslésung mit Luciferase, Luciferin, Zelllysepuffer und ATPase-Inhibitor
wurde gemaf Protokoll hergestellt und in einem Volumen von je 100 pL in jedes Well ge-
geben. Dadurch ergab sich das laut Hersteller empfohlene Verhaltnis zwischen Reaktions-
I6sung und Zelliberstand von 1:1. Die Zelllyse, ATP-Freisetzung und Lumineszenz-Reak-
tion erfolgte fir einen Dauer von zwei Minuten durch Schwenken der Platte im
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Luminometer; nach einer zehnmin(tigen Stabilisierung des Signals wurde letztlich die Lu-
mineszenz fur einen Zeitraum von einer Sekunde pro Well erfasst.

Die anschlieRende Auswertung wurde mit Microsoft Excel® Version 2010 (Microsoft Corpo-
ration, Redmond, USA) und Prism Version 4 (GraphPad®, San Diego, USA) durchgefihrt.
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3 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum
nach der Einnahme von Pycnogenol

3.1 Verwendete Reagenzien, Gerate, Instrumente und Materialien

3.1.1 Reagenzien
Bezeichnung Bezugsquelle

Methanol, BAKER ANALYZED® fiir die
LC-MS, J.T. Baker

Wasser, HiPerSolv CHROMANORM® fir | VWR, Darmstadt
die LC-MS, VWR Chemicals

L(+)-Ascorbinsaure, 99,0—100,5 %

Ammoniumformiat fur LC-MS = 99,0 %

Ameisensaure 99 %

1,2,3-3Cs-Ferulasaure 98 % Sigma Aldrich, Taufkirchen
Phenyl-3Cs-Vanillin 99 %

Kaffeesaure = 98,0 %

3.1.2 Gerite, Instrumente und Software

Bezeichnung Bezugsquelle
Sciex® X500R QTOF

SCIEX OS® Analytics
Sciex, Darmstadt

LibraryView®
SWATH® Variable window calculator V1.1.

Agilent® Infinity 1290 Il mit G7120A High
Speed Pump, G7167B Multisampler, Agilent, Santa Clara, USA
G7116B Column Compartment

Stickstoff-Abdampfapparatur Eigenbau der Institutswerkstatt
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3.1.3 Materialien
Bezeichnung Bezugsquelle

Braunglas-Vials, mit 300 pyL Glaseinsatz,

Chromacol 03-FISV(A) VWR, Darmstadt

Vialcaps (screw, blue, PTFE/red silicone
septum)

Trennsaule Poroshell® 120 PFP,
4,6 mm x 100 mm, PartikelgréRe 2,7 uM Agilent, Santa Clara, USA

Trennsaule Zorbax Eclipse Plus® C18
RRHD, 2,1 mm x50 mm, Partikelgré3e
1,8 uM

S-Monovette® Gel 7,5 mL Z-Gel Sarstedt, NUmbrecht

3.2 Auswahl der geeigneten Probenvorbereitung fur Humanserum

3.2.1  Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie (UHPLC)

Far den 5 mM Ammoniumformiat-Puffer mit 0,065 % (V/V) Ameisensaure als wassrige
FlieRmittelkomponente (FM A) wurde zunachst eine 10 M Stammlésung (SL) Ammonium-
formiat in Wasser hergestellt. Diese wurde bei 4 °C maximal 4 Wochen gelagert. Fir FM A
wurden 500 pL der SL sowie 650 L Ameisensaure 99 % zu 1 L Wasser gegeben. Um die
organische Phase FM B mit 0,1 % (V/V) Ameisensaure in Methanol herzustellen, wurden
1.000 yL Ameisensaure 99 % zu 1 L Methanol pipettiert. Fir die in den nachfolgenden Ka-
piteln beschriebenen Vorversuche wurden die beiden Trennsaulen Poroshell® 120 PFP und
Zorbax Eclipse Plus® C18 in Anlehnung an Mulek et al. [259] und Feliciano et al. [282]
genutzt.

3.2.2 Herstellung benétigter Losungen

Fur den dreifach *C-markierten internen Standard Ferulaséaure wurde initial eine methano-
lische Stammlésung mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt und aliquotiert bei
-20 °C gelagert. Bei Bedarf wurde ein Aliquot mit Methanol auf eine Konzentration von
1 ug/mL verdiinnt, welches ebenfalls unter den oben genannten Bedingungen gelagert
wurde. Nach dem Auftauen wurden etwaige Restmengen beider L6sungen verworfen. Fur
den sogenannten Spike-Mix der polyphenolischen Substanzen Ferulasaure, Kaffeesaure,
M1 und Taxifolin wurden zunachst methanolische Einzelldsungen (Konzentration 1 mg/mL)
hergestellt. Diese wurden jeweils mit Methanol auf eine Konzentration von 10 ug/mL ge-
bracht, bevor je 100 uL ebendieser Ldsungen zusammen pipettiert und mit 600 pL Metha-
nol erganzt wurden. Somit betrug die Endkonzentration der Analyten im Mix 1 pg/mL. Zur
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Erhéhung der Stabilitat oxidationsempfindlicher Analyten wurde fiir die Probenvorbereitung
des humanen Serums Ascorbinsaure als Antioxidans hinzugegeben. Dazu wurde eine
wassrige Stammldsung mit einer Konzentration von 27,5 mg/mL immer frisch angesetzt.
10%ige Ameisensaure in Wasser wurde verwendet, um die Bindung von Polyphenolen an
Matrixproteine zu minimieren; diese wurde jeweils am Tag der Probenvorbereitung durch
Verdunnung von 99 %-Ameisensaure hergestellt. Details zu den eingesetzten Konzentrati-
onen bzw. Volumina sind in den einzelnen Kapiteln beschrieben.

3.2.3 Ersatzmatrix

Die Proben der Klinischen Studie standen fir die Vorversuche zur Probenvorbereitung und
die Optimierung der Quellenparameter in C3.3.1 nicht zur Verfliigung. Aus diesem Grund
wurde als Ersatz humanes Serum einer Einzelspenderin mit der Blutgruppe A, Rhesusfak-
tor positiv verwendet. Die Ersatzmatrix wurde im Rahmen eines freiwilligen Selbstversu-
ches analog B2.3 gewonnen. Nach der Blutentnahme mit einer S-Monovette® Gel wurde
diese mehrmals vorsichtig geschwenkt und zum Ablauf der Koagulation 30 Minuten auf-
recht stehen gelassen. Zur Ausbildung der Polyacrylat-Gelschicht zwischen Blutzellen und
Serum wurde das Blutentnahmeréhrchen zentrifugiert (2416 g, 15 Minuten, 4 °C), das Se-
rum anschlielend dekantiert und aliquotiert. Nach dem Einfrieren in flissigem Stickstoff
erfolgte die Lagerung der Serumproben bei einer Temperatur von -80 °C.

3.24 Standardvorgehen bei der Proteinfdllung zur Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung des Humanserums erfolgte in Anlehnung an Milek et al. [339] und
Day et al. [266] in Form einer Proteinféllung mit Methanol. 250 yL Serum der in C3.2.3
genannten Einzelspenderin wurden mit 25 pL des Spike-Mixes aus C3.2.2 versetzt und
mittels Vortex kurz gemischt. Fur eine Vergleichsprobe ohne die Analyten Ferulasaure, Kaf-
feesaure, M1 und Taxifolin wurde anstelle des Spike-Mixes das gleiche Volumen Methanol
zugegeben. Danach wurden je 10 uL von Ldsungen des internen Standards *C-Feru-
lasdure und Ascorbinsaure hinzugefiigt und ebenfalls kurz gevortext. Im Anschluss an die
Proteinprazipitation mit Methanol erfolgte das Mischen der Proben auf dem Vortex fir einen
Zeitraum von zehn Sekunden. Nach einer 20-minttigen Ultraschallbad-Behandlung wurden
die Proben zentrifugiert (18.000 g, 15 Minuten, 4 °C), 75 % des Uberstandes abgenommen
und in Olivenkoélbchen Uberflihrt. Das sich anschlieRende Abdampfen unter einem konstan-
ten No-Fluss erfolgte bei Raumtemperatur. Der erhaltene Probenrickstand wurde mit
120 uL eines 1:1-Gemisches aus Methanol und Wasser mit 0,1 % (V/V) Ameisensaure und
0,1 % (m/m) Ascorbinsaure geldst (Rekonstitutionsmittel). Die Proben wurden sodann zehn
Sekunden gevortext, in Reagiergefalle gegeben und zentrifugiert (18.000 g, 15 Minuten,
4 °C). Der Uberstand wurde mittels UHPLC-qTOF-MS analysiert (Abbildung 55).
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25 pL Spike-Mix

+10 yL ISTD
+ 10 yL HAsc
1. Methanol Zentrlfugatlon 1. N2 1. Zentnfugatlon
2. US-Bad 2 RM 2 Uberstand
250 yL UHPLC-qTOF-MS
Serum*

Abbildung 55: Schematische Darstellung des allgemeinen Ablaufs der Probenvorbereitung mittels
methanolischer Proteinfallung. *: ggf. Zugabe von Ameisensaure, ISTD = interner Standard,
HAsc = Ascorbinsaure, US-Bad = Ultraschallbad, RM = Rekonstitutionsmittel.

Verwendet wurde dabei die C18-Trennsaule (C3.2.1, Tabelle 11, Saulentemperatur 40 °C)
und ein Injektionsvolumen von 5 pL. Die Post time betrug zwei Minuten.
Tabelle 11: FlieRmittelgradient fir die Auswahl der geeigneten Probenvorbereitung von humanem

Serum unter Verwendung der C18-Trennsaule. B (%) = Anteil der organischen Phase B bei der Zu-
sammensetzung der mobilen Phase.

A (5 T2 BOM  Tronmsdule (mL/min)
0 10 0,25
0,5 10 0,25
6,5 95 0,25
12 95 0,25
12,1 10 0,25
13 10 0,25

Die MS-Methode bestand aus einem TOF MS Scan im ESI-Negativ-Modus (Temperatur
500 °C, lonSpray voltage 3.000 V, Gas 1 60 psi, Gas 2 50 psi, Curtain gas 30 psi, Declus-
tering potential 65 V und Accumulation time 0,2 s).

3.2.5 Uberpriifung des Einflusses von Ameisenséure

Die Probenvorbereitung wurde gemaR C3.2.4 durchgefihrt. Zusatzlich wurde jedoch vor
Zugabe von Methanol zur Proteinprazipitation 10%ige Ameisensaure in demjenigen
Volumen hinzugefligt, das einer Endkonzentration (V/V) von 0,1 %, 0,5 %, 1,0 % und 2 %
im Serum entsprach. Alle weiteren Schritte blieben gegentber C3.2.4 unverandert.
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3.2.6  Uberpriifung des Einflusses des Extraktionsmittel-Volumens

Des Weiteren wurde der Einfluss des Methanolvolumens als Extraktionsmittel untersucht.
Die Probenvorbereitung erfolgte wie in C3.2.4 beschrieben unter der Verwendung von
750 pL, 1.000 pL und 1.250 pL Methanol. Dies entsprach den typischen Verhaltnissen von
Matrix zu Extraktionsmittel von 1:3, 1:4 und 1:5 [404].

3.3 Optimierung der Quellenparameter fur die Massenspektrometrie und
Ermittlung der SWATH® windows

3.3.1  Probenvorbereitung

250 pyL Serum der Einzelspenderin aus C3.2.3 wurde mit 12,5 uL 10%iger Ameisensaure
und 10 yL Ascorbinsdure-Ldsung mit einer Konzentration von 27,5 mg/mL versetzt und
zum Mischen kurz gevortext. Nach der Zugabe von 10 L des internen Standards (C3.2.2)
und erneutem Vortexen wurden 1.250 yL Methanol zur Proteinfallung hinzugefugt, wobei
die Probe ebenfalls kurz gemischt wurde. Danach erfolgte eine 20-mindtige Behandlung im
Ultraschallbad und eine Zentrifugation (18.000 g, 15 Minuten, 4 °C). 1.000 uL des
Uberstandes wurden in ein Olivenkélbchen uberfiihrt und unter einem konstantem
Stickstoff-Fluss bei Raumtemperatur abgedampft. Der Probenriickstand wurde zunachst
bei -20 °C gelagert, am Versuchstag auf Raumtemperatur gebracht und weiter aufbereitet.
Dazu wurden zunachst fir den Spike-Mix der polyphenolischen Substanzen Ferulasaure,
Kaffeesaure, M1 und Taxifolin die jeweiligen Stammldsungen (C3.2.2) mit Methanol auf
100 pg/mL verdinnt. Je 200 pyL dieser Lésungen wurden zusammen pipettiert und mit
200 pL Methanol erganzt, sodass sich eine Substanzkonzentration von je 20 pg/mL in einer
Lésung ergab. Dieser Mix wurde erneut mit Methanol auf eine Konzentration von 2 pg/mL
verdunnt. Ein Aliquot dieser Mischung wurde dann 1:1 mit Wasser plus 0,2 % (V/V) Amei-
sensaure und 0,2 % (m/m) Ascorbinsaure verdinnt. Letztlich wurden 120 pL dieses Mixes
zum oben genannten Rickstand gegeben und fur zehn Sekunden mittels Vortex gemischt,
bevor die Probe zentrifugiert (18.000 g, 15 Minuten, 4 °C) wurde. Fir die Optimierung der
Quellenparameter wurde der Uberstand unter Verwendung der PFP-Trennséule (C3.2.1,
Tabelle 12) mit einem Injektionsvolumen von 2,5 pyL und einer Post time von zwei Minuten

bei einer Sdulentemperatur von 40 °C analysiert.
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Tabelle 12: FlieBmittelgradient fir die Optimierung der Quellenparameter unter Verwendung der
PFP-Trennsaule. B (%) = Anteil der organischen Phase bei der Zusammensetzung der mobilen
Phase.

Zeit Minuten)  BUA) ool e (mimin)
0 10 0.4
05 10 0.4
6.5 95 0.4
12 95 0.4
12,1 10 0.4
13 10 0.4

3.3.2  Durchfiihrung der Quellenparameter-Optimierung

Um eine optimale Empfindlichkeit zum Nachweis der unbekannten Analyten zu erzielen,
wurden naherungsweise die Quellenparameter flr die bekannten Substanzen Ferulasaure,
Kaffeesaure, M1 und Taxifolin in Anwesenheit von Matrixbestandteilen optimiert. Verwen-
det wurde hierzu die in C3.3.1 genannte Probe. Die zu optimierenden Parameter im TOF
ESI-Negativ-Modus waren Temperatur, lonSpray voltage, Gas 1, Gas 2, Curtain gas und
Declustering potential (DP). Die dazugehdérigen Standardeinstellungen und applizierten Va-
rianten sind in Tabelle 13 zu finden.

Tabelle 13: Standardeinstellung und Varianten der Quellenparameter.

Parameter Einheit  Standardeinstellung Varianten
Temperatur °C 450 300, 350, 400, 500
lonSpray voltage V 4.500 gggg 2888 3.000,
Gas 1 psi 40 50, 60

Gas 2 psi 50 30, 40, 60

Curtain gas psi 35 25, 30

Declustering potential Vv 50 65, 80

Fir die Optimierung der Quellenparameter wurde jeweils nur ein Parameter abgewandelt,
wohingegen die anderen Parameter in ihrer Standardeinstellung beibehalten wurden. Die
Accumulation time betrug immer 0,2 s, der DP spread war 0 psi. Der Massenbereich ging
von 100 — 1000 Da. Die optimierten Parameter wurden fir die finale MS-Methode kombi-
niert und auch fir den ESI-Positiv-Modus angewendet.
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3.3.3  Ermittlung der SWATH® windows

Die sogenannte ,Sequential Window Acquisition of All Theoretical Fragment-lon Spectra-
Methode“ (SWATH®) ermdglicht grundsatzlich die Fragmentierung aller im MS-Modus de-
tektierten lonen. Dabei erfolgt die Fragmentierung schrittweise anhand der SWATH®
windows Uber den gesamten Massenbereich, welcher hier 100 — 1000 Da betrug. Fir die
Bestimmung der Breite der SWATH® windows fiir Vorversuche und Studienproben wurde
Serum gemaf C3.3.1 aufgearbeitet, nach dem Abdampfen unter einem N2-Strom aber mit
120 uL eines 1:1-Gemisches aus Methanol und Wasser mit 0,1 % (V/V) Ameisensaure und
0,1 % (m/m) Ascorbinsaure versetzt. Alle weiteren Schritte sowie die Flussigkeitschroma-
tographie blieben im Vergleich zu C3.3.1 unverandert. Bei der MS-Analyse wurden sowohl
im ESI-Negativ-Modus als auch im ESI-Positiv-Modus die optimierten Quellenparameter
aus C3.3.2 verwendet. Die Ermittlung der SWATH® windows erfolgte gemaR einer Herstel-
lerempfehlung mit acht Windows durch einen Rechner (SWATH?® Variable window calcula-
tor V1.1.) unter Verwendung der Daten der vorangegangenen MS-Analyse.

3.4 Analyse von Humanserum-Proben der Klinischen Studie

3.41 Probenvorbereitung

Die Serumproben der Studienteilnehmer*innen wurden vorab bereits in Aliquots a 250 pL
aufgeteilt und bei -80 °C gelagert (B2.3). Alle verwendeten Losungen sind im Detail in
C3.2.2 beschrieben. Zu Beginn wurde die Probe fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur auf-
getaut und kurz auf dem Vortex gemischt. Nach der Zugabe von 12,5 pyL 10%iger Amei-
sensaure und 10 pL einer Ascorbinsaure-Lésung (Konzentration 27,5 mg/mL) wurde die
Probe erneut mittels Vortex gemischt, bevor 10 yL einer Lésung des dreifach *C-markier-
ten internen Standards Ferulasaure (Konzentration 1 ug/mL) hinzu pipettiert wurden. Im
Anschluss an einen erneuten Mischprozess erfolgte die Proteinprazipitation mit 1.250 uL
Methanol. Die Probe wurde zehn Sekunden gevortext, bevor sie fir 20 Minuten mit Ultra-
schall in einem Wasserbad behandelt wurde. Danach erfolgte die Zentrifugation (18.000 g,
15 Minuten, 4 °C). Vom erhaltenen Uberstand wurden 1.000 pL in ein Olivenkdlbchen
Uberfihrt und wunter einem N.-Strom bei Raumtemperatur abgedampft. Der
Probenriickstand wurde in 120 uL einer 1:1-Mischung aus Wasser und Methanol mit je
0,1 % Ameisensaure (V/V) und Ascorbinsdure (m/m) auf dem Vortex gemischt und
ebenfalls zentrifugiert (18.000 g, 15 Minuten, 4 °C). 90 uL des resultierenden Uberstandes
wurden abgenommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei -80 °C
aufbewahrt. Fir die weitere Messung wurde die so vorbereitete Probe aufgetaut, kurz
gevortext und in ein Braunglas-Vial tberfihrt.
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3.42 UHPLC-SWATH®-Methode

Als Trennsaule mit korrespondierendem Fliemittelgradienten (Tabelle 12) wurde die PFP-
Saule aus C3.2.1 verwendet, injiziert wurden jeweils 2,5 uL. Fiir die SWATH®-Methode bei-
der Polaritaten betrug die Temperatur 500 °C, lonSpray voltage 2500 V, Gas 1 60 psi,
Gas 2 60 psi, Curtain Gas 35 psi und Declustering Potential 65 V. Fir TOF MS betrug der
Massenbereich 100 — 1000 Da, die Accumulation time war 0,2 s. In den TOF MS/MS Scans
ging der Massenbereich von 50 bis 1000 Da, die Accumulation time belief sich auf 0,05 s.
Die Collision energy (CE) mit einem CE spread von 15 V betrug 35 V. Die Bestimmung der
acht SWATH® windows fiir ESI-Negativ- und ESI-Positiv-Modus erfolgte wie in C3.3.3 be-
schrieben (Tabelle 14).

Tabelle 14: Ermittelte SWATH® windows des MS-Massenbereichs fiir ESI-Negativ- und ESI-Positiv-
Modus. Die Uberlappungen von 1 Da beruhten auf Herstellerempfehlungen.

ESI-Negativ (Da) ESI-Positiv (Da)

99,5 -144,2 99,5 -204,9

143,2 - 169,3 203,9 - 254,8
168,3 —190,9 253,8 —295,3
189,9 -217,9 294,3 - 323,2
216,9 — 262 322,2 -351,1
261 —-333,6 350,1 —404,2
332,6 —476,2 403,2 - 526,6
475,2 -999,6 525,6 — 999,6

Die Analyse der Studienproben erfolgte als Einfachbestimmung. Nach jeder achten Injek-
tion wurde das Massenspektrometer fiir eine hohe Massengenauigkeit automatisch im TOF
MS bzw. TOF MS/MS kalibriert. Dabei wurden die lonen fur die Kalibration im MS-Modus
so gewahlt, dass diese sich mdglichst Giber den gesamten Massenbereich erstreckten; dies
traf auch auf das lon zu, dessen Fragmente fir die MS/MS-Kalibrierung genutzt wurden
(Tabelle 15).
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Tabelle 15: Kalibrationsionen im MS-Modus fir ESI-Negativ und ESI-Positiv. * = Fragmente des
lons wurden fiir die MS/MS-Kalibrierung genutzt.

ESI-Negativ (Da) ESI-Positiv (Da)
112,9856 132,9049
154,9738 266,1598
204,9706 315,1623
248,9604 354,2122
384,9352 442 2647
520,9100 609,2807*
656,8848 829,5393
792,8596* 922,0098
928,8344 -

3.4.3 RegelmaRige Uberpriifung der X500R-Systemperformance

Fir die wiederkehrende Kontrolle der Systemperformance wurde sowohl eine Losung di-
verser polyphenolischer Substanzen als auch sogenannte Quality control-Proben (QC) ver-
wendet. Fir die polyphenolische Kontrollldsung wurden zunachst die Einzelldbsungen der
Substanzen Ferulasaure, *Cs-Ferulasaure, Kaffeesaure, M1, Taxifolin und "*Ce-Vanillin mit
einer Konzentration von je 1 mg/mL mit Methanol auf eine Konzentration von 1 pg/mL ge-
bracht. AnschlieRend wurden je 150 pyL von jeder Losung gemischt und mit 100 yL einer
Ascorbinsaure-Losung (Konzentration 11 mg/mL) und 450 yL Methanol erganzt. Daraus
resultierte eine Endkonzentration von 100 ng/mL fir jeden Analyten. Aliquots der Lésung
wurden bei -20 °C in Braunglasvials gelagert und jeweils am Ende einer Messreihe verwor-
fen. Die Herstellung der QC-Proben, die zudem der Systemkonditionierung dienten, erfolgte
in Anlehnung an Broadhurst et al. [405]. Hierfir wurden 150 yL Serum jeder Probe jedes
Studienteilnehmenden gemischt und in Aliquots a 250 pL aufgeteilt, in flissigem N2 einge-
froren und bis zur Probenvorbereitung analog C3.4.1 bei -80 °C gelagert. Je 1 pyL der Kon-
trolllésung wurde im ESI-Negativ-Modus vor Beginn und nach Ende einer Messreihe zur
Uberwachung der Systemperformance mit der Methodik aus C3.4.2 analysiert. Von der QC-
Probe wurde in beiden Polaritaten ebenfalls 1 pL injiziert, allerdings erfolgte dies in dreifa-
cher Ausfliihrung vor und nach der Analyse der Studienproben [405].
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3.44 Auswertung

Die Auswertung der erhaltenen Daten beider Polaritaten aus C3.4.2 orientierte sich an Zhu
et al. [328]. Aufgrund der zu erwartenden Heterogenitat bezuglich der Anzahl und des Aus-
males der detektierbaren unbekannten Substanzen (A1.4) wurden die Proben der Studien-
teilnehmenden zunachst separat analysiert; Details zu den vier Proben sind in B2.3 be-
schrieben. In der verwendeten Software Sciex OS® Analytics wurde der Untargeted work-
flow angewendet. Als relevante Parameter wurden hierbei Retentionszeit, experimentelles
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z), Summenformel und Wertungsscore ermittelt. Erfasst
wurde auch die jeweilige Peakflache, welche allerdings nur halbquantitativ zu bewerten war.
Da die Probe D1-S1, gewonnen vor dem Beginn der Pycnogenol-Einnahme, als Referenz
diente, wurden in dieser Probe detektierte Analyten im weiteren Verlauf nicht berticksichtigt.
AnschlieBend erfolgte die manuelle Peakinspektion bezlglich korrekter Peakintegration
und Retentionszeit in den Proben D1-S2, D1-S3 und D4-S4. Nach der Auswertung aller
Studienproben wurden als interessante Marker diejenigen Analyten definiert, die bei min-
destens zwei Studienteilnehmenden zu finden waren. Alle detektierten Analyten wurden
bezuglich der m/z mit den Substanzdatenbanken METLIN, hmdb (Human Metabolome
Database), Phenol-Explorer und PhytoHub, sowie mit einer vom Hersteller zur Verfigung
gestellten Datenbank abgeglichen. Zudem wurde eine Liste mit teils nach der Pycnogenol-
Einnahme bereits in Serum detektierten unkonjugierten, einfach-sulfatierten und einfach-
glucuronidierten Bestandteile bzw. Metabolite erstellt [70, 89, 259, 282, 293] und diese an-
hand der berechneten m/z mit den Analyten verglichen. Die Liste beinhaltete die Poly-
phenole Catechin, Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure, Kaffeesaure, M1 (inklusive der ringof-
fenen Form), 6-(3-Methoxy-4-hydroxyphenyl)-y-valerolacton (M2), p-Cumarsaure, Protoca-
techualdehyd, Protocatechusaure, Scopoletin, Sinapinaldehyd, Syringaaldehyd, Syring-
asaure, Taxifolin, Vanillin und Vanillinsaure.
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4 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten
in vitro in Anwesenheit von Humanserum

4.1 Verwendete Reagenzien, Gerate, Instrumente und Materialien

411 Reagenzien

Bezeichnung Bezugsquelle
Salzsaure 0,5 mol/L Fakultatseigene Chemikalienausgabe
0,25 % Trypsin + 0,02 % EDTA (T/E)

Gelatine Typ B
(Produktnummer G9391)

Methylthiazolyldiphenyltetrazoliumbromid
(MTT) =297,5 %

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella
minnesota (Produktnummer L2137)

Wasserstoffperoxid 3 % (H202) Sigma Aldrich, Taufkirchen

Protocatechusaure (analytical standard)

Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (FITC-
Dextran), 4 und 70 kDa

Gepooltes Humanserum
(Produktnummer H4522)

Amphotericin-B-Lésung 250 ug/mL
Gentamicin-Lésung 50 mg/mL

R&D Systems, Minneapolis, USA
Rekombinanter, humaner Tumornekrose- | (Produktnummer 10291-TA)
faktor-a (TNF-a, exprimiert in HEK293 Zel-

len) Sigma Aldrich, Taufkirchen
(Produktnummer H8916)
Ferulasaure-4-sulfat (Dinatriumsalz) Biozol, Eching

Protocatechusaure-3-sulfat (Natriumsalz) = Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

Humanes Heparansulfat ELISA Kit

(Produktnummer MBS267373) MyBioSource, San Diego, USA
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Bezeichnung Bezugsquelle

Endopan 3 Kit

(Produktnummer P04-0010K) PAN-Biotech, Aidenbach

Fetales Bovines Serum (FBS) GIBCO®,
hitzeinaktiviert

Pierce® RIPA Buffer
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Pierce® BCA Protein Assay Kit

Endothelzellen aus humanen Nabel-
schnurvenen (HUVEC)

Trypsin-Neutralisierer (10 % FBS in Phos-

phatpuffer) .
Eigene Herstellung

0,025 % Trypsin + 0,002 % EDTA (T/E)

41.2 Gerite, Instrumente und Materialien

Bezeichnung Bezugsquelle

Millicell® ERS-2 Voltohmmeter Merck, Darmstadt

Nunc 96-well-Mikrotestplatten, flacher Bo- Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
den, schwarz

Sterile Spritzenvorsatzfilter (Cellulose-
acetat-Membran; 0,2 ym Porengréf3e) VWR, Darmstadt
ThinCert® Zellkultureinsatze fir 12-well-
bzw. 24-well-Mikrotestplatten (transpa-
rente PET-Membran; 0,4 um Porengr6f3e) = Greiner Bio-One, Frickenhausen

12-well- bzw. 24-well-Mikrotestplatten

Zellschaber Sarstedt, Nimbrecht
4.2 Kultivierung der Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen
(HUVEC)

Alle Tatigkeiten mit HUVEC wurden, soweit nachfolgend nicht anders angegeben, unter
aseptischen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank mit laminarer Luftstrdmung geman
C2.2.2 durchgefiihrt.
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421 Herstellung des Nahrmediums

Fir die Fertigstellung des Nahrmediums Endopan 3 wurde das basale Medium gemaf Her-
stellerangaben mit den separat gelieferten Zusatzen erganzt. Supplementiert wurde das
basale Medium mit Gentamicin (Endkonzentration 30 pg/mL), Amphotericin B (Endkonzent-
ration 15 ng/mL), fetalem bovinem Serum (Endkonzentration 3 %), Heparin, Hydrocortison,
Ascorbinsaure, Insulin-like Growth Factor, Vascular Endothelial Growth Factor, Fibroblast
Growth Factor und Epidermal Growth Factor. Die exakte Zusammensetzung von basalem
und supplementiertem Medium unterliegt dem Herstellergeheimnis. Die Laufzeit betrug
zwolf Wochen.

4.2.2 Gelatine-Beschichtung der ZellkulturgefaBe

Alle verwendeten Zellkulturgeféa3e wurden vor dem Aussaen der Zellen mit dampfsterilisier-
ter 0,1 %-Gelatine-Losung in Phosphatpuffer (PBS) beschichtet. Die Dampfsterilisation er-
folgte bei einer Temperatur von 121 °C und einem Druck von 2,1 bar fur 15 Minuten. Fur
die Beschichtung wurden pro cm? Kulturflache 100 uL der auf 37 °C erwarmten Losung
verwendet und das Kulturgefafld anschlielend fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde die Beschichtungslésung dekantiert und das Gefal® vor dem Einbringen der Zellen
mit etwa 200 yL Medium pro cm? fiir 30 Minuten im COz-Inkubator belassen. Die Laufzeit
der Gelatine-Lésung betrug bei einer Lagertemperatur von 4 °C vier Wochen.

4.2.3 Kultivierung und Passagieren der HUVEC

HUVEC werden als Primarzellen aus dem Endothel humaner Nabelschnurvenen isoliert
und anschlielRend gepoolt. Fir alle Versuche wurden ausschlieRlich Zellen der Passagen
drei bis sechs verwendet. Um dies sicherzustellen, war regelmaflig das Auftauen bereits
kryokonservierter Zellen notwendig. Dazu wurde das Einfriergefal® mit einem Aliquot (1 mL)
der Zellsuspension in auf 37 °C erwarmten PBS unter Schwenken aufgetaut und nach vor-
sichtigem Mischen mit einer Pipette zu 13 mL warmen Medium gegeben. Das Einfriergefa
wurde mit 1 mL Medium nachgesplilt und anschlielRend die Zellzahl der 15 mL-Zellsuspen-
sion bestimmt. Details zum Ablauf der Zellzahlung sind in C2.2.2.3 beschrieben. Letztlich
wurde ein entsprechendes Volumen dieser Suspension in eine bereits mit warmem Medium
versetzten Kulturflasche Uberfiihrt, sodass sich eine Zellzahl von etwa 3.500 Zellen pro cm?
ergab. Ein Mediumwechsel nach dem Auftauen erfolgte nach 24 Stunden, anschlie3end
alle zwei bis drei Tage.

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei einer Belegung (Konfluenz) der Wachstumsflache
von etwa 80 %. Frisches Medium und PBS wurden auf 37 °C erwarmt, T/E und Trypsin-
Neutralisierer hingegen auf Raumtemperatur. Das alte Medium wurde durch Dekantieren
entfernt und die adharenten Zellen dreimal vorsichtig mit je 8 mL PBS gewaschen. Zum
Ablésen der Zellen wurden bei Raumtemperatur 3 ml T/E zur Kulturflasche gegeben; nach
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einer Wartezeit von zwei Minuten wurde das T/E durch die Zugabe von 9 ml Trypsin-Neu-
tralisierer inaktiviert und die letzten noch am Flaschenboden anhaftenden Zellen durch vor-
sichtiges Klopfen auf den Flaschenboden entfernt. Nach mehrmaligem Spulen der Kultur-
flache mit der erhaltenen Zellsuspension wurde diese in einer Schraubrdhre bei 180 g fir
sieben Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet durch Zugabe von 12 ml frischem Medium resuspendiert. AnschlieRend wurden
die Zellen entweder mit einer absoluten Zellzahl von 187.500 bis 375.000 pro neuer Kultur-
flasche oder in der bendtigten Zellzahl fir nachfolgende Versuche in Mikrotestplatten aus-
gesat.

4.3 Bestimmung des transendothelialen Widerstandes (TEER) zur Uber-
prufung der Integritat des HUVEC-Monolayers

Die Kultivierung der HUVEC fir die Bioaktivitatsuntersuchungen erfolgte gréfRtenteils in
Zellkultureinsatzen mit PET-Membranen, wodurch die Barrierefunktion von Endothelzellen
im Monolayer (Zellmonoschicht) in vitro Gberprift werden konnte. In vivo entspricht das
apikale Kompartiment dem Gefaldlumen, wahrend die basolaterale Seite der Gefaltwand
zugewandt ist. Der transendotheliale Widerstand (TEER) wurde unter der Verwendung ei-
ner Doppel- bzw. ,Chopstick“-Elektrode mit einem Voltohmmeter bestimmt. Der dadurch
ermittelte Widerstand zwischen apikalem und basolateralem Kompartiment wird auf die
Membranoberflache normiert und korreliert daher mit der Integritat des ausgebildeten Zell-
monolayers (Abbildung 56).

Doppelelektrode ——— D

Zellkultureinsatz ———

Well Mikrotestplatte —— [
Apikal
Monolayer HUVEC — | i »ooooeoeoe® Voltohmmeter
Basolateral

Abbildung 56: Schematische Darstellung der TEER-Bestimmung wahrend der Kultivierung von
HUVEC in Monolayern in Zellkultureinsatzen (blau) auf einer PET-Membran, wodurch sich apikales
und basolaterales Kompartiment mit Medium (rot) ergeben.

Die TEER-Messung erfolgte routinemafig alle zwei Tage bis zur Versuchsdurchflihrung
unmittelbar vor dem Mediumwechsel mittels Vakuum-Absaugpumpe.
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4.4 Untersuchung des Einflusses ausgewahliter Polyphenole und deren
Sulfatkonjugate auf die Endothelintegritat

441 Herstellung haufig benétigter Léosungen

Die Herstellung der Stammlésung des humanen Tumornekrosefaktors-a (TNF-a) erfolgte
in einer Konzentration von 100 ug/mL bzw. 500 ug/mL in PBS. Aliquots dieser Lésung wur-
den flir maximal drei Monate bei -20 °C gelagert, unmittelbar vor Gebrauch einmalig aufge-
taut und entsprechend dem Bedarf mit Medium verdiinnt. Die Lipopolysaccharid-Stamml6-
sung (LPS) hatte eine Konzentration von 1 mg/mL in Medium und wurde unter denselben
vorher genannten Bedingungen gelagert und verwendet. Humanes, bereits herstellerseits
gepooltes Humanserum wurde bei -20 °C aliquotiert aufbewahrt und nach Bedarf aufgetaut.
Um das Risiko bakterieller oder fungaler Kontaminationen zu vermindern, wurde dem Hu-
manserum vor der Verwendung Gentamicin und Amphotericin B in einer Endkonzentration
von 30 pyg/mL bzw. 15 ng/mL zugefligt. Die dreiprozentige Wasserstoffperoxid-Lésung
(H202) wurde gemal der bendtigten Konzentration vor Versuchsbeginn mit Medium ver-
dinnt. Fur die Stammlésungen der Polyphenole Ferulasaure, Ferulasaure-4-sulfat, Proto-
catechusaure und Protocatechusaure-3-sulfat wurden mit DMSO L&sungen in einer Kon-
zentration von je 65 mM hergestellt, bei einer Temperatur von -20 °C aliquotiert gelagert
und etwaige Reste nach dem Auftauen verworfen. Die Verdinnung der Stammlésungen
auf die erforderliche Konzentration erfolgte mit Medium, sodass die verbleibende DMSO-
Konzentration von unter 0,001 % unbedenklich war.

4.4.2 Vorversuche zur Zellzahl und Kulturzeit

Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen wurden in einer Zahl von 45.000 in 24-
well-Mikrotestplatten ausgesat, das Arbeitsvolumen betrug pro Well jeweils 1.000 yL. Nach
48 Stunden wurde mit dem Versuch begonnen. Dafir wurden zunadchst Humanserum-Me-
dium-Lésungen mit einer Endkonzentration von 10 %- und 50 %-Humanserum hergestellt;
als Vergleich diente das herkdmmliche Medium mit 3 % fetalem Rinderserum. Das Medium
wurde von den Zellen abgenommen und je 900 yL der genannten Lésungen hinzu pipet-
tiert. Sogleich wurden je 100 uL der entsprechenden Stimulanzien-Lésung erganzt. Ver-
wendet wurden hierbei TNF-a (Endkonzentration 10 bzw. 100 ng/mL) und LPS (Endkon-
zentration 100 bzw. 1.000 ng/mL); 100 yL Medium wurde als Kontrolle eingesetzt. Nach
einer Inkubationszeit von zwei, acht oder 24 Stunden wurde der Zelliberstand vorsichtig
mittels Pipette gemischt, abpipettiert und bis zur weiteren Analyse mittels ELISA bei -20 °C
gelagert. Alle genannten Bedingungen wurden im Duplikat im CO.-Inkubator durchgefihrt.
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4.4.3 Vorversuche zur Humanserum-Konzentration und zur Auswahl der inflam-
matorischen Stimuli
Pro Well wurden 300.000 HUVEC in 12-well-Zellkultureinsatzen ausgesat; der erste Medi-
umwechsel zur Vermeidung des Wachstums der Zellen in mehreren Schichten (Multilayer)
erfolgte nach sechs bis 16 Stunden [397], danach alle zwei Tage nach der TEER-Messung.
Dabei betrug das apikale Arbeitsvolumen 500 yL, basolateral wurden 1.500 pL appliziert.
Fir die Ausbildung eines suffizienten Monolayers mit einem intakten Endothel inklusive
Glycocalyx wurden die Zellen insgesamt 16 Tage kultiviert. Der letzte Mediumwechsel fand
zwolf bis 24 Stunden vor Beginn der inflammatorischen Stimulation statt, unmittelbar davor
eine TEER-Messung. Im Anschluss an die Abnahme des Mediums wurde zum apikalen
Kompartiment 400 puL eine Humanserum-Medium-L&sung mit einer Endkonzentration von
10 % oder 50 % hinzu pipettiert. Auch basolateral erfolgte in Anlehnung an Miyazaki et al.
[393] die Zugabe der Stimulanzien TNF-a, LPS oder H>O, in 1.500 uL einer 10%igen oder
50%igen Humanserum-Medium-L&sung. Bei allen nachfolgenden Versuchen wurde darauf
verzichtet. Letztlich wurde die inflammatorische Stimulation der HUVEC durch die apikale
Applikation von 100 pL einer Lésung der genannten Stimulanzien eingeleitet. Untersucht
wurde die Wirkung von 100 ng/mL TNF-a und 1.000 ng/mL LPS fir jeweils 24 Stunden und
von 50 uM HzO flr einen Zeitraum von acht und 24 Stunden. Zur spateren ELISA-Analyse
wurden die apikalen und basolateralen Losungen abgenommen und bei -20 °C aufbewabhrt.
Um abschlieRend eine TEER-Messung der stimulierten Zellen durchzufiihren, wurde fri-
sches Medium zu den HUVEC gegeben. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen, bei de-
nen anstelle der Stimulanzien Medium angewendet wurde. Die Stimulationsversuche er-

folgten in zweifacher Ausfiihrung bei einer Temperatur von 37 °C.

4.4.4 Vorversuch zur Verkiirzung der Dauer der inflammatorischen Stimulation

Zur Untersuchung des Einflusses einer verkirzten inflammatorischen Stimulation mit
TNF-a oder H2O, auf die Endothelintegritat wurden anfanglich 300.000 HUVEC pro Well in
einer 24-well-Mikrotestplatte flr insgesamt 21 Tage kultiviert (n = 2). Alle zwei Tage erfolgte
der Mediumwechsel mit einem Volumen von 1.000 uL, wobei der letzte Mediumwechsel
zwolf bis 24 Stunden vor Beginn des Versuchs erfolgte. Je 700 uL einer Lésung mit 50 M
H2020der 100 ng/mL TNF-a in 50 %-Humanserum-Medium wurden nach der Abnahme des
Mediums zu den Zellen pipettiert und diese fiir zwei Stunden im Falle von H>O» und flr
sechs Stunden (bzw. 24 Stunden als Kontrolle) im Falle von TNF-a bei 37 °C inkubiert.
Unstimulierte Zellen fungierten als Kontrolle, bei diesen wurde nur 50 %-Humanserum in
Medium hinzugeflgt. Nach dem Ende der Stimulationszeit wurde der Uberstand der Zellen
abgenommen und bis zur spateren Analyse mittels ELISA bei -20 °C aufbewahrt. Zum Ab-
schluss erfolgte die Lyse der Zellen mit nachfolgender Bestimmung der Proteinkonzentra-
tion (C4.4.7).
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4.4.5 Finale Versuchsdurchfiihrung unter optimierten Bedingungen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte analog C4.4.4, ebenso betrug das Arbeitsvolumen
700 pL. Im Anschluss an die Mediumabnahme wurden je 600 pyL einer Humanserum-Me-
dium-Mischung zu den HUVEC gegeben. Danach wurden je 50 pL einer Mediumlésung mit
Ferulasaure, Ferulasaure-4-sulfat, Protocatechusaure oder Protocatechusaure-3-sulfat ap-
pliziert. Hierdurch ergab sich letztlich eine Serumkonzentration von 50 % in Medium und
eine Konzentration der jeweiligen polyphenolischen Substanz von je 0,1 und 0,5 uM. Als
Kontrolle dienten 50 L Medium. Nach zwei Stunden erfolgte die Zugabe von 50 uL einer
TNF-a-L6ésung in Medium (Endkonzentration 100 ng/mL) bzw. Medium als Kontrolle fir ei-
nen Zeitraum von 24 Stunden (Abbildung 57).

Well mit HUVEC-
Monolayer
600 L
Humanserum-
2 Stunden 50 uL Medium- 50 uL
Inkubation Polyphenollésung Mischung Medium

24 Stunden 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Inkubation TNF-a Medium TNF-a Medium

Abbildung 57: Schematische Darstellung des Ablaufs der zweistlindigen Inkubation mit ausgewahl-
ten Polyphenolen vor der inflammatorischen Stimulation mit 100 ng/mL TNF-a fur 24 Stunden inklu-
sive der beschriebenen Kontrollen.

Alles weiteren Schritte wurden wie in C4.4.4 geschildert durchgefihrt.

44.6 Bestimmung des humanen Heparansulfats mittels ELISA

Heparansulfat stellt einen essentiellen Bestandteil der Glycocalyx dar, weswegen es als
Marker einer Endothelschadigung in HUVEC gewahlt wurde. Nach dem Auftauen der Pro-
ben aus C4.4.2, C4.4.3, C4.4.4 und C4.4.5 wurden diese mittels Vortex kurz gemischt, im
Anschluss zentrifugiert (18.000 g, 15 min, 4 °C) und der Uberstand fir den ELISA verwen-
det. Die Bestimmung erfolgte ein- oder zweifach gemal Herstellerprotokoll, wobei jedoch
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fur eine bessere Empfindlichkeit die Inkubation mit dem Farbreagenz in Abhangigkeit von
der Farbentwicklung des héchsten Kalibrierpunktes verlangert wurde.

Die Auswertung (B4.1.2) erfolgte mittels des Online-Tools GainData® (Arigo Biolaborato-
ries, Taiwan), Microsoft 365 Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, USA) und Prism Ver-
sion 4 (GraphPad®, San Diego, USA).

4.4.7 Bestimmung des Proteingehalts der Zelllysate mittels Bicinchoninsaure-As-
say

Fir die Lyse der Zellen unter unsterilen Bedingungen nach der Durchfiihrung der inflamm-
atorischen Stimulation (C4.4.4, C4.4.5) wurden diese zunachst zweimal mit je 1.000 pL
kaltem PBS gewaschen. Danach wurden je 200 uL kalter Lyse-Puffer (Pierce® RIPA Buffer)
hinzugegeben und die HUVEC bei 4 °C auf einem Schiittler bei 200 rpm fir eine Dauer von
20 Minuten lysiert. Im Anschluss wurden die Zellen mittels Zellschaber vom Boden der
Mikrotestplatte gelést und das erhaltene Lysat zentrifugiert (18.000 g, 15 min, 4 °C). Der
Uberstand wurde in ein gekiihltes Reagiergefal pipettiert, kurz durch Ultraschallbehand-
lung homogenisiert und bis zur Proteinquantifizierung bei -20 °C gelagert.

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Zelllysate im Triplikat mittels Bicinchoninsaure-
Assay (BCA\) erfolgte unter Verwendung eines kommerziell verfiigbaren Kits (Pierce® BCA
Protein Assay Kit) gemafl® dem Protokoll fir Mikrotestplatten. Alle Proben und Albumin-
Standardlésungen zur Erstellung der Kalibriergerade wurden bis zum Beginn des Assays
auf Eis gelagert. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 600 nm mit dem Mikro-
testplattenlesegerat (Multiskan Ascent) erfasst. Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft
365 Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, USA).

4.5 Untersuchung des Einflusses ausgewahliter Polyphenole und deren
Sulfatkonjugate auf die Storung der Barrierefunktion des Endothels

4.51 Herstellung haufig benétigter Losungen

Die FITC-Dextran-Stammldsungen (Molekulares Gewicht von 4 bzw. 70 kDa) zur Uberpri-
fung der Barrierefunktion des Endothels von HUVEC wurden in einer Konzentration von
50 mg/mL in PBS hergestellt, sterilfiltriert und lichtgeschitzt in Aliquots bei -20 °C gelagert.
Die Taxifolin-Stammldésung mit einer Konzentration von 65 mM in DMSO wurde ebenfalls
in Aliquots bei -20 °C gelagert und nach einmaligem Auftauen verworfen. Auch hier galt die
Unbedenklichkeit des DMSO nach Verdiinnung analog C4.4.1, alle weiteren verwendeten
Lésungen sind dort gleichermal3en beschrieben.
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4.5.2 Apikale Konzentration von FITC-Dextran im FITC-Dextran-Permeabilitats-As-
say

Die Kultivierung der HUVEC wurde mit der Ausnahme der Kultivierungsdauer wie in C4.4.3
beschrieben durchgefliihrt. Da zunachst angenommen wurde, dass fir die Ausbildung eines
intakten Monolayers als Barriere im Gegensatz zur Ausbildung der Glycocalyx eine kiirzere
Kultivierung notwendig ist, wurden die Zellen insgesamt elf Tage bis zum Versuchsbeginn
angezulchtet. Hier wurden anfanglich apikal 500 yL und basolateral 1.500 yL 50 % Hu-
manserum in Medium zu den Zellen gegeben. 24 Stunden spater erfolgte die apikale Zu-
gabe von TNF-a in Medium mit einer Endkonzentration von 100 ng/mL fiir eine Dauer von
zwei Stunden. Dieser Zeitraum der inflammatorischen Stimulation basierte auf der An-
nahme, dass fiir eine Disruption des Monolayers eine vergleichsweise kurze Inkubation n6-
tig war. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle, zu diesen wurde kein TNF-a gegeben,
sondern ausschlieRlich Medium. Anschliefend wurde die Humanserum-Medium-Mischung
beider Kompartimente abpipettiert und apikal 350 yL bzw. basolateral 1.200 yL frisches
Medium hinzugeflgt. Die 4 kDa FITC-Dextran-Stammlésung wurde mit Medium auf dieje-
nigen entsprechenden Konzentrationen mit Medium verdinnt, die nach der Zugabe zum
apikalen Kompartiment von je 50 uL eine Konzentration von 10 pyg/mL bzw. 250 ug/mL
ergaben (Abbildung 58).

TNF-a Kontrolle
1 2 3 4
A
B FITC-Dextran
250 pg/mL
¢ z

Abbildung 58: Schematischer Belegungsplan der 12-well-Mikrotestplatte fur den Vorversuch zur
Bestimmung der notwendigen apikalen FITC-Dextran-Konzentration. Z = ohne Zellen als Vergleich,
schraffierte Wells wurden nicht genutzt.

Sodann wurden nach 0, 30, 60 und 90 Minuten basolateral jeweils eine Probe von 100 pL
fur die spatere Fluoreszenzmessung entnommen und auf eine schwarze 96-well-Mikrotest-
platte Uberfuhrt; das entnommene Volumen wurde sofort durch eine aquivalenten Menge
Medium ersetzt. Flr eine homogene Verteilung des FITC-Dextran wurde die Mikrotestplatte
nach der Zugabe der FITC-Dextran-Lésung manuell und zwischen der Probennahme auf
einem Schuittler bei etwa 100 rpm geschwenkt. Der Permeabilitats-Versuch fand als Zwei-
fachbestimmung bei Raumtemperatur und ausgeschalteter Raumbeleuchtung statt.
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Aulerdem wurde der Raum zuséatzlich durch die Verwendung von Jalousien abgedunkelt.
Die Fluoreszenzmessung der Proben erfolgte am Tecan Infinite® M Plex u. a. bei einer An-
regungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 535 nm (Tabelle 16).

Tabelle 16: Einstellungsparameter am Tecan Infinite® M Plex flr die Fluoreszenzbestimmung.

Parameter Einstellung

Excitation ?t?:ngwidth 9 nm)

Emission 535 nm
(bandwidth 20 nm)

Mode Fluorescence top reading

Gain 100

Number of flashes 25

Integration time 20 us

Lag time 0 us

Settle time 0ms

Z-position 20.000 ym

Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft 365 Excel® (Microsoft Corporation, Redmond,
USA).

4.5.3 Finale Versuchsdurchfiihrung unter optimierten Bedingungen

Die HUVEC wurden wie in C4.4.3 und C4.5.2 geschildert kultiviert, ebenso wurde der TEER
bestimmt. Aus logistischen Grinden wurden jedoch die Zellen 37 Stunden mit der 50%igen
Humanserum-Medium-Mischung kultiviert. Nach diesem Zeitraum erfolgte die TEER-Mes-
sung und danach die apikale Zugabe von je 20 uL einer Mediumlésung von Ferulasaure,
Ferulasaure-4-sulfat, Protocatechusaure, Protocatechusaure-3-sulfat oder Taxifolin.
Dadurch ergab sich eine Endkonzentration der entsprechenden Substanz von 0,5 pM, der
die Zellen exponiert war. Als Kontrolle bzw. bei spaterer alleiniger TNF-a-Inkubation ohne
polyphenolische Pra-Inkubation wurde entsprechend Medium zu pipettiert. Die genannte
Pra-Inkubation dauerte zwei Stunden, in der Folge wurde apikal TNF-a in Medium in einer
Endkonzentration von 100 ng/mL bzw. Medium als Kontrolle fir ebenfalls zwei Stunden
hinzugefigt. Im Anschluss an eine erneute TEER-Messung wurde der Versuch mit einer
apikalen FITC-Dextran-Konzentration (4 kDa) von 250 ug/mL gemaf C4.5.2 durchgefiihrt
(Abbildung 59). Alle Bedingungen wurden mindestens im Triplikat untersucht.
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Zellkultureinsatz mit 500 pL
HUVEC-Monolayer

50 % Humanserum | 37 Stunden
in Medium Inkubation

kel

TEER-Messung

2 Stunden 20 pL
Inkubation Polyphenollésung

20 uL
Medium

20 uL
Medium

2 Stunden

Inkubation 20 UL TNF-a 20 L TNF-a 20 pL Medium

i

TEER-Messung

l Mediumwechsel

\ 350 uL

1.200 pL

150 uL FITC-Dextran 4 kDa

250 pg/mL
FITC-Dextran 100 pL
Probenentnahme,
Ersatz durch Medium
(0, 30, 60, 90 Minuten)

—

Abbildung 59: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfilhrung zur Uberpriifung des Einflus-
ses einer zweistlindigen Pra-Inkubation mit ausgewahlten Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten
auf die durch TNF-a induzierte Disruption eines HUVEC-Monolayers.
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4.5.4 Optimierung der Kultivierungsdauer, der inflammatorische Stimulation und
der Permeabilitaitsmessung
Aufgrund heterogener Ergebnisse in C4.5.3 wurde eine Optimierung bezuglich verschiede-
ner Parameter versucht. Dazu wurden 90.000 HUVEC pro Well in Zellkultureinsatzen fir
24-well-Mikrotestplatten ausgesat und das Medium erstmals nach sechs bis 16 Stunden
gewechselt. Die Erfassung des TEER erfolgte alle zwei Tage vor dem routinemagigen Me-
diumwechsel, die Arbeitsvolumina betrugen hierbei 200 uL apikal und 600 pL basolateral.
Die Zellen wuchsen insgesamt 21 Tage, bevor 50 %-Humanserum in Medium fir 20 Stun-
den appliziert wurde. Im Anschluss an die TEER-Messung wurden in das apikale Kompar-
timent zur Initiierung der inflammatorischen Stimulation 20 pL einer Lésung mit TNF-a in
50%igem Humanserum hinzugegeben. Dadurch resultierte eine Endkonzentration von
TNF-a von 100 ng/mL. Unstimulierte Zellen fungierten als Kontrolle; zu diesen wurde ein
aquivalentes Volumen 50 %-Humanserum apikal pipettiert. DMSO in einer apikalen Kon-
zentration von 50 % diente als Noxe, welche mit grof3er Wahrscheinlichkeit eine Monolayer-
Disruption hervorrufen sollte. Uberpriift wurde eine Stimulationsdauer von zwei, sechs,
zwolf und 24 Stunden. Danach wurde eine TEER-Messung durchgefiihrt, der apikale Zell-
Uberstand abgenommen und durch 150 pL 50% Humanserum in Medium ersetzt. Fir die
Permeabilitatsuntersuchung wurden zwei FITC-Dextran-Lésungen mit einem molekularen
Gewicht von 4 und 70 kDa durch Verdinnung der entsprechenden Stammlésung mit 50 %
Humanserum hergestellt. Nach der apikalen Erganzung von 50 pL ergab sich dadurch eine
FITC-Dextran-Konzentration von 250 pg/mL. Alle weiteren Schritte inklusive der Fluores-
zenzmessung wurden wie in C4.5.2 beschrieben vorgenommen, allerding wurde 50 %-Hu-
manserum zum Ersetzen der basolateral gewonnenen Proben verwendet. Alle genannten

Versuchsvariationen wurden in dreifacher Ausfihrung bestimmt.

4.6 Uberpriifung der Zellviabilitit mittels MTT-Assay

In Zellkulturmodellen ist es von grof3er Bedeutung, dass die gewahlten Versuchsbedingun-
gen bezlglich einer méglichen cytotoxischen Wirkung charakterisiert werden. Sterben nam-
lich zu viele Zellen im Laufe des Versuches, so kann dies die Ergebnisse dessen verfal-
schen. Laut DIN EN ISO 10993-5 liegt eine cytotoxische Wirkung in vitro vor, wenn die
Zellviabilitat im Vergleich zu einer entsprechenden Kontrolle um mehr als 30 % reduziert ist
[372]. Der durchgeflihrte Methylthiazolylphenyltetrazoliumbromid-Assay (MTT) beruht auf
einer enzymatischen Reduktion des gelben MTT durch metabolisch aktive bzw. vitale Zel-
len, wodurch der lilablaue Formazan-Farbstoff (Abbildung 60) entsteht. Zunachst wurde da-
von ausgegangen, dass die Reaktion ausschlief3lich in den Mitochondrien lokalisiert war.
Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass auch extramitochondriale Enzyme in Endo- oder Lyso-
somen an der Reduktion beteiligt sind [406].
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Abbildung 60: Reduktion von MTT zu MTT-Formazan durch metabolisch aktive Zellen wahrend des
Zellviabilitats-Assays.

Die Uberpriifung der Zellviabilitét erfolgte im Wesentlichen nach Kumar et al. [407]. Zur
Durchfiihrung des Assays wurden 20.000 Zellen pro Well in einer 96-well-Mikrotestplatte
ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte die Abnahme des Mediums und die Zugabe der zu
untersuchenden Substanz im korrespondierenden Lésungsmittel mit einem Volumen von
100 pL; als cytotoxische Kontrolle (Positivkontrolle) fungierte 50 % DMSO in Medium, als
Negativkontrolle reines Medium. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden 10 uL der
MTT-L6sung in jedes Well pipettiert und fir etwa 24 Stunden bei 37 °C im COz-Inkubator
belassen. Der von vitalen Zellen in dieser Zeit gebildete lilablaue Farbstoff vom Formazan-
Typ wurde durch die unsterile Zugabe von 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS) in 0,01 M
Salzsaure mit anschlielender vierstindiger Inkubation bei einer Temperatur von 37 °C so-
lubilisiert. SchlieRlich erfolgte die Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlange von
600 nm. Die Lagerung der sterilfiltrierten Losung Methylthiazolylphenyltetrazoliumbromid
(MTT) mit einer Konzentration von 5 mg/mL in PBS erfolgte in Aliquots bei -20 °C. Die
Berechnung der Zellviabilitat erfolgte nach Formel (3).

As0o nm (N)
CV (%)= — *100 % 3
(%) As00 nm (K) ° 3)
CV = Zellviabilitat, Aeoo nm = Absorption bei 600 nm, N = Untersuchte Noxe,

K = Kontrolle.

Da alle Proben in sechsfacher Ausfiihrung in zwei Versuchsreihen bestimmt wurden, wurde
entsprechend der Mittelwert der Absorptionen bei 600 nm zur Berechnung der Zellviabilitat
verwendet. Als Negativkontrolle fungierte immer das korrespondierende Lésungsmittel der
Noxe ohne diese selbst, z.B. Medium oder 50 %-Humanserum-Medium. 50 % DMSO in
Medium wurde als (cytotoxische) Positivkontrolle untersucht. Die Auswertung erfolgte mit
Microsoft 365 Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, USA) und Prism Version 4 (Graph-
Pad®, San Diego, USA).
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1 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausgewahlter Bestandteile in vitro

1 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausge-

wahlter Bestandteile in vitro

1.1 Detektion und Charakterisierung von Lektinen in Pycnogenol

1.1.1  Bradford-Assay vor Ultrafiltration

Kalibriergerade (n = 3)
Konzentration

(mglm L) Mw A600 nmIA450 nm
Blank 1,394
0,001 0,094
0,0025 0,101
0,005 0,214
0,01 0,497
0,015 0,845
0,02 1,286
0,025 1,675
0,05 3,435
y =70,159x - 0,1087

R? = 0,9955

1.1.2 Bradford-Assay nach Ultrafiltration

Kalibriergerade (n = 3)
Konzentration

(mglmL) Mw AGOO nmIA450 nm
Blank 1,420
0,001 0,095
0,0025 0,240
0,005 0,392
0,01 0,769
0,015 1,171
0,02 1,575
0,025 1,899
0,05 3,205
y = 64,356x + 0,1345
R?=0,9879

++ = auBerhalb Kalibrierbereich.

Probe (n = 3)

Fraktion 2

Fraktion 4

Fraktion 10
Fraktion 15
Fraktion 20
Fraktion 25
Fraktion 30
Fraktion 40
Fraktion 50
Fraktion 60
Fraktion 70
Fraktion 80
Fraktion 90

Probe (n = 3)

Fraktion 38
Pycnogenol
TBS
BSA

MW
(ng/mL)
14,7
14,3
12,4
12,6
13,1
13,3
14,4
14,7
14,4
14,4
14,9
15,2
14,7

(mg/mL)
0,10
0,10

++

Rel.

(%)
0,7
0,2
04
03
1,0
1,0
2,3
1.3
14
1,0
04
0,6
1,0

Rel.

(%)
03
1,9

SD

SD
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1.2 Untersuchung des Einflusses von Pycnogenol und ausgewabhlter Po-
lyphenolen auf die Atmungskette in vitro

RLU = Relative light unit, MaB fir die Licht-Intensitat durch Lumineszenz. Bezug gemessene Intensitat zu gerateinterner
Referenz.
Daten korrespondierend zu Abbildung 18

Kalibriergerade (n = 3)
Konzentration

(M) RLU

Blank 966

0,5 1768428

0,75 2630149

1 3222121

1,5 4919619

2 6266576

2,5 7347669

3 8886288

y = 2810303,93x + 489275,84

R?=1,0

RLU Eegativ- Pycno- M1 Res- Fer_y- Taxifolin Zink-_
ontrolle genol veratrol lasdure chlorid

1 3340069 @ 3580772 | 3766481 4027544 | 3763738 | 3614727 | 2150800

2 3278839 | 3591959 | 3536012 @ 3956303 | 3929053 | 3523771 2337968

3 3273925 | 3350164 | 3158551 3814619 | 3569103 | 3405007 @ 2106230

4 3173383 | 3249279 | 3220378 | 3511518 | 3422594 | 3406048 | 1924598

5 3235869 | 3074643 | 3364056 @ 3618549 | 3300705 | 3442948 | 1961635

6 3260417 | 3601585 | 3143758 @ 3709987 | 3303499 | 3314051 2096246

e Negathv - Pycno- g ke e Taxifolin 2K~

(M) ontrolle genol veratrol lasdure chlorid

1 1,01 1,10 1,17 1,26 1,16 1,11 0,59

2 0,99 1,10 1,08 1,23 1,22 1,08 0,66

3 0,99 1,02 0,95 1,18 1,10 1,04 0,58

4 0,95 1,02 0,98 1,08 1,04 1,04 0,51

5 0,98 0,92 1,02 1,11 1,00 1,05 0,52

6 0,99 1,11 0,94 1,15 1,00 1,00 0,57

MW 0,99 1,04 1,02 1,17 1,09 1,054 0,57

Rel. SD 2 7 8 6 8 9

Daten korrespondierend zu Abbildung 19 (Inkubation mit Indometacin)

Kalibriergerade (n = 3)
Konzentration

(M) REY
Blank 1018

1 3211819
1,5 4144589
2 6141807
2,5 7387087
3 8797365
3,5 9989339
4 11037470
y = 2805211,89x + 299256,76
R?=0,99
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1 Charakterisierung der Wirkung von Pycnogenol und ausgewahlter Bestandteile in vitro

RLU

1

2

3
ATP-Kon-
zentration
(M)

1

2

3

MW

Rel. SD
(%)

Kon = Kontrolle, Ind = Indometacin.

Negativkontrolle

Kon. Mit Ind.
4412936 | 4344798
4426586 | 4438700
4280712 | 4518063
Negativkontrolle
Kon. Mit Ind.
1,47 1,44
1,47 1,48
1,42 1,50
1,45 1,47
2 2

Pycnogenol
Kon. Mit Ind.
4509530 | 4355858
4380708 | 4517910
4373255 | 4401584

Pycnogenol
Kon. Mit Ind.
1,50 1,45
1,45 1,50
1,45 1,46
1,47 1,47
2 2

M1

Kon. Mit Ind.
4395451 | 4632345
4190873 | 4488324

4266896 | 4468756
M1

Kon. Mit Ind.

1,46 1,54

1,39 1,49

1,41 1,49

1,42 1,51

3 2

Ferulasaure

Kon. Mit Ind.
4136247 | 4321980
4194302 @ 4211444
4165275 | 4285702
Ferulasaure
Kon. Mit Ind.
1,37 1,43
1,39 1,39
1,38 1,42
1,38 1,48
1 2

Taxifolin
Kon. Mit Ind.
4259366 | 4506203
4131523 | 4350551
4213438 | 4499397
Taxifolin
Kon. Mit Ind.
1,41 1,50
1,37 1,44
1,39 1,50
1,39 1,48
2 2
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2 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

2

LC-MS-Rohdaten der gefundenen Marker, Tabelle korrespondierend zu B3.3

Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum

nach der Einnahme von Pycnogenol

Catechin-Sulfat

Pro-
band*in

10

11

14

15

Zeit-

punkt
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Tret
(min)

3,9

3,9

3,9

3,9

3,9

3,9
3,9

3,9

3,9

3,9

3,9

3,9
3,9

3,9
3,9

3,9
3,9

3,9
3,9

3,9

Precursor

369,0280

369,0280

369,0280

369,0280

369,0280

369,0280
369,0280

369,0280

369,0280

369,0280

369,0280

369,0280
369,0280

369,0280
369,0280

369,0280
369,0280

369,0280
369,0280

369,0280

m/z

369,0283

369,0283

369,0274

369,0274

369,0283

369,0275
369,0284

369,0279

369,0286

369,0290

369,0280

369,0275
369,0285

369,0283
369,0285

369,0276
369,0279

369,0284
369,0280

369,0288

Error
(ppm)

0,7

0,8

-1,7

-1,7

0,9

-1,5
1,0

-0,2

1,5

2,6

-1,4
1,3

0,6
1,3

1,3
-0,4

1,0
-0,1

2,2

Annayt/Aisto

0,61

0,55
0,13

0,26

0,08
0,37

0,10

0,24

0,28

0,39

0,07
0,17

0,10
0,16

0,07
0,15

0,09
0,16

0,05

Summen-
formel

C15H1400S

C15H1400S

C15H1406S

C15H1400S

C15H1400S
C15H1400S

C15H140eS

C15H1400S

C15H1400S

C15H1400S

Ci15H1400S
C15H1400S

Ci15H1400S
C15H1400S

C15H1400S
C15H1400S

C15H1400S
C15H1400S

C15H1400S

Score

(%)
91

81

79

79

70
91

89

87

84

82

52
94

94
99

67
65

91
76

95
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Dihydroxymethoxybenzol-Sulfat

D1-S2

2 D1-S3

3,8

218,9963

218,9971

3,7

0,94

C7HgO06S

88

D4-S4

D1-S2

12 D1-S3

3,9

218,9963

218,9971

3,3

1,30

C7HgO6S

88

D4-S4

Ferulasaure-Sulfat

D1-S1 4.1 273,0069 273,0073 1,4 0,08 Nf
) D1-S2 4,1 273,0069 273,0058 -39 0,41 Ci1oH1007S 57

D1-S3

D4-S4

D1-S1 42 273,0069 273,0076 2,5 0,04 Nf

D1-S2 42 273,0069 273,0064 1,7 0,13 Nf
B D1-S3

D4-S4

D1-S1 42 273,0069 273,0079 3,6 0,04 Nf

D1-S2 42 273,0069 273,0068 0,5 0,44 Nf
12 D1-S3

D4-S4

Hydroxydihydroxyphenylvalerianséure-Sulfat

D1-S2

1 D1-S3

3,5

305,0331

305,0325

-1,9

0,05

C11H1408S

76

D4-S4

3,5

305,0331

305,0336

1,6

0,52

C11H1408S

85

D1-S2

12 D1-S3

3,5

305,0331

305,0337

2,0

0,34

C11H1408S

95

D4-S4

D1-S2

15 D1-S3

D4-S4

3,5

305,0331

305,0337

1,8

0,46

C11H1408S

91

Hydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat

D1-S2
5 D1-S3 4,9 273,0433 273,0435 0,7 0,11 C11H1406S 92
D4-S4 4,9 273,0433 273,0435 0,2 0,19 C11H1406S 77
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2 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

Kaffeesaure-Sulfat

band'in punkt  (min)  Precursor  mz (ppm)  AwwiAs o TEE e

D1-S2 4,1 258,9913 258,9915 1,0 0,65 CoHs07S 89
1 D1-S3

D4-S4

D1-S2 4,1 258,9913 258,9919 24 0,36 CoHs07S 92
8 D1-S3

D4-S4

D1-S2 4,1 258,9913 258,9918 2,0 0,34 CoHs07S 94
10 D1-S3

D4-S4 4,1 258,9913 258,9915 0,9 0,16 CoHs07S 81

D1-S2 4,1 258,9913 258,9926 5,1 0,40 CoHs07S 96
12 D1-S3

D4-S4

D1-S2 4,1 258,9913 258,9917 1,7 0,33 CoHs07S 84
14 D1-S3

D4-S4
Protocatechuséaure-Sulfat
band'in punkt  (min)  Precursor  mz (ppm)  AwwdAs  TEE e

D1-S2 35 232,9756 232,9762 2,6 0,41 C7HsO7S 91
1 D1-S3

D4-S4

D1-S2 35 232,9756 232,9762 2,6 0,33 C7HsO7S 94
2 D1-S3

D4-S4

D1-S2 35 232,9756 232,9764 3,3 0,24 C7HsO7S 92
4 D1-S3

D4-S4

D1-S2 35 232,9756 232,9763 3,3 0,37 C7HsO7S 85
5 D1-S3

D4-S4 3,5 232,9756 232,9762 2,8 0,17 C7Hs0+S 97

D1-S2 35 232,9756 232,9761 21 0,31 C7HsO7S 96
7 D1-S3

D4-S4

D1-S2 35 232,9756 232,9762 24 0,27 C7HsO7S 92
8 D1-S3

D4-S4

D1-S2 35 232,9756 232,9759 1,1 0,32 C7HsO7S 78
12 D1-S3

D4-S4

D1-S2 35 232,9756 232,9759 1,4 0,33 C7HsO7S 84
14 D1-S3

D4-S4 3,5 232,9756 232,9756 0 0,08 C7Hs0+S 65

D1-S2 35 232,9756 232,9757 0,5 0,21 C7HsO7S 66
15 D1-S3

D4-S4
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Taxifolin-Sulfat

Pro-
band*in

10

11

12

13

14

15

156

Zeit-

punkt
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Tre!
(min)

4,8

4,8

4,8
4,8

4,8
4,8

4,8
4,8

4,8
4,8

4,8

4,8
4,8
4,8
4,8
4,8

4,8
4,8

4,8
4,8

4,8
4,8

4,8
4,8

4,8

Precursor

383,0073

383,0073

383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073

383,0073
383,0073
383,0073
383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073
383,0073

383,0073

m/z

383,0072

383,0074

383,0066
383,0075

383,0070
383,0076

383,0069
383,0069

383,0070
383,0075

383,0069

383,0078
383,0083
383,0076
383,0073
383,0076

383,0071
383,0076

383,0081
383,0076

383,0081
383,0073

383,0068
383,0080

383,0094

Error
(ppm)

-0,2

0,3

-1,8
0,6

-0,8
0,8

-1,0
-1,2

-0,8
0,6

-1,0

-1,3
2,7
0,70
0,1
0,8

-0,4
0,9

2,2
0,9

2,7
0,1

1,4
2,0
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AAnaIyQ/ AISTD

0,33

0,40

0,10
0,2

0,06
0,24

0,07
0,27

0,05
0,22

0,27

0,01
0,17
0,03
0,10
0,14

0,07
0,39

0,02
0,39

0,02
0,23

0,10
0,24

0,03

Summen-
formel

C15H12010S

C15H12010S

C15H12010S
Nf

C15H12010S
C15H12010S

C15H12010S
C15H12010S

C15H12010S
C15H12010S

C15H12010S

C15H12010S
Ci15H12010S
Ci15H12010S
C15H12010S
Ci15H12010S

C15H12010S
C15H12010S

C15H12010S
C15H12010S

C15H120108
C15H12010S

C15H12010S
C15H12010S

C15H12010S

Score
(%)

82

81

78

85

87

83
70

56
7

69

99
87
69
91
7

88
90

95
90

95
91

76
91
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2 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

Trihydroxybenzol-Sulfat

D1-S2 3,7 204,9807 204,9806 -0,3 2,71 Nf

3 D1-S3 3,7 204,9807 204,9807 0,2 2,55 Nf
D4-S4 3,7 204,9807 204,9810 1,3 8,42 CsHsO06S 89
D1-S2

8 D1-S3 3,7 204,9807 204,9809 1,2 5,02 CeHsO6S 87
D4-S4
D1-S2

14 D1-S3 3,7 204,9807 204,9810 1,3 3,02 CeHsO6S 90
D4-S4 3,7 204,9807 204,9807 0,1 1,20 Nf

Vanillinsaure-Sulfat

D1-S2 4,6 246,9913 246,9916 1,5 0,21 CgHgO7S 83
1 D1-S3

D4-S4 4,6 246,9913 246,9915 1,1 0,14 CgHs0+S 88
Vanillin-Sulfat

D1-S2 | 38 230,9963 230,9970 2,7 0,28 CsHs06S 98
9 D1-S3 | 38 230,9963 230,9967 1,6 0,19 Nf
D4-S4 | 38 230,9963 230,9972 3,7 0,82 CsHs06S 79
D1-S2 | 38 230,9963 230,9966 1,1 0,27 Nf
12 D1-S3
D4-S4
UN1
D1-S2
9 D1-S3
D4-S4 29 161,9877 161,9865 6,9 0,37 Nf
D1-S2
14 D1-S3
D4-S4 | 29 161,9875 161,9866 -5,1 38 Nf

D1-S2

4 D1-S3

D4-S4

4,1

175,9605

175,9598

0,05

Nf

D1-S2

15 D1-S3

4,0

175,9604

175,9596

0,74

Nf

D4-S4
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UN3
D1-S2 2,0 177,0925 177,0917 -4,3 0,03 Nf
3 D1-S3
D4-S4
D1-S2 1,9 177,0929 177,0920 -5,2 0,03 Nf
6 D1-S3
D4-S4
UN4
D1-S2
4 D1-S3
D4-S4 1,8 182,9897 182,9885 -6,6 0,30 Nf
D1-S2
15 D1-S3 1,8 182,9897 182,9886 -6,0 0,22 Nf
D4-S4

D1-S2
5 D1-S3 4,7 196,0083 196,0074 -4,8 0,31 Nf
D4-S4 4,7 196,0083 196,0076 -4,0 0,04 Nf
D1-S2 4,7 196,0078 196,0073 -2,5 0,10 Nf
10 D1-S3 4,7 196,0078 196,0071 -3,5 0,19 Nf
D4-S4 4,7 196,0078 196,0084 2,8 0,04 Nf
UN6
D1-S2 3,7 205,9854 205,9841 -6,0 0,03 Nf
8 D1-S3 3,7 205,9854 205,9842 54 0,32 Nf
D4-S4 3,7 205,9854 205,9834 -9,5 0,03 Nf
D1-S2
14 D1-S3 3,7 205,9851 205,9843 -4,2 0,22 Nf
D4-S4 3,7 205,9851 205,9843 -4,1 0,08 Nf

1"

D1-S2

D1-S3

D4-S4

221,0790

221,0792

0,31

CioH1604

15

D1-S2

D1-S3

221,0790

221,0793

1,4

1,55

CioH1604

D4-S4
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2 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

UNS

Pro-
band*in

12

14

UN9

Pro-
band*in

Zeit-

punkt
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Zeit-

punkt
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Tret
(min)
3,7
3,7
3,7
3,7

3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7

Tre!
(min)

4,6
4,6

4,6
4,6

4,6
4,6

4,6
4,5

4,5
4,5

4,5
4,5

Precursor

233,0120
233,0120
233,0120
233,0120

233,0120
223,0120
223,0120
223,0120
223,0120
223,0120
223,0120
223,0120
223,0120
223,0120

Precursor
246,0084
246,0084

246,0082
246,0082

246,0081
246,0081

246,0086
246,0086

246,0085
246,0085

246,0086
246,0086

m/z

233,0124
233,0114
233,0123
233,0123

233,0124
233,0121
233,0124
233,0119
233,0117
233,0124
233,0123
233,0120
233,0126
233,0126

m/z
246,0074
246,0077

246,0073
246,0071

246,0079
246,0073

246,0079
246,0074

246,0078
246,0090

246,0077
246,0078

Error
(ppm)
1,7
-2,3
1,4
1,4

1,8
0,6
2,0
-0,4
1,2
1,9
1,4
0,2
2,6
2,6

Error
(ppm)

-4,0
-2,9

-3,6
-4,3

-1,0
-3,5

-3,0
-4,7

-3,9
-3,5

AAnaIyQ/ AISTD

0,19
0,14
0,13
0,49

0,51
0,27
0,25
0,26
0,09
0,26
0,05
0,08
0,16
0,09

Annayt/ Aisto
0,61
0,05

0,22
0,13

0,22
0,04

0,52
0,20

0,28
0,02

0,89
0,50

Summen-
formel

C7HgO4S
C7Hs04S
C7Hs04S
C7HgO4S

C7Hs04S
C7HgO4S
C7HgO4S
C7Hs04S
C7HgO4S
Nf

C7Hs04S
C7HgO4S
C7HgO4S
C7Hs04S

Summen-
formel

Nf
Nf

Nf
Nf

Nf
Nf

Nf
Nf

Nf
Nf

Nf
Nf

Score

(%)
9
61
93
71

78
58
95
71
64

94
85
98
99

Score

(%)
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UN10

D1-S2

D1-S3

D4-S4

1,9

255,2324

255,2321

-1,3

0,21

Ci6H320:

D1-S2

2,0

255,2324

255,2324

0,02

C1 6H3202

D1-S3

D4-S4

D1-S2

D1-S3

D4-S4

1,9

255,2324

255,2323

-0,5

0,08

Ci6H320:

82

UN11 \

D1-S2 269,1031 269,1027
5 D1-S3

D4-S4

D1-S2 31 269,1045 269,1032 4.8 0,12 Nf
10 D1-S3 3,1 269,1045 269,1021 9,1 0,03 Nf

D4-S4 | 3,1 269,1045 269,1033 -4.6 0,07 Nf

D1-S2 31 269,1035 269,1026 3.2 0,14 Nf
12 D1-S3 | 3,1 269,1035 269,1029 2,1 0,06 Nf

D4-S4 | 3.1 269,1035 269,1017 6,6 0,04 Nf

D1-S2 31 269,1042 269,1031 -4,1 0,12 Nf
15 D1-S3

D4-S4

UN12 \

D1-S2 309,0345 309,0340 1.4 0,03
2 D1-S3 2,3 309,0345 309,0334 3.4 0,22 Nf
D4-S4
D1-S2 23 309,0348 309,0342 1,9 0,03 Nf
D1-S3 | 23 309,0348 309,0335 4.2 0,19 Nf
! D4-S4
D4-S4
UN13

D1-S2

D1-S3

317,9905

317,9900

D4-S4

D1-S2

D1-S3

317,9908

317,9900

D4-S4




2 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

UN14
D1-S2

2 D1-S3 | 28 368,9875 368,9867 2,4 0,24 Nf
D4-S4
D1-S2

7 D1-S3 | 28 368,9880 369,9869 3,0 0,32 Nf
D4-S4

Do B B e e R

D1-S2 211,1306 211,1308

1 D1-S3 2,0 211,1306 211,1304 -0,7 Nf
D4-S4 2,0 211,1306 211,1306 0,1 Nf
D1-S1 2,0 211,1304 211,1310 2,8 Nf
D1-S2

12 D1-S3 2,0 211,1304 211,1306 0,7 Nf
D4-S4 2,0 211,1304 211,1304 -0,4 Nf

up2 \

D1-S2

2 D1-S3

227,1761

227,1756

Nf

D4-S4

D1-S2

7 D1-S3

227,1761

227,1755

Nf

D4-S4

D1-S2

4 D1-S3

D4-S4

254,9963

254,9946

C10HsO06S

D1-S2

10 D1-S3

254,9963

254,9946

C10HsO6S

D4-S4
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UP4

Pro-
band*in

10

12

13

14

15

162

Zeit-

punkt
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4
D1-S2
D1-S3
D4-S4

Tret
(min)
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0

Precursor

293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000
293,1000

m/z

293,0998
293,1000
293,0997
293,0996
293,0999
293,0998
293,0998
293,1002
293,0998
293,1000
293,1000
293,1002
293,0998
293,1000
293,0999
293,1000
293,1000
293,1001
293,0999
293,0996
293,0999
293,0998
293,0998
293,0996
293,0999
293,0999
293,0999
293,0997
293,0999
293,0997
293,0997
293,0998
293,0997
293,0998
293,0998
293,0998
293,1001
293,0999
293,0998
293,1000
293,1002
293,1000

Error
(ppm)
-0,8
0,1
-1,1
-1,3
-0,5
-0,7
-0,9
0,8
-0,9
-0,3
-0,3
0,5
-0,6

AAnaIyQ/ AISTD

-0,4
-0,1

0,4

-0,5
-1,5
-0,3
-0,7
-0,7
-1,5
-0,4
-0,5
-0,3
-1,0
-0,2
-1,0
-1,0
-0,6
-1,1
-0,8
-0,6
-0,6
0,5

-0,4
-0,7
-0,2
0,7

0,1

Summen-
formel

Nf
C1gH160S
C1gH160S
C19H160S
C19H160S
Nf
Nf
Nf
Nf
Nf
C19H160S
Nf
C19H160S
C19H160S
C1gH160S
Nf
C19H160S
C1gH160S
Nf
Nf
Nf
Nf
Nf
C1gH160S
Nf
C19H160S
C1gH160S
Nf
Nf
Nf
C19H160S
Nf
Nf
Nf
Nf
C1gH160S
Nf
Nf
C1gH160S
Nf
Nf
Nf

Score
(%)

87
87

94
82

74
88
87

90

85
83

97
87
78

94

74

86



2 Nachweis bislang unbekannter Substanzen in Humanserum nach der Einnahme von Pycnogenol

UPS
D1-S2 6,4 620,4376 620,4374 -0,5 Nf
3 D1-S3
D4-S4 6,4 620,4376 620,4372 -0,9 Nf
D1-S2
12 D1-S3
D4-S4 6,4 620,4372 620,4374 0,2 Nf
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3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

in vitro in Anwesenheit von Humanserum

3.1

Sulfatkonjugate auf die Endothelintegritat

3.1.1 Vorversuche

3.1.1.1 Vorversuch Zellzahl und Kulturzeit
Alle Daten korrespondierend zu C4.4.2

Heparansulfat-ELISA

Kalibrierpunkte
Konzentration

(pglmL) A450 nm
Blank 0,068
15,63 0,095
31,25 0,126
62,5 0,184
125 0,27
250 0,441
500 0,859
1.000 1,773
Konzentration

Prob

robe (pg/mL)
TNF-a 100 ng/mL
8h
10 % Human- Nd
serum
50 % Human- Nd
serum
24 h
10 % Human- Nd
serum
50 % Human- Nd
serum

Nd = nicht detektiert.

Variablen Kalibriergleichung
a b c
0,095 1,12 772,06

Probe Konzentration

(pg/mL)

LPS 1.000 ng/mL
8h
10 % Human- Nd
serum
50 % Human- Nd
serum
24 h

0, -
10 % Human Nd
serum
50 % Human- Nd
serum

d R?
294433 | 1,0

Probe

Negativkontrolle
8h

10 % Human-
serum

50 % Human-
serum

24 h

10 % Human-
serum

50 % Human-
serum

Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten

Untersuchung des Einflusses ausgewahliter Polyphenole und deren

Konzentration
(pg/mL)

Nd

Nd

Nd

Nd

3.1.1.2 Vorversuch Humanserum-Konzentration und Auswahl inflammatorischer Stimuli
Daten korrespondierend zu Abbildung 37

Heparansulfat-ELISA

Kalibrierpunkte
Konzentration

(pg/ml-) A450 nm
Blank 0,057
15,63 0,073
31,25 0,089
62,5 0,131
125 0,186
250 0,336
500 0,617
1.000 1,398

Variablen Kalibriergleichung

a b c
0,078 1,23 449,73

d R?
2436,89 | 0,999
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100
ng/mL
TNF-a
24 h

N

1.000
ng/mL
LPS 24 h

1
2

50 pM
H,0, 8 h

N

50 uM
H.0,
24 h

N

Unsti-
muliert
8h

1
2

Unsti-
muliert
24 h

1
2
1

BCA-Assay

Konzen-
tration
(pg/mL)

10 % Humanserum
Nd

A450 nm

Nd
Konzen-
As50 nm tration
(pg/mL)

10 % Humanserum
Nd

Konzen-
As50 nm tration
(pg/mL)
10 % Humanserum
0,086 16,2
Konzen-
As50 nm tration
(pg/mL)

10 % Humanserum
Nd

Nd
Konzen-
A450 nm tration
(pg/mL)

10 % Humanserum
Nd

Konzen-
A450 nm tration
(pg/mL)
10 % Humanserum
Nd
Nd

Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

241
26,8

Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

39,3

Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

38,2

Protein-
gehalt
Zelllysat
(Hg)

50,2
47,6

Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

38,2

Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

49,8
36,2

HeS (pg)
pro ug
Protein

HeS (pg)
pro pug
Protein

HeS (pg)
pro pug
Protein

0,21

HeS (pg)
pro pug
Protein

HeS (pg)
pro ug
Protein

HeS (pg)
pro ug
Protein

, 2 = Anzahl Versuche, Nd = nicht detektiert, HeS = Heparansulfat.

Kalibriergerade TNF-a
(n=3)
Konzentration

(mg/mL)

Blank 0,109
0,02 0,010
0,025 0,011
0,125 0,064
0,5 0,224
0,75 0,332
1 0,423
1,5 0,636
2 0,835
y = 0,4167x + 0,0085
R? = 0,9995
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Mw A600 nm

Kalibriergerade LPS
(n=3)
Konzentration

(mg/mL)

Blank 0,106
0,02 0,013
0,025 0,016
0,125 0,069
0,5 0,230
0,75 0,327
1 0,421
1,5 0,624
2 0,844
y = 0,4144x + 0,0011

R? = 0,9994

Mw A600 nm

Konzen- Prcr:telm- HeS (pg)
As50 nm tration CLEIEL: pro ug
(pg/mL) el Protein
(ng)
50 % Humanserum
0,092 25,3 29,8 1,27
0,186 47,6 12,6 1,97
MW 1,62
Rel. SD
(%) 31
Protein-
Kor]zen- gehalt HeS (pg)
Assonm  tration 5o, ¢ Proug
(pg/mL) (ug) Protein
50 % Humanserum
Nd 37,5
Konzen- P;?:I'tn' HeS (pg)
Adsonm  tration gemysat pro pg
(pg/mL) (ug) Protein
50 % Humanserum
0,079 3,5 38,2 0,14
Konzen- P;?:I'tn' HeS (pg)
Adsonm  tration gemysat pro g
(pg/mL) (ug) Protein
50 % Humanserum
0,094 28,2 36,8 0,38
0,165 19,7 44,3 0,59
MW 0,49
Rel. SD
(%) 31
K Protein-
onzen- chalt HeS (pg)
Ass0 nm tration 9 pro ug
(pg/mL) AlIEE Protein
(ng)
50 % Humanserum
0,185 51,7 38,2 1,18
Konzen- Pr?‘telm' HeS (pg)
Ass0 nm tration CLEIEL: pro ug
(pg/mL) A lIEE Protein
(ng)
50 % Humanserum
0,161 12,9 38,9 0,26
0,165 20,7 38,0 0,57
MW 0,41
Rel. SD
(%) 53
Kalibriergerade H,O,,
Unstimuliert (n = 3)
Konzentration
(mgImL) MW A600 nm
Blank 0,104
0,02 -
0,025 0,011
0,125 0,062
0,5 0,219
0,75 0,310
1 0,398
1,5 0,609
2 0,772
y = 0,3859x + 0,0149
R? = 0,9983



3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

Proteingehalt der Zelllysate
Humanserum- MW

Probe

TNF-a

LPS

H20, 8 h*

H202 24 h

Unstimuliert 8 h*

Unstimuliert 24 h

Konzentration

10 %

50 %

10 %
50 %
10 %
50 %

10 %

50 %

10 %
50 %

10 %

50 %

0,120
0,134
0,149
0,063
0,196
0,188
0,191
0,191
0,251
0,238
0,184
0,221
0,191
0,191
0,249
0,181
0,195
2 0,190

AN A A AN AaANAAaAaaaNnN-aN -

(mg/mL)

Rel. SD
(%)
2,2
2,3
1,0
1,7
0,5
0,8
19
19
1,0
0,3
0,5
1,9
19
19
1.4
2,7
0,6
3,3

1, 2 = Anzahl Versuche, *Proben standen nicht zur Verfliigung, daher Ver-

wendung Mittelwert aller Proben.

TEER-Werte (Q*cm?)

TNF-a

Unsti-
muliert

1
2

H:0,
8h

1

2
Unsti-
muliert
8h

1

2

Tag 1
10 % HS

44
72

Tag 1
10 % HS

15
32

Tag 1
10 % HS

17
21

Tag 1
10 % HS

41
47

Tag 1
10 % HS

28
38

Tag 1
10 % HS

41
30

50 % HS

55
53

50 % HS

38
34

50 % HS

23
31

50 % HS

37
30

50 % HS

40
23

50 % HS

38
32

Vor Stimulation

10 % HS | 50 % HS
36 33
32 36

Vor Stimulation

10 % HS | 50 % HS
40 35
33 38

Vor Stimulation

10% HS | 50 % HS
38 44
37 38

Vor Stimulation

10 % HS | 50 % HS
47 46
35 40

Vor Stimulation

10% HS | 50 % HS
49 46
39 38

Vor Stimulation

10 % HS | 50 % HS

35 38
58 48

1, 2 = Anzahl Versuche, HS = Humanserum.

Nach Stimulation

10 % HS | 50 % HS

42 47
43 33

Nach Stimulation
10 % HS | 50 % HS

34 47
39 48

Nach Stimulation
10 % HS ' 50 % HS

41 43
45 36

Nach Stimulation
10 % HS | 50 % HS

39 44
45 44

Nach Stimulation
10 % HS ' 50 % HS

33 31
48 36

Nach Stimulation
10 % HS | 50 % HS

43 42
26 35
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3.1.1.3 Vorversuch Verkirzung Dauer der inflammatorischen Stimulation
Daten korrespondierend zu Abbildung 38

Heparansulfat-ELISA

Kalibrierpunkte
Konzentration

(pg/mL) A450 nm
Blank 0,076
15,63 0,082
31,25 0,156
62,5 0,135
125 0,202
250 0,343
500 0,635
1.000 1,319
Konzen-
A450 nm tration
h
6 (pgimL)
TNF-a
1 0,107 26,9
2 0,113 25,5
Konzen-
A450 nm tration
24h (pg/mL)
TNF-a
1 0,105 14,4
2 0,115 28,2
Konzen-
As50 nm tration
2h
(pg/mL)
H,0,
1 0,106 13,0
2 0,117 25,5

1, 2 = Anzahl Versuche,

HeS = Heparansulfat.

BCA-Assay

Kalibriergerade (n = 3
Konzentration
(mg/mL)

Blank

0,025

0,125

0,25

0,5

0,75

1

1,5

2

y =0,421x + 0,0125
R? =0,998

)
Mw AGOO nm

0,110
0,012
0,064
0,122
0,235
0,342
0,426
0,621
0,867

1, 2 = Anzahl Versuche.
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a b c d R?
0,099 1,18 220462 | 696,47 0,999
Z;?Itaelltn- HeS (pg) Konzen-
Zelllysat pro pug Ass50 nm tration
(1g) Protein (pg/mL)

Unstimuliert
78,5 0,24 0,107 11,4
85,0 0,21 0,115 25,5
MwW 0,23
Rel. SD 9
(%)
Protein-
gehalt HeS (pg) Kor]zen-
Zelllysat pro pug Ass0 nm tration

Protein (pg/mL)

((1¢))

Unstimuliert
64,0 0,16 0,116 17,3
60,3 0,33 0,125 6,6
MwW 0,25
Rel. SD
(%) 49
Protein-
gehalt HeS (pg) Kor]zen-
Zelllysat Pro Mg Assonm tration

Protein (pg/mL)

(1))

Unstimuliert
60,4 0,15 0,101 18,7
65,0 0,28 0,120 14,4
MW 0,22
Rel. SD 43

(%)

Variablen Kalibriergleichung

Proteinkonzentration der Zelllysate

Probe

TNF-a

H20:

Unstimuliert

Humanserum-
Konzentration

6h

24 h

2h

2h

6h

24 h

N=a2ND=2N=2DN=2N=2N -

Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

64,8

74,1

MW

Rel. SD
(%)
Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

66,4
70,9

MwW

Rel. SD
(%)
Protein-
gehalt
Zelllysat
(ng)

65,8
66,1

MW

Rel. SD
(%)

Mw
(mg/mL)
0,392
0,425
0,320
0,301
0,302
0,325
0,329
0,331
0,324
0,371
0,332
0,354

HeS (pg)
pro pg
Protein

0,12
0,24
0,18

47

HeS (pg)
pro ug
Protein

0,18
0,07
0,13

62

HeS (pg)
pro pug
Protein

0,20
0,15

0,18

20

Rel. SD
(%)
1.1
03
1,0
1,1
08
1,2
38,
4,5
08
15
0,7
15



3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

3.1.2 Versuchsdurchfiihrung
Daten korrespondierend zu Abbildung 39
Heparansulfat-ELISA (Kalibriergerade siehe D3.1.1.3)

Protein- Protein-

Konzen- HeS (pg) Konzen- HeS (pg)
Ass0nm tration g:nlayl ;at pro ug Assonm tration g:nlayl ;at pro ug
(pg/mL) (ug) Protein (pg/mL) (ug) Protein
TNF-a Unstimuliert
1 0,101 32,0 74,2 0,30 0,109 38,3 70,5 0,38
2 0,102 4,9 72,1 0,05 0,115 14,4 75,6 0,13
MW 0,18 MW 0,26
Rel. SD Rel. SD
(%) 100 (%) 68
Konzen- Frotein- o (pg) Konzen- Frotein- o (pg)
Ass0 nm tration SJEELL pro pug Ass0nm tration el pro pug
(pg/mL) AelIEE Protein (pg/mL) AlIEE Protein
((71¢)) (n9)
0,1 uM 0,5 uM
FS 0,125 22,9 66,9 0,24 0,108 29,5 56,0 0,37
FS-Sulf 0,102 8,3 54,1 0,11 0,121 40,8 56,3 0,51
PS 0,127 33,3 64,4 0,36 0,103 6,6 68,5 0,07
PS-Sulf 0,118 15,9 55,8 0,20 0,107 38,3 55,5 0,48

1, 2 = Anzahl Versuche, FS = Ferulasaure, PS = Protocatechusaure, Sulf = korrespondierendes Sulfatkonjugat,
HeS = Heparansulfat.

BCA-Assay (Kalibriergerade siehe D3.1.1.3)

Proteinkonzentration der Zelllysate
Konz. Rel. SD Mw Rel. SD

Probe (mg/mL) (%) Probe (mg/mL) (%)
Ferulasaure 0,335 1,9 1 0,371 2,7
0,1 uM
Ferulasaure TNF-a
Fee 0,280 0.4 2 | 0,361 1,9
girulﬁﬂsaure-Squat 0,270 1.1 1 0,353 3,4
F7 PI . Suifat Unstimuliert

erulasiure-Sulfa 0,281 05 2 0,378 43
0,5 uM
(F)’f;’tlj’l\c/lat“husaure 0,322 3,1 1, 2 = Anzahl Versuche, jeweils n = 3.
Protocatechusaure
0,5 uM 0,342 2,3
Protocatechusaure-
Sulfat 0,1 uM 0,279 08
Protocatechuséaure-
Sulfat 0,5 yM 0,278 08

169



D Tabellar

ischer Anhang

3.1.3  Zellviabilitat mittels MTT-Assay
Tabelle korrespondierend zu Abbildung 40
2h 0 % Human- 10 % Human-
(%) serum serum
1 94,3 128,2
2 94,1 129,9
3 93,0 125,0
4 100,4 112,1
5 116,2 117,3
6 101,9 102,0
MW 100,0 119,1
Rel. SD | 8,8 10,8
24 h 0 % Human- 10 % Human-
(%) serum serum
1 105,8 115,4
2 98,8 117,6
3 99,0 117,5
4 97,7 110,7
5 99,7 111,9
6 98,9 112,4
MW 100,0 114,2
Rel. SD | 2,9 3,0
Tabelle korrespondierend zu Abbildung 41
Negativ-
;I;Z)F-u 8h i 10 ng/mL
10 % Humanserum
1 99,8 93,1
2 100,3 91,6
3 98,7 95,3
4 101,5 98,3
5 103,6 93,0
6 96,1 93,2
MW 100,0 94,1
Rel. SD 2,5 2,4
Negativ-
;I;zl)F-u 24h o0 e 10 ng/mL
10 % Humanserum
1 96,8 95,4
2 96,2 87,9
3 96,5 89,3
4 99,2 91,3
5 99,4 87,6
6 111,9 90,3
MW 100,0 90,3
Rel. SD 6,0 2,9
Negativ-
:;Z)S e Ko?ltrolle 100 ng/mL
10 % Humanserum
1 104,2 97,0
2 97,5 97,2
3 96,6 88,9
4 101,7 90,6
5 99,7 91,3
6 100,3 95,6
MW 100,0 93,4
Rel. SD 2,8 3,6
Negativ-
:'oz)s 24h Ko?ltrolle 100 ng/mL.
10 % Humanserum
1 98,6 97,7
2 97,5 96,2
3 101,0 100,4
4 100,2 102,0
5 102,7 101,7
6 100,0 100,7
MW 100,0 99,8
Rel. SD 1,8 2,3

170

50 % Human- 8h 0 % Human- 10 % Human- 50 % Human-
serum (%) serum serum serum
146,1 1 88,2 99,5 131,5
148,9 2 102,1 104,1 132,1
147,7 3 102,2 99,9 130,8
144,5 4 103,9 109,8 137,9
145,1 5 102,6 112,5 137,6
146,1 6 100,9 110,0 137,4
146,4 MW 100,0 106,0 134,6
1,7 Rel. SD | 5,8 5,6 3,4
50 % Human-
serum
142,8
141,8
139,7
126,7
130,5
131,3
135,5
6,8
100 ngimL  Negativ- 10 ng/mL 100 ng/mL
Kontrolle
50 % Humanserum
96,1 99,7 88,6 89,4
93,0 101,1 88,3 89,8
96,9 101,2 90,9 88,2
93,1 97,9 88,5 91,4
96,0 103,5 88,4 91,0
96,0 96,6 89,5 88,7
95,2 100,0 89,0 89,7
1,7 2,5 1,0 1,3
100 ng/mL Eﬁg‘t"r“"‘he 10 ng/mL 100 ng/mL
50 % Humanserum
93,9 103,1 88,5 89,5
96,0 99,7 81,9 82,7
89,3 96,0 86,1 83,8
89,4 101,5 82,8 90,3
83,4 101,7 85,1 88,4
88,5 98,0 86,5 81,7
90,1 100,0 85,1 86,1
4.4 2,7 2,4 3,8
1.000 ng/mL ﬁgﬁ:::{le 100 ng/mL 1.000 ng/mL
50 % Humanserum
101,3 97,7 93,0 95,0
98,0 101,2 92,1 96,6
97,4 100,9 89,0 95,1
94,4 98,0 87,7 95,1
93,3 101,1 93,1 94,3
96,8 101,1 96,5 95,6
96,9 100,0 91,9 95,3
2,8 1,7 3.1 0,8
1.000 ng/mL zgg?rt;‘:le 100 ng/mL 1.000 ng/mL
50 % Humanserum
107,2 99,7 94,5 101,5
98,9 101,0 101,9 99,9
100,1 98,5 99,1 102,2
98,5 102,5 101,8 101,5
96,5 97,5 98,0 105,2
102,3 100,8 103,5 101,8
100,6 100,0 99,8 102,0
3,7 1,8 3,3 1,8



3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

TNF-a 8 h &ﬁﬂ?:;‘l'l . 10 ng/mL 100 ng/mL ﬂgﬂfrt")‘{le 10 ng/mL 100 ng/mL
) 10 % Humanserum 50 % Humanserum

Negativ- Negativ-
?,Z())ZS h Kogtrolle 5uM 50 uM Korg1tro||e 5uM 50 uM

10 % Humanserum 50 % Humanserum
1 95,8 102,4 96,5 95,2 91,4 95,0
2 99,5 103,6 102,4 110,5 95,5 95,7
3 100,6 105,1 99,9 104,5 96,5 96,3
4 102,6 103,0 104,2 95,0 94,5 95,5
5 103,5 103,4 109,6 97,8 93,6 94,2
6 97,9 101,3 101,1 97,0 94,2 94,9
MW 100,0 103,1 102,3 100,0 94,3 95,3
Rel. SD 2,9 1,3 4,4 6,2 1,8 0,7
HO0,24h ot suM 50 uM Kontrotle 5™ 50 uM
) 10 % Humanserum 50 % Humanserum
1 99,8 112,2 109,2 94,9 98,9 95,7
2 102,5 110,9 109,5 98,2 95,2 97,1
3 96,6 110,4 108,9 101,3 99,1 97,2
4 98,2 114,3 107,7 102,4 101,9 97,2
5 100,0 109,2 106, 100,4 89,3 96,3
6 103,1 113,0 108,4 102,7 99,3 95,6
MW 100,0 111,7 108,4 100,0 97,3 96,5
Rel. SD 2,5 1,9 1,0 3,0 4,4 0,7
50 % DMSO
(%)* 8h 24 h
1 -0,7 -0,7
2 -0,7 -0,4
3 -0,9 -0,7
4 -0,7 -0,6
5 -0,9 -0,8
6 -0,8 -0,6
MW -0,8 -0,6
Rel. SD 0,1 0,1
*Daten wurden fir Abb. auf 0 % aufgerundet

3.2 Untersuchung des Einflusses ausgewahliter Polyphenole und deren

Sulfatkonjugate auf die Storung der Barrierefunktion des Endothels

RFU = Relative fluorescence unit, MaR fir die Fluoreszenz-Intensitat. Bezug gemessene Fluoreszenz zu gerateinterner Re-
ferenzmessung.

3.2.1  Vorversuch zur apikalen FITC-Dextran-Konzentration

Kalibriergerade als Kontrolle

(n=23)

Konzentration

(ug/mL) RFU
Blank 6,3
0,25 56,7
0,5 432

5 1211
10 2356
25 5754
50 11205
100 20333
125 25059
250 44277
y =-0,1951x? + 225,68x
R? =0,9998
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D Tabellarischer Anhang

Daten korrespondierend zu Abbildung 42

RFU TNF-a 30 min 60 min 90 min 30 min 60 min 90 min
100 ng/mL 10 pg/mL 250 pg/mL

1 2,7 1141 988 861 499 489

2 2,7 300 273 695 220 224
RFU Nega- 30 min 60 min 90 min 30 min 60 min 90 min
tivkontrolle = 10 pyg/mL 250 pg/mL

1 2,7 5,7 7,7 51 110 137

2 3,7 6,7 7,7 56 102 136
RFU Maxi- 30 min 60 min 90 min 30 min 60 min 90 min
mum 10 pg/mL 250 pg/mL

1 5,7 9,7 12,7 535 612 574

2 - - - - - -

1, 2 = Anzahl Versuche.

RFU normalisiert auf Maximum (%)

TNF-a 30 min 60 min 90 min 30 min 60 min 90 min
z.,(/:()’ ng/mb 6 g/l 250 pg/mL

1 47 11800 7797 161 82 85

2 47 3100 2153 130 36 39
MW 47 7450 4975 145 59 62

SD 0 6152 3991 22 32 33
Negativkon- 30 min 60 min 90 min 30 min 60 min 90 min
trolle

(%) 10 pg/mL 250 pg/mL

1 47 59 61 9 18 24

2 65 69 61 10 17 24
MW 56 64 61 10 17 24

SD 12 7 0 1 1 0

1, 2 = Anzahl Versuche.

3.2.2 Versuchsdurchfiihrung
Daten korrespondierend zu Abbildung 43

RFU TNF-a . . . RFU Nega- . . .
100 ng/mL 30 min 60 min 90 min tivkontrolle 30 min 60 min 90 min
1 4621 | 8618 | 12282 1 4266 | 7693 | 11366
2 4293 | 8202 | 10976 2 3727 | 7170 | 9843

3 4400 | 8455 11145 3 4148 | 8332 | 11424
4 4014 | 7507 | 9796 4 4100 | 7363 | 9995

5 3614 | 6434 | 9815 5 3975 | 6656 | 9280

6 3719 | 7234 | 9270 6 1692 | 5966 | 7744
RFU FS 30min 60 min 90 min §E|lfj = 30min 60 min 90 min
1 4071 | 7463 | 9610 1 3721 7384 | 10368
2 3884 | 7320 | 9414 2 3835 | 5640 | 8375

3 3940 | 7305 | 8784 3 3923 | 8114 | 8720

4 3905 | 6606 | 9004 4 4106 | 6708 | 10185
5 2087 | 5576 | 7351 | 5 2409 | 6440 | 4008
RFU PS 30 min 60 min 90 min EE# PS- 30 min 60 min 90 min
1 4300 | 8144 | 11386 1 3630  -143 | 10543
2 4228 | 7737 11010 | 2 4032 | 18367 | 10287
3 3979 | 7282 | 9967 3 3494 | 5867 | 6829

4 5060 | 9304 | 13034 | 4 5919 10177 | 15126
5 4480 | 7896 | 11575 5 4426 | 8267 | 10836
RFUTaxi  30min 60min 90 min z':jlr’n"'ax" 30min  60min 90 min
1 3639 | 6534 | 7047 1 0 12883 | 16382
2 4401 | 3444 10021 2 6611 | 13203 | 18346
3 2091 | 4185 | 5344

4 4091 | 1872 | 9654

5 4134 9125 11451
FS = Ferulasaure, PS = Protocatechusaure, Sulf = korrespondierendes Sulfatkonjugat,
Taxi = Taxifolin.
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3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

RFU normalisiert auf TNF-a (%)

Ul . . . Negativkon- . . .
100 ng/mL 30 min 60 min 90 min trolle (%) 30 min 60 min 90 min
(%) >

1 112 111 116 1 104 99 108

2 104 106 104 2 91 93 93

3 107 109 106 3 101 108 108

4 98 97 93 4 100 95 95

5 88 83 93 5 97 86 88

6 90 93 88 6 41 77 73
MW 100 100 100 MW 89 93 94

SD 10 11 11 SD 24 11 13

FS (%) 30min 60min 90 min FS-Sulf (%) 30min 60 min 90 min
1 99 96 91 1 91 95 98

2 94 95 89 2 93 73 79

3 96 94 83 3 95 105 83

4 95 85 85 4 100 87 97

5 56 72 70 5 59 83 38
MW 88 89 84 MW 88 89 79

SD 18 10 8 SD 17 12 24

PS (%) 30min 60min 90 min PS-Sulf(%) 30min 60 min 90 min
1 105 105 108 1 88 237 100

2 103 100 104 2 98 76 98

3 97 94 94 3 85 138 65

4 123 120 124 4 144 107 143

5 109 102 110 5 108 131 103
MW 107 104 108 MW 105 138 102
SD 10 10 11 SD 24 70 28
Taxi (%) 30min 60 min 90 min :!f)x'm“m 30min 60 min 90 min
1 89 84 67 1 0 166 155

2 107 44 95 2 161 171 174

3 51 54 51 MW 80 168 165

4 100 24 92 SD 114 3 13

5 101 118 109

MW 89 65 83

SD 23 37 23

FS = Ferulasaure, PS = Protocatechusaure, Sulf = korrespondierendes Sulfatkonjugat,
Taxi = Taxifolin.
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D Tabellarischer Anhang

TEER korrespondierend zu Abbildung 44

TEER
(Q*cm?)

Tag 1

T

33
25
37
29
27
28
29,8

15
Tag 5

T

30
30
29
34
31
33
31,2

6
Tag 9
T

45
35
42
36
43
43
40,7

10

K

26
35
32
33
36
32
32,3

11

37
31
35
48
28
29
34,7

21

K

38
41
28
49
46
52
42,3

21

FS

31
34
38
35
37

35,0

FS

30
33
30
37
37

33,4
11

FS

28
37
41
44
45

39,0
18

Nach Stimulation

T

34
41
41
44
35
42
39,5

10

K

34
44
37
43
36
45
39,8

12

FS

44
51
35
36
46

42,4
16

FS-
Sulf
21
35
31
33
35

31,0
19

FS-
Sulf
35
38
31
34
36

34,8

FS-
Sulf
45
49
41
41
36

42,4
12

FS-
Sulf
37
43
44
33
49

41,2
15

MTT-Assay korrespondierend zu Abbildung 49

Pra-Inkubation
Polyphenole
0,5uM 2 h, 100
ng/mL TNF-a

2 h, 4 kDa FITC-
Dextran 90 min

(%)

zZloohswN =

Rel. SD

174

g
18

Zz

o
87,2
7
7,7
83,6

84,8
82,5
82,3
3,5

PS-
PS  su
35 | 34
34 29
38 | 19
26 | 36
35 | 28
336 | 292
13 23
PS-
PS | sur
28 | 28
21 30
29 | 38
31 29
26 | 36
270 | 322
14 14
PS-
PS  sur
35 | 44
34 31
37 44
34 35
42 49
36,4 | 406
9 18
PS-
PS  gu
31 a7
32 43
59 | 45
32 37
36 | 46
380 416
31 10
5
L=
O ~
2o
© O
50
S e
S 3
o’
95,8
103.0
99,1
102.1
104.8
96.4
100,2
3.3

Taxi

29
26
20
27
19

24,2
18

Taxi

33
35
30
26
33

31,4
11

Taxi

33
36
33
40
36

35,6

Taxi

43
37
32
40
32

36,8
13

PS-Sulf

97,9
88,9
90,7
91,9
89,7
93,8
92,2
3,0

Tag 3

T K
28 21
29 36
23 31
31 34
24 31
31 30
27,7 @ 30,5
12 17
Tag 7

T K
40 48
45 46
40 42
39 48
28 39
31 37
37,2 433
17 11

FS

31
32
28
21
39

30,2

FS

46
34
34
29
40

36,6
18

Vor Stimulation

T K
54 55
51 49
50 56
62 64
56 57
50 50
53,8 | 55,2
9 10

FS

61
56
54
56
58

57,0
5

FS-
Sulf
23
32
33
36
31

31,0
16

FS-
Sulf
25
34
40
34
39

34,4
17

Fs-
Sulf
44
55
55
56
53

52,6
9

PS

23
25
30
22
20

24,0
16

PS

27
35
42
47
40

38,2
20

PS

58
50
50
47
53

51,6
8

PS-
Sulf
36
31
31
27
30

31,0
10

PS-
Sulf
20
22
42
39
30

30,6
32

PS-
Sulf
58
59
54
49
61

56,2
8

Taxi

25
18
19
23
31

23,2
22

Taxi

45
18
25
26
28

28,4
35

Taxi

57
46
56
49
44

50,4
12

K = Negativkontrolle, T = Stimulation mit TNF-a,
FS = Ferulasaure, PS = Protocatechusaure, Sulf =
korrespondierendes Sulfatkonjugat, Taxi = Taxifolin.

Ferulasaure (FS)

©
Nj©
®

85,0
88,9
90,1
88,7
89,2
2,3

FS-Sulf

87,2
81,7
79,9
81,4
80,7
80,4
81,9
2,4

& Taxifolin

~Ni~N
NINS
o =

77,5
80,1
82,8
79,2
2,0



3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

3.2.3

TNF-a
1
2
3

TNF-a

WN =

Negativ-
kontrolle

WN =

Negativ-
kontrolle

50 %
DMSO

-

Zero

Weiterfuhrender Versuch
RFU Daten korrespondierend zu Abbildung 42

2h

30 min
4 kDa
5983
6516
6443
12h
30 min
4 kDa
6514
6603
6505
2h

30 min
4 kDa
6316
6829
6727
12 h
30 min
4 kDa
3812
3650
3808
2h

30 min
4 kDa
6150
6297
5988
12 h
30 min
4 kDa
6654
6483
6948
2h

30 min
4 kDa
5995
6513
7330
12 h
30 min
4 kDa
6884
6556
8445

60 min

7882
8881
8405

60 min

*
*

*

60 min

8210
8533
8310

60 min

60 min

7995
9032
8919

60 min

60 min

*
*

*

90 min

10078
10801
15221

90 min

*
*

*

90 min
10252
10462
10458

90 min

90 min
48589
11793
11200

90 min

30 min
70 kDa
4591
4327
4327

30 min
70 kDa
4809
4326
4556

30 min
70 kDa
4325
4586
4357

30 min
70 kDa
3781
3778
3950

30 min
70 kDa
4397
4261
4490

30 min
70 kDa
4828
4467
4718

30 min
70 kDa
4691
4894
4675

30 min
70 kDa
4444
4604
4341

= 3, *Proben standen nicht zur Verfigung.

60 min
4760
4871
4812

60 min

60 min
4823
4749
4822

60 min

60 min

4930
4855
5050

60 min

60 min

*
*

*

90 min
5387
6265
5318

90 min

90 min
5248
5142
5152

90 min

90 min
12556
12591
5145

90 min

6 h

30 min
4 kDa
6910
7286
6913
24 h
30 min
4 kDa
7109
7234
7166
6 h

30 min
4 kDa
6620
6600
6509
24 h
30 min
4 kDa
7830
6802
6452
6 h

30 min
4 kDa
6693
6854
7423
24 h
30 min
4 kDa
6226
6093
6708
6 h

30 min
4 kDa
9969
9070
6973
24 h
30 min
4 kDa
7776
6646
7081

60 min

8745
9212
8883

60 min

8825
8829
8810

60 min

8024
8204
8506

60 min

10017
8206
8626

60 min

9313
8968
9078

60 min

7272
6926
7863

60 min
13995
12744
9089
60 min
9513

7762
8512

90 min

10848
11917
11230

90 min

11330
10688
12675

90 min

10435
10464
10265

90 min

12915
10494
10835

90 min

11757
10637
11553

90 min

9378
9127
9534

90 min
18645
16756
11780
90 min
12273

9845
11170

30 min
70 kDa
4590
4320
4853

30 min
70 kDa
4448
4433
4665

30 min
70 kDa
4686
4397
5016

30 min
70 kDa
4599
4118
4571

30 min
70 kDa
4961
5209
4900

30 min
70 kDa
5178
4891
4708

30 min
70 kDa
4677
5258
4504

30 min
70 kDa
5097
4557
4862

60 min

5012
4885
5239

60 min

4392
4657
5188

60 min

4918
4778
4848

60 min

4487
3946
4397

60 min

4946
5071
5008

60 min
5055
4881
4999
60 min
4835
6662
5228
60 min
5100

4676
5638

175

90 min

5610
5485
5737

90 min

4636
5214
5417

90 min

5588
5099
5344

90 min

4996
4373
4578

90 min

5235
5373
5326

90 min

5367
5424
5457

90 min
5440
7126
5505
90 min
5640

4694
6078



D Tabellarischer Anhang

RFU normalisiert auf Negativkontrolle (%)

TNF-a

0=z wn =
=

TNF-a

1

2

3
MW
SD

Negativ-
kontrolle

1

2

3
MW
SD

Negativ-
kontrolle

2h
30 min
4 kDa
90

98

97

9

4

12h
30 min
4 kDa
111
113
111
112

2h

30 min
4 kDa
95

103
102
100

12 h
30 min
4 kDa
107

97

96

100

2h

30 min
4 kDa
93

95

90

93

12h
30 min
4 kDa
114
111
119
114

4

2h

30 min
4 kDa
91

98

11

100
10
12 h
30 min
4 kDa
118
112
144
125
17

60 min

94

106
101
100

60 min

60 min

98

102
100
100

60 min

60 min

96

108
107
104

60 min

60 min

93
102
117
104
12

60 min

90 min

97
104
146
116
27

90 min

90 min

99

101
101
100

90 min

90 min

468
113
108
230
206

90 min

90 min

93
97
121
103
15

90 min

30 min
70 kDa
104

98

98

100

30 min
70 kDa
109

98

103
103

30 min
70 kDa
98

104

99

100

30 min
70 kDa
101

95

104
100

30 min
70 kDa
99

96

102

99

30 min
70 kDa
109
101
107
106

30 min
70 kDa
117
122
116
118

3

30 min
70 kDa
101
104

98

101

3

N = 3, *Proben standen nicht zur Verfligung.

176

60 min

99

102
100
100

60 min

60 min

101
99

101
100

60 min

60 min

103
101
105
103

60 min

60 min

118
122
115
118

60 min

90 min

104
121
103
109
10

90 min

90 min

101
99
99
100

90 min

90 min

242
243
99
195
83

90 min

90 min

123
130
119
124

90 min

6 h
30 min
4 kDa
105
111
105
107

24 h
30 min
4 kDa
101
103
102
102

6 h

30 min
4 kDa
101
100
99

100

24 h
30 min
4 kDa
111

97

92

100

10

6 h

30 min
4 kDa
102
104
113
106

24 h
30 min
4 kDa
89

87

95

90

6 h

30 min
4 kDa
152
138
106
132
23

24 h
30 min
4 kDa
111

95

101
102

60 min

106
112
108
109

60 min

99
99
98
99

60 min

97

100
103
100

60 min

112
92
96
100
11

60 min

113
109
110
111

60 min

81
77
88
82

60 min

170
155
110
145
31

60 min

106
87
95
96
10

90 min

104
115
108
109

90 min

99
94
111
101

90 min

100
101
99

100

90 min

113
92
95
100
11

90 min

113
102
111
109

90 min

82
80
84
82

90 min

179
161
113
151

90 min

108
86
98
97
11

30 min
70 kDa
98

92

103

98

30 min
70 kDa
100
100
105
102

30 min
70 kDa
100

94

107
100

30 min
70 kDa
104

93

103
100

30 min
70 kDa
106
111
104
107

30 min
70 kDa
117
100
106
111

30 min
70 kDa
100
112

96

102

30 min
70 kDa
115
103
110
109

60 min

103
101
108
104

60 min

103
109
121
111

60 min

101
99

100
100

60 min

105
92

103
100

60 min

102
105
103
103

60 min

118
114
117
116

60 min

100
137
108
115
20

60 min

119
109
132
120
11

90 min

105
103
107
108

90 min

100
112
117
109

90 min

105
95

100
100

90 min

107
94
98
100

90 min

98
101
100
99

90 min

115
117
117
116

90 min

102
133
103
113
18

90 min

121
101
131
118
15



3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

TEER korrespondierend zu Abbildung 46 (100 ng/mL TNF-a)

2h Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 9 Tag 11

* 2
@em) 1 p k¥ T D K T D K T D K T D K T D
1 18 21 23 25 23 26 |24 22 27 28 |25 25 28 26 25 @24 25 28
2 24 24 24 |25 25 26 28 27 26 | 28 27 27 28 27 28 26 25 | 26
3 23 25 24 |26 26 27 26 26 27 26 27 26 25 26 30 | 24 27 | 25
4 22 21 26 |25 25 28 25 25 28 |27 28 25 29 26 29 |22 27 | 23
5 21 21 25 |25 25 28 29 25 26 30 27 25 25 25 27 |25 25 | 27
6 24 24 26 |23 23 25 28 27 28 |26 27 28 28 26 28 | 26 23 | 25
MW 22 23 25 |25 25 27 27 25 27 |28 27 26 27 26 28 |25 25 | 26
(Ro/e; SO '4o 8 5 4 |5 5 7 7 '3 '& 4 5 & |2 '6 & 6 7

0
2h Tag 13 Tag 15 Tag 17 Tag 19 Vor Stim. Nach Stim.

* 2
@em) « 1 p K T D K T 'D K T D K T D K 'T 'D
1 27 25 27 |30 29 26 27 25 29 22 22 21 36 38 44 13 8 381
2 26 25 25 |27 28 28 27 29 26 21 22 |22 39 43 |42 14 7 | 244
3 27 26 27 |27 27 27 25 24 29 20 24 23 40 39 |37 18 9 | 324
4 26 27 25 |28 29 28 26 25 27 |23 23 |24 38 39 |38 12 8 | 347
5 25 27 27 |27 28 28 28 23 29 23 22 |25 40 41 |39 16 7 | 339
6 26 25 26 |28 28 27 27 26 26 20 23 22 40 40 40 16 9 | 313
MW 26 26 26 |28 28 27 27 25 28 22 23 23 39 40 | 40 15 8 | 325
G0 3 4 4 4 3 3 4 8B 5 8 4 6 4 4 7T 15 11 14
6h Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 9 Tag 11

* A2
@em) 1 p k T D K |!T D /K T |D K T D K T D

20 19 30 21 19 23 26 20 26 23 24 25 26 28 28 25 28 25
27 21 22 22 21 24 24 24 24 25 24 25 25 26 27 28 26 27
26 24 25 21 20 24 25 25 24 24 25 27 28 25 27 27 26 28
21 20 24 22 21 25 24 23 28 24 22 25 25 27 27 24 25 27
27 26 27 25 24 24 25 26 25 23 25 24 25 29 26 26 25 27
27 25 26 21 22 25 25 26 24 23 24 23 27 28 25 26 26 25
MW 25 23 26 22 21 24 25 24 25 24 24 25 26 27 27 26 26 27

(ROZ;'SD 13 /13 11 7 '8 '3 '3 |10 & '3 !5 5 5 |5 4 5 4 |5

6h Tag 13 Tag 15 Tag 17 Tag 19 Vor Stim. Nach Stim.

OO WN -

* A2
@em) 1 p k 'T D K |!T D /K T D K T D K T D

1 28 27 28 31 30 29 23 21 22 26 25 27 34 33 39 18 1 90
2 26 30 28 29 30 28 21 25 25 27 27 24 36 36 36 19 9 92
3 27 28 29 28 29 29 24 27 22 28 26 26 36 36 37 20 12 89
4 29 28 29 30 30 29 21 24 22 25 26 24 36 37 37 19 3 90
5 28 27 29 29 29 27 24 23 22 28 27 25 35 36 36 21 7 103
6 27 28 28 28 28 29 23 23 23 28 27 23 38 38 4 22 12 92
MW 28 28 29 29 29 29 23 24 23 27 26 25 36 36 32 20 7 93
(ROZ; SD 4 4 2 4 3 3 6 9 5 5 3 6 4 5 43 7 63 6
12 h Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 9 Tag 11

Sy
@em) 1 'p kK T D K T D K /T |D K T D K 'T D

19 21 25 20 23 25 25 25 25 24 26 27 30 28 27 22 24 25
19 21 22 25 22 23 23 24 25 28 26 27 27 30 27 24 24 26
20 23 23 23 25 22 26 26 25 27 27 25 27 28 28 24 25 23
19 19 24 24 25 26 25 26 25 29 31 25 27 30 28 23 22 25
21 19 21 22 24 22 25 27 25 29 27 25 26 26 28 25 27 25
24 23 22 24 26 24 23 26 26 26 25 26 29 29 28 26 24 25

DO~ WN =

Rel. SD

(%) 10 9 6 8 6 7 5 4 2 7 8 4 5 5 2 6 7 4
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12 h
(Q*cm?)

A WON =

[«

Rel. SD
(%)

24h
(Q*cm?)

s~ WON =

[«

Rel. SD
(%)

24 h
(Q*cm?)

a s wWwN -

6
MW
Rel. SD
(%)

K = Negativkontrolle, T = Stimulation mit TNF-a, D = 50 % DMSO, Stim = Stimulation.
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Tag 13

K T
27 28
27 27
26 28
26 26
26 26
28 28
27 27
3 4
Tag 1

K T
21 22
24 23
22 23
19 23
25 26
24 25
23 24
10 6
Tag 13

K T
29 28
27 28
27 29
28 27
27 28
28 26
28 28
3 4

27
26
28
26
26
27
27

23
23
24
23
27
23
24

D

28
29
28
27
28
29
28

3

Tag 15

K T
28 26
26 28
27 28
25 27
28 26
25 27
27 27
5 3
Tag 3

K T
24 26
27 26
24 26
26 24
27 26
26 25
26 26
5 3
Tag 15

K T
22 22
22 24
25 24
25 23
23 24
23 23
23 23
6 3

D

27
26
26
28
28
28
27

25
26
27
24
25
27
26

D

25
25
24
23
23
25
24

4

Tag 17

K T
27 21
24 23
25 25
26 25
24 25
25 23
25 24
5 7
Tag 5

K T
23 25
23 24
23 22
23 27
23 25
24 24
23 25
2 7
Tag 17

K T
24 22
27 25
23 21
21 20
24 24
23 23
24 23
8 8

24
26
26
28
29
25
26

23
25
25
25
28
24
25

D

24
25
24
23
25
24
24

3

Tag 19

K T
26 26
25 23
25 23
24 21
23 24
26 24
25 24
5 7
Tag 7

K T
23 26
23 23
25 22
23 26
25 26
26 26
24 25
5 7
Tag 19

K T
24 21
24 21
22 22
22 23
26 23
23 24
24 22
6 5

D

23
23
24
24
23
14
22

18

23
24
25
23
22
26
24

20
21
21
20
24
22
21

Vor Stim.
K T
36 39
38 41
41 40
40 36
41 39
41 39
40 39
5 4
Tag 9

K T
27 28
27 24
25 27
28 28
25 24
24 26
26 26
6 7
Vor Stim.
K T
39 42
40 36
38 40
43 42
40 38
35 43
39 40
7 7

42
40
40
42
39
97
50

46

26
26
27
28
25
25
26

38
39
41
39
40
38
39

3

Nach Stim.
K T
19 0
19 0
22 0
17 0
20 1
23 6
20 1
11 206
Tag 11

K T
22 26
24 24
22 23
25 24
25 22
24 26
24 24
6 7
Nach Stim.
K T
18 0
18 6
17 0
17 0
19 2
19 3
18 2

5 131

74
75
74
81
78
74
76

26
24
24
23
25
25
25

74
73
75
77
74
72
74



3 Bioaktivitat von Polyphenolen und deren Sulfatkonjugaten in vitro in Anwesenheit von Humanserum

MTT-Assay korrespondierend zu Abbildung 48

100 ng/mL
TNF-a2h
(%)

Negativ-
Kontrolle

95,0
97,6
105,1
103,8
98,6
99,9
W 100,0
Rel. SD 3,8

100 ng/mL
TNF-a 6 h
(%)

zZloo s wNn =

Negativ-
Kontrolle

94,6

103,3

96,9

98,8

104,9

101,4
W 100,0
Rel. SD 3,9
100 ng/mL
TNF-a12 h
(%)

zZloohwNn =

Negativ-
Kontrolle

99,3

101,0

99,3

100,

100,5

99,8
W 100,0
Rel. SD 0,7
100 ng/mL
TNF-a 24 h
(%)

zoohwNn =

Negativ-
Kontrolle

97,8
103,2
98,5
99,3
100,7
100,6
W 100,0
Rel. SD 1,9

Z oo s wN -

FITC-Dextran
4 kDa

97,1
99,2
98,5
102,6
100,9
98,5
99,4
2,0

FITC-Dextran
4 kDa

116,0
112,3
111,4
101,1
116,2
104,8
110,3
6,1

FITC-Dextran
4 kDa

96,9
93,5
91,0
91,5
92,9
100,0
94,3
3,5

FITC-Dextran
4 kDa

98,1
92,0
94,4
93,3
96,4
95,5
95,0
2,2

*Daten wurden fir Abb. auf 0 % aufgerundet

FITC-Dextran
70 kDa

98,1
101,1
99,5
99,6
98,7
98,2
99,2
1,1

FITC-Dextran
70 kDa

114,6
108,2
112,4
106,4
1111
105,1
109,6
3,7

FITC-Dextran
70 kDa

88,3
84,5
86,3
84,3
85,8
77,5
84,5
3,7

FITC-Dextran
70 kDa

89,2
91,3
92,3
92,3
91,4
95,1
91,9
1,9

50 % DMSO*

1,3
1,3
1,3
1.4
1,4
1,5
1,4
0,1

50 % DMSO*

1,2
1,4
1,4
1,3
1,4
1,4
1,3
0,1

50 % DMSO*

-1,0
-1,0
-1,1
-1,0
-1,1
-11
-1,0
0,0

50 % DMSO*

-11
-1,1
-11
-1,0
-1,2
-0,9
-11
0,1
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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der aus der in Frankreich kultivierten Meeres-Kiefer (Pinus pinaster) gewonnene und stan-
dardisierte Rindenextrakt Pycnogenol enthalt neben Procyanidinen auch weitere poly-
phenolische sekundare Naturstoffe und ist zudem weltweit als USP-gelistetes Nahrungser-
ganzungsmittel kommerziell erhaltlich. Der Konsum von polyphenolreichen Lebensmitteln
ist ebenso wie die Einnahme von Pycnogenol mit einer Vielzahl von positiven Effekten bei
verschiedenen pathophysiologischen Prozessen assoziiert. Dazu zahlen beispielsweise
antioxidative oder antiinflammatorische Wirkungen, welche sowohl in vitro als auch in vivo
beobachtet werden konnten. Bislang gelang es nach der Einnahme des Extraktes nicht alle
in Humanserum oder -plasma detektierten Substanzen zu identifizieren; zudem ist nicht
geklart, von welchen Stoffen konkret eine Bioaktivitat ausgeht oder ob diese durch syner-
gistische Effekte zustande kommt. Aus diesen Griinden sollten in der vorliegenden Arbeit
im Rahmen einer Klinischen Studie bislang nicht beschriebene Analyten in Humanserum
mittels UHPLC-gTOF-MS charakterisiert werden. Hierbei wurde ein ungerichteter, metabo-
lomischer Ansatz gewahlt. Die Studienproben der Proband*innen wurden dabei also ohne
etwaige Restriktionen analysiert, beispielsweise hinsichtlich mdglicher Molekdilstrukturen
oder der Retentionszeiten der detektierten Analyten. Naher betrachtet werden sollten Ana-
lyten, die in einer individuellen Serumprobe nach Beginn der viertagigen Pycnogenol-Ein-
nahme neu auftraten.

In Anschluss an eine Probenvorbereitung mittels methanolischer Proteinprazipitation im
sauren Milieu konnten in dem Humanserum der Proband*innen im ESI-Positiv-Modus funf
und im ESI-Negativ-Modus 23 interessante Analyten nachgewiesen werden, die auf die
Einnahme von Pycnogenol zurlickzufiihren waren. EIf dieser Substanzen konnte eine
Struktur zugeordnet werden, wobei alle ausschlieflich als Sulfatkonjugate vorlagen. Zu die-
sen zahlten neben Zimtsaure-Derivaten wie Ferulasaure-Sulfat zudem Flavonoide, z.B.
Taxifolin-Sulfat, aber auch Phenylvaleriansaure-Abkémmlinge, beispielsweise Hydroxy-
dihydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat, sowie Vertreter aus der Gruppe der Benzoesauren
und weitere Aromaten wie z. B. Pyrogallol-Sulfat oder Protocatechusaure-Sulfat.

Nach unserem besten Wissen war der Aspekt der ausschlieRlichen Sulfatierung neuartig.
Wie aufgrund des interindividuell variablen Metabolismus zu erwarten, insbesondere durch
das enterale Mikrobiom, war die Verteilung dieser sogenannten Marker innerhalb der 15
Studienteilnehmenden sehr heterogen. Nicht jeder Marker wurde bei jeder Person erfasst;
die Spannweite reichte dabei von einem Teilnehmenden im Falle des mikrobiellen Metabo-
liten Hydroxyphenylvaleriansaure-Sulfat bis hin zu 14 Proband*innen bei einer nicht-identi-
fizierbaren, jedoch wahrscheinlich endogenen Substanz im ESI-Positiv-Modus. Am hau-
figsten wurden die elf zuordenbaren Analyten vier Stunden nach der Einnahme von Pycno-
genol Uber einen Zeitraum von vier Tagen bestimmt.
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Im Anschluss sollte die Bioaktivitat dieser Substanzen in einem endothelialen Zellkulturmo-
dell untersucht werden. Das Endothel wurde als Zielstruktur gewahlt, da eine endotheliale
Dysfunktion in der Pathogenese einer Reihe von Krankheiten mit ausgepragter Mortalitat
und Morbiditat eine bedeutende Rolle spielt. Zudem wurde bereits eine positive Wirkung
auf die Endothelfunktion nach der Einnahme von Pycnogenol beschrieben, wobei bis dato
der Mechanismus auf molekularer Ebene unklar war.

Die Charakterisierung der Sulfatkonjugate beziiglich ihrer Bioaktivitat ex vivo mit humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) gestaltete sich herausfordernd. Initial
sollte untersucht werden, inwiefern diese Substanzen einer durch einen Entziindungsstim-
ulus hervorgerufenen Schadigung der endothelialen Glycocalyx entgegenwirken oder diese
vermeiden kdnnen. Allerdings lieRen sich mit den verschiedenen inflammatorischen Stimuli
Lipopolysaccharid (LPS), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Wasserstoffperoxid bezlglich
Konzentration und Inkubationsdauer keine reproduzierbaren Kulturbedingungen fir eine
valide ELISA-Quantifizierung des endothelialen Markers Heparansulfat etablieren. Im An-
schluss erfolgte unter dem Einfluss einer TNF-a-Stimulation ein orientierendes Screening
mit den Monosubstanzen Ferulasaure und Protocatechusaure bzw. mit deren Sulfatkonju-
gaten in Konzentrationen von 0,1 und 0,5 uM. Dabei zeigten die Konjugate beider Analyten
bei der niedrigeren Konzentration tendenziell eine glycocalyx-protektive Wirkung, welche
bei der héheren Konzentration jedoch nicht mehr beobachtet werden konnte. Die endothe-
liale Permeabilitdt wurde mittels eines FITC-Dextran-Permeabilitats-Assays untersucht.
Hiermit sollte ebenfalls ein mdglicher endothel-protektiver Einfluss der sulfatierten Substan-
zen unter entzindlichen Bedingungen (TNF-a-Stimulation) beleuchtet werden. Jedoch
konnte weder bei Ferulasaure oder Protocatechusaure noch bei deren Sulfatkonjugate oder
Taxifolin in diesem Modell ein Einfluss auf die endotheliale Barrierefunktion erfasst werden.

Urspriinglich war abschlieRend geplant in einem ex vivo-Modell die Humanserum-Proben
mit dem darin enthaltenen Gemisch aus mdglicherweise bioaktiven Metaboliten direkt im
Zellkulturmodell auf ihre Wirkung zu testen. Dies hat den Vorteil, dass simultan synergisti-
sche Effekte und Einflusse der Matrix untersucht werden kénnen und ausschlieRlich in vivo
erreichbare Konzentrationen eingesetzt werden. Aufgrund der limitierten Verflgbarkeit der
Studienproben und der oben geschilderten heterogenen Ergebnisse wurde auf eine weitere
Analyse im Rahmen eines ex vivo-Modells verzichtet.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach der Einnahme von Pycno-
genol resorbierte Bestandteile und Metabolite in Humanserum ausschlief3lich als Sulfatkon-
jugate vorlagen. Zudem wurde beziiglich der Evaluation der endothelialen Bioaktivitat durch
Polyphenole eine Grundlage flir weitere Untersuchungen geschaffen. Damit konnte ein Bei-
trag zur pharmakokinetischen und -dynamischen Charakterisierung von Pycnogenol geleis-
tet werden.
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2 Summary

Pycnogenol is a standardized bark extract from the French maritime pine Pinus pinaster,
which is monographed in the USP as a dietary supplement. The main components are pro-
cyanidins as well as other polyphenolic secondary metabolites. The consumption of poly-
phenol-rich food or extracts is associated with miscellaneous beneficial effects in different
pathophysiological processes. This accounts for the intake of Pycnogenol as well, which
exhibits antioxidant and antiinflammatory effects both in vitro and in vivo. So far, not all
analytes detected in human serum or plasma could be identified after ingestion of the bark
extract; additionally, the exact bioactive compounds are unknown as well as probable syn-
ergistic effects. Therefore, the aim of the present thesis was the UHPLC-qTOF-MS-identifi-
cation of previously unidentified analytes in human serum of fifteen volunteers in a clinical
study. Study samples were analyzed using an untargeted, metabolomic approach without
any predefined restrictions regarding possible chemical structures or the retention times of
the detected analytes. Analytes which were tracked in individual serum samples after the
start of a four-day course of Pycnogenol-intake were to be further characterized.

Human serum of the subjects was analyzed by UHPLC-qTOF-MS after protein precipitation
with methanol acidified with formic acid. In total, five analytes in ESI positive mode and 23
in negative mode were detected, which were related to the intake of Pycnogenol. Eleven of
these substances were assigned a molecular structure, all of them were exclusively sulfate
conjugates. These included cinnamic acid derivates such as ferulic acid sulfate as well as
flavonoids, e.g., taxifolin sulfate, but also phenylvaleric acid metabolites, for example hy-
droxydihydroxyphenylvaleric acid sulfate, and additionally benzoic acids and other aromatic
compounds such as pyrogallol sulfate or protocatechuic acid sulfate.

To the best of our knowledge, the exclusive presence of sulfate conjugates has never been
reported before. The distribution and presence of the features differed greatly within the
study participants. This fact was to be expected based on marked interindividual variable
metabolism, especially by gut microbiota. Not every analyte was detected in every subject;
hydroxyphenylvaleric acid sulfate was identified in only one person, whereas an unknown
marker appeared in 14 subjects in ESI positive mode, which was presumably an endoge-
nous compound. Most of the eleven analytes mentioned above were detected four hours
after the last ingestion of a 4-day-course.

Subsequently, a comprehensive characterization of these compounds with respect to their
effects on the endothelium in a cell culture model was planned. Endothelial dysfunction
plays a significant role in the pathogenesis of a variety of diseases with marked mortality
and morbidity. For this reason, the endothelium was chosen as a target for these assays.
Several beneficial effects on endothelial function in vitro and in vivo had already been
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reported after Pycnogenol-ingestion, although the precise mechanism at the molecular level
was not known.

The ex vivo bioactivity characterization of the sulfate conjugates in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) was challenging. Initially, it was planned to investigate a probable
protection from endothelial glycocalyx damage induced by different inflammatory stimuli.
Heparan sulfate, an integral part of the endothelial glycocalyx, was chosen to be the target
for ELISA-quantification. However, the establishment of reproducible cell culture conditions
was not possible, neither with the application of lipopolysaccharide (LPS) nor tumor necro-
sis factor a (TNF-a) or hydrogen peroxide. A screening performed with both sulfated and
unconjugated ferulic acid and protocatechuic acid at a concentration of 0.1 and 0.5 uM did
not show any promising result regarding protection of the endothelium under TNF-a initiated
inflammation. At the lower concentration, both sulfate conjugates appeared to exhibit a
slight glycocalyx-protective effect, whereas this was not observed at higher concentration.
Subsequently, endothelial permeability was assessed under inflammatory conditions (stim-
ulation with TNF-a) by FITC-dextran-transport. Neither ferulic acid nor protocatechuic acid
or their sulfate conjugates nor taxifolin protected the endothelial barrier function in this
model.

Originally, it was planned to evaluate human serum samples containing all possibly bioac-
tive compounds in an ex vivo model; in this set up, human serum is applied directly to cell
culture in order to examine effects. Firstly, synergistic actions of different analytes and the
effect of matrix on bioactivity can be measured. Secondly, only physiologic relevant con-
centrations are used. However, due to the limited availability of the study samples and the
previously mentioned heterogeneous results, this approach was not further pursued.

As a summary, the present work revealed that absorbed components and metabolites after
the ingestion of Pycnogenol were exclusively present as sulfate conjugates in human se-
rum. In addition, a base for further bioactivity studies of polyphenols with respect to endo-
thelial function was established. Therefore, this work contributed to the pharmacokinetic
and pharmacodynamic characterization of Pycnogenol.
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ADP
APS
ATP
BCA
BMI
BSA
CD4+
CE
COMT
ConA
COPD
COX-1/2

CPD-SAGM L

CRP
CYP

Da
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EK
ELISA
ENOS
ESI
FBS
FITC-Dextran
FMD
GCP
GP120
GRAS
H20:
HMDBA

HPLC-UV-Vis

HUVEC

Adenosindiphosphat
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat
Bicinchoninsaure

Body Mass Index

Bovines Serumalbumin
Cluster of differentiation 4
Collision energy
Catechol-O-Methyltransferase
Concanavalin A

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

Cyclooxygenase-1/2

Citrat-Phosphat-Dextrose-Saline-Adenin-
Glucose-Mannitol-L6sung

C-reaktives Protein

Cytochrom P450

Dalton

Dulbecco’s modified eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
Erythrozyten-Konzentrat
Enzyme-linked immunosorbent assay
Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
Elektrospray-lonisation

Fetales Bovines Serum
Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran
Flussvermittelte Vasodilatation

Good clinical practice

Glycoprotein 120

Generally recognized as safe
Wasserstoffperoxid

Human metabolome database

High performance liquid chromatography-
UV-Vis

Human umbilical vein endothelial cells
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ICAM
ICH

INOS
LC-MS

LC-MS/MS

LDL
LDS
LPS
M1
MTT
MS
mRNA
MWCO
m/z
NADPH
NEA
NMR
NO
PBS
PCR
Pen-Strep
PET
PFP
PHA-P
QC
RIPA
ROS
SDS

SDS-PAGE

SGLT

SL

SULT
SVCAM-1
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Intercellular adhesion molecule

International council for harmonization of
technical requirements for pharmaceuti-
cals for human use

Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

Liquid chromatography-mass spectrometry

Liquid chromatography-mass spectrome-
try/mass spectrometry

Low density lipoprotein

Lithium dodecylsulfate
Lipopolysaccharid
0-(3,4-Dihydroxyphenyl)-y-valerolacton
Methylthiazolyldiphenyltetrazoliumbromid
Mass spectrometry

Messenger ribonucleic acid

Molecular weight cut-off
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nicht-essentielle Aminosauren

Nuclear magnetic resonance
Stickstoffmonoxid

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction
Penicillin-Streptomycin
Polyethylenterephthalat
Pentafluorophenyl
Phytohamagglutinin-P

Quality control
Radioimmunprazipitations-Assay.
Reaktive Sauerstoffspezies

Sodium dodecylsulfate

Sodium dodecylsulfate polyacrylamide ge-
lelectrophoresis

Sodium dependent glucose co-transporter
Stammlésung
Sulfotransferase

Soluble vascular cell adhesion molecule 1
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SWATH

T/E
TBE
TEER
TEMED
TGF-B
TNF-a
TOF
TOF MS

TOF MS/MS

Tris(-HCI)
UGT
UHPLC-qTOF
USP

UV-Vis

VCAM
VE-Cadherin

Sequential window acquisition of all theo-
retical fragment-ion spectra

Trypsin/EDTA

Tris-Borsaure-EDTA
Transendothelialer Widerstand
N,N,N’,N-Tetramethylethylendiamin
Transforming growth factor 3
Tumornekrosefaktor a

Time of flight

Time of flight-mass spectrometry

Time of flight-mass spectrometry/mass
spectrometry

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan(-HCI)
UDP-Glucuronosyltransferase

Ultra high performance liquid chromatog-
raphy-quadrupol time of flight

United States Pharmacopeia
Ultraviolet-visible
Vascular cell adhesion molecule

Vascular endothelial cadherin
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