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1 EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1 Einleitung und theoretische Grundlagen

1.1 Allgemeines

Schon seit einigen Jahren stellen epidemiologische Studien wie die Zutphen-Studie [1], die
Iowa Women’s Health Study [2]|, die Adelaide Case-Control Study [3] oder die Women’s
Health Study [4]| sowie zahlreiche weitere Untersuchungen [5-11] eine Verbindung zwischen
einer Obst- und Gemiise-reichen Erndhrung und einer verminderten Inzidenz fiir Krebs,
kardiovaskuldre und andere chronische Krankheiten her. Neben Ballaststoffen und essentiel-
len Mikronutrienten wie Ascorbaten, Tocopherolen und Selen werden dafiir v.a. sekundére
Pflanzeninhaltsstoffe verantwortlich gemacht. Sie werden im Gegensatz zu den priméren
Stoffwechselprodukten wie Lipiden, Kohlenhydraten und Proteinen nicht im Priméarstoft-
wechsel gebildet oder verbraucht und kommen in den meisten Lebensmitteln auch nur als
Minorkomponenten vor. Zu dieser Gruppe gehoren zahlreiche polyphenolische Verbindungen,
darunter auch die zur Familie der Flavonoide gehérenden Anthocyane. IThr Name leitet sich
von den griechischen Wortern anthos (fiir Bliite) und kyanos (fiir blau) ab. Da diesen Stoffen
gesundheitsfordernde Wirkungen zugeschrieben werden, gewinnen sie bei der Erzeugung von
funktionellen Lebensmitteln oder im Bereich der Nahrungsergénzungsmittel als hochdosierte

Supplemente zunehmend an Bedeutung.

Diese Entwicklung schreitet ungeachtet der Tatsache voran, dass hdufig weder iiber die Bio-
verfiigbarkeit und den Metabolismus der eingesetzten Substanzen noch iiber die tatsédchlichen
Wirkungen im Korper ausreichend Informationen vorhanden sind. Gerade diese Informatio-
nen sind jedoch essentiell, will man eine aussagekréftige Beurteilung der gesundheitsfordern-

den Relevanz dieser Verbindungen geben.

1.2 Die Familie der Flavonoide

Zur heterogenen Stoffklasse der phenolischen Verbindungen, haufig auch als Polyphenole
oder Pflanzenphenole bezeichnet, gehort neben den Phenolcarbonsduren (Hydroxybenzoe-
und Hydroxyzimtsaurederivate mit Cg-Ci- bzw. Cg-Cs-Grundgeriist), den Lignanen (Cg-
Cs-Dimere) und den Stilbenen (Cg-Cy-Cg-Struktur) auch die grofse Familie der Flavonoide
mit einer Cg-C3-Cg-Struktur. Die Flavonoide leiten sich strukturell vom Flavan (2-Phenyl-
benzo-dihydropyran) ab (Abb. 1.1) und kommen in fast jeder hoheren Pflanze vor, wahrend
Tiere nicht in der Lage sind, den Flavan-Grundkorper zu synthetisieren [12]. Die Einordnung
der Anthocyane in diese mehr als 6000 Verbindungen umfassende Familie ldsst sich am

Biosynthese-Weg darstellen (Abb. 1.2).
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Abbildung 1.1: Strukturformel von Flavan
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Abbildung 1.2: Biosyntheseweg der verschiedenen Flavonoide (nach [12-14])

1.3 Chemische Eigenschaften der Anthocyane

1.3.1 Chemische Struktur

Anthocyane (Synonym: Anthocyanine) sind eine Gruppe von iiber 400 Verbindungen, die

sich im phenolischen Kernaglykon und im Glycosylierungsmuster der konjugierenden Zucker
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unterscheiden [15]. Der Grundkoérper der Anthocyane und die sechs in der Natur am haufig-
sten vorkommenden Aglykone (Anthocyanidine) sind in Abbildung 1.3 dargestellt. Sie vari-
ieren lediglich im Hydroxy- und Methoxy-Substitutionsmuster des B-Ringes. Dariiber hinaus
gibt es jedoch noch weitere, seltene Anthocyanidine, denen z.B. die 3-Hydroxylgruppe fehlt
(Apigeninidin, Luteolinidin, Tricetinidin), die eine zusétzliche Hydroxylgruppe am C-6 des
A-Ringes (Aurantinidin, 6-Hydroxycyanidin) oder an den Positionen 5 oder 7 im A-Ring
statt Hydroxylgruppen Methoxygruppen besitzen (Capensinidin, Europinidin, Hirsutidin,
5-Methylcyanidin, Pulchellidin, Rosinidin) und v.a. in Blitenblattern zu finden sind [15-17].

Anthocyanidin R, R,
Pelargonidin H H
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Peonidin OCH;, H
Petunidin OCH;, OH
Malvidin OCH;, OCH,

Abbildung 1.3: Grundkorper der Anthocyane und die wichtigsten Anthocyanidine in der Natur

In Pflanzen liegen die Anthocyanidine glycosidisch gebunden vor. Als Zuckerkomponenten
dieser Anthocyane kommen v.a. Glucose, Galactose, Rhamnose, Xylose und Arabinose in Fra-
ge, die iiber eine Sauerstoffbriicke am C3- oder am C3- und C5-Atom gebunden sind. Héufig
werden auch Di- und Trisaccharide, die aus Kombinationen dieser vier Zucker bestehen,
gefunden [18]. In einigen Fillen findet man auch 3,7-Diglycoside [16, 19] oder Zuckerbin-
dungen an die 4’-Position des B-Rings [20]. Das Gegenion in Pflanzen ist meist Chlorid, die
Anthocyane liegen somit als Pyryliumchloride (Chloridsalze des 2-Phenylbenzo-|b]-pyrans)
vor [21]. Eine Ubersicht iiber typische natiirliche Anthocyane zeigt Abbildung 1.4.

Acylierte Anthocyane enthalten zuséatzliche eine oder mehrere Sauren, die iiber eine Ester-
bindung an unterschiedliche Stellen des Zuckerrestes gebunden sein kénnen. Dabei kommen
aliphatische, phenolische und Hydroxyzimtsduren wie z.B. Essig-, Oxal-, Malon-, Gallus-,
Cumar-, Kaffee-, Ferula- oder Sinapinsdure in Frage [13, 18, 19, 22, 23|. Die vielfaltigen
strukturellen Variationsmdglichkeiten fithren zu der groffen Anzahl an unterschiedlichen Ver-

bindungen, die z.T. auch hochmolekulare Strukturen besitzen (vgl. Abb. 1.4). Die Sduren
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konnen auch Zuckerreste — selbst wenn sie an verschiedenen Positionen des Anthocyanid-
ins gebunden sind — miteinander verbinden [24-26]|. Solche aufergewohnlichen Anthocyane

kommen v.a. in Bliitenblattern vor [19].

OH
OH oH
OH ®
® ‘ Ho o
HO ! H
O ) 1 O F {Q OH
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s OH  Ho Q o OH
OH HO o) o
OH o OH
OH

OH
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OH
o I
HO 0
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FZ
Q
Hom ?  ho Ot
Ho 0 o
OH o o

0. O
HCO
° OH N
Vi OH
HO o)
OH
OH

acyliertes Hauptanthocyan der Rettichschale (lll)

Abbildung 1.4: Struktur verschiedener, natiirlich vorkommender Anthocyane

1.3.2 Strukturelle Veranderungen in Abhingigkeit vom pH-Wert

Im wéssrigen Milieu liegen Anthocyane in Abhéngigkeit vom pH-Wert in vier verschiedenen
Formen nebeneinander vor, wobei je nach pH-Wert das Gleichgewicht in Richtung verschie-
dener Einzelstrukturen verschoben ist (s. Abb 1.5). Bei sehr niedrigen pH-Werten (pH 1-
3) iiberwiegt das rot-gefarbte, mesomeriestabilisierte Benzopyrylium- oder Flavyliumkation.
Dieses ist nur bei sehr sauren Milieubedingungen stabil und geht mit steigendem pH-Wert
durch Anlagerung eines Hydroxid-Anions an das C2-Atom (s. Abb 1.5) in die farblose Car-
binolbase (Chromenol) iiber. Bei pH-Werten > 6 kommt es durch Wasserabspaltung zur
Bildung der chinoiden Form bzw. der ionischen Anhydrobase, was zu einer Farbvertiefung
nach purpur fithrt. Bei pH-Werten oberhalb von 7 kann die tiefblau gefarbte, ionische Anhy-
drobase durch Ringéffnung in das gelbe Chalkon iibergehen. Dieser Farbumschlag tritt bei
den einzelnen Anthocyanen bei verschiedenen pH-Werten ein [13, 22, 27-30]. In der Natur
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kommen Anthocyane in der Regel im moderat sauren Zellsaft als Flavyliumsalz oder als

Pseudobase vor [12].
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Abbildung 1.5: Strukturelle Verdnderung der Anthocyane in Abhéngigkeit vom pH-Wert

1.3.3 Zerfall der Anthocyanidine

Die Anthocyanidine sind chemisch wenig stabil und zerfallen v.a. bei héheren pH-Werten. Zur
Chemie des Zerfalls existieren dabei mehrere Theorien [31, 32|, von denen die am weitesten
akzeptierte in Abbildung 1.6 dargestellt ist [18, 33]. Nach der Ringoffnung entsteht iiber
die Zwischenstufe des a-Diketons ein Aldehyd und eine phenolische Carbonséure. Erst die

Glycosylierung bedingt eine Stabilitdt des entstehenden Anthocyans.

Da der entstehende Aldehyd aus dem A-Ring des Anthocyans hervorgeht, ist er fiir alle
Aglykone identisch. Dagegen ist die aus dem B-Ring gebildete Carbonséure fiir das jeweilige
Anthocyanidin charakteristisch (s. Tab. 1.1).

Tabelle 1.1: Beim Zerfall wichtiger Anthocyanidine entstehende Carbonsiuren (R; und Ry beziehen

sich auf Abb. 1.6)

Anthocyanidin | entstehende Carbonsaure R, R,
Cyanidin Protocatechuséure (PCS) OH H
Malvidin Syringaséure (SS) OCHs | OCHs
Peonidin Vanillinsdure (VS) OCHjs; H
Pelargonidin 4-Hydroxybenzoeséaure H H
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Abbildung 1.6: Zerfall-Mechanismus der Anthocyanidine (nach [31])

Die Zerfallsgeschwindigkeit der Anthocyane nimmt mit steigender Temperatur zu und ist
stark vom pH-Wert abhéngig. Eine Glycosylierung in der 3-Position zeigt einen deutlich
stabilisierenden Effekt auf Anthocyane, auch wenn bei ldngeren Zeiten auch hier ein Zer-
fall stattfindet [27]. Acylierungen der Zuckerreste bewirken eine weitere Stabilisierung des

Molekiils [34].

1.3.4 Bildung von Metallkomplexen

Wie Abbildung 1.7 zeigt, konnen Anthocyane eine Komplexbildungsreaktion mit dreiwerti-
gen Metallionen (v.a. AI*", Fe3") eingehen, wodurch es zu einer Blauverschiebung (hypso-
chromer Shift) des Absorptionsspektrums kommt [13]. Dabei werden zwei Anthocyane iiber
ein Metallion komplexiert. Dies ist ein Phdnomen, das man auch in der Natur beobachtet.
So kann die blaue Farbe der Hortensie (Hydrangea macrophylla) auf die Komplexbildung

zweier Anthocyan-Molekiile mit dreiwertigem Aluminium zuriickgefithrt werden [13].

Abbildung 1.7: Komplexbildung der Anthocyane mit dreiwertigen Metallionen
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1.4 Physikalische Eigenschaften der Anthocyane

1.4.1 Absorptions-Spektren der Anthocyane

Anthocyane liegen im sauren Milieu als Flavyliumkation vor, wobei die positive Ladung
iiber das gesamte Molekiil mesomerieverteilt ist. Sie zeigen daher neben einem Maximum bei
265—275 nm eine starke Absorptionsbande im sichtbaren Bereich bei einer Wellenlénge von
465-560 nm [21]. Die Absorptionsmaxima sind abhéngig vom pH-Wert und der Struktur. So
zeigt sich bei zunehmender Hydroxylierung am B-Ring eine Rotverschiebung (bathochromer
Shift), Glycosylierung und Methylierung bewirken dagegen eine Blauverschiebung (hypso-
chromer Shift) [31, 35|. Die Absorption der Anthocyane im sichtbaren Bereich sowie die
jeweilige Feinstruktur der Absorptionsspektren werden zur Identifizierung genutzt. Abbil-
dung 1.8 zeigt typische Absorptionsspektren verschiedener Anthocyane, die Hinweise auf die
Struktur geben. Wie zu erkennen ist, besitzen 3-Monoglucoside bei 440 nm eine leichte Schul-
ter, die Anthocyanen mit einem Zuckerrest in 5-Position fehlt [36]. Mit Hydroxyzimtséuren
acylierte Anthocyane zeigen neben einem bathochromen Shift um etwa 10 nm ein drittes,
schwécheres Maximum bei 310-330 nm [31, 35, 36]. Aus dem Verhéltnis der Absorption bei
310 nm und der maximalen Absorption im sichtbaren Bereich lassen sich Riickschliisse auf

das molare Verhéltnis Anthocyan : Hydroxyzimtsdure gewinnen [36].

Cyanidin Cyanidin-3-O-glucosid (l)
acyliertes Anthocyan der Rettichschale (lll)
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Abbildung 1.8: Absorptionsspektren typischer Anthocyane (rémische Zahlen beziehen sich auf die
Strukturen in Abb. 1.4)

1.4.2 Copigmentierung von Anthocyanen

Inter- und intramolekulare Copigmentierung von Anthocyanen mit anderen Polyphenolen
verursacht neben einem Anstieg der Farbintensitit (hyperchromer Effekt) und einer Verschie-
bung des Absorptionsmaximums zu hoheren Wellenlédngen (bathochromer Effekt) [37] eine

Stabilisierung des Molekiils [38]. Viele Molekiile wie Polyphenole (z.B. Ferulaséure, Flavone),
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Alkaloide, Aminoséuren, organische Sauren, die DNA und die Anthocyane selbst besitzen die
Féhigkeit, als Copigment mit Anthocyanen zu interagieren [13, 39, 40]. Das Copigment ver-
schiebt durch die Interaktion mit der farbigen Form des Anthocyans, dem Flavyliumkation,
das Gleichgewicht zwischen diesem und der farblosen Carbinolbase (Abb. 1.5) auf die Seite
des Flavyliumkations, wodurch sich die Stabilitét erhoht [38, 41]. Die Stabilisierung kann
auch durch den Schutz des planaren Pyryliumkerns vor nukleophilem Angriff des Wassers in
Position 2 durch Interaktion der aromatischen Gruppen der Copigmente mit dem m-System
des Anthocyans erklédrt werden. Dadurch wird die Bildung des Chromenols und damit der

Zerfall des Anthocyanidins verhindert |38, 42].

Die Wechselwirkung kann dabei sowohl auf schwache hydrophobe Krifte und w-7-
Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Kernen der Molekiile (intermolekulare Co-
pigmentierung) zuriickgefiihrt werden [14, 39| als auch durch kovalente Bindungen an das
Anthocyan-Chromophor zustande kommen (intramolekulare Copigmentierung). Intramole-
kulare Copigmentierung findet sich z.B. bei den acylierten Anthocyanen [42-45] und kann
auch bei der Bindung z.B. an Flavone vorkommen [42]. In der Natur liegen die Anthocyane

folglich héaufig als Metall-chelatisierte Pigment-Copigment-Komplexe vor [46].

1.5 Natiirliches Vorkommen der Anthocyane und Gehalte in Le-

bensmitteln

Anthocyane sind in der Natur sehr weit verbreitet und kommen als wasserlsliche Pigmen-
te im Zellsaft der Vakuolen zahlreicher Pflanzen, iiberwiegend in den Aufenbereichen wie
Epidermis- und Subepidermiszellen der Friichte vor [13, 22|. Dabei ist Cyanidin (Cy) das
weitverbreitetste Anthocyanidin, Cyanidin-3-0-glucosid (Cy3glc) das héufigste Anthocy-
an [12]. Tabelle 1.2 und Tabelle 1.3 zeigen Daten iiber Vorkommen und Gehalte in ver-
schiedenen Lebensmitteln. Herausragend ist der Anthocyangehalt von Aronia, die mit Ho-
lunderbeere, Schwarzer Johannisbeere, Blau- und Brombeere zu den Anthocyan-reichsten
essbaren Friichten in Europa gehort und mit Gehalten von bis zu 1000 mg/100 g Frischge-
wicht weit {iber den fiir andere Flavonoid-Klassen erwarteten Werten liegt. Die Gewinnung
allgemeingiiltiger quantitativer Gehaltsangaben ist aufgrund verschiedener Einflussfaktoren
wie genetische Faktoren, Reifegrad, Lagerung, Diingung, Bodentyp und Witterung aber auch
verwendeter Analysenmethoden schwierig |22, 47, 48|. Zudem kommen Anthocyane auch in
zahlreichen anderen, industriell gefertigten Produkten vor, da sie nach der Zusatzstoffzulas-

sungsverordnung zur Farbung von Lebensmitteln zugelassene Farbstoffe (E 163) sind.
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Tabelle 1.2: Anthocyane in verschiedenen Lebensmitteln

Lebensmittel Hauptanthocyan(e) Gehalt in % Referenz
Apfel Cy3gal, Cy3glc, Cy3ara 100 (i.d. Schale) [22]
(Malus domestica L.) 10 [22]
Aronia (Apfelbeere) Cy3gal, Cy3glc, Cy3ara 1040 [51]
(Aronia melanocarpa) 200-1000 [18]
800 122]
Aubergine Del3glc, Cy3rut, Del3rut 750 [12, 18]
(Solanum melongena) Nasurin, Pel3rut
Blutorange Cy3glc 200 [18]
(Clitrus sinensis)
Brombeere Cy3gle 115 [18]
(Rubus fruticosus) 83-326 [22]
160 22]
111-117 [52]
80-230 53]
50190 [54]
Erdbeere Pel3gle, Pel3ara 30 [55]
(Fragaria virginiaca) 7-30 [56]
15-35 18]
30-50 [16]
2247 [57]
39 58]
24 [59]
Heidelbeere Cy3ara, Cy3gal, Cy3glc, 230 [12, 27]
(Vaccinium myrtillus) Del3ara, Mal3ara, Pet3gal
25-495 122]
83420 18]
100370 [16]
12-197 [52]
73515 53]
Himbeere, rot Cy3gle, Cy3rut, Cy3sam 10-60 [12, 18]
(Rubus idaeus) 40 [55]
20-60 2]
45-100 58]
52230 53]
20-50 I54]
Himbeere, schwarz Cy35d-glc, Cy-rut/gle 197 [12, 58]
(Rubus occidentalis) 179-627 [53]
700 [54]
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(Fortsetzung)
Lebensmittel Hauptanthocyan(e) Gehalt in 5. | Referenz
Holunderbeere Cy3gle, Cy3sam 570-1005 [60]
(Sambucus nigra) Cy3gle, Cy3sam, Cy35d-glc 200-1000 [34, 61]
300-500 [16]
Johannisbeere, rot Cy3gle, Cy3rut, Cy3soph 12-19 [12, 22]
(Ribes rubrum) 10-20 [54]
Johannisbeere, schwarz Cy3rut, Del3rut, Del3glc, 250 [22, 49, 50]
(Ribes nigrum L.) Cy3glc
150-390 160]
130-400 [18]
150340 [54]
Rhabarber nicht bekannt 0-200 [18]
(Rheum rhaponticum)
Rotkohl 25 18, 62, 63|
(Brassica oleracea) acylierte Cy-polyglucoside 12 [22, 34, 64]
20-40 [16]
Sauerkirsche Cy3rut, Cy3glc 35 [22]
(Prunus cerasus)
Siifskartoffel acylierte Cy-/Peo35d-glc [34]
(Ipomoea batatas)
Stifkirsche 2-450 [65]
(Prunus avium) 180 [65]
Cy3rut, Cy3glc 82-297 [65]
350-450 [22]
Weintrauben (rot) stark sortenabhéngig 100-320 |66]
(Vitis vinifera) 30-750 [18, 34]
145 167]
6-751 167]
Zwiebel, rot Cy3gle, Cy3soph, Cy35d-gle 0-25 [12, 18]
(Allium cepa) 15 [22]
9-21 168]
10-20 [16]

1.6 Physiologische Eigenschaften der Anthocyane

In Pflanzen dienen phenolische Verbindungen wie Anthocyane als Pigmente, Attraktantien,

Phytoalexine (z.B. zum Schutz vor Pilz- und Bakterieninfektionen) und zum Schutz vor UV-

Strahlung und vor Insekten [13, 15, 46, 71-74]. Dariiber hinaus sind sie an der Regulation

des pflanzlichen Hormonhaushaltes, der Genexpression und der Enzymaktivitiat beteiligt und
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Tabelle 1.3: Anthocyane in verschiedenen Séften und anderen Getrdnken

Getrank Hauptanthocyan(e) ‘ Gehalt in %? ‘ Referenz ‘
Cabernet-Sauvignon uneinheitlich 730 [66]
Holunderbeersaft Cy3gle, Cy3sam 1941-6576 [60]
Johannisbeersaft, schwarz Del3rut, Cy3rut, Cy3glc 1500-3900 [60]
(Ribes nigrum L.) 13004000 [18]
Del3rut, Cy3rut, Cy3gle, 1,4-492 [69]
Del3glc
Portwein, rot uneinheitlich 140-1100 [18]
Rotwein, allg. Mal3gle 240-350 [18]
stark sortenabhéngig 100-1000 [22]
250 [70]
260 5]

tragen zum Geschmack und zum Aussehen bei |75, 76]. Im Korper werden sie mit einer Rei-
he von gesundheitsfordernden Wirkungen in Zusammenhang gebracht, die auf verschiedene

Wirkmechanismen zuriickgehen.

1.6.1 Antioxidative Eigenschaften

Bei vielen biochemischen Prozessen in der Zelle entstehen aus dem lebensnotwendigen Sau-
erstoff sog. reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie z.B. Hydroxyl- und Peroxylradikale (HO®,
ROOQ?®), Superoxidradikalanionen (O9*~), Wasserstoffperoxid (H2Os) und Singulettsauerstoff
(*O,). Neben enzymatischen Schutzmechanismen dienen dem Korper auch antioxidativ wirk-
same Substanzen (wie z.B. Vitamin E oder C) zur Beseitigung dieser ROS. Verschiebt sich
dieses Gleichgewicht aus Antioxidantien und ROS auf die Seite der ROS, so spricht man von
oxidativem Stress |77]. ROS kénnen dann mit Targetmolekiilen (z.B. DNA, Lipide oder Pro-
teine) reagieren und dadurch den Organismus schidigen [78-80]. Zwischen dieser Schédigung
von Biopolymeren und dem Entstehen von degenerativen Erkrankungen wie koronaren Herz-
erkrankungen (vgl. 1.6.2) und Krebs (vgl. 1.6.3) werden seit mehreren Jahren urséchliche
Beziehungen gesehen. Auch entziindliche Gelenkerkrankungen wie Arthritis und Arthrosen,
Nierenerkrankungen, Pankreatitis, Morbus Crohn, diverse Lungenerkrankungen, Katarakt
sowie allgemeine Alterungsprozesse werden auf einen solchen Entstehungsprozess zuriickge-
fithrt [81-86].

Die antioxidative Wirkung von Flavonoiden und anderen Pflanzenphenolen erfolgt iiber den

Transfer von Elektronen oder Wasserstoffatomen von den Hydroxylgruppen auf die freien

11
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Radikale und konnte in vitro auch fiir Anthocyane gezeigt werden [68, 87-91]. Anthocyane
konnen freie Radikale abfangen, durch das konjugierte Doppelbindungssystem stabilisieren
und so Radikal-Kettenreaktionen unterbrechen. Sie chelatieren redoxaktive Metallionen, wo-
durch die Lipidperoxidation inhibiert wird, oder verhindern durch Proteinbindungen oxidati-
ve Reaktionen [92]. So besitzt z.B. das Apolipoprotein B der LDL spezifische Stellen fiir eine
Kupfer-Bindung, die fiir die Kupfer-vermittelte Oxidation dieser Teilchen essentiell ist [93].

Durch Bindung an diese Stelle verhindern Anthocyane oxidative Verdnderungen.

Noda et al. [89], Gabrielska et al. [94] und Gardner et al. [90] haben die antioxidative Wirkung
von Anthocyanidinen und Beerenextrakten mit Hilfe einer Elektronspinresonanz-Technik
(ESR) mit Spin-Trapping untersucht und konnten zeigen, dass die getesteten Anthocyane
freie Radikale wie das Superoxidradikalanion abfangen und die Bildung von HO® in einem
Fenton-Reaktions-System wahrscheinlich durch die Chelatierung von Eisen-lonen inhibieren
kénnen. Dies konnte von Noda et al. [95, 96] auch fiir das Auberginen-Anthocyan Nasurin
gezeigt werden. Zudem kann Nasurin — bereits ab Konzentrationen von 1 M — vor Lipid-
peroxidation in Rattenhirngeweben schiitzen, was von Tsuda et al. [91] fiir Cy und Cy3gle
bestatigt wurde. Lipidperoxide sind reaktive Molekiile, die ein Cross-Linking von Protei-
nen und Schéden an der DNA induzieren und zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren
fithren kénnen [97, 98]. Sie werden deshalb mit dem Alterungsprozess und der Entstehung
von Krebs in Zusammenhang gebracht [99]. Daneben schiitzen Anthocyane Erythrozyten
vor oxidativen Schéden durch HyO, [88]. Die ROS-abfangende Eigenschaft der Anthocya-
ne in vitro konnte von zahlreichen anderen Autoren bestitigt werden [71, 100]. Tsuda et
al. [72]| zeigten, dass Anthocyan-Pigmente aus Phaseolus vulgaris L. in liposomalen Syste-
men starke antioxidative Wirkung besitzen und die Bildung von Malondialdehyd nach UVB-
Bestrahlung reduzieren, wihrend acylierte Anthocyane aus Karotten-Zellkulturen sowohl auf
die enzymatische als auch auf die nicht-enzymatische Oxidation von mehrfach ungeséttigten
Fettsauren, die haufig Bestandteil von Zellmembranen sind, als nicht-kompetitiver Inhibitor
wirken [101]. Versuche mit kultivierten Zellen zeigten, dass die mit dem oxidativen Stres-
sor t-Butyl-hydroperoxid induzierte Lipidperoxidation, die Verdanderung des Redoxstatus,
der Zelltod und die Schiddigung der DNA durch Anthocyane reduziert werden konnte [102].
Fiir Pelargonidin (Pel) konnte zudem eine abfangende Wirkung auf Peroxynitrit festgestellt

werden [103].

Auch in vivo-Untersuchungen an Ratten deuten auf eine antioxidative Wirkung der An-
thocyane hin: Ramirez-Tortosa et al. [104] untersuchten die antioxidative Wirkung von
Anthocyan-3-glucosiden auf Vitamin E-depletierte und damit fiir oxidativen Stress anfél-
lige Ratten und konnten eine signifikante Verbesserung der antioxidativen Kapazitit im

Plasma sowie einen Riickgang der durch die Depletion gesteigerten Hydroperoxid- und
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8- Oxo-deoxyguanosin-Konzentration in der Leber zeigen, die Indikatoren fiir Lipidperoxi-
dation und DNA-Schédigungen sind. Auch andere Studien an Ratten, die unter oxida-
tivem Stress litten, konnten die Wirkung von Anthocyanen als potente Antioxidantien
bestétigen [90, 105, 106]. Als Modell fiir den oxidativen Stress wurde die Schédigung
durch hepatische Ischemie-Reperfusion (I/R) gewéhlt. Die Fiitterung von Cy3glc unter-
driickte signifikant verschiedene pathogene Verdanderung wie die Erhohung der hepatischen
Thiobarbitursiure-reaktiven Verbindungen (TBARS), die Verminderung der Glutathion-
Konzentration und die Serumaktivitdt verschiedener Marker-Enzyme fiir Leberschédden
(Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat-Transaminase und Laktatdehydro-
genase). Aufserdem zeigten Cy3glc-supplementierte Ratten eine geringere Anfilligkeit fiir
Lipidperoxidations-Reaktionen [107, 108|. Der schiitzende Effekt von Anthocyanen auf die
mit oxidativen Schiden assoziierten allgemeinen Symptome des Alterns konnte auch am Tier-
modell u.a. an motorischen Verdnderungen und neuronal-biochemischen Parametern gezeigt
werden [109, 110]. In diesem Zusammenhang sind auch Resultate von Youdim et al. [111]

zur Passage der Blut-Hirn-Schranke durch Anthocyane interessant.

Untersuchungen an Menschen zeichnen dagegen ein widerspriichliches Bild. Maxwell et
al. [112, 113], Carbonneau et al. [114] sowie Whitehead et al. [115] fanden eine Erhéhung
der antioxidativen Kapazitdt des Serums nach Aufnahme von Rotwein und Fuhrmann et
al. [116] konnten bei gleicher Indikation eine Verringerung der Anfalligkeit der LDL fiir Oxi-
dation feststellen, was jedoch de Rijke et al. [117] nicht bestétigen konnten. Nach Aufnahme
eines anthocyanreichen Beerensaftes fanden Netzel et al. [118] einen Anstieg der antioxida-
tiven Kapazitat im Serum, was jedoch den Ergebnissen von Young et al. [119] widerspricht,
die in einem dhnlichen Versuch keine Erhchung finden konnten. Die meisten dieser in vivo-
Studien untersuchen stets die Verdnderungen der antioxidativen Kapazitdt nach Aufnahme
komplexer Lebensmittelmatrices (Beeren, Rotwein, Safte), die neben den Anthocyanen noch
zahlreiche andere Substanzen (wie z.B. Ascorbinsdure, Ethanol oder andere Polyphenole)
enthalten (vgl. z.B. [120] fiir verschiedene Beeren), so dass die gefundenen Effekte nicht

eindeutig einer Verbindung(sklasse) zugeschrieben werden kénnen.

Weitere Studien zur n vitro-Inhibition der LDL-Oxidation finden sich unter 1.6.2.

1.6.2 Schutz vor koronaren Herzerkrankungen

Neben dem Stilben Resveratrol [121-123] werden v.a. Anthocyane mit dem ,French Para-
dox“ in Verbindung gebracht. Darunter versteht man die Ergebnisse aus epidemiologischen
Studien, die fiir Bevolkerungsteile Frankreichs trotz ungesunder Lebensfiihrung mit fettrei-
cher Erndhrung eine niedrigere Sterblichkeitsrate durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen fanden

verglichen mit anderen westlichen Industrieléindern. Diesen Effekt fiihrt man auf die positive
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Wirkung von méfigem Rotweingenuss zuriick [124, 125|. Umstritten sind dagegen weiterhin
die wirksamen Komponenten. Viele Untersuchen weisen einen protektiven Effekt der phe-
nolischen Komponenten des Rotweines aus [126, 127, sei es direkt auf die Entstehung von
Atherosklerose im Tiermodell {128, 129]|, durch allgemeine antioxidative Wirkungen in vi-
vo [130], durch den Schutz von LDL und HDL vor Oxidation [131, 132] oder durch die
Verminderung der Plasmalipide und des Apolipoprotein B [128]. Manche Gruppen gehen
dagegen von einem Effekt des Alkohols aus, darunter auch die Autoren der Copenhagen
City Heart Study [133, 134]. Alkohol fithrt dabei entweder zu einer Erhohung der HDL [135]
oder durch das Hervorrufen von oxidativem Stress zu einer Expressions-Induktion verschiede-
ner kardioprotektiver Proteine, darunter das Hitzeschockprotein 70, was zu einer Adaptation
des Herzens an oxidativen Stress fithrt [130]. Wieder andere Gruppen fiithren die Wirkung
des Rotweines auf die Kombination aller Inhaltsstoffe zuriick [128, 136].

Der initiale Schritt in der Pathogenese Atherosklerose ist die oxidative Modifikation der LDL
im subendothelialen Raum der arteriellen Blutgefafe z.B. durch ROS [137-140]. Dadurch
kommt es zum Einwandern von Gefiafsmonozyten und deren Umwandlung zu Makrophagen.
Uber spezielle Rezeptoren nehmen diese Makrophagen vermehrt und irreversibel oxidierte
LDL auf und werden dadurch zu sog. Schaumzellen. Diese lagern sich direkt unterhalb des
Endothels ab, wo sie zu Ausbuchtungen ins Gefafslumen heranwachsen (atheriosklerotische
Plaques). Dort kann es leicht durch Anlagerung von Thrombozyten zum Geféafverschluss
kommen [141-146|. Das Abfangen dieser ROS durch Anthocyane tragt daher zum Schutz

vor koronaren Herzerkrankungen bei.

Wegen der besonderen Bedeutung der Oxidation von Lipoproteinen fiir die Pathologie ko-
ronarer Erkrankungen seien hier zusatzlich zu den unter 1.6.1 beschriebenen antioxidativen
Effekten einige Studien an Lipoproteinen angefiihrt. In vivo konnten Fuhrman et al. [116]
zeigen, dass es nach Aufnahme von Rotwein zu einer Reduzierung der Lipidperoxidation
kam, wahrend dieser positive Effekt bei Weilswein nicht nachgewiesen werden konnte, was
darauf schliefien lésst, dass bestimmte phenolische Substanzen, die nur in Rotwein enthalten
sind, die aktiven Komponenten darstellen [116]. Allerdings konnten de Rijke et al. [117] diese

Ergebnisse bei analoger Indikation nicht bestétigen.

In witro-Ergebnisse zur Inhibition der LDL-Oxidation sprechen dagegen eine einheitliche
Sprache: Der Schutz durch Anthocyane konnte fiir zahlreiche Lebensmittelextrakte [147—
150] und fiir die Reinsubstanzen sowohl als Aglykone |72, 92|, als 3-Glycoside [72| als auch
in Form der 3,5-Diglucoside [92] gezeigt werden. So reduzierten Anthocyane die Cu-induzierte
Bildung von Hexanal und konjugierter Diene [92] oder verlangerten die lag-Phase und die
maximale Oxidationsrate bei Peroxylradikal-Induktion [148]. Die Untersuchung verschiede-

ner Polyphenolfraktionen des Rotweins durch Ghiselli et al. [151] zeigte zudem die stérkste
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1 EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Wirkung auf die Inhibierung der Lipoproteinoxidation und der Blutplattchenaggregation in
der Anthocyan-Fraktion.

Anthocyane zeigen zudem entziindungshemmende Eigenschaften, indem sie z.B. durch die
Hemmung der Prostaglandin-Endoperoxid H-Synthase (Cyclooxygenase, COX) in die Ara-
chidonsaurekaskade eingreifen, die Bildung von Prostaglandinen und Thromboxanen ver-
mindern und damit ebenfalls koronaren Herzerkrankungen vorbeugen [152, 153]. Sie zeigen
dabei z.T. eine starkere Wirkung als Aspirin und liegen im Bereich von entziindungshem-
menden Arzneimitteln wie Naproxen [153|. Da Prostaglandinen auch eine tumorpromovie-
rende Wirkung zugeschrieben wird, deutet diese mechanistische Funktion der Anthocyane
auch auf einen antikanzerogenen Effekt hin (vgl. 1.6.3). Die entziindungshemmende Wir-
kung wird auch auf die Inhibition der Bildung von NO® im Korper zurtickgefiihrt [154, 155].
NO® wird im Kérper aus L-Arginin v.a. bei viralen und bakteriellen Infektionen im Uber-
schuss produziert und kann zu Gewebsverletzungen, oxidativem Stress und sogar zu Krebs
fithren [156, 157]. Als Mechanismen fiir den protektiven Effekt der Anthocyane werden das
Abfangen von NO-Radikalen, die direkte Hemmung der NO®-Synthase-Aktivitdt und die
Hemmung der NO*®-Synthase-Genexpression diskutiert [154]. Neuere Befunde [158] zeigen
zudem eine Inhibition der Endothelin-1-Synthese durch Polyphenole aus den Schalen roter
Trauben. Der Uberproduktion dieses gefiRaktiven Peptids wird eine Schliisselrolle in der
Entstehung vaskulérer Krankheiten zugeschrieben. Schlieflich zeigen Anthocyane durch eine
Interaktion mit Kollagen auch allgemein protektive Wirkungen auf die vaskuldre Permea-
bilitdt und die Kapillarzerbrechlichkeit [15, 159, 160], und kénnen nach Aufnahme in das
Cytosol und die Plasmamembran von Aorta-Endothelzellen zu deren Schutz vor oxidativem

Stress beitragen [161].

1.6.3 Schutz vor Krebserkrankungen

Anthocyane tragen eventuell zum krebspriventiven Potential von Obst und Gemiise bei,
auch wenn die epidemiologischen Belege hierfiir noch unzureichend sind und sich diese Ver-
mutung lediglich auf in vitro-Befunde stiitzt [162, 163|. Die moglicherweise chemopréventive
Wirkung der Anthocyane kann dabei auf drei verschiedene Mechanismen zuriickgefiihrt wer-
den: Anthocyane sind durch ihre antioxidative Wirkung, wie unter 1.6.1 beschrieben, durch
ihre antikanzerogenen Effekte und durch die Apoptose-Induktion in Tumorzellen am Schutz

vor Krebserkrankungen beteiligt [164].

Zur antikanzerogenen Wirkung von Anthocyanen gibt es verschiedene Studien. Bei Tierver-

suchen von Hagiwara et al. [165, 166] zur Kolon-Karzinogenese an mit 1,2-Dimetylhydrazin
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1.6 Physiologische Eigenschaften der Anthocyane

initiierten mannlichen F344-Ratten wurde die Wirkung von Anthocyanen aus roten Siifskar-
toffeln, Rotkohl und violettem Mais bei gleichzeitiger Gabe eines Enhancers (2-Amino-1-
methyl-6-phenylimidazo|4,5-b]|pyridin) untersucht, wobei ein Riickgang der induzierten La-
sionen durch Anthocyane gezeigt werden konnte. Der molekulare Mechanismus der Wir-
kung ist jedoch noch unklar. Eine Abhéngigkeit der Wirkung von den Substituenten am
B-Ring konnte vor kurzem von Hou et al. [167] in einem Zellkulturmodell nachgewiesen
werden: In JB6-Zellen (epidermale Zellen der Maus) induzieren Tumorpromotoren wie 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) die AP-1-Aktivitét und neoplastische Transformatio-
nen durch die Aktivierung der MAP-Kinasen. Diese Induzierung kann durch chemopréaventive
Agentien geblockt werden. Beim Einsatz der gelaufigen Anthocyanidine in Konzentrationen
von 0-20 pM konnte nur fiir Delphinidin (Del), Petunidin (Pet) und Cy, nicht jedoch fiir Pel,
Peonidin (Peo) und Malvidin (Mal) ein inhibitorischer Effekt gemessen werden, was auf die
notwendige Anwesenheit einer ortho-Dihydroxyphenyl-Struktur am B-Ring hindeutet. Der
Versuch der mechanistischen Aufklarung dieser Wirkung wurde auf der Ebene der MAP-
Kinase-Kaskade vorgenommen, wobei gezeigt werden konnte, dass Anthocyane die TPA-
induzierte Phosphorylierung u.a. von ERK und JNK/SAPK unterdriicken und somit zur In-
hibition der Karzinogenese durch Blockierung des MAP-Kinase-Signalweges beitragen. Dar-
iiber hinaus ist noch ein zweiter Mechanismus fiir die Wirkung verantwortlich: Die Behand-
lung der Zellen mit TPA fiihrt zu einer vermehrten Bildung von Superoxidradikalanionen,
die eine weitere AP-1-Aktivierung und neoplasmatische Transformationen férdern. Durch die
Katalyse von Disproportionierungsreaktionen kontrolliert das Enzym Superoxid-Dismutase
(SOD) den Spiegel an Superoxidradikalanionen und hemmt damit die AP-1-Aktivierung.
Anthocyane mit ortho-Dihydroxyphenyl-Struktur am B-Ring wirken bei dieser Hemmung
synergistisch mit der SOD zusammen [167].

Ein weiterer Mechanismus der chemopraventiven Wirkung von Anthocyanen stellt die In-
duktion der Apoptose dar, was in Zellkultur an promyelocytischen Leukédmiezellen (HL-60)
und Kolonkarzinomzellen (HCT-116) mit reinen Anthocyanen und Beerenextrakten gezeigt
werden konnte |168-170]. Auch hier konnte eine Induktion der Apoptose wieder nur fiir An-
thocyanidine mit ortho-Dihydroxyphenyl-Struktur nachgewiesen werden. Die Autoren ge-
hen von einem prooxidativen Effekt aus, bei dem intrazellular Wasserstoffperoxid gebildet
wird, und stellen eine Verbindung zum Pyrogallol her, das eine Autoxidation durchlaufen
kann [171, 172|, was zur Bildung von toxischen Sauerstoffspezies oder anderen reaktiven

Intermediaten fiihrt.

Dariiber hinaus werden noch einige andere Mechanismen diskutiert. So gibt es Studien,
die Anthocyanen und anthocyanreichen Friichten eine antimutagene Wirkung zuschreiben,

z.B. auf die Mutagenitit heterocyclischer Amine, wobei der Wirkmechanismus eventuell
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tiber eine Hemmung bestimmter Isoenzyme der Cytochrom P450-Familie erfolgt [173-177].
Auch hier nimmt die Wirkung zum einen mit der Anzahl der Hydroxylgruppen im B-Ring
zu, zum anderen spielen catecholische Strukturen eine wichtige Rolle. Meiers et al. [178|
konnten zudem eine starke Hemmung der Tyrosinkinase-Aktivitdt des Epidermal Growth-
factor Receptors (EGFR) durch Cy und Del feststellen. Der EGFR ist an dem anomalen
Wachstum vieler Krebszelltypen beteiligt [179]. Dagegen zeigten die Glycoside Cyanidin-3-
O-galactosid (Cy3gal) und Malvidin-3- O-glucosid (Mal3glc) sowie das Aglykon Mal keine
Wirkung, was auf die notwendige Anwesenheit freier Hydroxylgruppen am B-Ring sowie
an der 3-Position hindeutet. Einen antiproliferativen Effekt konnten auch Konczak-Islam et
al. [177] mit Anthocyanextrakten, die v.a. nicht-acylierte Cyanidin-3-sophorosid-5-glucosid
enthielten, an promyelocytischen Leukédmiezellen (HL-60) zeigen. Auch bei Untersuchungen
von Kamei et al. [180] fand eine Inhibition des Zellwachstums statt, die bei Anthocyanen
deutlich stirker war als bei anderen Flavonoiden, und Malik et al. [181] konnten diesen
Effekt der Induktion einer Zellzyklusblockade zuordnen. Ein weiterer chemopréaventiver Me-
chanismus der Anthocyane beruht auf der Inhibition der Tumorzell-Invasivitat durch Hem-
mung von Matrix-Metalloproteinasen und damit der Verhinderung der Metastasierung, der
Hauptursache der Sterblichkeit bei Krebs [182]. In einem anderen Testsystem mit mensch-
lichen Tumorzellen (HT29) konnten Pool-Zobel et al. [87] zeigen, dass komplexe Extrakte
anthocyanreicher Pflanzen die Bildung HyOs-induzierter Strangbriiche reduzieren, wéihrend
die Reduktion oxidierter DNA-Basen weder durch Extrakte noch durch isolierte Anthocyane
(Aglykone und Glycoside) erzielt werden konnte. Auch wird die Bildung von Anthocyan-
DNA-Copigmenten (1.4.2) und der daraus resultierende Schutz vor oxidativer Schadigung der
DNA durch ROS und die Maskierung von Bindungsstellen fiir Kanzerogene diskutiert [183].
Und schliefslich werden auch estrogene Wirkungen bei der Pravention hormonabhéngiger
Krebserkrankungen beschrieben, die an zwei Zelllinien (MCF-7 und BG-19) anhand der
induzierten Expression von Reportergenen und der induzierbaren Zellproliferation nachge-
wiesen werden konnten [184]. Verschiedene Anthocyanidine zeigten dabei eine um den Faktor
10000 bis 20000 schwéchere Bindungsaffinitdat zum Estrogen Rezeptor a als 17-3-Estradiol
und konnten in Kombinationsinkubationen die durch 17-3-Estradiol induzierte Zellprolifera-

tion reduzieren.

Die wichtigsten Mechanismen der Krebs-Chemopriavention durch Anthocyane sind in

Abb. 1.9 zusammengefasst.
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Abbildung 1.9: Auswahl diskutierter Mechanismen der Krebs-Chemoprévention durch Anthocyane
(nach [164])

1.6.4 Antibakterielle und antivirale Wirkung, Verbesserung der Nachtsicht und
sonstige Effekte

Die antibakterielle und antivirale Wirkung von Flavonoiden hingt mit der Phytoalexin-
Wirkung in Pflanzen zusammen (vgl. 1.6) und beruht auf der Anderung der Permeabilitiit
der Zellmembran sowie auf der Bindung und Denaturierung von lebenswichtigen Enzymen in
Bakterien, Pilzen und Viren [185]. In verschiedenen Untersuchungen [186-189] konnten den
Extrakten der Holunder- und schwarzen Johannisbeere antivirale Aktivitdt gegen Influenza A
und B- sowie gegen Herpesviren 1 und 2 zugeordnet werden, die auf der Inaktivierung der
Viren selbst oder auf einer Verhinderung der Adsorption an Zellen und der Freisetzung aus
infizierten Zellen beruhen. Knox et al. [190] konnten diese Effekte der Anthocyanfraktion

eines Johannisbeer-Extraktes zuordnen.

Aus der Volksmedizin weifs man, dass Holunder- und Moosbeerextrakte bei Harnwegserkran-
kungen Linderung verschaffen. Auch dieser Effekt wird auf antibakterielle Wirkungen der
Anthocyane zuriickgefithrt [191-193]. In einer Untersuchung von Avorn et al. [194] konnte
durch den regelméfigen Konsum eines Moosbeerensaftes das Auftreten von Bakteriurien (er-
hohte Bakterienwerte im Harn) mit Pyurien (hoher Leukozytengehalt des Urins) bei élteren
Frauen verringert werden. Howell [195] fiihrt diesen Effekt allerdings nicht auf die Antho-
cyane, sondern die antiadhésive und damit antibakterielle Wirkung der Proanthocyanidine

zuriick.

Aus der Luftfahrt werden zudem schon seit den 60er Jahren Wirkungen von Anthocya-
nen in der Augenheilkunde beschrieben [196, 197] und auch sonst tauchen in der Literatur

immer wieder Hinweise auf positive Effekte v.a. bei der Nachtsicht [198], der progressiven
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Myopie (Kurzsichtigkeit) [199] und der diabetischen Retinopathie [200] auf. Diese Ergeb-
nisse wurden in den letzen Jahren wieder aufgegriffen und die Experimente mit modernen
Methoden wiederholt. Die Resultate sind jedoch widerspriichlich: So konnten z.B. Nakais-
hi et al. [201] in einer Placebo-kontrollierten Studie nach Aufnahme von Anthocyanen aus
schwarzen Johannisbeeren eine Verbesserung der Adaptation an die Dunkelheit und einen
Riickgang der Ermiidungssymptome und subjektiven Augenbeschwerden infolge von Uber-
beanspruchung der Augen (Asthenopie) nachweisen. Auch Matsumoto et al. [202] fanden
einen stimulatorischen Effekt von Cyanidin-3-glycosiden (nicht jedoch von den entsprechen-
den Delphinidin-Derivaten) auf die Regeneration des Rhodopsins, wohingegen weder Zadok
et al. [203] und Levy & Glovinsky [204] bei der Nachtsicht noch Muth et al. [205] bei der
Nachtsicht und bei der Kontrastsensitivitat nach wiederholter Gabe eines Anthocyanextrak-

tes in Cross-over-Studien einen Effekt zeigen konnten.

Anthocyane haben zudem anti-diabetische Wirkung, wie vor kurzem von Matsui et al. [206—
208|] beschrieben wurde. Diacylierten Anthocyanen aus Stfkartoffeln konnte dabei im Tier-
versuch bei ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten ein postprandialer anti-hyperglykdmischer
Effekt zugeschrieben werden, der auf der Hemmung der Maltase-Aktivitat beruht. Tsuda et
al. [209] konnten dies bestétigen und fanden zudem eine schiitzende Wirkung der Anthocyane

vor Fettleibigkeit.

Schlieflich finden sich in der Literatur auch Hinweise auf immunmodulatorische Effekte der
Anthocyane, wie z.B. die Erh6hung der NK-Zellzahl in Lymphozytenkultur aus Raucher-
blut [210], was jedoch zumindest fiir die akute Aufnahme moderater Mengen von Rotwein

bei gesunden Probanden nicht bestétigt werden konnte [211].

1.7 Bisherige Erkenntnisse zur Bioverfiigbarkeit und zum Metabo-

lismus der Anthocyane

1.7.1 Aufnahme mit der Nahrung

Die tégliche Gesamt-Flavonoid-Aufnahme des Menschen (hauptsdchlich durch Obst- und
Gemiiseprodukte sowie Tee) wird in westlichen Léndern auf maximale Mengen zwischen
0,5 und 1 g geschitzt [12, 63, 212|. Eine neuere Studie aus Dénemark beziffert die auf-
genommene Menge auf 75-150 mg/Tag [213]. Untersuchungen aus den USA zufolge wird
die téglich aufgenommene Menge an Anthocyanen auf ca. 180 bis 215 mg geschétzt [12]
und liegt damit weit iiber der verzehrten Menge anderer Flavonoide wie z.B. Flavone und
Flavonole (23 mg), wie eine Untersuchung in den Niederlanden ergab [212|. Dagegen er-
gab die Auswertung der Daten der Nationalen Verzehrsstudie aus dem Jahre 1991 durch

Linseisen et al. [214] fiir eine bayerische Bevolkerung lediglich eine tégliche Aufnahme von
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2,7 mg Anthocyanen (Schwankungsbreite von 0-76 mg) bei einer Gesamtmenge an téglich
aufgenommenen Flavonoiden von 54 mg. Die stark variierenden Daten liegen zum einen an
den unterschiedlichen Erndhrungserhebungsmethoden. Zum anderen ist die Aufnahme auch
stark vom individuellen Verzehrsverhalten abhéngig; saisonal kénnen Personen mit hohem
Obstverzehr (insbesondere von Beeren, roten Trauben und Steinobst) leicht Aufnahmemen-
gen von mehreren hundert Milligramm /Tag erreichen. Mindestens 10% der Bevolkerung in

Deutschland nehmen allerdings iiberhaupt keine Anthocyane auf [215].

1.7.2 Bioverfiigbarkeitsstudien

Die biologische Aktivitdt von Substanzen nach ihrer Aufnahme in das Gastrointestinum
héngt v.a. davon ab, wo, wie und in welchem Umfang sie absorbiert und metabolisiert wer-
den. Zur Bioverfiigharkeit von monoglycosylierten Anthocyanen gibt es einige Untersuchun-
gen, meist mit anthocyanreichen Lebensmittelextrakten. Schon 1933 beobachtete Horwitt,
dass Kaninchen, denen 500 mg eines Anthocyan-Extraktes aus Trauben subkutan verab-
reicht wurde, einen stark pigmentierten Urin haben [216]. Morazzoni et al. [217] fanden bei
Ratten nach oraler Gabe sehr grofer Mengen (400 mg/kg) eines Anthocyan-Extraktes aus
Heidelbeeren eine Bioverfiigbarkeit von nur 1,2% der aufgenommenen Anthocyan-Menge.
Die maximale Anthocyan-Plasma-Konzentration wurde 15 min nach Aufnahme erreicht und
lag bei 2-3 ug/ml (4-6 puM). Innerhalb von zwei Stunden war eine schnelle Abnahme zu
beobachten, wobei kein hepatischer ,first-pass-Effekt* auftrat. Ahnliche Ergebnisse fanden
Miyazawa et al. [218] nach oraler Verabreichung von Cy3glc und Cy-35d-gle. Auch hier wurde
die maximale Plasmakonzentration nach 15 min erreicht, die Gesamtmenge der aufgenom-
menen Anthocyane lag bei 1% der urspriinglichen Dosis. Neben den verabreichten Anthocya-
nen konnten in der Leber Spuren von Methylierungsprodukten nachgewiesen werden. Diese
Methylierungsprodukte fanden auch Tsuda et al. [219] in Leber und Niere nach Gabe von
Cy3glc, nicht jedoch im Plasma. Zusétzlich konnte das Aglykon im Jejunum nachgewiesen

werden.

In den letzten Jahren sind vermehrt Arbeiten zur Aufnahme und Metabolisierung beim Men-
schen erschienen, wobei in diesen Untersuchungen stets Lebensmittelextrakte verabreicht
wurden. Bub et al. [220] fanden nach Aufnahme von Traubensaft und Rotwein (normal
und entalkoholisiert) in einer Studie mit sechs Probanden etwa 0,03% der aufgenommenen
Anthocyan-Menge in Urin und Plasma, wobei die Resorption — wie auch bei Untersuchungen
von Andlauer et al. [221] — unabhéngig von der Anwesenheit des Alkohols war. Die maximale
Plasmakonzentration war nach 90 min erreicht. Lapidot et al. [66] konnten die schlechte Bio-
verfiigbarkeit in einer &hnlichen Studie bestétigen, wobei neben den origindren Substanzen

auch Metabolite detektiert wurden, die jedoch nicht weiter charakterisiert werden konnten.
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Dagegen konnten bei zahlreichen anderen Studien 218, 222-225] im Anschluss an die Auf-
nahme verschiedener Extrakte nur die origindren Anthocyane, nicht jedoch das Aglykon,
konjugierte oder methylierte Produkte oder andere Metabolite nachgewiesen werden. Auch
hier lagen die in Korperfliissigkeiten gefunden Mengen weit unterhalb von 0,5% der urspriing-
lich aufgenommenen Anthocyane. Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Humanversuche und

ihre wichtigsten pharmakokinetischen Daten findet sich im Anhang (s. Tab. A.24).

Anthocyane besitzen folglich eine sehr geringe Bioverfiigbarkeit, was v.a. augenscheinlich
wird, wenn man den in den Korper aufgenommenen Anteil mit dem anderer Flavonoide
vergleicht (z.B. Epicatechin oder Daidzein in Abb. 1.10). Bezogen auf die verabreichten
Anthocyan-Mengen liegt die prozentuale Wiederfindung in Humanversuchen zwischen 0,004
und 0,23% [118, 220, 223, 224, 226-233] und im Tierversuch zwischen 0,3 und 1,2% [217,
218, 234].
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Abbildung 1.10: Vergleich der Plasmakinetik verschiedener Flavonoide (nach [235])

Alle Studien tiber die Aufnahme von Anthocyanen zeigen zudem eine schnelle Resorption
und Ausscheidung, v.a. in intakter, unmetabolisierter Form, die im Plasma einer Kinetik er-
ster Ordnung folgt [223, 236]. Auch Miyazawa et al. [218] fanden diese raschen Mechanismen
mit sehr kurzen Halbwertszeiten nach Anthocyan-Konsum sowohl beim Menschen als auch
im Tierversuch, wobei die Verstoffwechselung der Anthocyane sogar noch schneller verlief als
die des Catechins. Bub et al. [220] konnten zeigen, dass im Urin von Probanden bereits 24 h
nach Aufnahme anthocyanreicher Getrénke keine Anthocyane mehr nachweisbar waren und
unterschiedliche Gruppen [223, 226, 233, 236, 237| bestimmten die Halbwertszeiten verschie-
dener Anthocyane auf Werte zwischen 0,8 und 2,2 h beim Menschen und 0,8 und 2,1 h bei
der Ratte. Vergleicht man diese Werte mit Literaturangaben fiir andere Flavonoide (23-28 h
fir Quercetin-Glucosid [238] oder 7-8 h fiir die Isoflavone Genistein und Daidzein [239]),
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so féllt auch anhand dieser Zahlen die schnelle Verstoffwechselung der Anthocyane auf. Die
maximalen Plasmakonzentrationen nach oraler Aufnahme monoglucosylierter Anthocyane
waren im Tierversuch nach 15 bis 120 min [218, 219, 226] und beim Menschen nach 60
bis 120 min [220, 223, 226, 228, 229, 240| erreicht und lag je nach verabreichter Dosis bei
13-3000 ng/ml [218] bzw. 35-170 ng/ml [222, 223, 240]. Eine vergleichende Darstellung der
erreichten Plasmakonzentrationen und der entsprechenden Kinetik verschiedener Flavonoide

gibt Abbildung 1.11 wieder.
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Abbildung 1.11: Vergleich der Bioverfiigbarkeit verschiedener Flavonoide (nach [235])

1.7.3 Untersuchungen zum Metabolismus und den Aufnahme- und Verteilungs-

mechanismen

Lange Zeit wurde angenommen, dass nur Aglykone der Flavonoide vom Koérper aufgenom-
men werden koénnen und Flavonoidglycoside erst durch die intestinale Darmflora mikrobiell
in das Aglykon und das Glycosid gespalten werden miissen, um fiir den Organismus verfiighar
zu sein. Doch spétestens durch Studien, die eine bessere Aufnahme der Quercetinglycoside
verglichen mit dem Aglykon Quercetin belegten [241-243] und die Absorption der Querce-
tinglucoside iiber den Nat-abhingigen Glucose-Cotransporter (SGLT1) zeigten [241, 244—
246|, geriet diese Theorie ins Schwanken. Anthocyanglycoside fanden sich dagegen bislang
nach Aufnahme v.a. in unmetabolisierter Form wieder, so dass auf eine direkte Resorpti-
on, Blut-Verteilung und Exkretion iiber den Harn als Glycosid geschlossen werden konn-

te |66, 218, 226].

Im Gegensatz zu den Anthocyanen, von denen zu Beginn dieser Arbeit kaum Metabolite

identifiziert waren, liegen andere Flavonoide im Urin nach oraler Aufnahme iiberwiegend
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in metabolisierter Form als Glucuronséure- oder Sulfat-Konjugate vor [247-249|. Die me-
tabolischen Veranderungen finden dabei hauptséchlich im Dickdarm durch Bakterien und
nach Absorption in der Leber und Niere statt [250-253]. Die wichtigsten Reaktionen der
Bakterien sind dabei die Hydrolyse von Konjugaten und Glycosiden sowie die Ringspaltung
der Aglykone, wodurch einfachere Substanzen wie Benzoesdure, Hydroxybenzoesduren und
Hydroxyphenylessigsdauren entstehen, die ihrerseits dann absorbiert, metabolisiert und aus-
geschieden werden [18, 254|. In der Leber und Niere finden Glucuronidierungs-, Sulfatierungs-

und Methylierungsreaktionen statt [255, 256].

Wihrend bei vielen anderen Flavonoiden heute die Aufkldrung der Resorptions- und Meta-
bolisierungswege sehr weit fortgeschritten und z.B. die Resorption von Quercetin-Glycosiden
aus dem Diinndarm und tiber den Na™-abhingigen Glucosetransporter SGLT1 als intaktes
Glycosid [241, 253] oder aber der enterohepatische Kreislauf bei Genistein [257| nachgewiesen

wurde, sind die Kenntnisse hierzu bei Anthocyanen noch sehr begrenzt.
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2 Problemstellung

Anthocyanen werden seit jeher gesundheitsfordernde Eigenschaften zugeschrieben, sei es zur
Bekémpfung von Harnwegsentziindungen in der Volksmedizin oder zur Verbesserung der
Nachtsicht. Spétestens seit der Entdeckung des Franzosischen Paradoxons, der chemopréven-
tiven Wirkung und des Schutzes vor allgemeinen Prozessen des Alterns riicken Anthocyane
auch in der Diskussion um die Pravention von Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen in den
Mittelpunkt. Diese beiden Erkrankungen stehen heute in der Statistik der Todesursachen in

Deutschland an vorderster Stelle.

Obwohl Anthocyane in der Natur in zahlreichen Obst- und Gemiisesorten sehr weit ver-
breitet sind, und die geschétzte tégliche Aufnahme verglichen mit anderen Flavonoiden und
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen hoch ist, ist das Wissen {iber die Bioverfiigharkeit und
v.a. den Metabolismus dieser Verbindungsklasse sehr begrenzt. Dieser Mangel fiihrt zu einer
Unsicherheit in der Beurteilung ihrer tatsiachlichen biologischen Relevanz bei der Pravention
degenerativer Krankheiten sowie in der Risiko-Nutzen-Analyse von Supplementierungen mit

Nahrungsergénzungsmitteln.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich daher mit eben dieser Frage und stellt dabei v.a. das
Cyanidin-3- O-glucosid in den Mittelpunkt, das in der Natur die weiteste Verbreitung besitzt.

Der erste Teil der Arbeit befasst sich dabei mit der Etablierung geeigneter analytischer
Verfahren (SPE, HPLC, LC/MS, GC/MS), die den Nachweis und die Identifizierung der
Anthocyane und ihrer potentiellen Metabolite auch im Hinblick auf ihre Instabilitdt und den

erwartet niedrigen Konzentrationsbereich ermoglichen.

Auf dieser Grundlage sollten im zweiten Teil neue Erkenntnisse zum Metabolismus und
zur Bioverfiigharkeit der Anthocyane gewonnen werden. Die Annédherung an die Vorgén-
ge im Korper erfolgte dabei zundchst auf der Ebene von in wvitro-Untersuchungen, die sich
mit Phase I- und Phase II-Reaktionen beschéftigten (Cytochrom P450-abhéingige Oxidatio-
nen, intestinale Metabolisierungen, Methylierungs- und Glucuronidierungsreaktionen). Die
Ergebnisse sollten anschlieffend in in vivo-Experimenten mit Reinsubstanzen bestétigt und
ausgebaut werden. Hierzu wurde neben tierexperimentellen Untersuchungen an der Ratte

auch ein Humanversuch in Form einer Pilotstudie durchgefiihrt.

Im dritten Teil der Arbeit sollte anhand von Untersuchungen zur antioxidativen Wirkung
der Anthocyane eine Einschétzung der biologischen Relevanz vor dem Hintergrund der Er-
gebnisse zum Metabolismus und zur Bioverfiigbarkeit erfolgen. Diese antioxidativen Effekte
werden neben anderen als Mechanismus der potentiellen antikanzerogenen Wirkung von An-

thocyanen und ihres Schutzes vor Prozessen des Alterns diskutiert. Zur Abklarung wurden
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Anthocyane und ihre nachgewiesenen Metabolite in verschiedenen Testsystemen (TEAC-,
FRAP-, ORAC-Assay) eingesetzt, die nach Modifizierung etabliert wurden. Neben der Un-
tersuchung des antioxidativen Potentials der Einzelsubstanzen sollte dabei gleichzeitig auch
die Frage eines moglichen synergistischen Zusammenwirkens aller Metabolite beleuchtet wer-

den.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung und Etablierung geeigneter analytischer Metho-

den

3.1.1 Etablierung einer geeigneten Festphasenextraktion

Aufgrund der geringen Bioverfiigbarkeit und den dadurch erwarteten niedrigen Konzentra-
tionen in den biologischen Matrices ist bei der Vorbereitung der Proben neben einer Auf-
reinigung ein Anreicherungsschritt notwendig. Beide Ziele erfiillt eine Festphasenextraktion
(SPE), wobei diese optimalerweise alle interessierenden Substanzen bei hoher Wiederfindung

aufkonzentriert und dabei moglichst viele stérenden Komponenten entfernt.

Die im Rahmen dieser Arbeit zur Aufreinigung und Aufkonzentrierung von Proben ver-
wendeten Festphasenextraktionen wurden durch Variation des Sdulenmaterials sowie der
Vorkonditionierungs-, Wasch- und Elutionsbedingungen (Volumina- und Losungsmittelva-
riationen) zu den in 6.2.1.3 beschriebenen Bedingungen hinsichtlich der Wiederfindung der
Anthocyane (verschiedene 3-O-Monoglucoside, 3,5-O-Diglucoside und Aglykone sowie die
acylierten Anthocyane der Radieschenschale) und ausgewéhlter phenolischer Sauren (Vanil-

linséure(VS), Protocatechusédure (PCS), Syringasaure (SS)) optimiert.

Die hier angefiihrten Wiederfindungen stellen Mittelwerte aus mindestens vier unabhéngig
durchgefithrten Analysen dar und wurden im Falle der Anthocyane mittels HPLC (HPLC-
System 1, vgl. 6.2.1.5) und im Falle der phenolischen Séuren mittels HPLC (HPLC-System 1)
und GC/MS (vgl. 6.2.1.6) bestimmt. Sie lagen fiir die verschiedenen Anthocyane bei Werten
zwischen 91 und 96% und bei den getesteten phenolischen Sauren zwischen 95 und 102%.

Die in der Literatur beschriebenen SPE mit C18-Phasen ergaben zwar hohe Wiederfindungs-
raten fiir die Anthocyane (91-98%) aber schlechte Raten fiir die phenolischen Séuren (7 —
39%). Ein zusétzlicher Elutionsschritt mit Ethylacetat steigerte die Wiederfindung auf Werte
von bis zu 76%), senkte jedoch die Wiederfindung fiir Anthocyane auf maximal 75%. Die hier
angewandte SPE mit OASIS HLB-Kartuschen erlaubt hingegen die gleichzeitige Aufarbei-

tung von Anthocyanen und phenolischen Sauren.

Neben der Optimierung der Festphasenextraktion wurde auch der Einfluss von Ultraschall-
behandlung auf die Stabilitdt der Anthocyane untersucht. Es konnte dabei gezeigt werden,
dass Anthocyane durch die Einwirkung von Ultraschall keine zuséitzliche Destabilisierung

erfahren.
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3.1.2 Etablierung einer geeigneten Fliissig-Fliissig-Extraktion

Die Isolierung der Anthocyane aus komplexen Matrices wie die der Rattenorgane, die im
Anschluss an einen Zellaufschluss stattfindet und bei der gréfsere Volumina anfallen, fordert
die Moglichkeit einer Fliissig-Fliissig-Extraktion, da die SPE hier an ihre Grenzen stofit.
Hierzu wurden verschiedene Losungsmittel (Ethylacetat, Toluol, Chloroform, Butanol, Di-
chlormethan) und Losungsmittelgemische bei verschiedenen pH-Werten getestet. Aufgrund
der besten Wiederfindung der Anthocyane aus angesiuertem, wéssrigem System (> 95%)
oder aus angesduertem Preiselbeersaft (> 90%) wurde die Extraktion fiir einen pH-Wert

von 1 und das Loésungsmittel Butanol etabliert.

3.1.3 Etablierung einer geeigneten HPLC-Methode

In der Literatur sind zahlreiche Methoden zur fliissigchromatographischen Trennung von An-
thocyanen beschrieben |21, 258], die jedoch nur die Trennung und den Nachweis der Antho-
cyane selbst ermoglichen und keine Abbauprodukte und Metabolite wie phenolische Sauren
beriicksichtigen. An die hier verwendete HPLC-Methode wurde die Anforderung gestellt, alle
interessierenden Substanzen in moglichst kurzer Zeit basisliniengetrennt zu analysieren. Die
unter 6.2.1.5 beschriebene Methode erfiillt diese Anspriiche und ermoglicht die Trennung
sdmtlicher Anthocyan-3-Glucoside sowie der phenolischen Sduren. Ein reprisentatives Chro-
matogramm dieser Trennung sowie die Absorptionsspektren der phenolischen Sduren sind in

Abbildung 3.12 dargestellt.

Anthocyane werden im sauren Milieu analysiert, da das Flavylium-Kation dominierende
Absorptions-Eigenschaften besitzt und am stabilsten gegeniiber Umwandlungen in andere
Resonanz-Strukturen ist (vgl. 1.3.2). Die Bestimmung der Anthocyane in ihrem Absorp-
tionsmaximum bei 520 nm erlaubt eine sehr selektive Messung, die jedoch aufgrund des

niedrigen Absorptionskoeffizienten nicht sehr empfindlich ist [225, 240].

3.1.4 Etablierung einer LC/MS-Methode und Strukturaufklirung verschiede-

ner natiirlicher Anthocyane

Wahrend die massenspektrometrische Analyse anderer Flavonoide schon seit Jahren Verwen-
dung findet, gestaltet sich diese Methodik bei Anthocyanen als schwierig und wird erst seit
kurzem angewandt. Zur Etablierung einer LC/MS-Methode zum Nachweis und zur Identifi-
zierung verschiedener Anthocyane wurden zunéchst die Messparameter mittels Fliessmittel-

injektionsanalyse (FIA) zu den in 6.2.1.5 bestimmten Werten ermittelt. Die Methode wurde
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Abbildung 3.12: Reprisentatives HPLC/DAD-Chromatogramm (Detektion bei 260 nm) der Tren-
nung von Anthocyan-3-Glucosiden und bestimmter phenolischer Sduren sowie deren Absorptions-

spektren

zur Identifizierung und Strukturaufklarung mehrerer natiirlicher Anthocyane in verschiede-
nen Lebensmitteln sowie in allen strukturrelevanten Fragestellungen der Metabolismus- und

Bioverfiigbarkeitsuntersuchungen angewandt.

3.1.4.1 Strukturaufklirung

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der entwickelten LC/MS-Methode wurden verschiedene
Lebensmittel untersucht, die meist mehrere, strukturell sehr unterschiedliche Anthocyane
enthielten. Die jeweiligen Hauptanthocyane wurden mittels massenspekrometrischer Mes-
sung bei verschiedenen Fragmentorspannungen (100 und 200 V) analysiert. In den vorge-

schlagenen Strukturen Strukturen sind alle Informationen aus den Fragmentierungsmustern,
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3 ERGEBNISSE

den Retentionszeiten und den Absorptionsspektren (vgl. 1.4.1) einbezogen. Exakte konfigu-
rationskonforme Strukturen sind erst nach weiteren Messungen, etwa mittels NMR mdglich.
Neben den hier separat beschriebenen Lebensmitteln (Radieschen und Rotkohl) wurden
verschiedene Anthocyane zahlreicher weiterer Proben (roter Rettich, Radicchio, Aubergine,
Erdbeere, rote Johannisbeere, Himbeere, Aronia-, Holunderbeer-, Heidelbeer- und Preisel-

beersaft) untersucht (Daten nicht gezeigt).

Radieschenschale (Raphanus sativus)

Die erhaltenen Massenspektren der in der Schale des Radieschens enthaltenen Anthocyane
konnten zu den in der Literatur beschriebenen Strukturen [36, 259-263| zugeordnet werden.

Abbildung 3.13 zeigt das Massenspektrum des Hauptanthocyans aus der Radieschenschale.
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Abbildung 3.13: Massenspektrum des Hauptanthocyans der Radieschenschale

Die sich aus dem Massenspektrum ergebende Struktur und das Fragmentierungsmuster ist in
Abbildung 3.14 dargestellt (Pelargonidin-3- O-|2- O-(3-glucopyranosyl)-6- O-(trans-feruloyl)-
B-glucopyranosid|-5- O-(6- O-malonyl-3-glucopyranosid)) und stimmt mit der von Giusti et
al. [260] mit Hilfe von 2-dimensionalen NMR-Messungen gewonnenen Struktur iiberein. Es
fallt auf, dass der Sdurerest des Zuckers in 3-Position (Ferulasdure) nicht separat abgespal-
ten wird, sondern zusammen mit dem kompletten Zuckerrest fragmentiert. Aussagen tiber
die Saurereste lassen sich am ehesten iiber die sukzessive Abspaltung der Methoxygruppen

(Sinapin- und Ferulasdure) und den daraus resultierenden Fragmenten machen.

Rotkohl

Das in Abbildung 3.15 gezeigte Massenspektrum konnte der Abbildung 3.16 vorgeschlage-
nen Struktur mit dem dargestellten Fragmentierungsmuster zugeordnet werden. Es han-
delt sich um Cyanidin-3- O-[2- O-(-glucopyranosyl)-6- O-sinapoyl-3-glucopyranosid|-5- O-/3-

glucopyranosid. Auch diese Ergebnisse stimmen mit Literaturdaten iiberein |50, 263, 264].
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Abbildung 3.14: Struktur und MS-Fragmentierungsmuster des Hauptanthocyans der
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Abbildung 3.15: Massenspektrum des Hauptanthocyans des Rotkohls

3.1.4.2 Masseniibersicht

Tabelle 3.4 gibt eine Ubersicht iiber die Massen und typische, zu erwartende Fragmente bei
verschiedenen Anthocyanen an. Bei niedrigen Fragmentorspannungen (30-70 V) erhélt man
v.a. den Molekiilpeak und nur wenige Fragmente, bei hoher Spannung (100-200 V) dagegen

das komplette Fragmentierungsmuster, eventuell unter Verlust des Molekiilpeaks.
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OCH;

Abbildung 3.16: Struktur und MS-Fragmentierungsmuster des Hauptanthocyans des Rotkohls

3.1.5 Etablierung einer GC/MS-Methode zum Nachweis phenolischer Sduren

Zwar ermoglicht auch die unter 3.1.3 vorgestellte HPLC-Methode die Trennung und den
Nachweis der phenolischen Séauren. Diese Methode ist jedoch nur bei einer einfachen Proben-
matrix anwendbar, da es sonst zu Coelutionen verschiedener Substanzen kommt. Komplexere
Matrices mit vielen verschiedenen Komponenten, wie sie Korperfliissigkeiten darstellen, und
der Nachweis im Spurenbereich erforderten jedoch die Entwicklung einer anderen, empfind-
licheren Methode. Hierzu wurde die unter 6.2.1.6 beschriebene GC/MS-Methode etabliert,
die durch die Selektion von Massenspuren aus der Messung des Full Scans die komplexen

Gemische einer Auswertung zugénglich machte.
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Tabelle 3.4: Fragmentierungsmuster verschiedener Anthocyane bei geeigneter Fragmentorspannung

Substanz Molekiilpeak und Fragmente
Cy 287 (M™)
Cy3glc 449 (M)

287 (M —glc: — 162)
Cy35d-glc 611 (M™)

449 (M*—gle: — 162)

287 (MT— 2x gle: — 2x 162)

Cyanidin-glucosid-monoglucuronid | 625 (M™)
449 (Glucuronsaure-Abspaltung: — 176)
287 (Glucose-Abspaltung: — 162)

(M
(
(
(
(
(
(
(
(M)
287 (Glucuronsiaure-Abspaltung: — 176)
(
(
(
(
(
(
(
(

=

Cyanidin-monoglucuronid 463

Del3glc 465 (M)
303 (M*—glc: — 162)
Mal3gle 493 (M)
331 (Mt —gle: — 162)
Peo3glc 463 (M)
301 (M*—gle: — 162)

Peonidin-monoglucuronid 477 (M)

301 (Glucuronsédure-Abspaltung: — 176)

3.1.6 Einfluss dreiwertiger Metallkationen auf die enzymatische Spaltung

Da bei der Verstoffwechselung der Anthocyane in vivo Glucuronidierungs- und Sulfatie-
rungsreaktionen zu erwarten sind, miissen diese Metabolite beim analytischen Nachweis be-
riicksichtigt werden. Das Auftreten von entsprechenden Konjugaten der gebildeten pheno-
lischen Sduren und deren Nachweis mittels gaschromatographischer Analysen erfordert die
enzymatische Spaltung der Phase II-Konjugate mittels S-Glucuronidase und Sulfatase. Da
bei dieser Enzymbehandlung auch die entsprechenden Anthocyan-Konjugate und auch die
Anthocyan-Glucoside zu den Aglykonen gespalten (vgl. 3.2.2) und im weiteren Verlauf zu
eben diesen phenolischen Sauren zerfallen wiirden (vgl. 1.3.3), wére ein Nachweis der endo-
gen im Anthocyan-Metabolismus gebildeten phenolischen Sduren in ihrer konjugierten Form

nicht von den einfachen Zerfallsprodukten der Anthocyanidine zu unterscheiden.
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Durch den Einsatz von Aluminium-Ionen (280 pM) bei den enzymatischen Inkubationen
mit (-Glucuronidase und Sulfatase konnte eine Methode etabliert werden, die die Spal-
tung der Anthocyan-Glycoside (Glucoside und Glucuronide) selektiv verhindert, ohne dabei
das Enzym zu inhibieren (vgl. Abb. 3.17). Wie Coinkubationen von Anthocyan-Glucosiden
mit Daidzin oder Quercitrin zeigten, werden diese beiden Glycoside gespalten, wiahrend das
Anthocyan unverdndert blieb. Auch mittels gaschromatographischer Methoden waren kei-
ne phenolischen Sauren als finale Produkte der Anthocyan-Glucosid-Spaltung nachweisbar
(vgl. 3.2.2). Die leichte Abnahme der Anthocyan-Konzentration wiahrend der Inkubation ist

z.T. auf Wechselwirkungen mit den Proteinstrukturen des Enzyms zuriickzufiihren.

Wie auch bei der stabilisierenden Wirkung von Al**-Ionen auf die Anthocyanidine gezeigt
werden konnte (vgl. 3.2.1), ist wahrscheinlich die Moglichkeit der Anthocyane zur Kom-
plexbildung mit dreiwertigen Metallionen (vgl. Abb. 1.7) fir diesen Effekt verantwortlich;
der entstehende Komplex ist sterisch zu anspruchsvoll und bindet nicht mehr an das aktive

Zentrum der Enzyme.
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Abbildung 3.17: Selektive Hemmung der enzymatischen Spaltung von Anthocyan-mono- und -

diglucosiden bei gleichzeitiger Spaltung von Daidzin und Isoquercitin

Auch bei der enzymatischen Spaltung von Urinproben nach Anthocyan-Aufnahme
(vgl. 3.4.2) wurden die Anthocyan-Glucuronide in Gegenwart von Aluminium-Ionen nicht
gespalten, wahrend zugesetztes Quercitrin bzw. Isoquercetin innerhalb von 2 h zum Agly-
kon hydrolysiert wurde. Die Inkubationsbedingungen fiir enzymatische Konjugat-Spaltungen

wurden folglich auf diese Bedingungen festgelegt.
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3.2 Allgemeine Untersuchungen zu Anthocyanen

3.2.1 Stabilitat der Aglykone bei unterschiedlichen pH-Werten und Einfluss
dreiwertiger Metallkationen auf die Stabilitat

Die Stabilitdt der Anthocyanidine wurde anhand zweier Testsysteme untersucht
(vgl. 6.2.2.1). Bei Inkubation hoherer Anthocyanidin-Konzentrationen (ab ca. 200 M) bei
37°C (Testsystem I) trat ein rascher Abbau der Anthocyane ein, der bei Malvidin (Mal),
Cyanidin (Cy), Peonidin (Peo) und Delphinidin (Del) nach 60 min nahezu abgeschlossen
war. Pelargonidin (Pel) zeigte dagegen eine grofere Stabilitdt und war nach 30 min nur etwa
zu 20% abgebaut. Zu Beginn der Reaktion (nach 30 min) wurden einige neue Verbindun-
gen detektiert (vgl. Abb. 3.18 am Beispiel des Cy). Die Peaks 1-5 besitzen ein Anthocyan-
dghnliches Absorptionsspektrum und die in Abbildung 3.19 dargestellten Massenspektren mit
(Quasi-)Molekiilionen bei m/z-Verhéltnissen von 589, 605 bzw. 587. Dariiberhinaus konnte
PCS als Zerfallsprodukt nachgewiesen werden, das nach dem in Abbildung 1.6 gezeigten

Zerfallsschema entsteht.
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Abbildung 3.18: HPLC-Chromatogramm des Abbauprozesses von Cyanidin im Testsystem I
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Abbildung 3.19: HPLC/APCI-ES-Massenspektren der Abbauprodukte des Cyanidins im Testsy-

stem I (links: Fragmentorspannung 100 V; rechts: Fragmentorspannung 200 V)

Beim Zerfall niedrigerer Anthocyanidin-Konzentrationen bei RT (Testsystem II) wurden kei-

ne Anthocyan-artigen Intermediate gebildet. Die Geschwindigkeit des Zerfalls und damit die

Instabilitdat der Anthocyane nahm mit steigendem pH-Wert zu und ist in Abbildung 3.20 fiir
Cy dargestellt. Wahrend Cy bei pH 1,0 auch iiber 5 h hinweg stabil war, war der Abbau der

Anthocyan-Struktur bei pH 7,4 bereits nach 4 h komplett abgeschlossen. Durch die Komplex-

bildung in Anwesenheit von dreiwertigen Metallionen (vgl. Abb. 1.7) wie z.B. AI** gewinnen

die Anthocyanidine auch bei héheren pH-Werten an Stabilitdat. Der stiarkste stabilisierende
Effekt war dabei bei pH 7,4 zu erkennen (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: Stabilitit von Cyanidin bei unterschiedlichen pH-Werten im Testsystem II und

stabilisierender Effekt von Al3+

Abbildung 3.21 zeigt die unterschiedlichen Zerfallsgeschwindigkeiten von Pel, Peo und Cy
bei pH 7,4. Auch hier wird die héhere Stabilitdt von Pel deutlich. Vergleicht man jedoch den
stabilisierenden Effekt der Aluminium-Ionen, so wird erkennbar, dass Cy mit seinen beiden

ortho-standigen Hydroxylgruppen im B-Ring am starksten stabilisiert wird.
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Abbildung 3.21: Stabilitdt von Pelargonidin, Peonidin und Cyanidin bei pH 7,4 im Testsystem II

und stabilisierender Effekt von Al

3.2.2 Verhalten der Anthocyane bei enzymatischen Umsetzungen

3.2.2.1 Spaltung mit /-Glucuronidase

Die zur Spaltung von Glucuroniden eingesetzte ($-Glucuronidase spaltet neben Glucuroni-
den auch (-Glucoside. Abbildung 3.22 zeigt die Spaltung der Monoglucoside Cyanidin-3-
O-glucosid (Cy3glc), Malvidin-3- O-glucosid (Mal3glc) und Peonidin-3- O-glucosid (Peo3glc)

sowie des Diglucosids Cyanin. In allen Féllen verlief die Hydrolyse des Zuckerrestes sehr
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3 ERGEBNISSE

schnell und war bereits nach 2 h komplett abgeschlossen. Da die Reaktion bei pH 5,0 durch-
gefiihrt wurde, konnten keine Aglykone nachgewiesen werden. Dagegen fanden sich auch hier

die phenolischen Sauren als Zerfallsprodukte der Anthocyanidine (vgl. Abb. 1.6).
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Abbildung 3.22: Enzymatische Spaltung verschiedener Anthocyane mit Glucuronidase

3.2.2.2 Spaltung mit /-Glucosidase

Anthocyan-Glucoside werden durch §-Glucosidase gespalten, wobei die Spaltung wesentlich
langsamer als bei der Inkubation mit Glucuronidase erfolgt, da diese auch eine wesentlich
geringe Aktivitit besitzt (7800 U verglichen mit 367500 U bei der Glucuronidase). Zudem
erwies sich die Reaktion als viel starker pH-abhéngig und fand nur im optimalen pH-Bereich
(pH 5) merklich statt. Bei diesen Bedingungen waren von den getesteten Anthocyan-3-0O-
glucosiden Mal3gle, Cy3glec und Peo3glc nach 4 h zwischen 35 und 49%, nach 7 h zwischen 52
und 61% der eingesetzten Menge gespalten. Nach 24 h war die Reaktion bei allen Anthocya-
nen abgeschlossen, wobei sich als Produkte auch hier nur die entsprechenden phenolischen

Sauren und keine Aglykone fanden.

3.3 in vitro-Untersuchungen zum Metabolismus

3.3.1 Phase I-Reaktionen

3.3.1.1 Cytochrom P450-abhingige Oxidationen

Als Modellreaktion fiir die durch Cytochrom P450-abhéngige Monooxigenasen katalysierten
Oxidationsreaktionen des Phase I-Metabolismus fand die unter 6.2.3.1 beschriebene mikro-
somale Umsetzung Verwendung. In allen Inkubationen mit verschiedenen Anthocyanen fand

keine Reaktion statt, wahrend die Funktionalitdt durch die Umsetzung von Ethoxycumarin
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zu Umbelliferon nachgewiesen werden konnte. Anthocyane stellen damit weder in Form der

3- O-Glucoside noch als Aglykone Substrate dieser Monooxigenasen dar.

3.3.1.2 Intestinaler Metabolismus
Abbau von Anthocyan-3-O-Glucosiden durch humane Darmflora

Anthocyan-3-glucoside (eingesetzt wurden exemplarisch Cy3glc, Mal3glc und Peo3glc) erfah-
ren in Gegenwart von humaner Darmflora einen sehr schnellen Abbau, in dessen Verlauf ein
neuer Metabolit entstand, der aus dem B-Ring des Anthocyans hervorgeht und als die dem
jeweiligen Anthocyan entsprechende phenolische Saure (vgl. Tab. 1.1) identifiziert werden
konnte. So entstand aus Cy3glc PCS, aus Mal3glc SS und aus Peo3glc VS. Der Abbau der
Anthocyane erfolgte sehr schnell. Abbildung 3.23 zeigt stellvertretend fiir die analog auch
bei den beiden anderen Monoglucosiden stattfindenen Vorgdnge den zeitlichen Verlauf der
Reaktion von Cy3glc. Bereits nach zwei Stunden waren mehr als 90% der Ausgangssubstanz
abgebaut, wihrend in Kontrollinkubationen mit hitzeinaktivierter Fézes-Suspension nur ein
leichter Abbau beobachtbar war. Dies belegt, dass v.a. die Mikroflora fiir den Abbauprozess

der Anthocyan-Monoglucoside verantwortlich ist.
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Abbildung 3.23: Zeitabhéingiger Abbau eines Anthocyan-Monoglucosids am Beispiel des Cyanidin-3-

O-glucosids bei Inkubation mit humaner Darmflora (n > 4)

Abbau von Anthocyan-3,5- O-Diglucosiden durch humane Darmflora

Der intestinale Abbau der 3,5-Diglucoside wurde an den Beispielen Cyanin (Cyanidin-3,5-
O-diglucosid) und Malvin (Malvidin-3,5- O-diglucosid) untersucht. Auch hier konnte eine
sehr schnelle Konzentrationsabnahme der Ausgangsverbindung beobachtet werden, wie Ab-
bildung 3.24, A fiir das Cyanin zeigt, wobei ein neuer Metabolit als Intermediat auftrat,
der nach Retentionszeiten- und Absorptionsspektrenvergleich als Cy3glc identifiziert wer-

den konnte. Dieses Monoglucosid erreichte nach 30 min seine maximale Konzentration und
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war nach 4 h vollstdndig abgebaut (Abb. 3.24, B). Zusétzlich konnte eine deutliche Zunah-
me der PCS-Konzentration, dem Zerfallsprodukt des Cy (vgl. Tab. 1.1), beobachtet werden
(Abb. 3.24, C). Bei Inkubationen mit autoklavierten Fézes-Suspensionen war das Diglucosid

dagegen stabil; es traten keine Metabolite oder Zerfallsprodukte auf.
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Abbildung 3.24: Zeitabhéingiger Abbau eines Anthocyan-Diglucosids am Beispiel des Cyanins bei

Inkubation mit humaner Darmflora (n > 4)

Analoge FErgebnisse konnten fiir Malvin erhalten werden, das iiber die Zwischenstufe des

Mal3glc zu SS abgebaut wird, die sich vom B-Ring des Mal ableitet.

Abbau von acylierten Anthocyanen durch humane Darmflora

Der Abbau acylierter Anthocyane wurde anhand des Radieschenschalen-Extraktes (Rapha-
nus satius L.) untersucht, der, wie in 6.2.1.1 beschrieben, gewonnen wurde. Die Hauptantho-
cyane in diesem Extrakt waren — geméfs eigenen Messungen (3.1.4.1) und nach Angaben aus
der Literatur [36] — Derivate des Pelargonidin-3-sophorosid-5-glucosids (Pel-soph/glc), das
an verschiedenen Positionen der Zuckerreste mit p-Cumar-, Ferula-, Kaffee- oder Malonséure

acyliert ist.

Wie schon fiir Mono- und Diglucoside gezeigt, werden auch acylierte Anthocyane durch die
humane Darmflora abgebaut, wobei aus den beiden Hauptkomponenten aAl (Pel-soph/gle,
das mit Ferulasdure acyliert ist) und aA2 (Pel-soph/gle, das mit Ferulasidure und Malonséure
acyliert ist, vgl. Abb. 3.14) verschiedene Intermediate entstehen, die Anthocyan-dhnliche
Absorptionsspektren besitzen. Abbildung 3.25 zeigt die entsprechenden Chromatogramme
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bei drei verschiedenen Wellenldngen (520, 320 und 260 nm) zu den Zeitpunkten 0, 3 und
24 Stunden.
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Abbildung 3.25: Repriasentative Chromatogramme des Abbaus der Anthocyane aus dem Radies-
chenschalenextrakt bei verschiedenen Detektionswellenldngen (Zeile A: vor der Inkubation; Zeile

B: nach 3-stiindiger Reaktion; Zeile C: nach 24-stiindiger Reaktion)

Wie die Chromatogramme bei 520 nm zeigen, werden hauptséichlich drei Abbau-
produkte (DP) mit Anthocyan-Charakter gebildet (DP1, DP2 und DP3). Mittels
LC/MS-Analysen, Retentionszeiten- und Absorptionsspektrenvergleichen konnte DP3 als
Pelargonidin-sophorosid und DP2 als das schon im Rohextrakt in geringen Mengen ent-
haltene Pelargonidin-sophorosid-glucosid identifiziert werden. Die Struktur der Verbindung
DP1 konnte dagegen bislang nicht aufgeklart werden. Als weitere Metabolite konnten das
Zerfallsprodukt des Pel, 4-Hydroxybenzoesaure (Abb. 3.25, B und C, Detektion bei 260 nm),
oder die Hydroxyzimtsduren p-Cumar-, Ferula- und Kaffeesdure (Abb. 3.25, B und C, De-
tektion bei 320 nm) nachgewiesen werden. Die beiden Hauptanthocyane aAl und aA2 waren
bereits nach 4 h vollstéandig metabolisiert, wahrend der komplette Abbau aller entstandender
Anthocyan-Metabolite erst nach 24 h abgeschlossen war. In Kontrollinkubationen erwiesen
sich die acylierten Anthocyane dagegen als sehr stabil und unterlagen auch nach 24 h kaum
einer Abbaureaktion. Der postulierte Abbaumechanismus dieser Metabolite ist in Abbil-

dung 3.26 zusammengefasst.
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Abbildung 3.26: Angenommener Abbaumechanismus der acylierten Anthocyane der

Radieschenschale

Abbau von Phenolsiuren durch humane Darmflora

Die Inkubation von SS, VS und PCS mit humaner Darmflora zeigte wahrend der ersten
vier Stunden keinen Effekt. Einzig im Fall der PCS und nach ldngeren Inkubationszeiten
(24 bzw. 48 Stunden) konnte eine Abnahme der Substratkonzentration beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt). Mit den verwendeten analytischen Methoden waren dabei keine Me-

tabolite identifizierbar.

3.3.2 Phase II-Reaktionen

Phase II-Reaktionen wie Methylierungs- oder Glucuronidierungsreaktionen sind fiir viele
Flavonoide wie z.B. Naringenin oder Hesperidin bekannt und kénnen z.B. im Diinndarm,

der Leber oder der Niere stattfinden {249, 265].

3.3.2.1 Methylierung

Die Chromatogramme der Methylierungsreaktion von Cy und Cy3glc mit den entsprechenden
Massenspektren sind in Abbildung 3.27 und Abbildung 3.28 dargestellt. Mit den verwendeten
analytischen Methoden (HPLC-System 1 und 2) konnte jeweils ein Methylierungsprodukt
nachgewiesen werden. Die beiden Produkte konnten nach massenspektrometrischer Analyse
und Cochromatographie sowie Retentionszeitenvergleichen als die entsprechenden Peonidin-

Derivate identifiziert werden.
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Abbildung 3.27: HPLC-Chromatogramm der Cyanidin-Methylierung mit SAM/COMT und die Mas-

senspektren der gebildeten Substanzen (blaue Linie: Umsetzung; rote Linie: Negativkontrolle)
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Abbildung 3.28: HPLC-Chromatogramm der Cyanidin-3- O-glucosid-Methylierung mit SAM /COMT
und die Massenspektren der gebildeten Substanzen (blaue Linie: Umsetzung; rote Linie: Negativ-
kontrolle)
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3.3.2.2 Glucuronidierung
Mikrosomale Glucuronidierungen

Glucuronidierungsreaktionen erfolgen im Korper im Rahmen des Phase II-Metabolismus
durch Ubertragung von Glucuronséure aus ihrer aktivierten Form (UDPGA) auf Substrate.
Diese Reaktionen werden durch Glucuronyltransferasen katalysiert, die als integrale Mem-
branenzyme im ER verschiedener Gewebe lokalisiert sind. Das mittels HPLC analysier-
te Ergebnis der Glucuronidierung des Aglykons Cy ist in Abbildung 3.29 zusammen mit
den Absorptions- und Massenspektren der Reaktionsprodukte dargestellt. Neben den bei-
den beschrifteten Glucuroniden fanden sich auch noch verschiedene, fiir die eingesetzte Cy-
Konzentration tibliche Abbauprodukte (vgl. hierzu Abb. 3.18 in 3.2.1), die auch bei Kon-
trollinkubationen gebildet wurden. Wie aus den Massenspektren hervorgeht, handelt es sich
bei den gebildeten Konjugaten um monoglucuronidierte Produkte. Neben dem Molekiilpeak
bei einem m/z-Verhéltnis von 463 entsteht durch Abspaltung der Glucuronséureeinheit das
Fragment 287 (vgl. Tab. 3.4). Uber die genaue Position der Glucuronid-Bindung lisst sich

aus den vorliegenden Daten jedoch keine Aussage treffen.

In dhnlicher Weise wurden aus Cy3glc vier verschiedene monoglucuronidierte Glucosid-
Glucuronid-Konjugate gebildet (Abb. 3.30), die ebenfalls massenspektrometrisch nachgewie-
sen werden konnten (Abb. 3.31). Zusétzlich zum Molekiilpeak 625 finden sich Fragmente bei
m/z-Verhéltnissen von 449 (Abspaltung der Glucuronsiure) und im Falle des Glucuronids 3
auch bei 287 (Abspaltung von Glucuronséure und Glucose). Auch hier ldsst sich tiber die
Bindungsstelle der Glucuronsaure an das dann entstehende gemischte Glucosid-Glucuronid
keine Aussage treffen, wobei die Glucuronsidure-Bindung an die freien Hydroxylgruppen in
Position 5, 7, 3’ und 4" wahrscheinlich scheint. Mal3glc bildete dagegen nur zwei gemisch-
te Glucosid-Glucuronid-Konjugate, was darauf hindeutet, dass die freie Hydroxylgruppe in
4’-Position des B-Ringes aus sterischen Griinden nicht mehr zugénglich ist und Glucuroni-

dierungsreaktionen nur noch an den Positionen 7 und 5 erfolgen.
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Abbildung 3.29: HPLC-Trennung der Cyanidin-Glucuronidierung durch mikrosomale Inkubation so-

wie die Absorptions- und Massenspektren der gebildeten Substanzen (blaue Linie: Umsetzung;

rote Linie: Negativkontrolle)
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Abbildung 3.30: HPLC-Trennung der Cyanidin-3- O-glucosid-Glucuronidierung durch mikrosomale

Inkubation

Wihrend die eingesetzten 3,5- O-Diglucoside Malvin und Cyanin keine Substrate der Glu-
curonyltransferase darstellten und keine glucuronidierten Konjugate bildeten, wurden die
phenolischen Sduren SS, PCS und VS zu den entsprechenden Glucuroniden umgesetzt, wie

bereits in der Literatur beschrieben ist [266, 267].

Glucuronidierungen mit rekombinanten Glucuronyltransferasen

Die Bestimmung der fiir die Glucuronidierung verantwortlichen UDP-Glucuronyltransferasen
wurde mit Cy und Cy3glc durchgefiihrt. Nicht jedes Isoenzym ist dabei in der Lage, jedes
Glucuronid zu bilden. Prinzipiell ergab sich ein &hnliches Bild der chromatographischen Tren-
nung wie in Abbildung 3.29 bzw. 3.30 gezeigt. Die in Tabelle 3.5 fiir Cy und in Tabelle 3.6
fiir Cy3glc angegebenen prozentualen Anteile der verschiedenen Glucuronide im Verhéltnis
zu allen bei 520 nm absorbierenden Substanzen beziehen sich auf die dort gezeigten, numme-
rierten Glucuronide. Cy wurde dabei v.a. durch die Glucuronyltransferasen 1A9, 1A1, 1A4
und 1A7, Cy3glc hauptsédchlich von den Isoenzymen 1A1, 1A10 und 1A8 umgesetzt. Allge-

mein ist das Ausmaf der Glucuronidierung verglichen mit der Positivkontrolle (Quercetin)

sehr gering.
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Abbildung 3.31: Absorptions- und Massenspektren der gebildeten Substanzen bei der Cyanidin-3-O-

glucosid-Glucuronidierung
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Tabelle 3.5: Prozentualer Anteil der beiden Glucuronide des Cyanidins an der Gesamtmenge der bei

520 nm absorbierenden Substanzen in Abhéngigkeit vom verwendeten Enzymsystem

Glucuronid 1 | Glucuronid 2

Enzymsystem | MW SD MW SD Summe | SD
Mikrosomen 6,50 2,05 3,50 1,07 10,00 | 2,31
1A1 0,20 0,19 - - 0,20 0,19
1A3 0,03 0,01 - - 0,03 0,01
1A4 0,03 0,02 0,13 0,04 0,16 0,04
1A6 0,03 0,03 - - 0,03 0,03
1A7 0,16 0,05 - - 0,16 0,05
1A8 0,07 0,05 0,04 0,01 0,11 0,05
1A9 0,37 0,08 0,17 0,07 0,54 0,11
1A10 0,09 0,04 - - 0,09 0,04

2B7 - - - - - -

Tabelle 3.6: Prozentualer Anteil der vier Glucuronide des Cyanidin-3- O-glucosids an der Gesamtmen-

ge der bei 520 nm absorbierenden Substanzen in Abhéngigkeit vom verwendeten Enzymsystem

(G 1-4: gebildete Glucuronide 1-4, vgl. Abb. 3.30)

G1 G2 G3 G4

Enzymsystem | MW | SD | MW | SD | MW | SD | MW | SD | Summe | SD
Mikrosomen 0,23 10,10 | 2,45 | 0,17 | 11,03 | 0,22 | 1,43 | 0,05 | 15,14 | 0,30
1A1 - 0,31 [ 0,03 4,7 (096 | 0,33 | 0,10 5,34 0,97
1A3 - 0,13 | 0,01 - - 0,23 | 0,05 0,36 0,05
1A4 - 0,33 | 0,11 - - - - 0,33 0,11

1A6 - - - - - - - - -

1A7 - - - - - - - - -
1A8 0,14 | 0,04 - - 0,40 | 0,10 | 0,10 | 0,00 0,64 0,11
1A9 - 0,33 | 0,88 - - - - 0,33 0,08
1A10 0,13 | 0,01 | 0,25 | 0,06 | 0,68 | 0,15 - - 1,06 0,16

2B7 - - - - - - - - -
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3.4 in vivo-Untersuchungen

3.4 in viwo-Untersuchungen

Um die Ubertragbarkeit der in vitro gewonnenen Erkenntnisse iiber den Metabolismus von
Anthocyanen auf die in vivo-Situation zu tiberpriifen, wurde zunéchst ein Tierversuch mit
oraler Verabreichung der Anthocyane Cy3glc und Malvin durchgefiihrt. Zuséatzlich erfolgte
zur Aufkldarung der Bioverfiigbarkeit und zur Ermittlung eventueller neuer Metabolite auch
die Gabe der in vitro-Abbauprodukte der Anthocyane, PCS, VS und SS. Da tierexperimen-
telle Ergebnisse nicht per se auf den Menschen zu iibertragen sind, wurden Untersuchungen

auch direkt in einem Humanversuch vorgenommen.

3.4.1 Tierexperimentelle Studien an Ratten

Vor Beginn der Fiitterungsversuche wurde das flavonoid- und phenolsidurefreie Futter der
Ratten mittels HPLC und GC auf die Abwesenheit von Phenolséduren (PCS, VS, SS, 4-
Hydroxybenzoesaure, Gallussédure) und géngigen Flavonoiden (Anthocyane, Quercetin, Iso-

flavone, Catechin) getestet.

3.4.1.1 Aufnahme von phenolischen Sauren
Protocatechusiure

Urin

Nach oraler Verabreichung von PCS konnten im Rattenurin verschiedene Metabolite de-
tektiert werden. Durch massenspektrometrische Analysen, Retentionszeitenvergleiche und
Cochromatographie konnte neben der PCS die VS (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure)
als Methylierungsprodukt nachgewiesen werden. Bei einer zweiten Verbindung mit analo-
gem Massenspektrum und sehr dhnlicher Retentionszeit handelt es sich wohl mit der 3-
Hydroxy-4-methoxybenzoesédure um ein weiteres Methylierungsprodukt. Die Spaltung mit
[(-Glucuronidase und Sulfatase zeigte, dass diese Verbindungen auch als entsprechende Pha-
se II-Konjugate vorliegen. Zusétzlich wurde eine weitere Verbindung detektiert, die das
im Anhang (A.2, Abb. A.75) dargestellte Massenspektrum zeigte. Durch Vergleich des
Fragmentierungsmusters und der Retentionszeitendifferenz mit dem bekannten Aminoséure-
Konjugationssystem Benzoesdure/Hippursdure (vgl. Anhang A.2, Abb. A.74) konnte diese
Substanz als das Glycinaddukt der PCS identifiziert werden. Eine Bestatigung mit Hilfe
einer Referenzsubstanz war nicht moglich, da diese nicht kommerziell erhéltlich war. Ana-
log dazu konnten auch die Glycinaddukte der VS und der 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesiaure
nachgewiesen werden, die — wie durch Spaltung mit S-Glucuronidase und Sulfatase gezeigt

werden konnte — ebenfalls zusétzlich konjugiert als Glucuronid oder Sulfat vorliegen kénnen.
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3 ERGEBNISSE

Die im Urin der Ratten gefundenen Absolutmengen (ausgedriickt als Differenz zu den Wer-
ten der Kontrolltiere) mit und ohne enzymatische Spaltung sind in Abbildung 3.32 gezeigt;
der Metabolismus der Protocatechusaure ist in Abbildung 3.33 zusammengefasst. Bei einer
Gesamtwiederfindung der verabreichten Menge im Urin von (18,442,9)% sind dabei die PCS
selbst, die VS und deren beiden Sulfo- bzw. Glucurono-Konjugate die Hauptmetabolite der
PCS. Der grofite Teil der Metabolite ((81,94+4,1)%) wird in den ersten acht Stunden nach

Aufnahme ausgeschieden.

A: ohne enzymatische Spaltung
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Abbildung 3.32: Absolutmengen der im Urin gefundenen Protocatechusiure-Metabolite (ausgedriickt

als Differenz zu den Werten der Kontrolltiere)
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3.4 in vivo-Untersuchungen

COOH
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i
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OH OH
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OH
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4-methoxybenzoeséure Vanillinsaure
(0,37% + 0,08%) (0,42% + 0,09%)

Abbildung 3.33: Metabolismus und Bioverfiigharkeit der Protocatechusdure (in Klammern die pro-
zentuale Wiederfindung bezogen auf die oral verabreichte Menge Protocatechuséure als Mittelwerte

der behandelten Ratten + SD)

Plasma
Die Analytik des 24 Stunden nach Schlundsondierung entnommenen Blutes ergab erwar-
tungsgemaéls keine Zunahme der untersuchten phenolischen Sduren verglichen mit den Werten

der Kontrolltiere.

Vanillinsaure

Urin

In Analogie zum Metabolismus der PCS konnten auch im Falle der VS neben der VS selbst
in freier und konjugierter Form (Glucuronid oder Sulfat) ein Glycinaddukt (Massenspektrum
s. Anhang, Abb. A.76) durch Vergleich des Fragmentierungsmusters und der Retentionszei-
tendifferenz mit dem Aminoséure-Konjugationssystem Benzoesdure/Hippursdure (vgl. An-
hang, Abb. A.74) identifiziert werden. Eine endgiiltige Bestatigung mit Hilfe einer Referenz-
substanz war auch hier nicht moglich. Das Vorkommen des glucuronidierten /sulfatierten Gly-

cinadduktes konnte nicht eindeutig belegt werden (vgl. Standardabweichung in Abb. 3.35).
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3 ERGEBNISSE

Wie bei der PCS erfolgte die Ausscheidung iiber den Harn v.a. in den ersten acht Stunden
(vgl. Abb. 3.34). Abbildung 3.35 fasst den Metabolismus der VS zusammen, wobei bei einer
Gesamtwiederfindung im Urin von (29,0+5,3)% (bezogen auf die verabreichte Menge) als
Hauptmetabolite die VS selbst, ihr Sulfo- bzw. Glucuronokonjugat und auch das Glycinad-

dukt zu nennen sind.

A: ohne enzymatische Spaltung
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Abbildung 3.34: Absolutmengen der im Urin gefundenen Vanillinsdure-Metabolite (ausgedriickt als

Differenz zu den Werten der Kontrolltiere)

Plasma
Die Analytik des 24 Stunden nach Schlundsondierung entnommenen Blutes ergab erwar-

tungsgeméls keine Zunahme der untersuchten phenolischen Sauren verglichen mit den Werten

der Kontrolltiere.
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COOH (H)
C—NH—CH,-COOH
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(17,12% + 4,97%)

OCHjs OCHjs
OH OH
Vanillinsaure Glycinaddukt der Vanillinsdure
(9,33% + 1,74%) (2,33% * 1,05%)

l?

Glucuronid / Sulfat des Glycinaddukts
der Vanillinsaure
(0,19% * 0,31%)

Abbildung 3.35: Metabolismus und Bioverfiigbarkeit der Vanillinsdure (in Klammern die prozen-
tuale Wiederfindung bezogen auf die oral verabreichte Menge Vanillinsdure als Mittelwerte der

behandelten Ratten + SD)

Syringasiure

Urin

Im Falle der SS konnte kein entsprechendes Glycinaddukt gefunden werden, so dass davon
ausgegangen werden muss, dass SS kein Substrat der Glycintransferase ist. Der iiberwiegende
Teil der ausgeschiedenen SS lag in freier Form vor (24,7%44,5%); einziger nachgewiesener
Metabolit ist das Glucurono- oder Sulfokonjugat der SS (7,3%=+0,5%). Die Exkretion erfolgte
auch hier sehr schnell und ist in Abbildung 3.36 dargestellt.

Plasma
Die Analytik des 24 Stunden nach Schlundsondierung entnommenen Blutes ergab erwar-
tungsgeméls keine Zunahme der untersuchten phenolischen Sduren verglichen mit den Werten

der Kontrolltiere.

3.4.1.2 Aufnahme von Anthocyanen

Cyanidin-3- O-glucosid

Urin

Abbildung 3.37 zeigt ein typisches HPLC-Chromatogramm der Anthocyan-Analytik. Durch
Retentionszeiten- und Absorptionsspektrenvergleiche sowie durch Cochromatographie und
massenspektrometrische Analysen konnten die beschrifteten Peaks als Cy3glc, Peo3glc sowie
Cyanidin- und Peonidin-monoglucuronid identifiziert werden. Der Urin von Kontrolltieren
und Tieren vor der Schlundsondierung enthielt keine Anthocyane. Die Anthocyane wurden
nach Verabreichung sehr schnell ausgeschieden, so dass fast die gesamten, im Urin detektier-
baren Anthocyane in den ersten acht Stunden im Harn zu finden waren (vgl. Abb. 3.38).

Hauptmetabolite bei einer Gesamtwiederfindung von (0,11 + 0,04)% waren dabei Cy3glc
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A: ohne enzymatische Spaltung
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Abbildung 3.36: Absolutmengen der im Urin gefundenen Syringasiure-Metabolite (ausgedriickt als

Differenz zu den Werten der Kontrolltiere)

(fast 0,06% der verabreichten Menge Cy3glc) und Peo3gle (fast 0,04% der verabreichten
Menge Cy3glc). Tabelle A.25 im Anhang zeigt die genauen Werte.

Die Analyse der Phenolséduren im Urin ergab ein uneinheitliches Bild (Abb. 3.39). Der Leer-
wert vor Verabreichung der Substanzen miisste bei allen phenolischen Sauren bei 0 liegen.
Die grofien Standardabweichungen spiegeln die Schwierigkeiten wider, bestimmte phenoli-
sche Sduren (z.B. VS oder SS) als Stoffwechselprodukte von Anthocyanen zu identifizieren,
da sie endogene Stoffwechselprodukte darstellen und ihre Bildung von vielen Faktoren ab-

héngig ist. Auch die Abnahme der SS in der zweiten Sammelfraktion (8-24 h), die wie die
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Abbildung 3.37: Typisches HPLC-Chromatogramm der Analyse von Rattenurin nach Verabreichung
von Cyanidin-3- O-glucosid (blaue Linie: Urinfraktion 0-8 h; rote Linie: Kontrolltier)
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Abbildung 3.38: Zeitlicher Verlauf der im Urin der Ratten gefundenen Anthocyan-Metabolite nach

Verabreichung von Cyanidin-3-O-glucosid und ihr Anteil an der verabreichten Substanzmenge

2,4-Dihydroxybenzoesdure in keiner Fraktion vom Nullwert abweichen diirfte, muss vor die-
sem Hintergrund gesehen werden. Dagegen wird PCS eindeutig erst nach Gabe von Cy3glc
gebildet und war in den Kontrolltieren und vor Verabreichung des Anthocyans nicht nach-
zuweisen. Auch die vermehrte Bildung der VS als Metabolit des Cy3glc scheint auf die
Supplementierung zuriickzugehen, miisste aber noch mit einer grofseren Anzahl an Ratten
statistisch abgesichert werden. Glycinaddukte der VS oder PCS konnten dagegen nicht iden-
tifiziert werden; auch eine enzymatische Spaltung mit 3-Glucuronidase und Sulfatase brachte

kaum Veranderungen.
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Abbildung 3.39: Zeitlicher Verlauf der im Urin der Ratten gefundenen phenolischer Sduren nach
Verabreichung von Cyanidin-3- O-glucosid (ohne enzymatische Spaltung)

Plasma

Bei der analytischen Untersuchung des 24 Stunden nach oraler Gabe (Schlundsondierung)
entnommenen Blutes konnten erwartungsgemaéifs weder in den supplementierten noch in den
Kontrolltieren Anthocyane oder Anthocyan-dhnliche Substanzen identifiziert werden. Auch
die Phenolsdure-Analytik ergab keine Zunahme der untersuchten phenolischen Séuren ver-

glichen mit den Werten der Kontrolltiere.

Fizes

Abbildung 3.40 zeigt ein typisches HPLC-Chromatogramm der Anthocyan-Analytik mit den
beiden mittels Cochromatographie, Massenspektrometrie sowie Retentionszeiten- und Ab-
sorptionsspektrenvergleich identifizierten Anthocyanen Cy3glc und Cy. Peo3glc sowie die
Glucuronide von Cy und Peo konnten nicht nachgewiesen werden. Vor der Schlundsondie-
rung und in den Kontrolltieren waren keine Anthocyane nachweisbar. Bei einer Gesamtwie-
derfindung von (3,0240,06)% lagen (2,42+0,09)% als Cy3glc und (0,59£0,04)% als Cy in
den Fézesproben vor (jeweils bezogen auf die verabreichte Menge Cy3glc). Die Ausschei-
dung erfolgte sehr schnell: Zwischen 97,1 und 99,9% der iiber die Fazes ausgeschiedenen

Anthocyanmenge waren bereits in der ersten Sammelfraktion (0-8 h) enthalten.

Da die Analyse der phenolischen Sduren eine enzymatische Spaltung der erwarteten Kon-
jugate (Sulfate und Glucuronide) bei neutralen pH-Bedingungen erfordert und das in den
Fézes-Proben nachgewiesene Aglykon Cy unter diesen Bedingungen zu PCS zerfallen wiirde
(vgl. 3.2.1), wére ein Nachweis der origindren Entstehung dieser phenolischen Séure in Fézes

so nicht moéglich. Daher wurde auf die Durchfiihrung dieser Analytik verzichtet.
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Abbildung 3.40: Typisches HPLC-Chromatogramm der Analyse von Rattenfizes nach Verabreichung
von Cyanidin-3-O-glucosid (blaue Linie: Fazesfraktion 0-8 h; rote Linie: Kontrolltier)

Organe

Von den untersuchten Organen finden sich im Dickdarm (Abb. 3.41) und im Magen
(Abb. 3.42) Hinweise auf Anthocyane. Aufgrund des Vergleichs von Retentionszeiten ist
anzunehmen, dass es sich im Falle des Dickdarms um Cy3glc und Peo3glc bzw. im Falle des
Magens um Cy3glc handelt. Aufgrund der geringen Menge und der komplexen Matrix konn-
ten weder eindeutige Absorptions- noch Massenspektren weiteren strukturellen Aufschluss

geben. In Diinndarm, Leber und Niere konnten keine Hinweise auf Anthocyane gefunden

werden.
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Abbildung 3.41: HPLC-Chromatogramm der Analyse eines Rattendickdarmes nach Verabreichung
von Cyanidin-3-O-glucosid (blaue Linie: 24 h nach Verabreichung; rote Linie: Kontrolltier)
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Abbildung 3.42: HPLC-Chromatogramm der Analyse eines Rattenmagens nach Verabreichung von
Cyanidin-3- O-glucosid (blaue Linie: 24 h nach Verabreichung; rote Linie: Kontrolltier)

Malvin

Urin

Das in Abbildung 3.43 dargestellte typische HPLC-Chromatogramm der Analyse des Rat-
tenurins nach Verabreichung von Malvin zeigt als einzigen nachgewiesenen Anthocyan-
Metaboliten das Malvin selbst, das mit Hilfe von massenspektrometrischen Messungen iden-
tifiziert werden konnte. Der tiberwiegende Teil ((98,940,4)%) der insgesamt tiber den Beob-
achtungszeitraum von 24 h gefundenen (0,056+0,026)% (bezogen auf die verabreichte Menge
Malvin) war bereits in den ersten acht Stunden nach der Schlundsondierung zu finden. In

den folgenden 16 h waren nur noch Spuren von Malvin nachzuweisen.
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Abbildung 3.43: Typisches HPLC-Chromatogramm der Analyse von Rattenurin nach Verabreichung

von Malvin (blaue Linie: Urinfraktion 0-8 h; rote Linie: Kontrolltier)

Abbildung 3.44 zeigt die Verdnderungen der phenolischen Sduren im Laufe des Versuchs.

Die aus den oben erwiahnten Griinden zustande kommenden Schwankungen ermdéglichen hier
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keine sinnvolle Aussagen. Somit ist auch keine Aussage iiber die aus den Féazesinkubationen
(vgl. 3.3.1.2) erwartete Zunahme der SS zu treffen, da schon die Standardabweichung im
Leerwert eine potentielle Zunahme in der ersten Urinfraktion einschlieftt. Auch die Ergebnisse

nach enzymatischer Spaltung mit ($-Glucuronidase und Sulfatase zeigten keine eindeutigen
Effekte.
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Abbildung 3.44: Zeitlicher Verlauf der im Urin der Ratten gefundenen phenolischen Sduren nach

Verabreichung von Malvin (ohne enzymatische Spaltung)

Plasma

Bei der analytischen Untersuchung des 24 Stunden nach der Schlundsondierung entnomme-
nen Blutes konnten weder in den supplementierten noch in den Kontrolltieren Anthocyane
oder Anthocyan-dhnliche Substanzen identifiziert werden. Auch die Phenolsdure-Analytik
ergab keine Zunahme der untersuchten phenolischen Sduren verglichen mit den Werten der

Kontrolltiere.

Fizes

Bei der Analyse der Féazesproben wurden mehrere Anthocyan-Derivate gefunden (Abb. 3.45),
von denen zwei mittels massenspektrometrischer Messung als Malvin und als das Aglykon
Mal identifiziert werden konnten. Die anderen identifizierten Peaks konnten nicht néaher cha-
rakterisiert werden; auch die vermutete Entstehung von Mal3glc konnte nicht nachgewiesen
werden. Vor der Schlundsondierung bzw. in den Kontrolltieren fanden sich keine Anthocyane
in den entsprechenden Fézesproben. Die Gesamtwiederfindung, bezogen auf die verabreich-
te Menge Malvin), lag hier bei (0,38240,007)%, wobei (2948)% als Malvin und (71+8)%
als Mal vorlagen. Auch hier erfolgte die Ausscheidung fast komplett innerhalb der ersten
acht Stunden: (96+1)% der insgesamt in den Fazesproben gefundenen Anthocyane waren in

dieser Fraktion enthalten.
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Abbildung 3.45: Typisches HPLC-Chromatogramm der Analyse von Rattenfdzes nach Verabreichung

von Malvin (blaue Linie: Fézesfraktion 0-8 h; rote Linie: Kontrolltier)

Organe

Die Analyse der Organe ergab nur im Fall des Dickdarms einen Hinweis auf das Auftreten
von Malvin (Abb. 3.46). Auch hier konnte die durch Retentionszeitenvergleich angestellte
Vermutung der Identitdt des Peaks aus den bei der Verabreichung von Cy3glc geschilder-
ten Schwierigkeiten nicht durch massenspektrometrische Messungen bestétigt werden. Im

Diinndarm, in der Leber, in der Niere und im Magen waren keine Anthocyane nachweisbar.
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Abbildung 3.46: HPLC-Chromatogramm der Analyse eines Rattendickdarmes nach Verabreichung

von Malvin (blaue Linie: 24 h nach Verabreichung; rote Linie: Kontrolltier)
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3.4.2 Humanversuch — Pilotversuch

Die durchgefiihrte Humanstudie in Form eines Pilotversuchs mit zwei Probanden sollte kla-
ren, ob die in vitro und im Tierversuch gefundenen Metabolite auch beim Menschen zu finden
sind und in welchen Konzentrationen sie vorkommen. Diese Untersuchungen sollten eine Ab-
schétzung des tatséichlich durch die Anthocyane gelieferten Beitrags an der antioxidativen
Wirkung von Beeren und anderen Anthocyan-reichen Lebensmitteln ermdglichen, die in 3.5

naher diskutiert wird.

3.4.2.1 Urin

Abbildung 3.47 zeigt ein typisches Chromatogramm einer aufgearbeiteten und analysierten
Urinprobe bei einer Detektionswellenldnge von 520 nm, 1,5 h nach Aufnahme des Cy3glc.
Bei beiden Probanden konnten acht Substanzen mit Anthocyan-dhnlichen Absorptionsspek-
tren nachgewiesen werden, die — wie ein Vergleich mit dem Placebo-Wert zeigt — aus dem
aufgenommenen Cy3glc entstanden sein miissen. Vor Aufnahme des Cy3glc bzw. bei Durch-
fithrung des Placebo-Versuchs fanden sich im Urin keinerlei Anthocyane. Fiinf der neu de-
tektierten Substanzen konnten mittels massenspektrometrischer Analysen strukturell zu den
benannten Substanzen identifiziert werden. Thre Absorptions- und Massenspektren sind in
Abbildung 3.48 dargestellt. Im Falle der detektierten Monoglucuronide konnte die Position
des Glucuronséurerestes mit den zur Verfiigung stehenden Methoden nicht néher charakteri-
siert werden. Bei den nicht identifizierten Verbindungen kénnte es sich um Sulfo-Konjugate

oder gemischte Glucosid-Glucuronide handeln, wie sie in vitro gebildet werden (vgl. 3.3.2.2).

A =520 nm

Cyanidin-monoglucuronid
Cyanidin

Cyanidin-3-O-glucosid
Peak 5 (?)

Peonidin-3-O-glucosid

Peonidin-monoglucuronid

Peak 1 (?)

Absorption (mAU)

T
35 37 39 41 43 45 a7 49 51 53
Zeit (min)

Abbildung 3.47: Typisches HPLC-Chromatogramm der Analyse des Humanurins nach Aufnahme
von Cy3gle am Beispiel von Proband A (blaue Linie: Urinfraktion 1 (0-1,5 h) nach Aufnahme von
Cy3glc; rote Linie: Urinfraktion 1 (0-1,5 h) des Placeboversuchs)
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Abbildung 3.48: Absorptions- und Massenspektren der identifizierten Substanzen im Humanurin

In Abbildung 3.49 ist das Auftreten der unterschiedlichen Anthocyan-Metabolite in ver-
schiedenen Urinfraktionen als prozentualer Anteil zu der verabreichten Menge Cy3gle fiir
die beiden Probanden gezeigt. Insgesamt werden bei Proband A 0,066%, bei Proband B
0,059% des aufgenommenen Cy3glc als Anthocyan-Derivat ausgeschieden. Etwa die Halfte
(50 bzw. 45%) der insgesamt ausgeschiedenen Anthocyan-Derivate sind bereits in der er-
sten Fraktion (0-1,5 h) enthalten. In den folgenden Fraktionen nimmt die Ausscheidung der
Anthocyane schnell ab, ist jedoch nach neun Stunden noch nicht vollstdndig abgeschlossen

(jeweils noch 9% in der letzten Urinfraktion).

Bezogen auf alle im Urin auftretenden Anthocyan-Derivate, sind bei beiden Probanden das

Cy3gle (mit 34 bzw. 27% bei Proband A bzw. B), ein Cyanidin-monoglucuronid (mit 19
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0,045
Proband A 50% 24% 17% 9%

0,040

0,035
Proband B 45% 30% 16% 9%
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% des aufgenommenen Cy3glc
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. Cy3glc . Cy-glucuronid . Peo3glc . Peo-glucuronid . Cyanidin I:' Sonstige Anthocyan-Metabolite

. Proband A

Proband B

Abbildung 3.49: Prozentualer Anteil der unterschiedlichen Anthocyan-Derivate in den verschiedenen
Urinfraktionen der beiden Probanden A und B bezogen auf die aufgenommene Menge Cyanidin-
3-0-glucosid (angegebene Prozentwerte spiegeln den jeweiligen Fraktionsanteil an der in allen

Fraktionen ausgeschiedenen Anthocyangesamtmenge wider)

bzw. 24%) und ein Peonidin-monoglucuronid (mit 20 bzw. 18%) die Hauptmetabolite des
verabreichten Cy3gle. Ein Uberblick iiber die gefundenen Daten findet sich im Anhang (Ta-
belle A.26).

Zusétzlich zu diesen Metaboliten, bei denen das Anthocyan-Skelett noch vorhanden war,
konnten auch erstmals beim Menschen die in vitro und im Tierversuch nachgewiesenen phe-
nolischen Sauren, PCS und VS, als Metabolite detektiert werden. Abbildung 3.50 zeigt das
schnelle Auftreten dieser Verbindungen in den Fraktionen der Urinsammlung bezogen auf
die verabreichte Cy3glc-Menge. PCS und VS treten dabei sowohl in freier als auch in kon-
jugierter Form als Glucuronid oder Sulfat auf, wobei meist die freie Form dominiert (in den
Hauptfraktionen 1 und 2 zwischen 65 und 93% bei der VS und zwischen 82 und 91% bei
der PCS). Die Gesamtwiederfindung der verabreichten Cy3gle-Menge in dieser Form lag bei
Proband A bei 0,136, bei Proband B bei 0,109%. Wahrend VS in der Fraktion 1 klar die
PCS als Metabolit dominiert, liegt das Verhaltnis VS : PCS {iber den Gesamtbeobachtungs-
zeitraum bei ca. 60:40 (Proband A) bzw. 50:50 (Proband B). Zudem konnte bei Proband A
noch das Glycinaddukt der VS, sowohl in konjugierter als auch in freier Form, nachgewie-
sen werden. Glycinaddukte der PCS oder das im Tierversuch nach Verabreichung von PCS
gefundene zweite Methylierungsprodukt, die 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesaure, fanden sich

dagegen weder bei Proband A noch bei Proband B.
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Abbildung 3.50: Protocatechu- und Vanillinsédure als Urin-Metabolite von Cyanidin-3-O-glucosid:
Prozentualer Anteil in den verschiedenen Urinfraktionen der beiden Probanden A und B bezo-
gen auf die aufgenommene Menge Anthocyan (angegebene Prozentwerte spiegeln den jeweiligen

Fraktionsanteil an der in allen Fraktionen ausgeschiedenen Phenolsduregesamtmenge wider)

3.4.2.2 Plasma

Wie Abbildung 3.51 zeigt, konnten im Plasma nach LC-Messungen sieben Metabolite mit
Anthocyan-dhnlichen Absorptionsspektren nachgewiesen werden, von denen fiinf — wie schon
im Urin anhand der dort abgebildeten Spektren — mit Hilfe massenspektrometrischer Mes-

sungen zu den benannten Verbindungen identifiziert werden konnten.

Uber den gesamten 5-stiindigen Beobachtungszeitraum hinweg waren Cy3glc, Cyanidin-
monoglucuronid, Peonidin-monoglucuronid und der nicht-identifizierte Metabolit 2 mit den
in Tabelle 3.7 angegebenen prozentualen Anteilen die Haupt-Anthocyanmetabolite bezogen
auf alle im Plasma detektierten Anthocyan-Derivate. Peo3glc spielte dagegen mit nur 4%

(Proband A) bzw. 1% (Proband B) eine sehr untergeordnete Rolle im Metabolitenspektrum.

Betrachtet man den Peak des Peonidin-monoglucuronids genauer, so erkennt man, dass dieser
sich im Laufe der Plasmaentnahme-Zeitpunkte verédnderte (Abb. 3.52). Die Schulter des
Peaks zu Beginn deutet auf das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Glucuronide hin.
2 bzw. 3 h nach Cy3glc-Aufnahme taucht ein drittes Peonidin-Glucuronid auf. Wie in den
in vitro-Untersuchungen gesehen (vgl. 3.3.2.2), bilden die Anthocyane durch Bindung an
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A =520 nm

Cyanidin-monoglucuronid
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Abbildung 3.51: Typisches HPLC-Chromatogramm der Analyse des Humanplasmas nach Aufnah-
me von Cyanidin-3-O-glucosid am Beispiel von Proband A (blaue Linie: 1 h nach Anthocyan-

Aufnahme; rote Linie: Placeboversuch, 1 h-Wert)

Tabelle 3.7: Prozentualer Anteil der Haupt-Anthocyan-Metabolite an der Gesamtmenge der detek-

tierten Anthocyan-Derivate

Anthocyan-Metabolit | Proband A | Proband B
Cy3gle 34% 24%

Cyanidin-monoglucuronid 11% 25%

Peonidin-monoglucuronid 29% 25%
Peak 2 11% 19%

verschiedene freie Hydroxylgruppen unterschiedliche Glucuronsdure-Konjugate, die in diesem

Fall mit der verwendeten HPLC-Methode nicht getrennt wurden.

Triagt man die zu den jeweiligen Messzeitpunkten gefundene Plasma-Anthocyan-
Konzentration gegen die Zeit auf, so erhdlt man fiir die unterschiedlichen Anthocyan-
Metabolite und die Gesamtanthocyane die in Abbildung 3.53 dargestellten Kurven. Die
erreichten Anthocyan-Konzentrationen sind sehr niedrig (unterer nanomolarer Bereich) und
erreichen friih, meist schon nach 40 bis 60 min, ihre maximalen Werte. Deutlich wird bei
Proband A auch, dass lediglich das Cy3glc selbst nach 5 min nachweisbar war, wihrend die
Metabolite erst spater gebildet werden.

Im Falle der oralen Aufnahme von in Wasser gelostem Cy3glc (Proband A) liefen sich bereits
5 min nach Aufnahme Anthocyane in Form des Cy3glc im Plasma nachweisen. Schon nach
10 min fanden sich Cy, Cyanidin-monoglucuronid und Peonidin-monoglucuronid, wéahrend

Peo3glc erst nach 20 min erstmals detektierbar war. Die aufgrund der Aufnahme iiber die
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Abbildung 3.52: Verdnderung des Peaks von Peonidin-monoglucuronid im Laufe des Beobachtungs-

zeitraums (am Beispiel von Proband B)
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Abbildung 3.53: Plasma-Anthocyan-Konzentrationen in Abhéngigkeit von der Zeit nach Aufnahme

von Cyanidin-3- O-glucosid

Weichgelatinekapsel und der dadurch bendtigten Auflosungszeit verzogerte Resorption bei

Proband B ist dieser schnellen Resorption in Abbildung 3.54 anhand der Gesamtanthocyan-

Konzentration gegeniibergestellt.

Die Berechnungen der Flidchen unter diesen Kurven (AUC) und die Einbeziehung der Hé-

matokritwerte (Hkt) von Proband A und Proband B ergab nach Anwendung der Formel aus
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Abbildung 3.54: Gegeniiberstellung der Gesamtanthocyan-Konzentration im Plasma bei Proband A

und B nach Aufnahme von Cyanidin-3- O-glucosid in Wasser oder in Weichgelatinekapseln

6.2.4.2 die im Plasma gefundene Gesamtstoffmenge ng., die, bezogen auf die verabreichte

Menge Cy3glc (n¢ysgec), die folgenden Wiederfindungen (WF) ergab:

AUC [?;rg;ﬂ Hkt VPlasma [l] Nges [ngﬁﬂ Noy3gle [anI] WF [%]
Proband A 4007 46 2,60 10418 449100 2,32
Proband B 3351 45 2,44 8176 505700 1,62

Auch im Plasma konnten als weitere Metabolite des Cy3gle PCS und VS in freier Form
nachgewiesen werden. Wéhrend PCS im Placebo-Versuch nicht nachzuweisen war und erst
nach Aufnahme des Anthocyans im Plasma auftrat, wurde VS auch nach Gabe des Placebos
im Plasma detektiert, jedoch auf einem gleichbleibenden Niveau (ca. 30 nM) zu allen ge-
messenen Zeitpunkten. Diese Werte wurden wie iiblich von den entsprechenden Werten nach
Cy3glc-Verabreichung substrahiert. Abbildung 3.55 zeigt den sich daraus ergebenden Ver-
lauf der Konzentrationen in Abhéngigkeit von den Zeitpunkten nach Anthocyan-Aufnahme.

Glycinaddukte konnten weder fiir VS noch fiir PCS nachgewiesen werden.

Quantifiziert man, wie bei den Anthocyanen beschrieben, die Gesamtstoffmenge ng.s tiber
die Flache unter der Kurve (AUC) und setzt diese wieder in Bezug zu der verabreichten

Menge Cy3glc (neoysgie), so erhdlt man die folgenden Wiederfindungen (WF):

Nges {”g}ﬂ] Neysge [Nmol] WF [%]

VS | PCS VS | PCS | Summe
Proband A | 13585 | 4666 449100 3,02 | 1,04 4,06
Proband B | 9004 | 4211 505700 1,78 | 0,83 2,61
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Abbildung 3.55: Plasma-Konzentrationen an Protocatechu- und Vanillinsdure in Abhéngigkeit von

der Zeit nach Aufnahme von Cyanidin-3- O-glucosid

Tabelle 3.8 fasst die Ergebnisse der Plasma-Untersuchungen nach Verzehr von Cy3glc zu-

Samimen.

Tabelle 3.8: Zusammenfassung der prozentualen Wiederfindungen der verschiedenen Metabolite im

Plasma nach Verzehr von Cyanidin-3- O-glucosid (Abweichungen vom Mittelwert (AM) unter An-

wendung der Fehlerfortpflanzung errechnet)

Anthocyane | VS PCS | Summe
Proband A 2,32% 3,02% | 1,04% 6,38%
Proband B 1,62% 1,78% | 0,83% 4,23%
Mittelwert 1,97% 2,40% | 0,94%
AM 0,49% 0,88% | 0,15%
Summe (3,34 + 0,89)%
Gesamtsumme (5,31 + 1,02)%
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3.5 Antioxidative Eigenschaften der Anthocyane und ihrer Meta-
bolite

Unter den diskutierten gesundheitsférdernden Eigenschaften der Anthocyane (vgl. 1.6)
nimmt die antioxidative Wirkung eine zentrale Stellung ein und sollte daher ndher beleuchtet
werden. Aufgrund der Komplexitéat und Vielfalt antioxidativer Wirkmechanismen ist anhand
eines Testsystems jedoch nur eine begrenzte Aussage moglich. Erst durch vergleichende Un-
tersuchungen verschiedener Substanzen und durch den Einsatz verschiedener Testsysteme

ist eine umfassende Beurteilung der antioxidativen Eigenschaften moglich.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur antioxidativen Wirkung der kommerziell erhaltli-
chen Metabolite (Cy3glc, Peo3gle, Cy, Peo, PCS und VS) aus den in vivo-Untersuchungen
(vgl. 3.4) in den Testsystemen TEAC-, FRAP- und ORAC-Assay vorgestellt. Zur Einstu-
fung ihres antioxidativen Potentials wurden diese Substanzen mit den bekannten pheno-
lischen Antioxidantien Ferulasdure (FS) und Syringasédure (SS), mit dem wasserloslichen

Vitamin E-Analogon Trolox und mit Ascorbinsiure (ASC) verglichen (Abb. 3.56).

OOH
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I COOH L OH
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[\ ‘l /L\ U\ A /E — COCH \—/
j/ TOCH;  HsCO \T/ "OCHy, -~ ¢ O =
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Ferulasdure Syringasaure Trolox Ascorbinsdure

Abbildung 3.56: Strukturformeln der Referenzsubstanzen Ferulasdure, Syringasdure, Trolox und

Ascorbinsaure

3.5.1 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)-Assay

3.5.1.1 Reaktionskinetiken und Methodenoptimierung

Um den Reaktionsverlauf bei den unter 6.2.5.1 beschriebenen Bedingungen zu verfolgen,
wurde der Reaktionsverlauf iiber 60 min zunéchst bei einer Temperatur von 30°C, dann
bei 37°C verfolgt. Die untersuchten Anthocyane (Cy, Cy3gle, Peo, Peo3glc) zeigten ande-
re Reaktionsverldufe als die getesteten phenolischen Sauren (FS, PCS, SS, VS) oder die
Referenzsubstanzen (Trolox und ASC). Trolox und ASC reagierten bei allen eingesetzten
Konzentrationen spontan mit dem ABTS-Radikal, so dass das Reaktionsende unmittelbar
erreicht wurde (vgl. Abb. 3.57). Die phenolischen Séuren zeigten lediglich anfénglich eine
leichte Extinktionsabnahme, wéhrend alle Anthocyane (sowohl die Aglykone als auch die

Glucoside) verzogert reagierten.
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Abbildung 3.57: Reaktionsverlauf des TEAC-Assays bei 30°C mit verschiedenen Antioxidantien
(4,5 uM im Reaktionsansatz, Mittelwerte aus vier Messwerten £+ SD)

Wurde die Temperatur auf 37°C erhoht, stellte sich das Reaktionsende bei prinzipiell glei-
chem Reaktionsverlauf schneller ein (vgl. Abb. 3.58 am Beispiel des Peo3glc) und war bereits
nach 40 min bei allen Substanzen erreicht, weswegen die Reaktionsbedingungen auf 37°C und
Messungen nach 40 min bestimmt wurden, da der Sattigungsbereich am ehesten den Begriff

der antioxidativen Kapazitit widerspiegelt.
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Abbildung 3.58: Vergleich der Reaktionsverlaufe im TEAC-Assay bei 30 bzw. 37°C am Beispiel des
Peonidin-3- O-glucosids
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3.5.1.2 Bestimmung der TEAC-Werte

TEAC-Werte

Die durch Bestimmung mindestens fiinf unabhéangiger Messungen gewonnen Mittelwerte der
TEAC-Werte samt ihrer Standardabweichung sind in Abbildung 3.59 graphisch gegeniiber-
gestellt. Je hoher der Wert, desto groker die antioxidative Kapazitét.
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Abbildung 3.59: TEAC-Werte der unterschiedlichen Testsubstanzen

Sofern in der Literatur Werte bekannt sind, stimmen diese gut mit den hier ermittelten
Daten tiberein. So wurden fiir ASC TEAC-Werte von 0,99 [268], 1,00 [16] und 1,05 [268], fur
F'S von 3,2 [269] und 1,9 [268], fir VS von 1,8 [269] und fiir PCS von 1,1 [269] und 1,2 [270]
ermittelt. Dagegen weichen die in der Literatur beschriebenen Werte fiir die Anthocyane (4,4
fir Cy [16, 270, 271] bzw. 2,2 fiir Peo [270]) von den hier bestimmten ab, was in erster Linie
an den in diesen Arbeiten verwendeten Reaktionszeiten liegt, die die spezielle Kinetik der

Anthocyane (vgl. 3.5.1.1) unberiicksichtigt l&sst.

Es féllt auf, dass alle Anthocyane eine um den Faktor 4,2 bis 6,0 hohere antioxidative Kapa-
zitét besitzen als die typischen Antioxidantien Trolox und Ascorbinsdure. Diese Werte sind
auch verglichen mit anderen, in der Literatur beschriebenen, ausgewiesen starken Antioxi-
dantien sehr hoch. So finden sich z.B. fiir die Harnséure oder das Flavonoid Quercetin in der

Literatur Werte von 1,02 bzw. 4,72 [268].
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Reihungen und Mittelwertsvergleiche (Signifikanzberechnungen)

Nach Mittelswertvergleichen mittels ungepaartem Student’s t-Test und Varianzanalyse
(ANOVA; Post Hoc Tests: Games-Howell) ergab sich fiir die getesteten Substanzen folgende
Reihung:

Cy % Peo = Peo3glc = Cy3glc >> FS S VS S SS = PCS = ASC

Interessanterweise gibt es einen signifikanten Wirkungsunterschied zwischen Cy und Peo
bzw. zwischen Cy und Cy3gle, nicht jedoch zwischen Cy3glc und Peo3glec oder Peo und
Peo3gle, was die aufergewohnlich hohe antioxidative Wirkung von Cy im TEAC-Test un-
terstreicht. Alle getesteten Anthocyane — sowohl in Form der Aglykone als auch als 3-O-
Glucoside — besitzen im TEAC-Assay eine stérkere antioxidative Kapazitat als alle eingesetz-
ten phenolischen Sduren. Die Wirkung der im Korper gebildeten VS und PCS ist signifikant
geringer als die der Anthocyane und die der zum Vergleich getesteten Ferulasdure, jedoch

hoher (im Falle der VS) oder gleich hoch wie die von ASC.

3.5.1.3 Synergismusuntersuchungen

Cy3glc, PCS und VS wurden in Konzentrationen von 5, 10 und 15 uM in den in Tabel-
le 3.9 gezeigten Kombinationen eingesetzt und zu den angegebenen &dquivalenten Trolox-
Konzentrationen bestimmt (n = 4). Daneben wurden die Substanzen in den entsprechenden
Konzentrationen ebenfalls in Vierfachbestimmung einzeln gemessen. Abbildung 3.60 stellt
die Summe dieser Einzelwerte (als Mittelwert von vier, zufillig ausgewédhlten Kombinatio-
nen der entsprechenden Konzentrationen) und die Ergebnisse der Kombinationsinkubation
gegeniiber. In keiner der untersuchten Kombinationen zeigte sich ein synergistischer Effekt

des Cy3glc mit den phenolischen Sduren PCS und VS.

3.5.2 Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP)-Assay

Es wurden sowohl die Konzentrationsabhangigkeit als auch die Reaktionskinetik der Test-

substanzen untersucht.

3.5.2.1 Reaktionskinetiken und Methodenoptimierung

Abbildung 3.61 zeigt den Verlauf der Reaktion verschiedener Substanzen in unterschiedlichen
Konzentrationen mit dem Fe3* /Fe*™-TPTZ-Redoxsystem. Lediglich im Falle der Ascorbin-
sdure erfolgte bei allen eingesetzten Konzentrationen die Reaktion spontan und das Reak-
tionsende wurde unmittelbar erreicht. Die anderen Substanzen zeigten dagegen andere Ver-

laufe, wobei das Cy3glc typisch fiir alle getesten Anthocyane (Aglykone und 3- O-Glucoside)

71



3.5 Antioxidative Eigenschaften der Anthocyane und ihrer Metabolite

Tabelle 3.9: Kombinationen der eingesetzten Substanzen in den Synergismusuntersuchungen des
TEAC-Assays und die Ergebnisse der Kombinationsuntersuchung und der Summe der Einzelinku-

bationsuntersuchungen

dquivalente Trolox-Konz. (M)
Konz. (uM) Kombination | ¥ (Einzelwerte)

Mix | Cy3glc | VS | PCS | MW SD MW SD
1 5 5 1 5 | 653 38 | 679 3.4
2 10 5 5 90,2 2,8 92,3 3,9
3 15 5 | 5 1141 20 |1123 7.3
4 5 10 5 71,9 1,6 73,7 2,2
) ) 15 d 78,8 4,1 80,2 9,1
6 5 5 10 | 77,7 2,1 74,7 3,1
7 5 5 15 | 84,0 3,8 82,2 4,7
140
S 120
N 100
N
5 e T
2
601
3 40
g
® 20

ol

1 2 3 4 5 6 7

Kombinationsnummer

|:| Kombination . Summe der Einzelwerte

Abbildung 3.60: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Synergismusuntersuchungen im TEAC-
Assay (Mittelwert immer aus vier Messwerten + SD)(Kombinationsnummern beziehen sich auf

die Kombinationen in Tab. 3.9)

war. Wie auch im Falle der SS, der VS und der FS deutete die Reaktion der Anthocya-
ne einen Sattigungsverlauf an, der mit zunehmender Konzentration ausgepriagter war und
auch nach 90 min noch nicht sein Ende erreicht hatte. Lediglich beim Einsatz geringer Kon-
zentrationen war die Reaktion innerhalb von 30 min beendet. Die PCS zeigte dagegen bei
allen eingesetzten Konzentrationen einen nahezu linearen Reaktionsverlauf. Aufgrund die-
ses unterschiedlichen Verhaltens der getesteten Substanzen wurden die Messungen bei zwei

verschiedenen Zeitpunkten (10 min und 60 min) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.61: Reaktionsverlauf des FRAP-Assays mit verschiedenen Antioxidantien (Mittelwerte

aus vier Messwerten + SD)

3.5.2.2 Kalibrierung

Die Kalibrierung wurde fiir einen Fe?t-Konzentrationsbereich von 100-1750 uM durchge-
fithrt. Die Konzentrationsangaben wurden fiir die eingesetzten Losungen und nicht fiir die
Endkonzentration im Reaktionsansatz angegeben. Eine Umrechnung findet sich in Tabel-
le 6.22. Da die Reaktion des Fe?™ mit TPTZ zum Fe?"-TPTZ-Komplex spontan erfolgt,
unterscheiden sich die Messwerte bei 10 und bei 60 min kaum. Im gewédhlten Konzentrati-
onsbereich besteht eine lineare Abhéngigkeit zwischen Absorption und Konzentration des
Fe* - TPTZ-Komplexes. Die durch lineare Regression gewonnenen resultierenden Gleichun-

gen der Kalibriergeraden lauten:

10 min Reaktionszeit: Abs (585 nm) = 0,0006 x ¢ [uM] + 0,0032 R?* = 0,9998
60 min Reaktionszeit: Abs (585 nm) = 0,0006 x ¢ [uM] - 0,0020  R* = 0,9999

3.5.2.3 Bestimmung der EC,-Werte
EC;-Werte

Die Mittelwerte der durch Bestimmung mindestens fiinf unabhéngiger Messungen gewonne-
nen EC;-Werte samt ihrer Standardabweichungen sind in Abbildung 3.62 graphisch gegen-

iibergestellt. Je niedriger der Wert, desto grofser die antioxidative Kapazitat.
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Abbildung 3.62: EC;-Werte des FRAP-Assays der unterschiedlichen Testsubstanzen

Reihungen und Signifikanzberechnungen

Signifikanzberechnungen mittels ungepaartem Student’s t-Test ergeben fiir die getesteten

Substanzen folgende Reihungen:

*%* ** *%* *%*
10 min: Cy = Cy3glc > SS = PCS = Peo3glc > ASC = Trolox > FS = Peo >> VS

** ** ** ** **

* *%* *
60 min: Cy > Cy3glc = PCS > Peo > Peo3glc > SS > ASC > Trolox > FS >> VS

Bei der Auswertung tiber die Varianzanalyse (ANOVA) wurden die Werte der VS aus der
Berechnung gestrichen, um weniger die Unterschiede zu der sich in diesem Test komplett an-
ders verhaltenden VS als vielmehr die Unterschiede unter den anderen getesteten Substanzen
in den Vordergrund zu stellen. Der durchgefiihrte Post Hoc Test nach Games-Howell lieferte
sehr dhnliche Ergebnisse wie der ungepaarte Student’s t-Test, wobei fiir die 10 min-Werte
kein signifikanter Unterschied zwischen der antioxidativen Aktivitdt des Peo3glc und der
ASC zu erkennen war und bei den 60 min-Werten die Unterschiede zwischen Cy3glc und Cy

sowie zwischen Peodglc und Peo nicht signifikant waren.

Der Vergleich der beiden Messzeiten zeigt, wie stark die EC;-Werte von der Reaktionskinetik
(vgl. 3.5.2.1) abhéngen, wie v.a. das Beispiel des Peo zeigt. Wahrend der EC;-Wert des Peo
nach 10 min fiir die zweitniedrigste antioxidative Wirkung der ganzen Reihe steht, zeigt

Peo nach 60 min im Vergleich mit den anderen Substanzen die vierthéchste antioxidative
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Kapazitdt. Eine dhnlich starke Abnahme ist auch bei der PCS und der VS zu beobachten,
dort jedoch auf wesentlich schwécherem antioxidativem Niveau. Auffillig ist ferner, dass in
allen Testrechnungen die Cyanidin-Derivate signifikant stirker antioxidativ wirksam sind
als Peonidin-Derivate. Wihrend das Aglykon des Cyanidins nur nach 60 min signifikant
potenter war als das 3-O-Monoglucosid, kehrte sich die Wirksamkeitsreihenfolge im Falle des
Peonidins sogar um: nach 10 min war das Glucosid wirksamer, nach 60 min das Aglykon.
Interessanterweise war das Abbauprodukt des Cy, die PCS, im FRAP-Assay eine sehr potente
Verbindung, wéihrend die auf den B-Ring des Peo zuriickgehende VS nur eine sehr geringe

Wirkung zeigte.

3.5.2.4 Synergismusuntersuchungen

Die Konzentrationen der in verschiedenen Kombinationen (vgl. Tab. 3.10) eingesetzten
Cy3glc, PCS und VS lagen hier bei 20, 30 und 40 puM. In Vierfachbestimmungen wur-
den iiber die Kalibriergeraden (vgl. 3.5.2.2) dquivalente Fe*"-Werte bestimmt und mit den
Summen der einzeln gemessenen Substanzen (n = 4) in den entsprechenden Konzentrationen
verglichen. Hierzu wurden — wie fiir den TEAC-Assay beschrieben (vgl. 3.5.1.3) — vier zu-
fallig ausgewihlte Kombinationen berechnet. Wie aus Abbildung 3.63 fiir eine Reaktionszeit
von 60 min hervorgeht, gab es in keiner der untersuchten Kombinationen signifikant syner-
gistische Effekte des Cy3glc mit den phenolischen Sduren PCS und VS. Analoge Ergebnisse

wurden auch fiir die Reaktion nach 10 min beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 3.10: Kombinationen der eingesetzten Substanzen in den Synergismusuntersuchungen des
FRAP und die Ergebnisse der Kombinationsuntersuchung und der Summe der Einzelinkubations-

untersuchungen bei einer Reaktionszeit von 60 min

dquivalente Fe?"-Konz. (uM)

Konz. (uM) Kombination | ¥ (Einzelwerte)
Mix | Cy3glc | VS | PCS | MW SD MW SD
1 20 20 20 300 18 329 25
2 30 20 20 380 15 401 33
3 40 20 20 444 15 473 44
4 20 20 30 381 55 394 28
) 20 20 40 441 20 458 32
6 20 30 20 298 9 329 25
7 20 40 20 298 8 331 27
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Abbildung 3.63: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Synergismusuntersuchungen im
FRAP-Assay bei einer Reaktionszeit von 60 min (Mittelwert immer aus vier Messwerten =+

SD)(Kombinationsnummern beziehen sich auf die Kombinationen in Tab. 3.10)

3.5.3 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)-Assay

3.5.3.1 Berechnung der Trolox-Aquivalente

Abbildung 3.64 zeigt die Mittelwerte der bestimmten Trolox-Aquivalente im ORAC-Assay
fiir die beiden Fluoreszenzfarbstoffe Phycoerythrin und Fluorescein. Je hoher der Wert, desto

grofser die antioxidative Kapazitat.
Aus den Messungen ergeben sich nach Signifikanzberechnungen mittels ungepaartem Stu-

dent’s t-Test fiir die getesteten Substanzen folgende Reihungen:

*%* *%* **

**
Cy3glc = Cy = Peo3glc >> PCS > FS = VS > SS >> ASC

Phycoerythrin: Peo

*%* ** *%*

*
Cy = Peo3glc = Cy3glc > PCS > VS = FS > SS >> ASC

Fluorescein: Peo

Die Varianzanalyse (ANOVA, Post Hoc Test: Games-Howell) lieferte im Falle des Phycoery-
thrins die gleichen Ergebnisse wie der ungepaarte Student’s t-Test. Auch im Fall des Fluore-
sceins waren die Ergebnisse sehr dhnlich, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen der

antioxidativen Aktivitdt des Cy3glc und der PCS zu erkennen war.

Ein Vergleich mit Absolutwerten aus der Literatur war aufgrund der unterschiedlichen Aus-
wertetechniken nicht moglich, jedoch konnte die Wirkungsreihung einzelner Substanzpaare

bestéitigt werden [272, 273].
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Abbildung 3.64: Trolox-Aquivalente der unterschiedlichen Testsubstanzen im ORAC-Assay beim Ein-

satz der beiden Fluoreszenzfarbstoffe Phycoerythrin und Fluorescein

3.5.3.2 Vergleich der Ergebnisse der beiden Fluoreszenzfarbstoffe

Unter Beriicksichtigung der Signifikanzen erhélt man fiir beide Fluoreszenzfarbstoffe die-
selbe Reihung der getesteten Substanzen, wobei die Absolutwerte der dquivalenten Trolox-
Konzentrationen bei allen getesten Substanzen mit Ausnahme der ASC bei Verwendung von
FL als Fluoreszenzfarbstoff hoher lagen. Wéhrend der in der Literatur [274| beschriebene
Nachteil der Photolabilitat des PE bestétigt werden konnte und eine Abnahme der Fluores-

zenzintensitat in Abwesenheit von ABAP nur hier und nicht beim FL zu beobachten war,
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3.5 Antioxidative Eigenschaften der Anthocyane und ihrer Metabolite

bereitete die Chargenabhéangigkeit der Fluoreszenzeigenschaften beim PE keinerlei Probleme

und fithrte nicht zu groferen Standardabweichungen als dies beim FL der Fall war.

3.5.3.3 Synergismusuntersuchungen

Fiir die Synergismusuntersuchungen wurden Cy3glc, PCS und VS in den Konzentratio-
nen 2,5, 5 und 7,5 uM in verschiedenen Kombinationen eingesetzt (vgl. Tab. 3.11). Auch
hier zeigte der Vergleich der in Vierfachbestimmungen gewonnenen &quivalenten Trolox-
Konzentrationen der Kombinationen mit den entsprechenden Summen der Einzelwerte (Zu-
fallskombinationen) keine signifikant synergistischen Effekte (vgl. Abb. 3.65) weder beim
Einsatz von Phycoerythrin noch bei der Verwendung von Fluorescein als Fluoreszenzfarb-

stoff.

Tabelle 3.11: Kombinationen der eingesetzten Substanzen in den Synergismusuntersuchungen des
ORAC und die Ergebnisse der Kombinationsuntersuchung und der Summe der Einzelinkuba-
tionsuntersuchungen beim Einsatz von Phycoerythrin bzw. Fluorescein als Fluoreszenzfarbstoff

(Komb. = Kombination, EW = Einzelwerte)

dquivalente Troloxkonz. (uM)
Phycoerythrin Fluorescein
Konz. (M) Komb. Y (EW) Komb. Y (EW)
Mix | Cy3glc | VS | PCS | MW | SD | MW | SD | MW | SD | MW | SD

2.5 5 1 5 | 518 | 12,8 46,7 |13,1] 56,5 | 5,7 | 60,9 | 2,8

5 5 1 5 | 622 | 12,7 64,6 | 125] 722 | 11,3 | 81,0 | 4,8
2,5 5 | 75 | 56,7 | 13,8 | 58,3 | 12,5 | 69,8 | 14,4 | 79,8 | 8,4
25 | 75| 5 | 530 |144| 56,0 | 11,7| 63,2 | 54 | 674 | 2,7

= W N

3.5.4 Vergleich der Ergebnisse

Da die verschiedenen Assays unterschiedliche Endpunkte besitzen (Fe**-reduzierendes Po-
tential im Falle des FRAP-Assays, Abfangen kiinstlicher oder natiirlicher Radikale beim
TEAC- bzw. ORAC-Assay) und ihnen verschiedene Reaktionsmechanismen zugrunde liegen,
lassen sich sinnvolle Aussagen iiber das tatséchliche antioxidative Potential der Anthocya-
ne und ihrer Metabolite erst durch Vergleiche der Ergebnisse treffen. Tabelle 3.12 gibt eine

Reihung der getesteten Substanzen in den verschiedenen Testsystemen wieder.
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Abbildung 3.65: Graphische Darstellung der FErgebnisse der Synergismusuntersuchungen im

ORAC-Assay bei einer Reaktionszeit von 60 min (Mittelwert immer aus vier Messwerten =+

SD)(Kombinationsnummern beziehen sich auf die Kombinationen in Tab. 3.11

Tabelle 3.12: Ubersicht iiber die antioxidativen Eigenschaften der untersuchten Substanzen

Assay | Zusatzbedingung Reihung

TEAC Cy > Peo = Peo3glc = Cy3glc > FS > VS > SS = PCS = ASC

FRAP 10 min Cy = Cy3glc > SS = PCS = Peo3glc > ASC > FS = Peo > VS
60 min Cy > Cy3glc = PCS > Peo > Peo3glc > SS > ASC > FS > VS

ORAC mit R-Phycoerythrin Peo = Cy3glc = Cy = Peo3glc > PCS > FS = VS > SS > ASC
mit Fluorescein Peo = Cy = Peo3glc = Cy3glc > PCS > VS = FS > SS > ASC

3.5.5 Messung einer Modell-Plasmal6sung

Eine endgiiltige Aussage iiber das antioxidative Potential aller im Korper nach Verzehr von

einem Anthocyan gebildeten Metabolite ist nicht moglich, da zum einen weiterhin der Ver-

bleib eines Grofsteils der verabreichten Substanz ungeklart ist und zum anderen noch nicht

alle Metabolite identifiziert und wenn, dann oftmals nicht in Reinform erhéltlich sind. Daher

wurde eine Modelllosung erstellt, die die Einzelsubstanzen im maximalen Konzentrationsbe-

reich der entsprechenden Plasmawerte besafs (vgl. 3.4.2.2). Die phenolischen Sduren wurden

dabei als Aglykone zugesetzt und Cyanidin-3-Glucosid bzw. Cyanidin als Leit-Anthocyan
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stellvertretend fiir alle Aglykone, Glucoside, Glucuronide, Sulfate oder sonstige Anthocyan-
Derivate gewahlt. In Anlehnung an die Konzentrationsverhéaltnisse im Plasma setzte sich die

Modelllosung damit wie folgt zusammen:

e 25 nM Anthocyan (Cy oder Cy3glc)
e 13 nM PCS
e 31 nM VS

Diese Modelllésung wurde in allen oben beschriebenen Assays eingesetzt. In keinem der
beschriebenen Tests zeigte sich dabei eine antioxidative Wirkung im gewédhlten Konzentra-

tionsbereich.
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4 Diskussion

4.1 Stabilitat und Optimierung der analytischen Methoden

Die Aglykone der Anthocyane sind instabil und zerfallen nach bekanntem Schema
(vgl. Abb. 1.6). Bei hoheren Konzentrationen entstanden dabei in vitro Intermediate mit
Anthocyan-éhnlichen Absorptionsspektren, die auf den Erhalt der Anthocyan-Grundstruktur
hindeuten. Massenspektrometrische Analysen dieser Zwischenprodukte (vgl. Abb. 3.19 am
Beispiel des Cyanidins (Cy)) legten die Vermutung nahe, dass es sich um Dimerisierungspro-
dukte handelt, die durch Reaktionen zweier Cyanidin-Einheiten entstehen. Bei neutralen pH-
Bedingungen liegen die Anthocyanidine als reaktive Chinoid-Basen vor (vgl. Abb. 1.5), die
miteinander zu Dimeren reagieren kénnen, wie Abbildung A.77 im Anhang beispielhaft zeigt.
Bei langerer Inkubation oder niedrigeren Konzentrationen fanden Zerfallsreaktionen statt, in
deren Verlauf phenolische Séuren gebildet wurden (vgl. Tab. 1.1). Da in Zellkultursystemen
und in in vitro-Untersuchungen héufig Aglykone eingesetzt werden, ist die Beurteilung der
Ergebnisse nur vor diesem Hintergrund moglich. Die gefundenen Effekte miissen daher auch

auf die Wirkungen der Abbau- und Dimerisierungsprodukte zuriickgefithrt werden (vgl. 4.3).

Bei der Reihenfolge der Stabilitidt der Anthocyanidine zeigten unsere Ergebnisse eine ab-
nehmende Stabilitdt mit zunehmender Hydroxylierung und Methoxylierung des B-Ringes,
wahrend in der Literatur auch oft von einem stabilisierenden Effekt durch Methylierung von
freien Hydroxylgruppen wie im Malvidin (Mal) ausgegangen wird [14]. In Ubereinstimmung
zu unseren Resultaten zeigen neuere Untersuchungen die grofere Stabilitidt von Pelargonidin

(Pel) [18, 275).

Die Stabilitdt der Anthocyanidine konnte durch Zugabe von Aluminium verbessert wer-
den [27]. Dabei zeigten sich die grofiten Stabilitdtsverbesserungen bei Cy und Delphinidin
(Del), die am B-Ring ortho-stiandige freie Hydroxylgruppen besitzen und den in 1.3.4 be-
schriebenen Komplex eingehen kénnen. Auch Peonidin (Peo) zeigte trotz einer methylierten
Hydroxylgruppe eine, wenngleich auch schwiichere Stabilisierung durch AlI**-Tonen und selbst
bei dem am B-Ring monohydroxylierten Pel war dieser Effekt zu beobachten, was auf die
Existenz eines weiteren Komplexes hindeutet. Hinweise darauf liefern Untersuchungen von
George et al. [276] an Malvin, die die Einlagerung und Komplexierung von Eisen-Ionen tiber

die Ausbildung von Hohlrdumen in der Chalkon-Form des Anthocyans postulieren.

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus der Literatur zeigte sich, dass die 3- O-Glucoside
der Anthocyane v.a. im sauren Milieu stabil waren (Daten nicht gezeigt). So konnten auch
Nielsen et al. [69] nachweisen, dass die Glucoside und Rutinoside von Cy und Del bei pH-

Werten bis 3,3 stabil waren und erst ab pH-Werten oberhalb von 4,5 abgebaut wurden. Auf
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der Grundlage dieser Stabilitdtsuntersuchungen und um die Anthocyane einheitlich in ihre
Flavyliumform zu tiberfithren, wurden alle Analysen bei stark sauren pH-Werten (pH<2)

durchgefiihrt.

Eine wichtige Verbesserung der Anthoyan-Analytik verglichen mit den bekannten Vorge-
hensweisen der Literatur war die schnelle Aufarbeitung der Proben. Wie auch von anderen
Gruppen [225] beobachtet und fiir andere Flavonoide wie z.B. Quercetin [277| beschrie-
ben, binden Anthocyane durch Wasserstoftbriicken, {iber Komplexbindungen oder kovalent
an Plasmaproteine [92, 240], wodurch sich bei ldngeren Standzeiten der Proben die Wie-
derfindungsraten verschlechtern. Aufserdem erlaubte die schnelle Analyse die Detektion der

instabilen Aglykone.
Die Festphasenextraktion wurde auf spezielle C18-Phasen von WATERS (OASIS”-Siulen)

umgestellt, mit denen die Anthocyane {iber ihre unsubstituierten Hydroxylgruppen in Wech-
selwirkung treten und die —im Gegensatz zu den sonst in der Literatur verwendeten einfachen
C-18-Phasen [15] — auch die phenolischen Séuren retardieren und so fiir die weitere Analytik

zugéanglich machen. Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 91 und 102%.

Es konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart von Aluminium-Ionen nicht nur eine Stabi-
lisierung der Aglykone, sondern auch eine Verhinderung der enzymatischen Spaltung von
Cyanidin-3- O-glucosid (Cy3glc) und Peonidin-3- O-glucosid (Peo3glc) mit [-Glucuronidase
realisiert werden kann. Aluminium hemmt dabei nicht die Aktivitdt des Enzyms wie Coin-
kubationen mit Dadzin, Quercitrin oder Isoquercitrin zeigten, sondern verhindert wohl {iber
die Ausbildung von Komplexen die Einlagerung des Substrates an das aktive Zentrum des
Enzyms. Dies erméglicht die selektive Hemmung der Spaltung der 3-O-Glucoside und Glu-
curonide von Cy und Peo zu den instabilen Aglykonen, die im weiteren Verlauf zu Protoca-
techuséure (PCS) und Vanillinsdure (VS) zerfallen wiirden, und macht somit den Nachweis
dieser Verbindungen als originir im Korper gebildete Metabolite moglich. Andere Glucuro-

nide wie etwa die der PCS und VS kénnen davon unberiihrt gespalten und bestimmt werden.

4.2 Metabolismus, Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik der An-

thocyane

4.2.1 in wvitro-Untersuchungen

Da lange Zeit entsprechende Metabolite in vivo nicht gefunden werden konnten, wurde an-
genommen, dass Anthocyane aufgrund ihrer Struktur einer Verstoffwechselung durch kon-
jugierende und spaltende Enzyme widerstehen [218, 234], wihrend dieser Metabolismusweg

fiir zahlreiche andere Flavonoide langst belegt war und z.B. zur Metabolisierung zu kleineren
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phenolischen Séuren fiihrt [278-282|. Diese Theorie konnte in der vorliegenden Arbeit durch

die Verwendung verschiedener in vitro-Assays widerlegt werden.

Wiéhrend Anthocyane — im Gegensatz zu vielen anderen Flavonoiden wie z.B. dem Isofla-
von Daidzein [283] — weder in Form des Monoglucosids noch in Form des Aglykons Sub-
strate der P450-abhingigen Monooxigenasen darstellten, konnte hier zum ersten Mal ge-
zeigt werden, dass verschiedene Anthocyane einem intestinalen Metabolismus durch huma-
ne Darmbakterien unterliegen. Durch in vitro-Untersuchungen wurden dabei je nach ein-
gesetztem Anthocyan verschiedene neue Metabolite identifiziert. So entstand beim schnel-
len Abbau der Anthocyan-Monoglucoside bei Inkubation mit humaner Darmflora die ent-
sprechende, aus dem B-Ring hervorgehende phenolische Saure. Cy3glc wurde z.B. in-
nerhalb von 2 h komplett abgebaut und zur PCS metabolisiert. Eine solche Metabo-
lisierung durch intestinale Mikroorganismen zu verschiedenen hydroxylierten und nicht-
hydroxylierten Benzoe-, Phenylessig- und Phenylpropionsdure-Derivaten wurde fiir andere
Flavonoide bereits gezeigt [278, 279, 284-290|. Intestinale Bakterien enthalten eine gan-
ze Reihe dekonjugierender Enzyme wie z.B. §,D-Glucuronidase, 3,D-Glucosidase oder a;,L-
Rhamnosidase [251, 291, 292|. Wie von Bokkenheuser et al. [250] vermutet, spielt beim meta-
bolischen Prozess v.a. die $-Glucosidase-Aktivitat der Mikroorganismen eine wichtige Rolle.
Bei Umsetzungen mit humanen Darmbakterien konnten jedoch nur maximal 62% der einge-
setzten Anthocyane als Metabolit in Form der entsprechenden phenolischen Sdure gefunden
werden. Aus diesem Befund kann geschlossen werden, dass neben dem wichtigen Abbauweg
zur phenolischen Sdure noch andere Zerfallsmechanismen beim Abbauprozess eine Rolle spie-
len. Der verbleibende Rest kann entweder, als Chinoid vorliegend, mit SH-Gruppen-haltigen
Molekiilen reagieren und sich damit einem Nachweis entziehen oder zu bisher noch nicht iden-
tifizierten Metaboliten abgebaut werden. So kénnen z.B. beim Erhitzen von Anthocyanen
bei neutralen pH-Werten aus der Anhydrobase Cumarinderivate und verschiedene andere
Produkte wie z.B. Phloroglucin-Aldehyd, 2,4-Dihydroxy- und 2,4,6-Trihydroxybenzoesédure
entstehen [32, 293, 294|. Phloroglucin wird inzwischen als Schliisselverbindung der anaero-
ben Metabolisierung von Aromaten durch Bakterien angesehen und wird nach Ringdffnung
weiter zu COy und Acetyl-CoA abgebaut [295]. Die Resultate zum intestinalen Abbau von
Anthocyan-Monoglucosiden konnten inzwischen auch von Aura et al. [296] bestétigt werden,
die zwei weitere, nicht identifizierte Metabolite fanden. Auch Anthocyan-Diglucoside und
acylierte Anthocyane werden durch intestinale Mikroorganismen abgebaut. Wéhrend Diglu-
coside dabei iiber das Intermediat des entsprechenden Monoglucosids ebenfalls innerhalb
kurzer Zeit (4 h) zur phenolischen Sdure metabolisiert werden, durchlaufen acylierte Antho-

cyane wie die Malon- und Ferulasdure-acylierten Pelargonidin-glucosid-sophorosid-Derivate
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des Radieschens einen sukzessiven Abbau iiber die Abspaltung einzelner Sduren und gan-
zer Zuckerreste bis auch hier die phenolische Sdure aus dem B-Ring entstanden war. Die
abgespaltenen Hydroxyzimtsduren konnen bei langerer Inkubation durch intestinale Bak-
terien zu Phenylpropionsdurederivaten umgesetzt werden, die dann im Koérper im Rahmen
der #-Oxidation und der Glycinkonjugatbildung iiber die Zwischenstufe der Benzoesaure zur

Hippursdure verstoffwechselt werden [253, 297].

Im Gegensatz zu den Anthocyanen erwiesen sich die untersuchten phenolischen Séuren in
diesem Testsystem als sehr stabil; wahrend VS und SS {iberhaupt keiner Metabolisierung
unterlagen, konnte bei PCS nach 24-stiindiger Inkubation ein leichter Abbau festgestellt
werden, wobei mit den verwendeten Methoden keine strukturelle Metaboliten-Identifizierung
moglich war. Diese Ergebnisse entsprechen Resultaten aus der Literatur unter Verwendung
spezieller Bakterienstdmme: So fanden z.B. Hsu et al. [298] bei Inkubation mit Clostridi-
um thermoaceticum eine Metabolisierung der PCS, wiahrend SS nicht abgebaut wurde. Als
Metabolite fanden sich die Decarboxylierungs- und Dehydroxylierungs-Produkte der PCS,
Catechol und Phenol [298, 299|. Dacre & Williams [267] wiesen in ihren Untersuchungen die
Umsetzung von PCS in Gegenwart von Rattenfizes zu COy und geringen Mengen m- und
p-Hydroxybenzoesdure nach, wobei auch hier fast 90% der eingesetzten PCS unmetabolisiert

blieben.

Neben diesem intestinalen Metabolismus durch Darmbakterien konnten in vitro weitere Me-
tabolisierungsreaktionen der Anthocyane gezeigt werden. So unterliegt das Anthocyan Cya-
nidin mit seiner catecholischen Struktur im B-Ring sowohl in Form des Aglykons als auch als
Monoglucosid einer Methylierung in Gegenwart von COMT /SAM, wobei die entsprechenden
Peonidin-Derivate (Methylierung an der 3’-Position) gebildet wurden, die massenspektrome-
trisch und durch Cochromatographie identifiziert wurden. Bei Untersuchungen an Ratten
konnten Ichiyanagi et al. [300] dagegen die Methylierung von Del3glc an der 4’-Position
mittels NMR-Messungen nachweisen, was zu dem Schluss fiihrt, dass Anthocyane mit einer
Pyrrogallolstruktur anders verstoffwechselt werden als die mit einer Catecholstruktur. Dieses
Prinzip konnte auch fiir Epicatechin/Epigallocatechin gezeigt werden [301, 302]. Im Gegen-
satz dazu finden die in der Pflanze selbst in spaten Stadien der Biosynthese stattfindenden

Methylierungsreaktionen stets an der 3’- oder 5’-Position statt [13].

Dariiber hinaus sind Anthocyane Substrate der UDP-Glucuronyltransferasen und werden
i vitro sowohl als Aglykone als auch in Form der Monoglucoside metabolisiert. Die Kon-
jugation der Aglykone erfolgte dabei schneller als der parallel ablaufende Zerfall unter den
neutralen Inkubationsbedingungen. Im Falle des Cy entstanden zwei monoglucuronidier-
te Produkte, wobei sich iiber die genaue Position der Glucuronid-Bindung aus den vor-

liegenden Daten keine Aussage treffen lasst. Bevorzugte Positionen der Glucuronidierung
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anderer Flavonoide wie z.B. des Luteolins oder des Quercetins sind die 7-, 3-, 3’- oder die
4’-Position [303]. Bei der Glucuronidierung von Cy3gle entstanden sogar vier verschiedene
Glucuronsédure-Konjugate, bei denen es sich um, mit den zur Verfiigung stehenden massen-
spektrometrischen Analysen strukturell nicht ndher charakterisierbare, gemischte Glucosid-
Glucuronide handelte. Die unterschiedliche Anzahl an gebildeten glucuronidierten Produkten
beim Aglykon und dem Monoglucosid lasst sich wahrscheinlich {iber die im Falle des Agly-
kons geringere, bis zum Zerfall zur Verfiigung stehende Zeit erkléren, die nur zur Bildung
der dominierenden Konjugate fithrt. Da sowohl Aglykone als auch 3-O-Glucoside Substra-
te fiir Glucuronidierungs-Reaktionen darstellen, kann die Entstehung monoglucuronidierter
Anthocyanidine im Kérper entweder auf eine Glucuronidierung der Aglykone selbst nach vor-
angegangener glucosidischer Spaltung z.B. in der Leber oder im Darm erfolgen oder auf eine
Glucuronidierung der Monoglucoside zum gemischten Glucosid-Glucuronid zuriickgefiihrt
werden, in deren Folge es dann zur Abspaltung des Glucose-Restes und der Entstehung des

einfachen Monoglucuronids kommt.

Die Aufklarung der beteiligten Isoenzyme der Glucuronidierungen zeigte, dass diese im Falle
des Cy v.a. von den UDP-Glucuronyltransferasen 1A9, 1A1, 1A4 und 1A7 geleistet werden,
wahrend beim Cy3glc v.a. die Isoenzyme 1A1, 1A10 und 1AS8 beteiligt sind. Diese Isoenzy-
me sind auch an Glucuronidierungsreaktionen von komplexen Phenolen und Flavonen betei-
ligt [304] und im Korper fiir die Detoxifizierung endogener und exogener Substanzen verant-
wortlich. Viele phenolische Substanzen sind Substrate der UGT1A-Gruppe [305|, wobei das
endogene Hauptsubstrat von UGT1A1 der Gallenfarbstoff Bilirubin ist [306] und UGT1A10
u.a. Steroidhormone glucuronidiert [305]. UGT1A7, UGT1A9 und UGT1A10 glucuronidieren
hauptsachlich endogene und exogene phenolische Verbindungen, aber auch Umweltkarzino-
gene wie z.B. Benzo|a|pyren-Metabolite [305, 306]. Von der UDP-Glucuronyltransferase sind
bei Wirbeltieren etwa 50 Isoformen bekannt, von denen sich die meisten (z.B. UGT1A1 und
1A4) in der Leber befinden, aber auch im Darm Aktivitat zeigen [304, 306, 307|. Einige
Isoenzyme wie z.B. das UGT1AS8, 1A7 oder 1A10 sind jedoch fiir den Gastrointestinaltrakt
spezifisch [305-309|. Tabelle 4.13 fasst die Verteilung der verwendeten Isoenzyme in unter-
schiedlichen Geweben zusammen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen folglich, dass Glucuro-
nidierungsreaktionen an Anthocyanen im Korper nicht nur in der Leber und Niere erfolgen,
sondern v.a. im Fall des Cy3glc auch in Bereichen des Gastrointestinaltraktes stattfinden,
was fiir andere Flavonoide bereits gezeigt werden konnte [310, 311] und Einfluss auf die

Bioverfiigbarkeit dieser Verbindungen hat.
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Tabelle 4.13: Vorkommen der verwendeten Isoenzyme in unterschiedlichen Geweben (nach [304])

Isoenzym || Leber | Galle | Darm | Speiserohre | Magen
1A1 + - + — +
1A3 - + + — +
1A4 + + + — —
1A6 - - - — -
1A7 = ? ? + +
1A8 — ? + + —
1A9 + + +

1A10 — + + + +
2B7 + ? ? + ?

4.2.2  n vivo-Untersuchungen

Die in wvitro erhaltenen Ergebnisse zum Metabolismus der Anthocyane konnten auch in vivo
bestéatigt werden. Hierzu wurden zunéchst tierexperimentelle Studien durchgefiihrt, bei de-
nen sowohl Anthocyane als auch die phenolischen Sduren PCS und VS oral verabreicht
wurden. Auf diese Weise konnte die Verteilung und der Metabolismus der Anthocyane in
zahlreichen biologischen Proben (Urin, Plasma, Fézes und Organe) untersucht werden. Die
Verabreichung der phenolischen Sduren diente der in vivo-Aufklarung der aus diesen Verbin-
dung entstehenden Metabolite, {iber die in der Literatur nur wenige Daten verfiigbar sind.
Da Anthocyane z.B. durch intestinalen Metabolismus oder einfachen Zerfall der Aglykone in
diese Verbindungen iibergehen, sind die nachgewiesenen Metabolite dieser Substanzen auch

potentielle Metabolite der Anthocyane.

Als Hauptmetabolite der PCS wurden ihre beiden Methylierungsprodukte, VS und 3-
Hydroxy-4-methoxybenzoesiure, sowie die Glucuronséure- bzw. Sulfat-Konjugate dieser Ver-
bindungen nachgewiesen. Dies entspricht Resultaten von Dacre & Williams [267], die al-
lerdings nur ein Methylierungsprodukt, dafiir geringe Mengen an m-Methoxybenzoesaure,
m- und p-Hydroxybenzoesiure sowie Phenol und Catechol nachweisen konnten. VS und
SS wurden dagegen — wie hier gezeigt — nur zu den entsprechenden Glucuronsidure- und
Sulfat-Konjugaten umgesetzt, wahrend sich in der Literatur fiir VS Hinweise auf eine Me-
tabolisierung zum Guajacol und zum Catechol finden [266]. Im Falle der PCS und der VS
gelang in unseren Untersuchungen zudem der Nachweis von Glycin-Addukten {iber den Ver-
gleich mit dem Aminoséure-Konjugationssystem Benzoesdure/Hippursiure. Wie von Kasuya

et al. beschrieben [312, 313] stellen meta- und para-substituierte Benzoesauren Substrate der
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Glycin-N-Acyltransferase dar, die v.a. in der Niere und der Leber lokalisiert ist. Das Auf-
treten entsprechender Konjugate im Tierversuch ist z.B. fiir VS in der Literatur beschrie-
ben [266]. Alle drei phenolischen Sduren zeigten in unseren Versuchen bei vergleichsweise
hohen Wiederfindungsraten im Urin von 18% (PCS), 29% (VS) und 32% (SS) eine sehr
schnelle Resorption und Ausscheidung. Uber 80% der ausgeschiedenen Metabolite waren
bereits in den ersten 8 h nach Substanzzufuhr im Urin nachweisbar und bereits nach 24 h

fanden sich keine Metabolite mehr im Plasma.

Wie in zahlreichen anderen tierexperimentellen Studien [217, 218, 234] und auch beim Men-
schen [220, 223, 224, 227-230, 232| nachgewiesen, zeigte sich auch hier sowohl bei Ratten
als auch in der Humanstudie nach Verabreichung der Anthocyane als Reinsubstanzen ei-
ne schnelle Resorption und Ausscheidung mit den in der Literatur beschriebenen kurzen
Halbwertszeiten [223, 226] bei einer sehr geringen Bioverfiigbarkeit. Matrixfreie Anthocya-
ne unterscheiden sich folglich in dieser Hinsicht nicht von den in der Literatur eingesetzten
komplexen Lebensmittelmatrices. Dieses Ergebnis konnte auch von anderen Gruppen be-
stiatigt werden. So fanden auch Matsumoto et al. [226] nach Isolierung der Rutinoside von
Delphinidin und Cyanidin aus schwarzen Johannisbeeren mittels praperativer HPLC nur
0,11% der eingesetzten Anthocyane im Urin wieder [314]. Die Absorption und Verteilung
erfolgte in intakter Form als Glycosid. Diesen geringen Einfluss von Matrixbestandteilen
auf die Bioverfiigbarkeit zeigen auch Untersuchungen von Bub et al. [220] und Mulleder et
al. [315], die keinen oder nur einen geringen Einfluss von Ethanol bzw. Kohlenhydraten auf

die Resorptionsraten zeigen konnten.

Zusétzlich zu den in der Literatur beschriebenen nicht-metabolisierten Anthocyanen konnten
im Fall des Cy3glc jedoch auch verschiedene neue Metabolite identifiziert werden. So fan-
den sich nach Aufnahme von Cy3glc sowohl bei der Ratte als auch beim Menschen erstmals
verschiedene Metabolite in Urin und Plasma. Von diesen Verbindungen konnten neben dem
intakten Cy3glc und einem Monoglucuronid des Cy auch die Methylierungsprodukte des Cy
in Form des Peo3glc und des Peo-monoglucuronids sowie das Aglykon Cy selbst identifi-
ziert werden. Das Vorkommen des Aglykons im Urin kann eventuell iiber die Aktivitéit der
[B-Glucuronidase in der Niere erklart werden [316]. Bei drei weiteren, in geringeren Mengen
auftretenden Metaboliten gelang die strukturelle Aufklarung nicht. Es konnte sich hierbei
z.B. um die in der Literatur [316] fiir Pel beschriebenen Sulfokonjuate der Anthocyane oder
um die in vitro nachgewiesenen gemischten Glucosid-Glucuronide handeln (vgl. 3.3.2.2). Dar-
iiberhinaus wurden auch erstmals die Abbauprodukte der beiden Anthocyane, die PCS und
die VS, in freier und konjugierter Form nachgewiesen. Dieser Nachweis gelang insbesondere
im Humanversuch, wohingegen die Ergebnisse der tierexperimentellen Studien keine eindeu-

tigen Riickschliisse v.a. im Fall des Malvins erlaubten und einer statistischen Absicherung

87



4.2  Metabolismus, Bioverfiigharkeit und Pharmakokinetik der Anthocyane

mit einer grofseren Anzahl von Tieren bediirfen. Gleiches gilt auch fiir den Humanversuch,
der im Rahmen dieser Arbeit als Pilotversuch konzipiert war und bei dem die signifikante
Zunahme der phenolischen Sduren in Plasma und Urin noch in einem Versuch mit einer
grofseren Anzahl von Probanden bestétigt werden muss. Dies ist v.a. auch deshalb notwen-
dig, da der Fremdstoffmetabolismus je nach Individuum aufgrund genetischer Anlagen und

verschiedener Umweltfaktoren unterschiedlich sein kann [317].

Wihrend das Auftreten von Methylierungsprodukten und Glucuronséure-Konjugaten der
Anthocyane auch von anderen Gruppen fiir den Urin bestétigt werden konnte [227] und die
Methylierung von Del3glc im Tierversuch auch im Plasma nachgewiesen wurde [300], gelang
es sonst bislang nur, Hinweise fiir eine Metabolisierung von Cy3glc zu PCS im Tierversuch zu
erhalten [106, 219]. So fanden Tsuda et al. [219] nach oraler Cy3glc-Gabe an Ratten PCS in
achtfach hoherer Konzentration im Plasma als Cy3glc selbst. Diesem Nachweis entziehen sich
insbesondere Untersuchungen nach Verabreichung von Lebensmittelextrakten, die oftmals
wie z.B. der von Cacetta et al. [318] eingesetzte Rotwein, der Johannisbeersaft von Rechner et
al. [229] oder der Pflaumenextrakt von Kayano et al. [273| schon PCS bzw. VS enthalten [319,
320] oder bei denen diese Substanzen auch als Metabolite anderer Inhaltsstoffe auftreten
konnen. So ist z.B. die VS ein bekannter Metabolit der weit verbreiteten Kaffeesdure [321,
322]. Leider finden sich in der Literatur nur sehr wenige Daten iiber die Bioverfiigbarkeit, das
Vorkommen und die Gehalte dieser einfachen phenolischen Séuren in Lebensmitteln [323].
Um den Metabolismus im Detail aufzuklaren, wurde daher in dieser Arbeit die Reinsubstanz
verwendet. Dies war erst durch die Etablierung von Methoden zur Isolierung groferer Mengen
reiner Substanzen (vgl. 6.2.1.2) moglich. Da PCS auch aus Cy durch Zerfall gebildet wird
und auch in Urin und Plasma entsteht [219], kann die Bildung von PCS auf zwei verschiedene
Wege zuriickgefiihrt werden. Wie in vitro gezeigt, kann PCS zum einen durch das Einwirken
intestinaler Mikroflora gebildet und dann von dort aus resorbiert werden. Zum anderen
kann PCS auch nach Resorption von Cy und anschliefsendem Zerfall unter physiologischen

Bedingungen entstanden sein.

Neben der Ausscheidung iiber den Harn zeigten die Untersuchungen an Ratten, dass auch
die Exkretion der Anthocyane iiber die Fazes eine wichtige Rolle spielt. So fanden sich bei
Cy3gle-supplementierten Ratten 3% in Form des Glucosids selbst und als Aglykon wieder,
beim Malvin waren es ca. 0,4%. Die in den Fézesproben gefundenen Aglykone Cy und Mal
wiirden sich bei gleicher Verstoffwechselung in dieser Form beim Menschen nicht finden, da
nur Rattenfdzes durch seine Trockenheit einen Zerfall verhindert. Andere Metabolite wie
z.B. die entsprechenden Peo-Derivate des Cy3glc wurden nicht gefunden, was zusammen
mit der Tatsache der schnellen Exkretion die Vermutung nahe legt, dass dieser Teil der An-

thocyane nicht resorbiert, sondern direkt der Ausscheidung zugefiihrt wird und nur noch
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durch Darmbakterien eine enzymatische Spaltung erfihrt. Die Untersuchung der Fézesaus-
scheidung im Humanversuch war aufgrund des ausbleibenden Stuhlganges infolge der rigiden

Depletionsphase nicht moglich.

Abbildung 4.66 fasst des Metabolismus des Cy3glc so weit zusammen, wie er im Rahmen die-
ser Arbeit aufgeklart werden konnte. Neuere Ergebnisse von Kay et al. [324] beschreiben eine
zusétzliche Methylierung an der 4’-Position des Cy und des Cy3gle, wodurch zum einen ein
Peonidin-Isomeres und zum anderen ein dimethyliertes Produkt entstand. Dariiber hinaus
konnte diese Gruppe auch Cytochrom P450-Enzym-katalysierte Hydroxylierungsreaktionen
nachweisen, jedoch nur an den dimethylierten Produkten, wahrend Cyanidin- und Peonidin-
Derivate in Ubereinstimmungen mit den hier vorgestellten in vitro-Untersuchungen keine
Substrate dieser Enzymfamilie darstellten. Dieses Hydroxylierungsprodukt und das dimethy-
lierte Cyanidin-Derivat konnten in unseren Studien weder in wvitro noch in vivo nachgewiesen
werden. In den Untersuchungen von Kay et al. wurden sehr hohe Dosen verabreicht (1,3 g).
Die von uns verwendete physiologische Menge (ca. 200 mg) fithrt eventuell dazu, dass diese

Metabolite unterhalb der Nachweisgrenze liegen.
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Abbildung 4.66: Metabolismus des Cyanidin-3- O-glucosids
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Tabelle 4.14 gibt einen Uberblick iiber die Wiederfindungsraten des verabreichten Cy3glc
wieder und schliefst dabei die Ergebnisse des Humanversuchs und der tierexperimentellen

Studie mit Cy3glc-supplementierten Ratten ein.

Tabelle 4.14: Uberblick iiber die Wiederfindungsraten des verabreichten Cyanidin-3-O-glucosids in

den untersuchten Proben des Humanversuchs und des Tierversuchs

Humanversuch Tierversuch
Proband A | Proband B mit Cy3glc
AC PS AC PS AC PS

Plasma | 2,32% | 4,06% | 1,62% | 2,61%
Urin 0,07% | 0,14% | 0,06% | 0,11% | 0,11% | Spuren
Fizes 3,02%

Macht man den sicherlich nicht ganz korrekten Schritt und addiert zur Abschétzung der
dadurch bislang im Korper detektierten Menge des verabreichten Cy3glc die Mengen aus
Urin und Plasma des Humanversuchs zu den Wiederfindungsmengen im Rattenfézes, kann
mit den hier verwendeten Methoden der Verbleib von ca. 8,5% des aufgenommenen Cy3glc

erklart werden.

4.2.3 Zusammenfassende Erkenntnisse aus den in vitro- und in vivo-

Untersuchungen

Der potentielle Weg der Anthocyane im Koérper nach oraler Aufnahme kann wie folgt po-
stuliert werden: Die kurze Zeit zwischen der Aufnahme und dem Erscheinen der intakten
Anthocyane im Plasma deutet auf eine (teilweise) Resorption des Anthocyan-Glucosids im
Magen, eventuell schon iiber die Mundschleimhaut hin. Dafiir sprechen auch Ergebnisse
einer tierexperimentellen Studie an Ratten [325], bei denen ebenfalls bereits 6 min nach
Supplementierung Anthocyane sowohl im Portalblut als auch systemisch nachweisbar wa-
ren. Trotz dieser Resultate wird die Magen-Resorption auch kontrovers diskutiert. Bei einer
Studie von Murkovic et al. [225] fanden sich erst 2 h nach Aufnahme einer Mahlzeit mit
Holunderbeerenextrakt Anthocyane im Plasma, was auf den hohen Fettgehalt der Mahlzeit
und der damit verhinderten schnellen Magenpassage zuriickgefiihrt wurde. Dagegen deuten
Untersuchungen von Passamonti et al. [326] zur Interaktion der Anthocyane mit dem Anio-
nentransporter Bilitranslocase, einem Membrancarrier in der Magenmucosa, auf eben diese
Resorption iiber den Magen und den direkten Transport in das Pfortaderblut hin. Aufgrund

ihrer sperrigen Struktur und ihrer Polaritét bei den pH-Bedingungen des Magens sind solche
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Carrier-vermittelten Resorptionsvorgange anzunehmen und finden v.a. mit mono- und digly-
cosylierten Anthocyanen statt. Die Theorie der Aufnahme der Anthocyane aus dem Magen
wird auch durch die Ergebnisse von Talavera et al. [327] gestiitzt, die in der Magenvene und
-aorta von Ratten unmittelbar im Anschluss an die Fiitterung Anthocyane in unmetaboli-
sierter Form nachweisen konnten. Denkbar ist auch, dass es im sauren Milieu des Magens
zu einer Spaltung der glycosidischen Bindung kommt. Das entstehende Aglykon wére un-
ter diesen Bedingungen zunéchst stabil und konnte ebenfalls aufgenommen werden. Eine
weitere Resorption erfolgt im Diinndarm, wie am Modell des isolierten Rattendiinndarmes
gezeigt werden konnte [221]. Die Aufnahme der Glucoside kann dabei, wie fiir Quercetin ge-
zeigt [241, 244-246], iiber den Na™-abhéngigen Glucosetransporter (SGLT1) erfolgen. Diese
Theorie belegen auch Ergebnisse von Mulleder et al. [230], die bei gleichzeitiger Verab-
reichung von Saccharose eine langsamere und leicht geringere Resorption der Anthocyane
fanden. Aufserdem finden sich bei entsprechender Verabreichung auch Anthocyane mit kom-
plexeren Zuckerresten wie etwa Cyanidin-3- O-(-D-sambubiosid im Kérper wieder [227], die
im Korper nicht aus den Aglykonen gebildet werden kénnen. Daneben finden im Diinndarm
Spaltungsreaktionen durch dort anwesende hydrolysierende Enzyme statt, wie Untersuchun-
gen an anderen Flavonoiden zeigen [328]. Das dadurch entstehende Aglykon liegt bei den
pH-Bedingungen des Diinndarms als ungeladenes Chromenol oder in Form der chinoiden An-
hydrobase vor und kann wiederum durch passive Diffusion aufgenommen werden, oder aber es
zerfallt unter diesen Bedingungen, wodurch die entsprechende phenolische Saure entsteht, die
ebenfalls resorbiert werden kann. Gelangen intakte Anthocyane bis in den Dickdarm, erfolgt
eine anaerobe Metabolisierung durch die intestinale Mikroflora, in deren Verlauf phenolische
Sauren gebildet werden, fiir die ebenfalls nur eine schlechte Bioverfiigbarkeit zu erwarten ist.
Alle ins Blut aufgenommenen Substanzen kénnen nach Transport in Leber, Galle oder Nie-
re unter Bildung konjugierter und methylierter Verbindungen weiter metabolisiert werden.
Anthocyane konnen dabei {iber die Wechselwirkung mit der oben beschriebenen Bilitranslo-
case in die Leber aufgenommen werden, da dieser Membrancarrier auch in den sinusoidalen
Doménen der Leber lokalisiert ist [326]. Der Transport erfolgt dabei sehr rasch, da in Unter-
suchungen mit Ratten von Talavera et al. [327] bereits 20 min nach Aufnahme Anthocyane
in der Galle nachweisbar waren. Diese schnelle Verteilung in unterschiedliche Gewebe werden
auch durch Ergebnisse von Lietti et al. [329] gestiitzt, in denen nach intraperitonealer und
intravenoser Verabreichung eines Heidelbeerextraktes an Ratten bereits nach einer Stunde
v.a. in der Niere aber auch der Leber, der Haut, dem Herzen und der Lunge Anthocyane
detektiert wurden. Die Methylierung erfolgt dabei wohl iiberwiegend in der Leber durch
die dort lokalisierte COMT. Dagegen zeigen die Ergebnisse mit rekombinanten Glucuronyl-
transferasen, dass die Glucuronidierungsreaktionen nicht zwangslaufig in der Leber, sondern

auch in Bereichen des Gastrointestinaltraktes stattfinden konnen. Wie fiir andere Flavonoide
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bereits gezeigt [328], kann es in der Leber auch durch §-Glucosidase-Aktivitit zu einer Spal-
tung der glycosidischen Bindung und anschliefsender weiterer Verstoffwechselung kommen.
Da auch Monoglucoside Substrate der Glucuronyltransferasen sind (vgl. 3.3.2.2), wére somit
auch eine Glucuronidierung dieser Monoglucoside zum gemischten Glucosid-Glucuronid und
eine folgende Spaltung der glucosidischen Bindung zum monoglucuronidierten Konjugat in
der Leber denkbar. Des Weiteren konnten die 3- O-Glucoside der Anthocyane auch Substrate
der UDP-Glucose-Dehydrogenase sein, die UDP-Glucose in UDP-Glucuronsédure umwandelt
und ebenfalls sowohl in der Leber als auch dem Diinndarm vorkommt [227]. Dagegen ist die
Zirkulation zwischen Darm und Leber durch wiederholte Glucuronsidure-Konjugation und
bakterielle Spaltung dieser Bindung (enterohepatischer Kreislauf) aufgrund der schnellen

Ausscheidung der Anthocyane als unwahrscheinlich anzusehen.

4.2.4 Weiterer Forschungsbedarf

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein wichtiger Beitrag zur Aufklirung des Metabolismus
und der Bioverfiigbarkeit von Cy3gle geleistet und der Verbleib Verbleib von ca. 8,5% der
urspriinglich aufgenommenen Anthocyan-Menge geklidrt werden. Dennoch bleibt die Fra-
ge nach dem Verbleib der restlichen 91,5%. Eine mogliche Erklarung liegt in der starken
Reaktivitdt von Chinonen. In eben dieser Form liegen die Anthocyane bei physiologischen
pH-Bedingungen vor (vgl. Abb. 1.5). Chinone koénnen mit vielen Stoffgruppen, darunter
auch die im Korper ubiquidr vorkommenden Kohlenhydrate und Proteine reagieren. Dabei
kommt es zur Ausbildung einer irreversiblen, kovalenten Bindung, so dass ein neues Molekiil
entsteht, das sich dem Nachweis mit den verwendeten analytischen Methoden entzieht. Die
Beeinflussung der Absorption im Kérper durch Bindung an Proteine in der Nahrung konnte
fiir Flavan-3-ole aus Tee, der mit und ohne Milch getrunken wurde, bereits nachgewiesen
werden [330]. Fiir Quercetin konnte zudem in vitro eine 99%ige Absorption an menschliches
Serumalbumin gezeigt werden [277|. Zudem kénnen Chinone auch mit sich selbst und anderen
Polyphenolen zu Kondensationsprodukten reagieren wie in dieser Arbeit im in vitro-Modell
gezeigt werden konnte (vgl. 3.2.1). Und schlieklich bedingen, wie von Lapidot et al. [66] ver-
mutet, antioxidative Aktivitdten strukturelle Verdnderung, die ebenfalls mit den verwende-
ten Methoden analytisch nicht erfasst wurden. So zeigt sich z.B. in in vitro-Untersuchungen
eine bleichende Wirkung bei der Reaktion von Anthocyanen mit Superoxidradikalanionen
(O9*7) [71]. Ziel weiterer Arbeiten muss folglich die in vitro-Aufklarung dieser Reaktions-

produkte und der mégliche Nachweis in vivo sein.

Wie fiir Quercetin bereits gezeigt [331], ist es auch denkbar, dass Anthocyane im Kérper
z.T. vollstandig zu CO, verstoffwechselt werden. Beim Quercetin wurden 23-81% der oral

aufgenommenen Menge in der Atemluft nachgewiesen [288]. Dieser Stoffwechselweg ist auch
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fiir Anthocyane denkbar und kénnte nach glycosidischer Spaltung iiber die Zwischenstufe
der Aglykone und der weiteren Verstoffwechselung der beim Zerfall entstehenden Phenolséau-
ren erfolgen und wére nur durch den Einsatz radioaktiv markierter Augangsverbundungen
in Tierversuchen nachzuweisen. An der Synthese gelabelter, C'3- oder C'*-markierter Ver-
bindungen wird derzeit geforscht [332]. Die Verwendung radioaktiv markierter Anthocyane
konnte auch bei der Aufklarung des Schicksals des beim Zerfalls aus dem A-Ring der Antho-
cyane entstehenden Aldehyds (Abb. 1.6) behilflich sein. Auch hier ergeben sich bislang noch
keine Erkenntnisse aus den Verzehrsstudien und es kann lediglich iiber eine Weiterreaktion

dieser reaktiven Substanz mit Molekiilen des Korpers spekuliert werden.

Die Aufklarung des Metabolismus und der Bioverfiigharkeit wurde im Rahmen dieser Arbeit
v.a. anhand des Cy3glc vorangetrieben. Verschiedene Studien belegen jedoch eine unter-
schiedliche Bioverfiigbarkeit verschiedener Anthocyanidin-Glucoside auf niedrigem Niveau
und deuten damit auf den Einfluss des Aglykons auf die Resorption hin [233, 234, 333]. Un-
tersuchungen an diesen Anthocyanen mit den entsprechenden Reinsubstanzen stehen noch
aus. Auch der Zuckerrest hat einen Einfluss auf die Resorptionsrate im Korper [227, 333],
wenngleich sich die Rutinoside des Cy und des Del in Untersuchungen von Matsumoto et
al. [226] nicht so stark vom Verhalten der meist untersuchten 3-Glucoside unterschieden,
wie das fiir andere Flavonoide (Rutin, Naringin) in der Literatur beschrieben ist [238, 334].
Cyanidin-3-rutinosid und Delphinidin-3-rutinosid zeigten lediglich ein etwas spéteres Kon-
zentrationsmaximum im Urin sowie eine etwas langsamere Konzentrationsabnahme im Plas-

ma und damit eine etwas langere Halbwertszeit als die entsprechenden Glucoside.

Genauere Untersuchungen zu den molekularen Resorptionsmechanismen der Anthocyane wie
z.B. der Beteiligung des Natrium-Glucose-Cotransporters (SGLT1) stehen ebenfalls noch
aus. Hierzu gibt es nur wenige Untersuchungen wie z.B. die Resulate zur Interaktion der
Anthocyane mit dem Membrancarrier der Magenmucosa, Bilitranslocase [326]. Ergebnisse
von Youdim et al. [161] zeigten zudem, dass Anthocyane durch Endothelzellen in intakter
Form aufgenommen werden und sich anschlieend im Cytosol und v.a. der Plasmamembran
finden, wo sie zum Schutz vor oxidativem Stress beitragen. Die Einlagerung in solche Zell-
kompartimente stellt auch eine weitere Moglichkeit des Verbleibs der Anthocyane dar. Ein
anderes Modell zur Aufklarung der Transportwege ist der isoliert perfundierte Rattendiinn-
darm, mit dessen Hilfe die Aufnahme aus diesem Verdauungsabschnitt untersucht werden
kann [310] und in einer Arbeit von Andlauer et al. [221] auch fiir Anthocyane gezeigt wurde.
Auch Rutin wird in diesem Modell aus dem Diinndarm intakt, teilweise auch als Glucuronid-

oder Sulfatkonjugat resorbiert [335].
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4.3 Biologische Wirkung

4.3.1 Antioxidative Eigenschaften

Zur Untersuchung der antioxidativen Wirkung von Substanzen sind in der Literatur zahlrei-
che Testsysteme beschrieben, die aufgrund unterschiedlicher mechanistischer Funktionswei-
sen nur schwer miteinander vergleichbar sind [336]. Daher lassen sich sinnvolle Aussagen iiber
antioxidative Kapazitdten von Substanzen erst nach Verwendung und Vergleich verschiede-
ner Testsysteme machen. Obwohl die Daten zur antioxidativen Wirkung von Anthocyanen
in der Literatur zahlreich sind (1.6.1), herrscht ein Mangel an vergleichenden Studien zur
Wirkung der Aglykone, Monoglucoside und der im Laufe des Abbaus und Metabolismus
gebildeten phenolischen Sduren. Neben der Gegeniiberstellung des antioxidativen Potenti-
als dieser Verbindungen in verschiedenen Testsystemen war das Ziel der in dieser Arbeit
vorgestellten Untersuchungen auch die Abklarung eines moglichen synergistischen Effekts
der Anthocyane mit ihren Metaboliten wie er z.B. fiir das Zusammenwirken von Ascorbin-
sdure und a-Tocopherol [337-339] oder Kaffeesidure bzw. Ferulasiure, Ascorbinsdure und

a-Tocopherol [340, 341 beschrieben ist.

4.3.1.1 Gegeniiberstellung der eingesetzten Testsysteme

In allen eingesetzten Testsystemen besitzen die Anthocyane ein vergleichsweise starkes anti-
oxidatives Potential, das mit Ausnahme des FRAP-Assays und dabei v.a. im Fall der PCS
wesentlich grofer ist als das der getesteten Phenolsduren. Zudem unterscheiden sich die An-
thocyane haufig in ihrem Reaktionsverhalten und damit in der Reaktionskinetik von anderen
Substanzen und wirken haufig erst verzégert (vgl. Abb. 3.57). Aufgrund verschiedener Mes-
sprinzipien, Endpunkte und Quantifizierungssysteme liefern die verwendeten Testsysteme
unterschiedliche Absolutmengen und unterschiedliche Reihungen (vgl. Tab. 3.12). Am aus-
sagekréftigsten scheint der ORAC-Assay zu sein, der durch Auswertung iiber die AUC neben
dem Inhibierungsgrad auch die Kinetik berticksichtigt. Zudem besitzt das verwendete Per-
oxylradikal physiologische Bedeutung, wiahrend z.B. das im TEAC-Assay generierte Radikal
synthetisch ist. Im FRAP-Assay manifestiert sich die antioxidative Wirkung der Anthocyane
aufgrund ihrer reduktiven Kapazitit und ihres Eisen-chelatisierenden und Radikal-fangenden
Potentials [87]. Die antioxidative Wirkung ist auferdem z.B. iiber die chelatisierende Wir-
kung auch vom pH-Wert abhéngig [92], was den Vergleich unterschiedlicher Testsysteme
zusétzlich erschwert. Die durchgefithrten und zusétzlich in der Literatur beschriebenen Tests
zur antioxidativen Wirkung der Anthocyane werden bei den unterschiedlichsten pH-Werten

durchgefiihrt (7,4 bzw. 7,0 im ORAC-, 3,6 im FRAP-Assay), und selbst in neutralem Milieu
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zeigen Anthocyane eine Wirkung, was darauf hindeutet, dass sie unabhéngig von der vorlie-
genden Struktur wirken und von diesem Gesichtspunkt aus auch im Korper eine Relevanz

haben kénnten |29, 100].

4.3.1.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen
Anthocyane

Eine Struktur-Wirkungs-Beziehung ist in der Literatur fiir die antioxidative Wirkung be-
reits beschrieben. Allgemein ist der ungeséttigte Charakter der Verbindung wichtig, der eine
Elektronenwanderung erlaubt. So ist z.B. Catechin, praktisch ein Cyanidin mit hydriertem
C-Ring, nur etwa halb so wirksam wie dieses [107], wihrend die Unterschiede im antioxidati-
ven Potential zwischen Flavonen und Anthocyanen nach Untersuchungen von Rice-Evans et
al. [270] nur sehr gering sind. Eine Rangfolge der Anthocyane untereinander kann allerdings
hochstens innerhalb einer bestimmten Versuchsanordnung erstellt werden; allgemeingiiltige
Aussagen sind dagegen schwer zu treffen. So korreliert meist die zunehmende Anzahl der
Hydroxylgruppen im B-Ring mit einem steigenden antioxidativen Potential, wobei v.a. die
ortho-standige Hydroxylierung der Postionen 3’ und 4’ (o-Diphenylsubstitution) wichtig zu
sein scheint [68, 72, 270, 342-344|, wahrend die Rolle der Hydroxylierung an der 5’-Position
umstritten ist [68]. Dagegen vermindert eine O-Methylierung der Hydroxylsubstituenten die
antioxidative Kapazitit [342]. Dies konnte auch in den hier durchgefiihrten TEAC- und
FRAP-Assay bestétigt werden, wohingegen sich im ORAC-Assay keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den untersuchten Anthocyanen zeigten. Beim Abfangen von Superoxi-
dradikalanionen in vitro steigt die Effektivitdt in der Reihe Pel, Cy, Del an |72, 104] und
konnte in zellularen Systemen zu der Reihenfolge Del > Cy, Pet > Pel, Peo, Mal bestimmt
werden [167]. Eine Erklarung fiir die Bedeutung der Hydroxylgruppen hinsichtlich ihrer Wir-
kung liefert ein Vergleich mit Pyrogallol. Pyrogallol-Konfigurationen bei Flavonoiden sind
wichtig fiir die Wirkung, wie z.B. das Flavon Myricetin zeigt [342]. Wie schwierig jedoch die
Interpretation der Ergebnisse ist, zeigen Untersuchungen von Satué-Gracia et al. [92], die bei
Kupfer-induzierter LDL-Oxidation fiir eine Kupfer-Konzentration von 10 M die Reihung
Mal > Del > Cy > Pel, bei 80 uM Kupfer dagegen Del > Cy > Mal > Pel fanden.

Auch der Einfluss einer Glycosylierung an der C-3-Position ist von mehreren Faktoren abhén-
gig und nicht einheitlich, wie die Ergebnisse der hier durchgefithrten Tests zeigen (Tab. 3.12).
Dies steht im Einklang mit Daten aus der Literatur, in der das verwendete Testsystem star-
ken Einfluss nimmt [29]. So fanden Wang et al. [68] im ORAC-Assay fiir Cy eine Steigerung
der antioxidativen Kapazitidt durch Glycosylierung und fiir Mal eine Abnahme, wéihrend
fiir Pel kein Effekt festgestellt werden konnte. Rice-Evans et al. [270] zeigten dagegen im

TEAC-Assay einen allgemein schwichenden Effekt durch Glycosylierungen, was von Tsuda
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et al. [91] fiir die Lipidperoxidation und von Bianchi et al. [102] fiir oxidative Schéden in
Zellkultursystemen bestéatigt werden konnte. In anderen Testsystemen konnten dagegen we-
der Tsuda et al. [72] noch Pool-Zobel et al. [87] einen Einfluss der Glycosylierung feststellen.
Dariiber hinaus ist auch die Art des Zuckers wichtig [270]; so kann bei Cy die Glycosylie-
rung mit Glucose die Antioxidativitdt steigern, wihrend eine Bindung an Galaktose zu einer

Abnahme fiihrt [68].

Acylierte Anthocyane zeigen schlieflich aufgrund synergistischer Effekte der kovalent ge-
bundenen Sauren eine stirkere antioxidative Wirkung als die Aglykone oder die Glycosi-

de [259, 345, 346].

Phenolische Sauren

Auch bei den phenolischen Sduren héngt die antioxidative Aktivitdt von der Anzahl der
Hydroxylgruppen im Molekiil ab und auch hier ist die ortho-standige Hydroxylierung von
grofer Bedeutung [347|, wihrend die O-Methylierung der Hydroxylsubstituenten eine Ver-
minderung der Wirkung bedingt [270, 318]. Dies zeigte sich v.a. im FRAP-Assay, in dem die
VS im Gegensatz zur PCS kaum antioxidative Wirkung zeigte. Allgemein lésst sich jedoch
sagen, dass die elektronen-ziechende Wirkung der Carboxylgruppe einen negativen Einfluss
auf die Fahigkeit zum Transfer von Wasserstoffatomen auf freie Radikale besitzt und die

Antioxidativitat daher niedriger ist als bei den Anthocyanen selbst [270].

Beurteilung der antioxidativen Aktivitit vor dem Hintergrund des Anthocyan-

Metabolismus

Diese Erkenntnisse zur Veréinderung der antioxidativen Wirkung in Abhéngigkeit von den
strukturellen Voraussetzungen der Substanzen miissen vor dem Hintergrund der metabo-
lischen Umwandlung der Molekiile betrachtet werden. So nimmt die biologische Wirkung
des Cy3glc durch die Methylierung zum Peo3gle zumindest im Hinblick auf die Antioxida-
tivitdt tendenziell eher ab (vgl. Ergebnisse aus dem FRAP-Assay, 3.5.2). Auch besitzen die
im Rahmen des Metabolismus und Abbaus gebildeten phenolischen Séuren, PCS und VS,
geringeres antioxidatives Potential als die origindren Anthocyane. Der Einfluss der Glucu-
ronidierung lésst sich dagegen nur schwer abschétzen. Untersuchungen von Day et al. [307]
iiber die inhibierende Wirkung des Quercetins und seiner Glucuronide auf die Xanthin-
Oxidase fithren zu der Schlussfolgerung, dass die Position der Glucuronséure-Konjugation
am Quercetin-Molekiil entscheidender fiir die Wirkung ist als die Tatsache der Glucuro-
nidierung selbst. Betrachtet man die beschriebene Bedeutung der ortho-Dihydroxyphenyl-
Struktur im B-Ring der Anthocyane, lasst sich leicht abschétzen, dass Hydroxylierungen in

den Positionen 3" und 4’ grofen Einfluss auf die biologische Wirkung der Substanzen haben
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konnen [303]. Leider ldsst sich zu der Position der Glucuronidierung in den gefundenen Kon-
jugaten mit den verwendeten Methoden keine Aussage machen und bleibt damit Gegenstand
weiterer Forschungen. Fiir Sulfatierungsreaktionen konnte fiir verschiedene Isoflavone zudem
ein allgemein senkender Effekt auf die antioxidative Wirkung gezeigt werden [348, 349|. Zu
diskutieren bleibt in diesem Zusammenhang ferner die Frage des Einflusses der Konjugati-
on und der dadurch bedingten Erhéhung der Polaritit auf die zellulire Aufnahme dieser

Substanzen.

Da die gebildeten phenolischen Sduren, PCS und VS, z.B. iiber die Hemmung der Phenol-
sulfotransferase [269] Einfluss auf die metabolischen Veréanderungen und damit auch auf die
Anderung der Antioxidativitit nehmen, wird schnell deutlich, wie komplex die Zusammen-
hénge werden. Alles in allem ist eine abschlieffende Einschétzung der tatsédchlichen biolo-
gischen Wirkung der Substanzen kaum aus theoretischen Uberlegungen ableitbar, sondern

ergibt sich nur durch in vivo-Studien mit verschiedenen Testsystemen.

Solche in vivo-Arbeiten finden sich in der Literatur (vgl. 1.6.1), wobei meist unzureichend
charakterisierte Lebensmittelextrakte eingesetzt wurden, so dass die gefundenen Zunahmen
an antioxidativer Kapazitdt im Plasma nicht zwangslaufig auf Anthocyan-Metabolite zu-
riickgehen, sondern auch auf andere Inhaltsstoffe der Extrakte und deren Metabolite zu-
riickgefiihrt werden kénnten. So konnten Rechner et al. [229] nach der Aufnahme von Jo-
hannisbeersaft aufgrund der schlechten Bioverfiigbarkeit der Anthocyane wesentlich héhere
Plasmakonzentrationen an anderen Polyphenolen (z.B. VS, FS oder Quercetin) finden, ob-
gleich die Anthocyane fast 86% der Gesamtpolyphenole im Saft ausmachten. Unter Bertick-
sichtigung der identifizierten Metabolite im nachgewiesenen Konzentrationsbereich konnten
im Rahmen dieser Arbeit in Modelllosungen bei Anwendung der beschriebenen Testsyste-
me keine Belege fiir eine Erhohung der antioxidativen Wirkung in rekonstruiertem Plasma
gefunden werden. Anthocyane als solche und bedingt auch ihre Metabolite und Abbaupro-
dukte besitzen — auch verglichen mit géngigen natiirlichen Antioxidantien — ein sehr grofes
antioxidatives Potential. Dieses konnen sie jedoch aufgrund ihrer geringen Bioverfiigharkeit

nicht ausschopfen.

Eine abschlieftende Klarung des Beitrags der Anthocyane zur Erhohung der antioxidativen
Kapazitdt im Plasma kann nur iiber eine grofangelegte Studie mit hoher Probandenzahl
realisiert werden, die — nach rigider Depletionsphase — Anthocyane in Reinform aufnehmen.

Dazu ist die Isolierung grofer Mengen reiner Anthocyane nétig.

Wie wichtig allgemein die metabolische Aufklarung der Anthocyane ist, wird anhand der
Tatsache deutlich, dass die Wirkung dieser Verbindungen in vielerlei Hinsicht von ihrem
strukturellen Aufbau abhéngt. So konnten Hou et al. [167] erst vor kurzem zeigen, dass be-

stimmte Anthocyanidine (darunter Cy) inhibitorische Effekte auf die Kanzerogenese besitzen,
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wiahrend andere Anthocyanidine (darunter das Cyanidin-Methylierungsprodukt, Peo) diese
Wirkung nicht mehr zeigen, was auf die Anordnung der Hydroxylsubstituenten am B-Ring

zuriickgefiihrt wird (vgl. 1.6.3).

4.3.1.3 Synergismusuntersuchungen

Da in der Literatur verschiedene synergistische Effekte beim Zusammenwirken antioxidativ
wirksamer Substanzen beschrieben sind (z.B. zwischen Vitamin E und Ascorbinsiure [350])
und es auch Hinweise gibt, dass dieser Effekt auch bei Anthocyanen auftritt [351], erfolgten
Untersuchungen an Anthocyanen und ihren Metaboliten in Kombinationsinkubationen. Es
zeigte sich jedoch, dass — im Gegensatz zu Resultaten von Rossetto et al. [352] iiber das
synergistische Zusammenwirken von Mal3glc mit (+)-Catechin und (—)-Epicatechin durch
regenerierende Prozesse — bei den hier durchgefithrten Untersuchungen keine signifikanten
Ergebnisse zu erhalten waren. Ein Synergismus zwischen Cy3glc und den Abbau- und Me-
tabolisierungsprodukten PCS und VS kann daher ausgeschlossen werden. Denkbar wére da-
gegen noch ein synergistischer Effekt mit anderen, endogenen Antioxidantien (a-Tocopherol
oder Ascorbinséure), wie er fiir Kaffeesdure [340], Ferulasdure [341] und verschiedene Isofla-
vone [353] beschrieben ist. Hinweise dafiir gibt es bereits in der Literatur. So konnten Abuja
et al. [148] zeigen, dass Anthocyane a-Tocopheroxylradikale zum a-Tocopherol reduzieren
kénnen, und auch in einer Studie von Heinonen et al. [147] zur antioxidativen Wirkung von
Beeren- und Fruchtweinen konnten die Effekte nicht einfach {iber die Summe der Einzel-
substanzen erklart und mussten auf synergistische Wechselwirkungen zuriickgefiithrt werden.
Zudem erhohte sich die Tocopherol-Konzentration in der Leber und Lunge von Ratten, de-
nen mit der normalen Nahrung zusétzlich Anthocyane verabreicht wurden [354]; Sarma et
al. [355] konnten einen Schutz der Ascorbinsdure vor Oxidation durch Metallionen in Ge-
genwart von Anthocyanen nachweisen, der auf die Chelatisierung der Ionen und die Bildung

von Copigmenten zuriickgefiihrt wurde.

4.3.2 Beurteilung der biologischen Wirkung und gesundheitsprotektiven Rele-

vanz einer anthocyanreichen Ernidhrung

Die unter 1.6 beschriebenen, biologischen Effekte sind kritisch zu betrachten: Héufig wurden
mit den Anthocyanidinen die instabilen Aglykone eingesetzt, die — wie im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden konnte — einem sehr schnellen Zerfall oder einer Dimerisierung unter-
liegen. Viele Effekte der Anthocyane wie z.B. die Hemmung der Cyclooxygenase (vgl. [152])
konnten jedoch nur fiir die Aglykone, nicht aber fiir die Glucoside gezeigt werden. In allen
Uberlegungen zur Beurteilung der Wirkung miissen daher die Folgeprodukte beriicksichtigt

werden.
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Dariiber hinaus zeigen auch die anderen, entstehenden Metabolite und Abbauprodukte bio-
logische Wirkungen [292]. So sind z.B. fiir die entstehenden phenolischen Sduren zahlreiche
gesundheitsprotektive Effekte beschrieben. Neben der hier gezeigten antioxidativen Wirkung
von PCS, VS und SS (vgl. 3.5), die auch in Untersuchungen an anderen Testsystemen besté-
tigt werden konnte [356-360| und z.B. zum Schutz der LDL [361] und der DNA [356] vor oxi-
dativen Schéden beitragt, wirkt z.B. PCS durch die Inhibition der NO-Bildung entziindungs-
hemmend [359, 362] und zeigt in Zellkultursystemen [363] und in zahlreichen Tierversuchen
eine antikanzerogene Wirkung. So inhibiert sie z.B. verschieden induzierte Karzinogenesen
in der Leber [364], im Darm [365, 366], in der Blase [367], in der Bauchspeicheldriise [368], in
der Haut [369] und im Mund- und Rachenraum [370-372| durch die Hemmung der Zellpro-
liferation [373] oder die Induktion der Apoptose [363]. Auch SS bzw. VS konnen iiber ihre
antikanzerogenen (374, 375| bzw. immunstimulierenden [376] Eigenschaften die Gesundheit
positiv beeinflussen. Fiir andere, im Rahmen des intestinalen Metabolismus von Flavonoiden
gebildete Phenolsduren (Phenylessigsduren) ist z.B. fiir die Blutplattchenaggregationshem-

mung eine Steigerung verglichen mit den Ausgangsverbindungen beschrieben [292].

Ebenso miissen die jeweiligen Konzentrationen der Substanzen beriicksichtigt werden. In fast
allen in der Literatur beschriebenen Versuchen zur Wirkung (vgl. 1.6) werden die Antho-
cyane in unphysiologisch hohen Konzentrationen eingesetzt. So liegen z.B. die von Meiers
et al. [178] eingesetzten Konzentrationen zur Hemmung des Epidermal Growth-factor Re-
ceptors (EGFR) (vgl. 1.6.3) im mikromolaren Bereich, in anderen Untersuchungen sogar
im Bereich von bis zu 2 mM und damit weit iiber dem im Plasma erreichten Level. In
tierexperimentellen Studien konnten auch nur nach Verabreichung sehr hoher Dosen Wir-
kungen beobachtet werden [104]. Vielleicht ist die Dosis der entscheidende Faktor fiir die
gesundheitsprotektiven Wirkungen der Anthocyane in vivo, die iiber die alimentére Auf-
nahme selbst durch Supplementierung nicht erreicht werden kann. Durch die Verteilung
der Anthocyane nach Aufnahme in metabolisierende Gewebe wie Leber und Niere kénnte
allerdings dort die Konzentration zumindest kurzfristig erhéht sein, so dass protektive Ef-
fekte vorstellbar wiren. Zudem werden sicherlich im oberen Magen-Darm-Trakt (v.a. in den
Epithelzellen dieses Organsystems) [377] nach Aufnahme gréfserer Mengen an Anthocyanen
hohere Konzentrationen erreicht, die die beschriebenen positiven Effekte leisten konnten.
Und schlieflich ist eine Anreicherung in bestimmten Zellkompartimenten denkbar, wie es
in vitro fiir das Cytosol und die Plasmamembran von Endothelzellen gezeigt wurde [161].
Dagegen reichen die im Plasma gefundenen Konzentrationen wohl nicht fiir physiologische
Effekte aus, auch wenn die Wirkung der Anthocyane in in vitro-Testsystemen hoher als die

endogener Antioxidantien wie Tocopherol oder Ascorbat ist, deren Plasmakonzentrationen
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4.3 Biologische Wirkung

aber um 3-5 Grofeneinheiten hoher liegen [234]. So wird schon die, verglichen mit ande-
ren natiirlich vorkommenden Antioxidantien sehr niedrig liegende wirksame Konzentration
zur Inhibition der LDL-Oxidation von 4 pg/ml [148] in vivo nicht einmal durch Supple-
mentierung erreicht. In der hier durchgefithrten Humanstudie konnten durch Aufnahme der
erndhrungsrelevanten Menge von ca. 200 mg Cy3glc maximale Plasmakonzentrationen von
25 nM (0,011 pg/ml) fiir die Anthocyane und 13 nM (0,002 pug/ml) bzw. 31 nM (0,005 pg/ml)

fiir die Phenolsaure-Metabolite erreicht werden.

Eine Anreicherung der Anthocyane im Plasma nach wiederholter Aufnahme findet ebenfalls
nicht statt, wie in einem Tierversuch mit Ratten nachgewiesen werden konnte [234]. Es zeigte
sich, dass selbst nach achttéigiger Anthocyan-Supplementierung die Konzentrations-Kinetik
im Plasma und Urin nur von der letzten Anthocyan-Aufnahme abhéingig war. Damit kann
auch ein protektiver Effekt, der auf eine hohere Plasmakonzentration aufgrund regelméfiger
Anthocyan-Aufnahme zuriickgefiihrt wird, ausgeschlossen werden. Diese Effekte sind héch-

stens fiir den oberer Gastrointestinaltrakt zu diskutieren.

Ferner ist zu beachten, dass auch fiir Anthocyane — wie schon zuvor fiir andere Polyphenole
wie Catechol oder Quercetin gezeigt [378-380] — je nach getesteten Systemen und eingesetz-
ten Konzentrationen in der Literatur prooxidative Effekte beschrieben sind [92, 148, 172].

Allerdings werden diese Konzentrationen in vivo ebenfalls kaum erreicht.

Ohne Zweifel besitzen Anthocyane und ihre Metabolite zahlreiche gesundheitsfordernde Ei-
genschaften, wobei das antioxidative Potential im Vordergrund steht. Ob die im Korper
erreichten Konzentrationen jedoch fiir eine systemische Wirkung ausreichen, muss bezwei-
felt werden. Welche Substanzen wirklich fiir die Effekte aus epidemiologischen Studien ver-
antwortlich sind, oder ob die Wirkung nur durch ein Zusammenspiel vieler Komponenten
zustande kommt, ist letztendlich schwer zu beantworten. So kann bis heute das Franzosi-
sche Paradoxon nicht auf die Wirkung einer einzelnen Substanz oder einer Substanzgruppe
zuriickgefithrt werden, und wird vielmehr auf das Zusammenwirken von verschiedenen phe-
nolischen Komponenten und dem Alkohol des Rotweines zuriickgefiihrt. Zwar konnten viele
biologische Wirkungen auch fiir Anthocyane gezeigt werden (vgl. 1.6), doch bleibt bei der
geringen Bioverfiigbarkeit die Frage nach der Relevanz in vivo. Die Wirkungen im Tiermo-
dell oder beim Menschen nach Gabe von Lebensmittelextrakten sind nur schwer monokausal
zu deuten. So zeigen Anthocyane protektive Effekte (vgl. 1.6.2) und kénnten so zum Schutz
vor kardiovaskuldren Krankheiten beitragen. Diese Wirkung wird jedoch auch von anderen
phenolischen Komponenten wie dem Resveratrol, einem bekannten Inhaltsstoff des Rotweins,
geleistet [381]. Die beschriebene antimutagene Wirkung von Anthocyanen (1.6.3) ist ebenfalls
eine Eigenschaft, die auch ubiquitér in Lebensmitteln vorkommende organische Sauren wie

Kaffee-, Ferula- oder p-Hydroxybenzoeséure besitzen [174]. Zudem korreliert die Aufnahme
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von Anthocyanen und anderer Flavonoide iiber eine Obst- und Gemiise-reiche Erndhrung
mit dem Konsum anderer Substanzen, die méglicherweise auch Einfluss auf die untersuchten

Krankheitsbilder nehmen wie z.B. Ascorbinsdure, 5-Carotin oder Ballaststoffe [382].

Viele dieser gesundheitsprotektiv wirkenden Verbindungen und zahlreiche weitere Substan-
zen kommen als sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe ausschlieflich in pflanzlichen Produkten vor,
so dass sich die Empfehlung einer gesundheitsbewussten Erndhrung sicherlich nicht auf die
Zufuhr einzelner Komponenten in Form von Supplementen beschrinken darf, sondern aus

einer ausgewogenen Erndhrung mit viel Obst und Gemiise, bestehen sollte.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit den zu den Flavonoiden gehérenden Antho-
cyanen, wobei der Schwerpunkt auf dem Cyanidin-3-O-glucosid (Cy3glc) liegt. Anthocyane
sind weit verbreitete Bestandteile pflanzlicher Nahrung und werden als gesundheitsférdern-
de, kardioprotektive und krebspréventive Verbindungen diskutiert. Ziel dieser Arbeit war die
Beurteilung und Abschéatzung der biologischen Relevanz anthocyanreicher Lebensmittel hin-
sichtlich einer gesundheitsférdernden Ernédhrung. Hierzu wurde zunéchst der Metabolismus
und die Bioverfiigbarkeit in vitro und in vivo untersucht. Diese Untersuchungen lieferten die
Grundlage fiir Experimente zur Ermittlung der antioxidativen Wirkung von Anthocyanen

und ihrer Metabolite.

I. Optimierung der analytischen Methoden

Zunachst war die Entwicklung geeigneter analytischer Methoden notwendig, die den Nach-
weis und die Identifizierung der Anthocyane sowie aller potentiellen Metabolite und Abbau-
produkte erlaubte. Hierzu wurde eine Festphasenextraktion etabliert, die im Unterschied zu
der in der Literatur beschriebenen Methoden sowohl Anthocyane als auch Phenolsduren bei
hohen Wiederfindungsraten beriicksichtigt. Dariiber hinaus wurde durch die Etablierung ei-
ner LC/DAD und einer LC/MS-Methode die strukturelle Aufklérung der Anthocyane und
ihrer Metabolite, durch die entwickelte GC/MS-Methode die massenspektrometrische Ana-
lyse der Phenolsduren im relevanten Konzentrationsbereich und in komplexen Korperfliis-
sigkeiten zugénglich. Schlieklich war es fiir den Nachweis der Phenolsdure-Metabolite der
Anthocyane noch nétig, eine Methode zu finden, die eine Spaltung von Phase II-Konjugaten
der Phenolséuren erméglichte, ohne dabei Anthocyan-Glycoside zu spalten. Aus den dabei
entstehenden Anthocyanidinen wiirden durch Zerfall eben diese phenolischen Séuren ent-
stehen, die nicht mehr von den endogen im Korper gebildeten Phenolsaure-Metabolite der
Anthocyane zu unterscheiden wéren. Diese selektive Verhinderung der enzymatischen Spal-
tung gelang durch den Zusatz von Aluminium-Ionen und beruht auf der Komplexierung der

Anthocyane und nicht auf inhibitorischen Effekten.

II. Metabolismus und Bioverfiigbarkeit der Anthocyane

Obwohl es in der Literatur zahlreiche Untersuchungen iiber die Bioverfiigbarkeit von Antho-
cyanen gibt, ist das Wissen iiber den Metabolismus dieser Verbindungsklasse sehr begrenzt.
Zu Beginn dieser Arbeit konnten lediglich weniger als 0,5% der in Humanversuchen verab-
reichten Anthocyanmengen nach Verzehr in Korperfliissigkeiten wiedergefunden werden. Der

Verbleib der iibrigen 99,5% war dagegen unklar. Zur Untersuchung der Biotransformation
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5 ZUSAMMENFASSUNG

der Anthocyane wurden in dieser Arbeit verschiedene in vitro-Modelle eingesetzt. Wéhrend
Anthocyane dabei keine Phase I-Metabolisierung durch Cytochrom P450-abhéngige Mono-
oxigenasen erfahren, konnte gezeigt werden, dass sowohl einfache als auch komplexe Antho-
cyane in Gegenwart intestinaler Bakterien schnell zu phenolischen Séuren abgebaut werden.
Am Beispiel des Cy3gle konnte so die Entstehung der Protocatechusiaure (PCS) nachgewiesen
werden. Des Weiteren konnten durch enzymatische in vitro-Reaktionen an den catecholischen
Strukturelementen des Cyanidins (Cy) und des Cy3glc die entsprechenden Methylierungs-
produkte dargestellt werden, die als das freie und glucosylierte Peonidin-Derivat identifiziert
wurden. Anthocyane sind zudem Substrate der UDP-Glucuronyltransferasen und werden
in vitro sowohl als Aglykone als auch in Form der Monoglucoside metabolisiert. Dabei ent-
stehen einfache Glucuronsidure-Konjugate oder gemischte Glucosid-Glucuronide. Durch die
Untersuchung der beteiligten Isoenzyme konnte gezeigt werden, dass dieser Konjugations-
schritt nicht nur in der Leber und Niere, sondern auch in Bereichen des Gastrointestinal-

traktes stattfinden kann.

In den sich anschliefslenden in vivo-Untersuchungen konnten die in vitro-Resultate bestétigt
und neue Erkenntnisse iiber den Metabolismus und die Bioverfiigharkeit gewonnen wer-
den. Tierexperimentelle Studien klarten dabei zunéchst den Metabolismus der Phenolsau-
ren auf. Die nach oraler Verabreichung der PCS identifizierten neuen Metabolite konnen
auch nach der Aufnahme von Cy3glc entstehen, da PCS z.B. durch intestinalen Metabolis-
mus oder einfachen Zerfall des Aglykons im Korper gebildet werden kann. Als Metabolite
der PCS konnten die beiden Methylierungsprodukte, Vanillinsdure (VS) und 3-Hydroxy-4-
methoxybenzoesdure, sowie die Glucuronséiure-, Sulfat- und Glycin-Konjugate dieser Ver-

bindungen nachgewiesen werden.

In dem zentralen Versuch der Arbeit konnten diese Ergebnisse erstmals auch beim Men-
schen bestétigt werden. Hierzu wurde ein Humanversuch als Pilotstudie mit zwei Probanden
durchgefiihrt. Durch die orale Aufnahme des Cy3glc als Reinsubstanz in physiologischen
Mengen (ca. 200 mg) konnte dabei der Metabolismus im Detail aufgekléart und Interferenzen
mit anderen Verbindungen ausgeschlossen werden. Wie in komplexen Lebensmittelmatrices
werden auch matrixfreie Anthocyane sehr schnell resorbiert und ausgeschieden und zeigen
eine geringe Bioverfiigbarkeit. Zusétzlich zu dem nicht-metabolisierten Cy3glc konnten mit
dem Peonidin-3- O-glucosid und den Glucuronsidurekonjugaten von Cyanidin und Peonidin
(Peo) in Urin und Plasma auch die in vitro gezeigten Phase II-Metabolite identifiziert wer-
den. Aufgrund des speziell konzipierten Studiendesigns mit einer rigiden Depletionsphase
gelang zudem eindeutig und erstmals der Nachweis der phenolischen Sduren als Anthocyan-

Metabolite in Plasma und Urin in freier und konjugierter Form; als Metabolite des Cy3glc
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konnten PCS und VS nachgewiesen werden. Mit der gezeigten Verstoffwechselung der An-
thocyane gelang es, einen zentralen Weg des Metabolismus und Abbaus dieser Substanzen

aufzuklaren.

Die Ergebnisse konnten auch im Tierversuch nach oraler Verabreichung von Anthocyanen
bestétigt werden. Fasst man die Resultate aus dem Tierversuch und der Humanstudie zusam-
men, so kann mit den hier vorgestellten Methoden der Verbleib von ca. 8,5% des verabreichten

Cy3glc erklart werden.

III. Untersuchungen zur antioxidativen Wirkung

Will man die biologischen Wirkungen der Anthocyane beurteilen, miissen alle Metabolite,
Abbau- und Dimerisierungsprodukte in die Uberlegungen mit einbezogen werden. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde die antioxidative Wirkung vor diesem Hintergrund anhand der
modifizierten Testsysteme TEAC-, FRAP- und ORAC-Assay beleuchtet. Hierbei konnte fiir
die Einzelsubstanzen sowohl im Falle der untersuchten Anthocyane als auch fiir die Me-
tabolite PCS und VS eine starke antioxidative Wirkung nachgewiesen werden, die bei den
Phenolséuren im Bereich géngiger Referenzsubstanzen (Trolox, ASC) lag, bei den Anthocya-
nen deren Wirkung sogar weit iibertraf. Insgesamt erfahren Anthocyane im Rahmen ihrer
metabolischen Verdnderungen durch Methylierungs-, Zerfalls- und Konjugationsreaktionen

tendenziell eine Schwéachung dieser Wirkung.

Dennoch besitzen Anthocyane und ihre Metabolite ein sehr hohes antioxidatives Potential
in vitro, dessen Bedeutung jedoch fiir die in vivo-Situation aufgrund der geringen Bioverfiig-
barkeit fraglich ist. So zeigten unsere Untersuchungen in einer Plasma-Modelllésung unter
Berticksichtigung der identifizierten Metabolite im nachgewiesenenen Konzentrationsbereich
in den verwendeten Testsystemen keine Wirkung; auch ein synergistischer Effekt von Cy3glc,

PCS und VS konnte ausgeschlossen werden.

Es ist daher zu schlussfolgern, dass durch alimentédre Aufnahme oder gezielte Supplementie-
rung mit Anthocyanen die nétigen Konzentrationen im Korper fiir eine systemische antioxi-
dative Wirkung nicht erreichbar sind. Daher scheint es wenig sinnvoll, durch die Aufnahme
Anthocyan-reicher Nahrungsergénzungsmittel eine erhohte antioxidative Kapazitat des Kor-
pers erreichen zu wollen. Eine gesunde Erndhrung manifestiert sich vielmehr in einer ausge-
wogenen Aufnahme verschiedener kompletter Lebensmittel, die v.a. viel Obst und Gemiise

umfassen sollten.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6 Experimenteller Teil

6.1 Gerate und Chemikalien

6.1.1 Liste der verwendeten Gerate

Tabelle 6.15: Verwendete Gerite

Gerit Hersteller
Anaerobiertopf Anaerocult® Merck
Autoklav 23 Melag
Biofreezer —86C FormaScietific
Digitalwaage 1265MP Sartorius
Elvehjem-Potter Braun
Feinanalysenwaage AE136 Mettler
Kreatininmessgeréat Reflektron Boehringer
Kiihlschrank Liebherr
Magnetriihrer Ika

Mikrotiterplatten-Lesegerat Thermomax

Molecular Devices

pH-Messgerat MP220

Mettler Toledo

Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen Eppendorf
Reaktionsgefifse, 1,5/2 ml Eppendorf
Reaktionsgefifse, 15/50 ml Greiner
Spektralfluorimeter SpectraFluor Plus Tecan

Spektralphotometer Lambda 15

Perkin-Elmer

Spektralphotometer Lambda Bio 20

Perkin-Elmer

SPE-Station VAC-ELUT

Analytichem International

Stomacher 400

Seward

Tiefkiithlschrank

Forma Scientific

Ultraschallbad Transsonic T570/H

Elma

Ultra-Turrax T25

Janke & Kunkel

Ultrazentrifuge Optima, XL-100K

Beckman

Vakuum-Pumpe fiir SPE-Station, Typ N035

KNF Neuberger

Vakuum-Zentrifuge Maxi dry plus

Heto

Vortex Genie 2

Scientific Industries
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(Fortsetzung)

Gerat

Hersteller

Wasserbad, W6

P-D Industriegesellschaft

Wasserbad, WB22

Memmert

Zentrifuge CR422

Jouan

Zentrifuge, DW-41BR-230

Qualitron Inc.

Zentrifuge Z160M

Hermle

6.1.2 Liste der verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

6.1.2.1 Allgemeine Chemikalien

Tabelle 6.16: Allgemein verwendete Chemikalien

Substanz Hersteller
Acetonitril Roth
Aluminiumnitrat Fluka
Ameisensaure Roth
Ammoniumhydrogenphosphat Fluka
Ascorbinsaure Fluka
BSTFA Fluka
1-Butanol Merck
p-Cumarsaure Roth

Cyanidin

Roth, Polyphenols

Cyanidin-3-glucosid

Roth, Polyphenols

Cyanin Roth
Delphinidin Roth, Polyphenols
Delphinidin-3-glucosid Polyphenols
2,4-Dihydroxybenzoesaure Fluka
Ferulasaure Roth
Gallussaure Roth
[-Glucosidase (aus Mandeln) Fluka
[-Glucuronidase (aus Helix pomatia), 367500 U /g Sigma
Glycerin Roth
4-Hydroxybenzoesdure Fluka
Kaffeeséure Roth

106




6 EXPERIMENTELLER TEIL

(Fortsetzung)
Substanz Hersteller
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck
Kryorohrchen Nalgene
Malvidin Polyphenols
Malvidin-3-glucosid Roth
Malvin Roth
Methanol Roth
Na,EDTA Fluka
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Fluka
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid Merck
OASIS HLB-Kartuschen (1lcc, 30 mg) Waters
Pelargonidin Sigma
Pelargonidin-3-glucosid Polyphenols

Peonidin Roth, Polyphenols
Peonidin-3-glucosid Polyphenols
Petunidin Polyphenols
Petunidin-3-glucosid Polyphenols
Phosphorsaure Roth
Protocatechusaure Fluka
Salzsiure (32%) Roth
Sulfatase (aus Helix pomatia), 16400 U/g Sigma
Syringasaure Roth
Trichloressigsaure Roth
Trifluoressigséaure Merck
TRIS Merck
TRIS-HCI Merck
Vanillisaure Roth
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6.1 Gerate und Chemikalien

6.1.2.2 in vitro-Untersuchungen
Tabelle 6.17: Verwendete Chemikalien bei den in witro-
Untersuchungen
Chemikalie Hersteller
Alamethicin Sigma
Anaerocult® A-Kit Merck
Anaerotest—Streifen® Merck

Bio-Rad DC Protein Assay Kit

Bio-Rad Laboratories

CaCl, - 2H,0O Fluka
Catechol- O-methyltransferase Fluka
CoCl, - 6H,0 Roth
Daidzein TCI Tokyo Kasei

1,4-Dithiothreitol

Fluka

Equol Plantech
Ethoxycumarin Fluka
FeCls - 6H50 Fluka
Isocitrat Fluka
Isocitrat-Dehydrogenase Sigma
Magnesiumchlorid Fluka
MnCl, - 4H,0 Roth
NADP* Fluka
NasS - 7TH,O Fluka
Quercetin Roth
S-Adenosyl-L-Methionin Sigma
UDPGA Fluka
UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A10, | PanVera
UGT2B7

UGT1A4, UGT1A8, UGT1A9 Gentest
Umbelliferon Fluka
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6.1.2.3 in vivo-Untersuchungen

Tabelle 6.18: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmateriali-

en bei den in vivo-Untersuchungen

Chemikalie Hersteller

alkoholisches Hautantiseptikum Neo-Kodan Schiilke & Mayr

Benzoeséure Roth

Citronensaure Roth

Cyanidin-3-glucosid CCC-Isolierung (AK Win-
terhalter, Braunschweig)

Einmal-Injektions-Kaniilen Sterican

Hippursaure Roth

Kreatinin-Schnelltest Reflotron®) Roche

Malvin CCC-Isolierung (AK Win-
terhalter, Braunschweig)

Monovetten, EDTA KE/9 ml Sarstedt

Natrium-hydrogencarbonat Roth

Protocatechusaure Fluka

Sprague-Dawley Ratten Charles-River

Syringasaure Roth

Triton-X Fluka

Vanillinsaure Roth

Venenpunktionsbesteck Venofix Braun

Weichgelatinekapseln Pharmapol-Arzneivertrieb

6.1.2.4 Untersuchungen zur antioxidativen Wirkung

Tabelle 6.19: Verwendete Chemikalien bei den Untersuchungen

zur antioxidativen Wirkung

Chemikalie Hersteller
Ascorbinsaure Fluka
2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsédure) Fluka
Diammoniumsalz

2,2-Azobis(2-amidinopropan) Dihydrochlorid Fluka
Cyanidin Polyphenols
Cyanidin-3-glucosid Polyphenols
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(Fortsetzung)
Substanz Hersteller
Kaliumperoxodisulfat puriss. p.a. Fluka
Eisen(III)-chlorid Hexahydrat Fluka
Eisen(II)-sulfat Heptahydrat Fluka
Ferulasaure Roth
Fluorescein Fluka
Peonidin Polyphenols
Peonidin-3-glucosid Polyphenols

R-Phycoerythrin

Molecular Probes

Protocatechusaure Fluka
Syringasaure Roth
TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazin) Fluka
Trolox Sigma
Vanillinsaure Roth
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6.2 Methoden

6.2.1 Analytik

6.2.1.1 Gewinnung von Lebensmittelextrakten

Die Anthocyan-Losungen verschiedener Lebensmittel wurden durch Extraktion mit TFA
(1% in Methanol) aus den ganzen Friichten oder aus Teilen davon (geschéilte Haut im Falle
des Radieschens oder der Aubergine) gewonnen. Die anthocyanhaltigen Bestandteile wur-
den dabei mit einer Schere grob zerkleinert und in Gegenwart der Extraktionslosung in
zweifachem Uberschuss zur Masse (v/m) in einer Reibschale mit dem Morser aufgeschlos-
sen. Dieser Vorgang wurde bis zur deutlichen Entfarbung des Extraktionsmittels mit stets
neuer Extraktionsfliissigkeit wiederholt, wobei diese bei jedem Schritt fiir ca. 30 min auf
der Probe verweilten. Die Extraktionslosungen wurden vereint, im Ny-Strom getrocknet und
zur weiteren Verwendung bei —18°C gelagert. Die verwendete Sdurekonzentration fiihrte
nicht zu einer Hydrolyse der Substanzen wie sie in der Literatur fiir hohere Konzentrationen

beschrieben ist [15].

6.2.1.2 Isolierung von Anthocyanen mittels HSCCC

Die préparative Isolierung der Anthocyane fiir die in vivo-Untersuchungen erfolgte mit-
tels High-Speed Countercurrent Chromatography im Arbeitskreis von Prof. Winterhalter,
Braunschweig. Das Prinzip dieser Methode und die genaue Vorgehensweise sind in verschie-
denen Publikationen beschrieben [50, 383-386]. Cy3glc wurde dabei aus Brombeeren (Ru-
bus fruticosus), Mal3gle und Malvin aus Rotwein (Spatburgunder, 1997, Baden bzw. Ruby
Red, 1998, Kalifornien) isoliert. Die Charakterisierung erfolgte iiber NMR~, LC/DAD- und
LC/MS-Messungen. Die Reinheit bezogen auf alle bei 520 nm absorbierenden Substanzen
lag bei 99% (Cy3glc), 85% (Mal3glc) bzw. 80% (Malvin). Zusétzlich wurde mittels GC/MS-
Untersuchungen die Anwesenheit phenolischer Sauren (PCS, VS, SS, 4-Hydroxybenzoesiure,

Gallussdure) ausgeschlossen.

6.2.1.3 Festphasenextraktion

Die im Rahmen dieser Arbeit zur Aufreinigung und Aufkonzentrierung von Proben verwen-
deten Festphasenextraktionen wurden — soweit nicht anders vermerkt — stets mit der hier
beschriebenen Vorgehensweise durchgefiihrt. Die verwendeten OASIS HLB-Kartuschen (1cc,
30 mg) wurden zunéchst mit 2 ml Methanol und 2 ml wéssriger HCIl-Losung (0,01%, v/v)
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vorkonditioniert und nach Applikation der aufzureinigenden Probe mit 1 ml derselben HCI-
Losung gewaschen. Die Elution der interessierenden Substanzen erfolgte mit 2 ml methano-
lischer HCI-Lésung (0,01%, v/v). Anschlieflend wurde des Eluats im No-Strom getrocknet.

Die weitere Behandlung ist jeweils bei den einzelnen Methoden aufgefiihrt.

Zur Bestimmung der Wiederfindung (vgl. 3.1.1) dieser SPE-Methode wurden verschiedene
Anthocyane (Cy3gle, Mal3gle, Peo3glc, Pel3gle, Del3gle, Pet3gle, Cy35d-gle, Mal35d-gle,
Radieschenschalenextrakt) und Phenolséduren (PCS, VS, SS, 4-Hydroxybenzoesdure) einge-

setzt.

6.2.1.4 Flissig-Fliissig-Extraktion

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion der Anthocyane wurde fiir die Isolierung der Anthocyane aus
Rattenorganen etabliert, bei denen aufgrund der sehr komplexen Matrix und des Aufschlusses
der Zellen sowie wegen der groferen Volumina eine einfache Festphasenextraktion nur schwer
zu realisieren war. Die Extraktion fand bei pH 1 durch wiederholte Zugabe von Butanol statt.
Die organischen Phasen wurden vereint, in der Evaporatorzentrifuge zur Trockene reduziert

und wie beschrieben weiterverarbeitet.

6.2.1.5 HPLC/DAD und HPLC/MS

Zur Analytik der wéhrend der Arbeit angefallenen Proben kamen zwei verschiedene HPLC-
Systeme zum Einsatz, die im Folgenden nédher beschrieben werden. Die Identifizierung der
auftretenden Substanzen erfolgte stets durch Absorptionsspektren- und Retentionszeiten-
vergleich mit kommerziell erhéltlichen Referenz-Substanzen, durch Cochromatographie der

Probel6sungen mit diesen und — wo angegeben — durch massenspektrometrische Analysen.

HPLC-System 1

Analytisches Hochdruckgradientensystem von Shimadzu mit Pumpen (LC-10Atvp), Con-
troller (SCL-10Avp), Autosampler (SIL-10Advp), Diodenarray-Detektor (SPD-M10Avp) und
Shimadzu Class Vp 6.12 zur Datenverarbeitung.

Vorsdule: Nova Pak C18
Saule: WATERS Nova Pak C18
Korngrofe: 4 um
Lange: 250 mm
Innendurchmesser: 4,60 mm
Eluent A: Wasser (mit 1% TFA)
Eluent B: 100% Acetonitril
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Gradient:

Zeit (min) 0 15 |25 (32]40 50|60 70 | 71 | 80

% Eluent A | 100 | 100 | 89 | 86 | 86 [ 80 | 50 | O | 100 | 100
% Eluent B | 0 0O |11 /14|14 20|50 100| O 0

Flussrate: 0,8 ml/min

Detektion: DAD (260 nm, 320 nm, 520 nm)

Mit diesem HPLC-System wurden die Quantifizierungen der verschiedenen Substanzen an-
hand von externen Kalibriergeraden durchgefiihrt sowie die Nachweisgrenzen- und Wieder-
findungsbestimmungen vorgenommen. Die Auswertung der Anthocyane erfolgte bei einer
Wellenlédnge von 520 nm, die der phenolischen Sduren bei 260 bzw. 320 nm. Alle Eluenten

wurden vor ihrem Einsatz im Ultraschallbad entgast.

Allgemeine Anmerkung:

Da das System iiber keinen Saulenofen verfiigt und die verwendete Saule aufgrund der extre-
men pH-Bedingungen Verdanderungen unterlag und infolgedessen haufig durch andere Saulen
gleichen Typs ausgetauscht werden musste, liefsen sich Schwankungen der Retentionszeiten

nicht vermeiden.

HPLC-System 2

Analytisches Hochdruckgradientensystem von HP Serie 1100 mit Degasser, Sdulenofen, Au-
tosampler, Diodenarray-Detektor und massenselektivem Detektor mit API-ES Ionisations-

kammer; die Auswertung erfolgte mittels HP Chem Station.

Vorsdule: s. HPLC-System 1

Saule: s. HPLC-System 1

Eluent A: Wasser (mit 5% Ameisenséure)
Eluent B: 100% MeOH

Gradient:

Zeit (min) | 0 [ 10| 15|30 | 35| 50 | 55 | 65 | 68

% Eluent A | 95 | 80 | 80 | 70 | 70 | 55 | 55| 95 | 95
% Eluent B| 5 (2020303045 [45| 5 | 5

Flussrate: 0,7 ml/min

Detektion: DAD (280 nm, 520 nm)
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MS-Bedingungen:

Ionisationsmodus: API-ES positiv
Trocknungsgasfluss: 12 1/min
Zerstauberdruck: 30 psig

Trockungsgastemperatur: 350 °C
Kapillarspannung (Vcap): 2500 V

Fragmentor-Spannung;: 30-150 V
Massenbereich: 100-1500
Scanrate: 0,7 s/Zyklus

Die Analysen erfolgten im Scan- und SIM-Modus.

6.2.1.6 GC/MS
Derivatisierung fiir die GC/MS-Analyse

Das Losungsmittelgemisch der Proben wurde an der Vakuum-Zentrifuge oder im Ny-Strom
entfernt, die Probe in Methanol aufgenommen und in ein GC-Gléaschen iiberfiihrt und dort
mit internem Standard (30 pl Gallussiure (5 pM in Methanol)) versetzt. Nach erneutem
Entfernen des Losungsmittels im Np-Strom erfolgte in Anlehnung an Smolarz [387] die De-
rivatisierung mit 30 ul BSTFA, die zu einer Massenerhhung von 72 fithrt. Die Losung kann
nach einer Mindestreaktionszeit von 30 Minuten mittels GC-MS analysiert werden. Die De-

rivatisierung wurde auf Reproduzierbarkeit evaluiert.

GC/MS-Bedingungen

Saule: HP-5MS mit Gap, ca. 30 m, i.D. 0,25 mm (Narrowbore),
Filmdicke 0,25 pm

Trégergas: Helium (1 ml/min)

Injektionsvolumen: 1 pl

Injektortemperatur: 250°C

Temperaturprogramm:

Anfangstemperatur:  60°C

Isotherme 1: 3 min
Aufheizrate 1: 10°C /min
Temperatur 2: 280°C
Isotherme 2: 15 min
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Massenanalysator: Quadrupol
Massenbereich: 20-450 amu

Ionisation: Electron Impact bei 70 eV
Scanrate: 0,5 s/Scan

Neben dem Chromatogramm des Totalionenstroms kénnen durch Selektion von Massenspu-
ren aus der Messung des Full Scans weitere Chromatogramme dargestellt werden. Durch
Auswahl substanzspezifischer m/z-Werte kann so der Nachweis von interessierenden Sub-
stanzen verbessert werden, insbesondere im Spurenbereich bzw. bei Coelution mit anderen
Komponenten. Diese Methode wurde auch unter Anwendung von Gallussédure als internem
Standard zur Quantifizierung mittels externer Kalibriergeraden benutzt. Als Massenspuren
wurden hierbei verwendet: 458 (Gallussdure), 297 (VS), 327 (SS), 370 (PCS), 370 (2,4-

Dihydroxybenzoeséure).

6.2.2 Allgemeine Untersuchungen

6.2.2.1 Stabilitdtsuntersuchungen

Die Untersuchungen zur Stabilitdt der Anthocyan-Aglykone (Cy, Del, Mal, Pel, Peo und Pet)
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen bei unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt.
Der Abbau wurde dabei im Testsystem I bei einer Anthocyan-Konzentration im Ansatz von
200 M bei 37°C und pH 7,4, im Testsystem II bei einer Endkonzentration von 50 uM bei RT
und verschiedenen pH-Werten (1,0; 3,0; 5,0; 7,4) tiberpriift. Anhand des Testsystems II wurde
auch der Einfluss von Aluminium-Ionen auf die Stabilitdt der Anthocyane untersucht. Dazu
wurden Reaktionen in Abwesenheit und Gegenwart von 140 mM Al** (Endkonzentration)
durchgefiihrt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 h; 30 min; 1 h; 2 h; 3 h; 4 h; 5 h) wurde
die Reaktion durch Zugabe von 10% (v/v) Phosphorsaure (85%) gestoppt und mittels HPLC

analysiert.

Aufgrund ihrer Instabilitdt wurden Stammlosungen der Anthocyane vor den entsprechenden

Versuchen stets frisch angeldst und nur moglichst kurze Zeit bei —20°C gelagert.

6.2.2.2 Enzymatische Inkubationen mit ($-Glucosidase und (-Glucuronidase
Allgemeine Untersuchungen

Die Untersuchungen zur Fahigkeit der Enzyme zur Spaltung von Anthocyan-Glucosiden wur-

den jeweils in einem Gesamtvolumen von 1 ml durchgefiihrt, das neben dem entsprechenden

115



6.2 Methoden

Puffer (0,1 M Natriumacetatpuffer, pH 5,0 bzw. 3,0; 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7.4)
100 uM Anthocyan-Glucosid und 5 mg [-Glucuronidase (367500 U) oder [-Glucosidase
(7800 U) enthielt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0-24 h) wurden Aliquote von 100 ul
entnommen, zum Stoppen der Reaktion mit 10 ul Phosphorsidure (85%) versetzt und mittels

HPLC analysiert.

Inkubation in Gegenwart von Aluminium-Ionen

Die Inkubationsansétze in Gegenwart von Aluminium-Ionen fanden ebenfalls in einem Ge-
samtvolumen von 1 ml statt und enthielten neben dem Substrat (Anthocyan-Glucosid) in
einer Konzentration von 100 M, dem ensprechenden Puffer und dem Enzym (5 mg) zusétz-
lich Aluminium-Ionen in einer Konzentration von 280 M. Auch hier erfolgte die Analyse
nach unterschiedlichen Zeitpunkten, wobei die Verhinderung der enzymatischen Spaltung
auch durch gaschromatographische Analyse der Inkubationsansétze iiberpriift wurde. Nach
dem Reaktionsstopp wurden 30 pl des Ansatzes derivatisiert und mittels GC/MS analysiert
(vgl. 6.2.1.6).

6.2.3 in vitro-Metabolismus-Assays

6.2.3.1 Mikrosomale Umsetzung
Mikrosomenpriparation aus Rattenleber

Die Isolierung der Mikrosomen aus Lebern méannlicher Sprague Dawley Ratten erfolgte in
Anlehnung an Lake [388]. Nach dem Téten und dem Entbluten der Tiere wurden die Le-
bern mit eisgekiihlter 0,9%iger Kochsalzlosung perfundiert und entnommen. Danach wurden
die Lebern gewogen, mit einer Schere grob zerkleinert und mit der dreifachen Menge (m/v)
Mic-I-Puffer unter Eiskiihlung im Elvehjem-Potter bei ca. 500 rpm homogenisiert. Durch
Zentrifugation bei 9000 x g (15 min, 4°C ) wurden grobe Zellbestandteile (nicht aufgebro-
chene Zellen, Mitochondrien, Zellkerne) abgetrennt. Der Uberstand (sogenannte S9-Fraktion)
wurde 60 min bei 105000 x g und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Mikrosomenpellet (Mi-
krosomen) wurde vorsichtig unter Zuriicklassen des weifen bis glasigen Glykogenriickstandes
wieder aufgeschlammt. Die Mikrosomensuspension wurde in ein weiteres Zentrifugenréhrchen
dekantiert und erneut 60 min bei 105000 x g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wur-
de verworfen, das Pellet in Mic-II-Puffer (0,75 ml/g Leber) resuspendiert, aliquotiert, mit

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

116
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Die beiden Puffer setzten sich dabei wie folgt zusammen:

Mic-I-Puffer: 0,15 M KCl
0,05 M Tris
1 mM Na,EDTA
16sen, mit HCl,,,,. auf pH 7,4 einstellen und mit H,O auf 1 1 auffiillen

Mic-II-Puffer: 25 mM HEPES
1,5 mM Nay,EDTA
1 mM 1,4-Dithiothreitol
100 mM NaCl
l6sen, mit Natriumhydroxid auf pH 7,6 einstellen

nach Zugabe von 115 ml Glycerin (87%) auf 1 1 auffiillen

Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach einer modifizierten Form des Bio-Rad DC Protein Assays
nach Lowry [389] auf einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Proteine bilden in alkalischer Lo-
sung mit Cu*"-Tonen einen Komplex und reduzieren diese zu Cut-Tonen (Biuret-Reaktion).
Durch Reduktion des sog. Folin-Reagenzes (NagMoO,- und NayWO,-Losung) durch diesen
dann entstandenen Protein-Cut-Komplex entsteht ein blauer Farbkomplex, dessen Absorp-
tion bei 650 nm spektralphotometrisch bestimmt werden kann und proportional zum Prote-

ingehalt der Probe ist.

BIO-RAD DC Reagenzien:
Reagenz A: alkalische Kupfertartrat-Losung
Reagenz B:  verdiinntes Folin-Reagenz
Reagenz S:  Natriumdodecylsulfat-Losung
100 mM NaCl
16sen, mit Natriumhydroxid auf pH 7,6 einstellen

nach Zugabe von 115 ml Glycerin (87%) auf 1 1 auffiillen
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Die Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung, wobei sich die Ansétze auf den Mikroti-

terplatten aus folgenden Komponenten zusammensetzten:

Reagenz A | alkalische Kupfertartrat-Losung

Reagenz B | verdiinntes Folin-Reagenz

Reagenz S | Natriumdodecylsulfat-Losung

Standard | lyophilisiertes Rinderserumalbumin (0,1-1,4 mg/ml)
Puffer PBS-Puffer

Jeweils 5 ul der zu bestimmenden Probe bzw. des Standards oder des Puffers (Leerwert)
wurden mit 20 ul Arbeitsreagenz (20 pl Reagenz S in 1 ml Reagenz A) und 200 ul Reagenz B
gemischt und nach 15-miniitiger Inkubation bei RT bei 650 nm mit dem Mikrotiterplatten-

Lesegerat gemessen.

Inkubation

Die mikrosomalen Inkubationen fanden in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) in einem
Gesamtvolumen von 2 ml statt. Neben mikrosomalem Protein (1 mg/ml) und dem Substrat
(25 und 50 M Endkonzentration der Anthocyan-3-Glucoside Cy3gle, Mal3gle und Peo3gle
bzw. 1 mM Endkonzentration der Anthocyan-Aglykone Cy, Pel und Peo) enthielt der Ansatz
noch ein NADPH-generierendes System, das als Cosubstrat von CYP-450-Enzymen benétigt

wird. Es wurde jeweils unmittelbar vor Versuchsbeginn hergestellt und setzte sich wie folgt

zusammen:
Reagenzien Endkonz. im Ansatz
Isocitrat-Dehydrogenase (20 U/ml) 500 pl 0,9 Units
Isocitrat (2,33 M) 90 pul 9,4 mM
NADP* 25 mg 1,21 mM
Magnesiumchlorid (1 M) 100 pl 4,3 mM
Kaliumphosphatpuffer (0,1 M), pH 7,4 | 100 pl

Fiir den Inkubationsansatz wurden der Puffer, die unter Eiskiihlung langsam aufgetaute
Mikrosomensuspension und die Substratlosung 2 min bei 37°C in einem Schiittelwasserbad
vorinkubiert. Anschliefsend erfolgte der Reaktionsstart durch Zugabe von 70 pul NADPH-
generierendem System. Im Falle der Aglykone wurde aufgrund der Instabilitdt die Substrat-
16sung zusammen mit dem NADPH-generierenden System nach der Vorinkubation zugesetzt.

Die Reaktion wurde nach 30 bzw. 60 min durch Zugabe von 100 ul Phosphorséure (85%)
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gestoppt. Nach dem Zentrifugieren (5 min bei 7000 x g) wurden die Proben sofort der
HPLC-Analytik zugefiihrt.

Alle Inkubationen wurden als Dreifachbestimmungen ausgefiihrt. Als Positivkontrolle diente
die bekannte Reaktion von Ethoxycumarin zu Umbelliferon. Negativkontrollen wurden ent-
weder in Abwesenheit des NADPH-generierenden Systems oder durch Einsatz hitzeinakti-

vierter Mikrosomen durchgefiihrt.

6.2.3.2 Anaerobe Inkubation mit Fizes-Suspensionen
Herstellung der Fazes-Suspensionen

Die Préparation der Fazes-Suspensionen fand in Anlehnung an die Arbeiten von Wang et
al. [390] und Meselhy et al. [391] statt. Demnach wurden frische Fazesproben (ungeféhr 2,5 g)
von zwei gesunden ménnlichen Probanden mit 25 ml Natrium-Phosphat-Puffer (100 mM,
pH 7,3), der zur Eliminierung von Sauerstoff im Ultraschallbad behandelt und mit Ny be-
gast wurde, versetzt und homogenisiert. Die Probanden waren mindestens sechs Monate vor
Versuchsbeginn frei von Antibiotika-Behandlungen und erndhrten sich normal. Die anschlie-
fsende Filtration der Rohsuspension durch eine Mullbinde diente der Entfernung unléslicher
Grobpartikel. Das erhaltene Filtrat wurde mit Puffer auf ein Endvolumen von 50 ml aufge-
fiillt, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt. Damit enthielten
die Fézes-Suspensionen einen Féazesanteil von 5% (m/v), was dem physiologischen Gehalt

entspricht [392].

Anaerobe Inkubation

Der Inkubationsansatz fiir die anaerobe Inkubation setzte sich in Anlehnung an Karppinen

et al. [393] wie folgt zusammen:

Reagenzien Menge

Substrat (gelost in Natrium-Phosphat-Puffer, 100 mM, pH 7,3) | 1690 ul

reduzierendes Medium 300 pl
Spurenelementlosung 10 pl
Fézes-Suspension 3000 pl

Die Spurenelementlosung enthielt dabei folgende Salze in 250 ml bidest. Wasser geldst:

3,3 g CaCl, - 2H,0

2,5 g MnCl, - 4H,0
0,25 g CoCly - 6H20
2 g FeCl;s - 6H,0
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Das reduzierende Medium bestand aus:

e 240 mg NaoS - TH,O
e 40 ml H,O
e 1,7 ml NaOH (1N)

Die Reaktion wurde durch Zugabe der Féazes-Suspension gestartet und fand unter anaero-
ben Bedingungen bei 37°C statt. Das anaerobe Milieu wurde in einem Anaerobiertopf durch
die Verwendung von Anaerocult A-Kits realisiert und mittels Anaerotest-Streifen kontrol-
liert. Zu definierten Zeitpunkten (0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 24 und 48 h) wurden 0,5 ml aus der
Inkubationsmischung entnommen. Die Fermentation wurde durch Zugabe von 50 ul Phos-
phorsédure (85%) gestoppt. Parallel durchgefiihrte Kontrollinkubationen wurden mit auto-
klavierter Fazes-Suspension durchgefiihrt, die bei 121°C 30 min lang behandelt wurden. Alle
Inkubationen wurden als Vierfachbestimmungen durchgefiihrt; als Positivkontrolle diente die

reduktive Transformation von Daidzein zu Equol und Dihydrodaidzein [394].

Die entnommenen und sdurebehandelten Proben wurden bei 4000 x g 5 min zentrifugiert
und der Uberstand einer Festphasenextraktion (vgl. 6.2.1.3) unterzogen. Nach Trocknung
des Eluats im No-Strom wurde der Riickstand in 125 pl wéssriger TFA-Losung (1%, v/v)
gelost und durch Injektion von 50 pl mittels HPLC (vgl. 3.1.3) analysiert.

6.2.3.3 Methylierung durch Inkubation mit COMT /SAM

Durch Umsetzung mit COMT /SAM kénnen Substanzen mit catecholischer Struktur in die
entsprechenden Methylierungsprodukte umgesetzt werden. Die Inkubationen wurden in An-
lehnung an Kulling et al. [395] durchgefithrt und fanden in einem Gesamtvolumen von
100 pl Natriumphosphat-Puffer (pH 7,4; 100 mM) statt. Die Reaktionsansétze enthielten
50 uM Ascorbinséure, 10 uM MgCly, 200 puM SAM und 70 M 1,4-Dithiothreitol, das Thiol-
gruppen im reduzierten Zustand hilt. Die Substratkonzentrationen lagen im Fall des Cy bei
1 mM bzw. 100uM, im Fall des Cy3glc bei 100 uM (jeweils bezogen auf die Endkonzen-
tration). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 U COMT gestartet und bei 37°C im
Schiittelwasserbad durchgefithrt. Durch Zugabe von 40 pul TCA (20% in Wasser) wurde die
Reaktion beim Aglykon nach 30 min, beim Glucosid nach 60 min gestoppt. Nach dem Zentri-
fugieren (5 min bei 7000 x g) wurden die Proben sofort mittels HPLC/DAD/MS analysiert
(vel. 3.1.3).

Alle Inkubationen wurden als Dreifachbestimmungen ausgefiihrt. Als Positivkontrolle diente

die bekannte Methylierung von Protocatechuséure zu Vanillinsdure. Negativkontrollen wur-

den entweder in Abwesenheit von SAM oder COMT durchgefiihrt.
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6.2.3.4 Glucuronidierungsreaktionen
Mikrosomale Glucuronidierungen

Die Glucuronidierungs-Reaktionen wurden nach Optimierungsversuchen mit einfachen Le-
berhomogenisaten, mit Leberzellencytosol und mit dem sog. S9-Mix mit Mikrosomen durch-
gefithrt, die wie unter 6.2.3.1 beschrieben hergestellt wurden. Sie fanden in einem Gesamt-
volumen von 100 pl Natriumphosphat-Puffer (pH 7,4; 100 mM) statt. Die Reaktionsansétze
enthielten in Anlehnung an Day et al. [307] und Nadelmann et al. [396] 100 mM MgCl,,
5 mg/ml mikrosomales Protein und 1 mM UDPGA, die aktivierte Form der Glucuronsiure.
Als Substrate wurden Cy als Vertreter der Anthocyanidine (in einer Endkonzentration von
1 mM), Cy3glc und Mal3glc als Vertreter der 3-O-Glucoside (Endkonzentration 100 pM),
Cyanin sowie Malvin als Beispiel eines 3,5-O-Diglucosids (Endkonzentration 100 M) und
die phenolischen Séuren SS, PCS und VS (Endkonzentration 500 uM) eingesetzt. Die Inkuba-
tion fand bei 37°C in einem Schiittelwasserbad statt. Da Glucuronide z.B. in Gegenwart von
Mikrosomen chemisch héufig instabil sind, wurde das mikrosomale Protein durch Ansduern
mit 40 pul TCA-Losung (20% in Wasser) nach 30 min ausgeféllt und die Reaktion dadurch
gestoppt. Zur Vermeidung von sauren Hydrolysereaktionen erfolgte unmittelbar danach die
Neutralisation mit 25 ul 1 M NaOH. Nach dem Zentrifugieren (5 min bei 7000 x g) wurden
die Proben sofort mittels HPLC/DAD/MS analysiert (HPLC-Systeme 1 und 2, vgl. 6.2.1.5),

da die entstehenden Glucuronide instabil sind.

Alle Inkubationen wurden als Dreifachbestimmungen ausgefiihrt. Als Positivkontrolle diente
die Glucuronidierung von Quercetin, Negativkontrollen wurden entweder in Abwesenheit von

UDPGA oder durch Einsatz hitzedenaturierter Mikrosomen durchgefiihrt.

Glucuronidierungen mit rekombinanten Glucuronyltransferasen

Die Bedingungen fiir die Glucuronidierung mit den einzelnen Isoenzymen wurden zu der
hier beschriebenen Methode auf maximale Glucuronidierungsausbeuten in Anlehnung an
Boersma et al. [303] und Doerge et al. [311] optimiert. In einem Gesamtvolumen von 100 pul
fanden sich in 50 mM TRIS-Puffer (pH 7,4) 20 mM MgCly, 1 mM 1,4-Dithiothreitol, 2,5 ug
Alamethicin (zur Erhéhung der Aktivitdt) und 1 mM UDPGA. Durch Zugabe des Substrates
(Cy3glc in einer Endkonzentration von 50 uM bzw. Cy mit der Endkonzentration 1mM)
und jeweils 50 pug Isoenzym-Protein wurde die Reaktion gestartet und nach 30 min durch
Zugabe von 40 ul TCA-Losung (20% in Wasser) gestoppt. Wie bei der Glucuronidierung mit
Mikrosomen erfolgte unmittelbar danach die Neutralisation mit 25 ul 1 M NaOH und nach
Zentrifugation (5 min bei 7000 x g) die Analyse mittels HPLC/DAD/MS (HPLC-Systeme 1
und 2, vgl. 6.2.1.5). Die Tosenzym-Aliquote wurden dabei maximal drei Mal verwendet, indem

sie bei 37°C aufgetaut und nach der Zugabe schnell wieder bei —80°C gelagert wurden.

121



6.2 Methoden

Die Durchfiihrung der Inkubationen mit den rekombinanten menschlichen UDP-
Glucuronyltransferasen 1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10 und 2B7 fand jeweils als
Vierfachbestimmung statt. Aus diesen Werten berechnete sich der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung fiir den Anteil des jeweiligen Glucuronids an der Gesamtheit der bei 520 nm
absorbierenden Substanzen. Zur Bestimmung des insgesamt gebildeten Glucuronid-Anteils
wurde die Summe dieser Einzelwerte gebildet, wobei sich die entsprechende Standardabwei-
chung dann iiber die Fehlerfortpflanzung ergab. Als Positivkontrolle der Inkubation diente
auch hier die in der Literatur beschriebene Glucuronidierung von Quercetin [303], wéhrend
Negativkontrollen wie bei der mikrosomalen Glucuronidierung in Abwesenheit von UDPGA

durchgefiihrt wurden.

6.2.4 in vivo-Studien

Die in den in wvivo-Studien gewonnenen biologischen Proben wie Urin und Plasma sollten
moglichst schnell nach Entnahme analysiert werden, da sie Abbau-, Zerfalls- und Adsorp-
tionsprozessen unterliegen [397|. Erfordert das hohe Probenaufkommen eine Lagerung, so
sollte diese bei —80°C erfolgen. Die hier angegebenen Wiederfindungsraten der Anthocya-
ne wurden anhand des Cy3glc jeweils in Dreifachbestimmungen bei zwei unterschiedlichen
Konzentrationen durchgefiihrt. Die Wiederfindung der Phenolsduren wurde fiir PCS durch-
gefiihrt. Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung.

6.2.4.1 Tierversuche
Studiendesign

Abbildung 6.67 illustriert den Ablauf der tierexperimentellen Studien. Der Tierversuch wurde
mit mannlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgefiihrt, die zum Zeitpunkt der Schlundson-

dierung ca. 200 g schwer waren.

Nach einer dreitdgigen Adaptationsphase, bei der die Ratten paarweise bei freiem Zugang zu
Futter und Wasser gehalten wurden, fand die Umstellung auf eine flavonoid- und phenolsau-
refreie Spezialdiét statt. Dieses Spezialfutter der Firma Altromin auf der Basis von Casein
mit Sonnenblumenol und Saccharose als Kohlenhydrattriager sowie Cellulose als Ballast-
stoff wurde mittels HPLC und GC auf die Abwesenheit géngiger Flavonoide (Anthocyane,
Quercetin, Isoflavone, Catechin) und Phenolsduren (PCS, VS, SS, 4-Hydroxybenzoeséiure,
Gallussdure) untersucht und ebenfalls ad libitum verabreicht. Nach der Sicherstellung der
Akzeptanz dieser Spezialdiit wurden die Ratten am Tag 7 in Stoffwechselkifige umgesetzt,
die das getrennte Sammeln von Urin- und Fézesproben ermoglichen. Zunéchst wurden Ba-

salwerte von Urin und Fézes gesammelt und nach Volumen- bzw. Gewichtsbestimmung bei
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Standard Spezialdiat (flavonoid-/phenolsaurefrei) Futter
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Abbildung 6.67: Studiendesign des Tierversuchs

—80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Acht Stunden vor der Schlundsondierung wurde
den Ratten der Zugang zu Futter entzogen, wihrend Wasser die ganze Zeit zur Verfiigung

stand. Den Ratten wurden folgende Substanzen {iber eine Schlundsonde verabreicht:

Substanz Menge n
Kontrolle A Natrium-hydrogencarbonat-Losung (0,1 M) 3
Kontrolle B Citronenséure (0,1%, m/v) 3
Cy3glc 10 mg (in 1,5 ml 0,1% Citronenséure) 2
Cy3gle 30 mg (in 1,5 ml 0,1% Citronensaure) 2
Malvin 10 mg (in 1,5 ml 0,1% Citronenséure) 2
Malvin 15 mg (in 1,5 ml 0,1% Citronensaure) 2
PCS 15 mg (in 1,5 ml 0,1 M Natrium-hydrogencarbonat-Losung) | 5
SS 15 mg (in 1,5 ml 0,1 M Natrium-hydrogencarbonat-Losung) | 5
VS 15 mg (in 1,5 ml 0,1 M Natrium-hydrogencarbonat-Losung) | 4

Die verabreichten Anthocyane Cy3glc und Malvin wurden dabei mittels HSCCC isoliert und
wie unter 6.2.1.2 beschrieben charakterisiert; PCS, VS und SS waren kommerziell erwor-
ben (vgl. 6.1.2.1). Drei Stunden nach Aufnahme der Substanzen wurde den Ratten wieder
Zugang zu Futter gewéhrt. Die Sammlung von Urin und Fézes begann mit der Schlund-

sondierung und endete 24 Stunden spéter, wobei die Sammlung in zwei Fraktionen erfolgte
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(0-8 h, 824 h). Nach Decapitation der Ratten wurde das Blut in EDTA-Rohrchen iiberfiihrt
(ca. 5-8 ml) und Plasma durch die 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C und 1850 g gewonnen.
Anschlieffend wurden Leber, Niere, Magen, Diinn- und Dickdarm entnommen, mit physiolo-
gischer Kochsalzlosung gespiilt und wie Plasma, Féazes und Urin bis zur weiteren, moglichst

baldigen Analyse bei —80°C gelagert.

Analytik

Urin
Das Urin wurde unmittelbar nach der Sammlung und Volumenbestimmung (Fraktion 1:

1,1-6,2 ml; Fraktion 2: 3,5-19,8 ml) aliquotiert und bei —80°C aufbewahrt.

Die Proben der Tiere, denen Anthocyane verabreicht wurden, bzw. die entsprechenden Kon-
trolltiere wurden auf Anthocyane mittels HPLC und auf die Phenolsduren PCS und VS
sowie deren Metabolite mittels GC untersucht. Zur Anthocyan-Analytik wurden 500 pl
Urin mit 50 pl Phosphorsdure (85%) versetzt, zentrifugiert (3000 g, 5 min) und mittels
Festphasenextraktion aufgereinigt (vgl. 6.2.1.3). Die Probe wurde in 120 pul TFA (1%,
v/v) gelost und mit den HPLC-Systemen 1 und 2 analysiert (vgl. 6.2.1.5). Die Analytik
der Phenolsduren erfolgte mittels GC/MS mit und ohne enzymatische Spaltung durch /-
Glucuronidase/Sulfatase. Hierzu wurden in Abwesenheit von Enzymen 500 gl Urin mit
50 ul Phosphorsidure (85%) versetzt und nach SPE-Aufreinigung (vgl. 6.2.1.3) und Losen
in 100 pul Methanol in Gegenwart des internen Standards derivatisiert und gaschromatogra-
phisch analysiert (vgl. 6.2.1.6). Die Inkubation zur enzymatische Spaltung erfolgte bei 37°C
mit 500 pl Urin und 300 pl Natriumacetat-Puffer (pH 5,0; 0,15 M) in Gegenwart von 130 pul
Aluminiumnitrat-Losung (2 M in Wasser) und jeweils 1 mg (-Glucuronidase und Sulfatase.
Nach 2 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 ul Phosphorsédure (85%) gestoppt und
nach Zentrifugation (3000 g, 5 min), SPE-Aufreinigung (vgl. 6.2.1.3) und Derivatisierung
der GC/MS-Analyse (vgl. 6.2.1.6) zugefiihrt. Die Wiederfindung dieser Methode lag fiir An-
thocyane bei (8444)%, fiir die Phenolséduren bei (88+7)% ohne Zugabe von Enzymen und
bei (79+5)% mit enzymatischer Spaltung.

Die Analytik der Urine der Phenolsdure-supplementierten Ratten wurde ebenfalls mit und
ohne enzymatische Spaltung durchgefiihrt. Zur Aufarbeitung in Abwesenheit von Enzymen
wurden 500 gl Urin mit 50 pl Phosphorséure (85%) versetzt und einer Festphasenextrak-
tion unterzogen (vgl. 6.2.1.3). Die enzymatische Spaltung der Proben erfolgte durch Inku-
bation von 500 ul Urin, 300 ul Natriumacetat-Puffer (pH 5,0; 0,15 M) und jeweils 1 mg
[-Glucuronidase und Sulfatase bei 37°C . Die Reaktion wurde nach 2 h durch Zugabe
von 200 pl Phosphorséure (85%) gestoppt, die Probe nach Zentrifugation (3000 g, 5 min)
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mittels Festphasenextraktion aufgereinigt (vgl. 6.2.1.3). Die Proben wurden nach der SPE-
Behandlung in 500 pul Methanol gelost und in Abhéngigkeit der jeweiligen Sammelfraktion
verdiinnt, um den Konzentrationsbereich der detektierten Substanzen in den Kalibrations-
bereich der GC/MS-Methode zu verschieben: Proben der Urinfraktion 1 (0-8 h) wurden
dabei 1:60 und Proben der Urinfraktion 2 (8-24 h) 1:10 mit Methanol verdiinnt; Proben der
Basalwerte wurden unverdiinnt eingesetzt. 30 ul dieser Losungen wurden dann nach Zugabe
des internen Standards und Derivatisierung mittels GC/MS analysiert (vgl. 6.2.1.6), wobei
stets die phenolischen Sduren VS, PCS, SS und als Kontrollwert 2,4-Dihydroxybenzoeséure
quantifiziert wurden. Traten Glycin-Addukte auf, wurden diese — aus Mangel an Referenz-
substanzen — mit den Kalibriergeraden der freien Form quantifiziert. Die Wiederfindung
ohne enzymatische Umsetzung lag — wie oben erwidhnt — bei (88+7) bzw. in Gegenwart von

Enzymen bei (814+4)%.

Plasma
Das durch Zentrifugation des Vollblutes gewonnene Plasma wurde aliquotiert und bis zur

weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

Die Plasma-Proben der Anthocyan-supplementierten Ratten und ihrer Kontrolltiere wurden
auf Anthocyane und phenolische Sduren untersucht. Zur Anthocyan-Analytik wurden 1 ml
Plasma mit 100 pl Phosphorsdure (85%) versetzt, nach Zentrifugation (3000 g, 5 min) und
Festphasenextraktion (vgl. 6.2.1.3) in 120 pul TFA (1%, v/v) angel6st und mittels HPLC ana-
lysiert (Injektionsvolumen: 100 ul). Die Untersuchung auf phenolische Sduren fand nur ohne
enzymatische Spaltung statt, da es bei Zugabe der Aluminium-Losung zu einer Niederschlags-
und Gelbildung der Probe kam. Es wurden 800 ul Plasma mit 80 ul Phosphorsiure (85%) ver-
setzt und nach einer SPE-Aufreinigung (vgl. 6.2.1.3) und Losen in 100 pl Methanol in Gegen-

wart des internen Standards derivatisiert und gaschromatographisch analysiert (vgl. 6.2.1.6).

Das Plasma der Phenolsédure-supplementierten Ratten wurde mit und ohne Enzym-Spaltung
untersucht. Die Aufarbeitung ohne enzymatischen Zusatz fand wie fiir die Anthocyan-
supplementierten Ratten beschrieben statt. In Gegenwart von jeweils 1 mg ($-Glucuronidase
und Sulfatase wurden 800 ul Plasma unter Zugabe von 500 pl Natriumacetat-Puffer fiir 1 h
bei 37°C inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion mit 150 ul Phosphorsédure (85%), Zen-
trifugation (3000 g, 5 min) und SPE-Aufreinigung (vgl. 6.2.1.3) wurden 30 ul der in 200 ul
Methanol angelosten Probe mit internem Standard versetzt, derivatisiert und gaschromato-

graphisch analysiert (vgl. 6.2.1.6).

Durch Adsorptionsvorgéinge an Plasmaproteine ist die Wiederfindungsrate der Anthocyane
von der Lagerdauer des Plasmas abhéngig. Wéhrend bei sofortiger Analyse von zugesetztem
Cy3gle Wiederfindungen von (76+4)% erreicht wurden, sanken diese Werte unter der hier

aufgrund des Studiendesigns notigen Lagerungszeit von mindestens 12 Stunden auf (38+6)%.
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Die Wiederfindungsrate von PCS zeigte keine Affinitdt zu Proteinen und keine zeitliche

Abhéngigkeit und lag bei (83+3)%.

Fizes

Es wurden nur die Fézes-Proben der Cy3glc- und Malvin-supplementierten Ratten unter-
sucht. Hierzu wurden die beiden Sammel-Fraktionen (0-8 h, 8-24 h) zunéchst gewogen (Frak-
tion 1: 4,8-18.,5 g; Fraktion 2: 25,6-44,5 g) und separat im Stomacher homogenisiert. Wegen
der fraglichen Homogenitéat aufgrund des Auftretens dunkel gefiarbter, stark zusammenhéan-
gender , Plaques” wurden jeweils drei Aliquote dieser Homogenisate (ca. 0,15 g fiir Fraktion 1
und ca. 0,35 g fiir Fraktion 2) anschliefend getrennt und unabhéngig mit 2 ml Methanol,
das 1% Salzsdure enthielt (v/v), versetzt, mit einem konisch zulaufenden Stofel mechanisch
und anschlieffend 30 min im Ultraschallbad bearbeitet. Dieser Vorgang wurde insgesamt
vier Mal wiederholt. Nach Reduktion der organischen Phasen in der Evaporatorzentrifuge
bis zur Trockene wurden die Proben in 200 pl (Fraktion 1) bzw. 100 pl (Fraktion 2) TFA
(1%, v/v) angelost und mit den HPLC-Systemen 1 und 2 analysiert (Injektionsvolumen:
50 ul) (vgl. 6.2.1.5). Wiederfindungen dieser Methode wurden durch Zugabe von Cy3glc zu
Féazes-Aliquoten der Kontrolltiere bestimmt und lagen aufgrund von Wechselwirkungen der

Anthocyane mit Féazesbestandteilen nur bei (50+9)%.

Organe

Auch hier wurden nur die Organe (Leber, Niere, Magen, Diinn- und Dickdarm) der
Anthocyan-supplementierten Ratten untersucht, wobei nach der Massenbestimmung zu-
nichst eine Homogenisierung mit dem Ultra-Turax bei 8000 U/min stattfand, wiahrend der
es auch zu einem ersten, groben Aufschluss der Zellen kam. Anschliefsend wurden Aliquote
dieses Homogenates zum weiteren Aufschluss mit ca. der vierfachen Menge (v/m) 1 M HCI,
die 0,5% Triton-X enthielt, versetzt und fiir 45 min einer Ultraschallbehandlung unterzo-
gen. Die Extraktion der Anthocyane erfolgte wie unter 6.2.1.4 beschrieben mit vier Mal
2 ml Butanol. Die vereinten organischen Phasen wurden in der Evaporatorzentrifuge bis zur
Trockene reduziert, in 200 ul TFA (1%, v/v) angelost und fliissigchromatographisch analy-
siert (Injektionsvolumen: 100 pl). Wiederfindungen dieser Methode wurden durch Zugabe
von Cy3gle zu Organ-Aliquoten der Kontrolltiere in Einfachmessungen bestimmt und lagen

bei 51% (Leber), 57% (Niere), 55% (Magen), 43% (Diinndarm) bzw. 46% (Dickdarm).

Auswertung

Allgemein
Von den zu den einzelnen Tieren bestimmten Analysenwerten wurden die Mittelwerte der

Kontrolltiere abgezogen. Die dadurch entstehenden Differenzen fiir jedes einzelne Tier als
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Absolutmenge (in mol) wurden dann zu der verabreichten Stoffmenge der Substanz in Be-
zug gesetzt, wodurch zum einen die Bioverfiigarkeiten bestimmt, zum anderen aber auch
die Ratten, denen unterschiedliche Mengen verabreicht wurden, verglichen werden konnten.
Diese Werte wurden schlieflich zu einem Mittelwert mit Standardabweichung zusammen-
gefasst. Da die 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesdure sowie die Glycinaddukte der PCS und
VS kommerziell nicht erhéltlich waren, wurde die Quantifizierung als VS bzw. freie PCS
und VS vorgenommen. Analog wurden Peonidin- und Cyanidin-monoglucuronid als Peo3glc

bzw. Cy3glc quantifiziert.

Fazes

Je Ratte und Sammelfraktion (Leerwert, 0-8 h, 8-24 h) wurden drei Proben analysiert. Aus
diesen Werten wurden Mittelwerte mit Standardabweichung berechnet. Diese Mittelwerte der
verschiedenen Ratten wurden dann zu einem Mittelwert aller Ratten zusammengefasst, die
Standardabweichung mittels Fehlerfortplanzung berechnet. Die Gesamtwiederfindung ergab
sich dann aus der Summe der verschiedenen Sammelfraktionen und der Metabolite, wobei

sich die Standardabweichung wiederum iiber die Fehlerfortpflanzung errechnete.

6.2.4.2 Humanversuch
Studiendesign

Da die Isolierung grofser Mengen reiner und isolierter Anthocyane sehr schwierig ist, wurde
der hier durchgefiihrte Humanversuch als Placebo-kontrollierte Pilotstudie mit zwei gesunden

Probanden konzipiert:

Proband | Geschlecht | Alter [Jahre] | KG [kg| || BMI [X4]

A maéannlich 27 80 22,2
B mannlich 27 71 22,9

Die Studie begann mit einer dreitdgigen Depletionsphase, in der auf flavonoid- und phenol-

sdurehaltige Lebensmittel verzichtet wurde. Die tagliche Nahrungsaufnahme bestand aus:

e 500 g Baguette
e 180 g Hartweizennudeln (ohne Eier)

e Mineralwasser ad libitum

Am Versuchstag selbst wurde nur Baguette und Mineralwasser konsumiert. Der Versuch be-
gann in niichternem Zustand mit der Sammlung des Urin-Basalwertes, zwei Stunden nach der

Verrichtung des Morgenurins. Als Anthocyan wurde wie im Tierversuch Cy3glc verabreicht,
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das ebenfalls mittels CCC aus Brombeeren isoliert (vgl. 6.2.1.2) und dessen Reinheit, wie
dort beschrieben, bestimmt wurde. Die zugefiihrten Cy3glc-Mengen lagen im erndhrungsre-

levanten Bereich (vgl. 1.7.1) und wurden wie folgt verabreicht:

Proband | m¢y34. [mg] || noysge [mol] Applikationsform
A 201,8 449100 oral, gelost in Wasser
B 227,1 505700 oral, in Weichgelatinekapseln

Bis eine Stunde nach Aufnahme der Anthocyane wurde auf die Aufnahme anderer Nahrungs-

mittel verzichtet. Mineralwasser stand die ganze Zeit zur freien Verfiigung.

Unmittelbar vor Aufnahme des Anthocyans und nachfolgend zu den in Tabelle 6.20 angege-
benen Zeitpunkten erfolgte die Entnahme von je 2 x 9 ml, zu den mit * gekennzeichneten
Zeitpunkten von 3 x 9 ml Blut. Die Blutentnahme wurde iiber einen Verweilkatheder ermog-
licht, die Blutgerinnung durch EDTA unterbunden. Urinwerte wurden fiir die angegebenen

Sammelperioden bestimmt (Tab. 6.20).

Tabelle 6.20: Zeitplan der Blutabnahme und Urinsammlung im Humanversuch

Matrix | Zeitpunkte der Probennahme

Blut 0*, 5, 10, 20%, 30, 40*, 60*, 90, 120, 150, 180*, 240*, 300* min
Urin Basalwert; 0 bis 1,5 h; 1,5 bis 3 h; 3 bis 6 h; 6 bis 9 h

Zwei Monate nach Durchfiihrung des Versuchs fand die Placebo-Kontrollstudie statt, bei
der statt in Wasser gelostem Cy3glc reines Wasser und statt mit Cy3glc befiillter Weichge-
latinekapseln leere Kapseln aufgenommen wurden. Abbildung 6.68 fasst das Studiendesign

zusalminen.

3-tagige Depletionsphase t = 0: orale Applikation (Cy3glc / Placebo)
——

T I B L

Blutentnahme: 0, 5, 10, 26, 30, 40, 60, 90, 120, 150,
180, 240, 300 min

\ I\ J \ J o 7 - v
~ ~

Y Y Y
Kontrollwert 0-1,5h 1,5-3h 3-6h 6-9h

Urinfraktionen

Abbildung 6.68: Studiendesign des Humanversuchs
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Analytik

Urin

Nach Bestimmung des Volumens und des Kreatiningehaltes wurde der Urin unmittelbar
nach der Sammlung fraktionsweise aliquotiert, und bei —80°C aufbewahrt. Um starke Ver-
diinnungseffekte durch sehr unterschiedliche Volumina in den einzelnen Urinfraktionen (45—
805 ml) auszugleichen, wurden die konzentrierteren Fraktionen mit geringem Volumen und
hohen Kreatininkonzentrationen vor der weiteren Aufarbeitung in etwa auf die Kreatinin-

konzentration der Fraktion mit dem geringsten Kreatininwert mit Wasser verdiinnt.

Zur Aufreinigung mittels Festphasenextraktion fiir die Anthocyan-Analytik wurden 5 ml
mit 500 pl Phosphorsdure (85%) versetzt und nach Zentrifugation (3000 g, 5 min) wie un-
ter 6.2.1.3 beschrieben behandelt. Nach Anlésen in 125 ul TFA (1%, v/v) erfolgte die Analyse
mittels HPLC/DAD und HPLC/MS (Injektionsvolumen: 100 pl). Zur Identifizierung der ge-
fundenen Metabolite wurden neben Retentionszeiten- und Absorptionsspektrenvergleichen
auch Cochromatographieuntersuchungen durch Aufstocken der Losungen mit vermuteten
Substanzen vorgenommen. Dariiber hinaus wurde die Fraktion der interessierenden Sub-
stanzen oder einzelne Peaks durch wiederholte (10fache) HPLC-Analyse und Auffangen der
Losung im betreffenden Zeitfenster gesammelt. Nach Entfernen des Losungsmittels an der
Evaporatorzentrifuge wurde der trockene Riickstand in 125 pul TFA (1%, v/v) aufgenommen
und mit Hilfe von LC-MS-Messungen (Injektionsvolumen: 100 pl) bei zwei verschiedenen
Fragmentorspannungen (100 und 200 V) gemessen. Wiederfindungen dieser Methode wurden
durch Zugabe von Cy3glc zu Urinproben des Basalwertes bestimmt und lagen bei (76+4)%.

Die Phenolséure-Analytik mittels GC/MS erfolgte mit und ohne enzymatische Spaltung
der erwarteten Phase-II-Metabolite. Ohne Zugabe spaltender Enzyme wurden 5 ml Urin in
Analogie zur Anthocyan-Analyse aufgearbeitet und nach der Festphasenextraktion in 200 pl
MeOH aufgenommen. Ein 30 pl-Aliquot wurde dann mit internem Standard versetzt, im
Ny-Strom zur Trockene eingeengt und nach Derivatisierung mit 30 ul BSTFA gaschromato-

graphisch analysiert (vgl. 6.2.1.6). Die Wiederfindung lag bei (89+4)%.

Bei der Analyse der Phenolsduren nach enzymatischer Spaltung wurden 5 ml Urin mit
3 ml Natriumacetat-Puffer (pH 5,0; 0,15 M), jeweils 3 mg (-Glucuronidase und Sulfata-
se und 1,3 ml Aluminiumnitrat-Losung (2 M in Wasser) zur Verhinderung der Spaltung der
Anthocyan-Glucoside und -Glucuronide versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 1000 ul Phosphorséaure (85%) gestoppt und mittels Festphasenex-
traktion aufgearbeitet (vgl. 6.2.1.3). Alle weiteren Schritte entsprachen denen der Analyse
ohne enzymatische Spaltung, wobei die Wiederfindungsrate bei (73+7)% lag.
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Plasma

Unmittelbar nach Blutentnahme wurde das Vollblut bei 4°C mit 1850 g fiir 10 min zentrifu-
giert und das im Uberstand gewonnene Plasma fiir weitere Aufreinigungsschritte aliquotiert
und sofort weiter aufgearbeitet. Wahrend die Anthocyane in allen gewonnenen Plasmawer-
ten bestimmt wurden, beschrénkte sich die Analyse der phenolischen Sduren auf die Werte

zu den Zeitpunkten: 0, 20, 40, 60, 120, 180, 240 und 300 min.

Zur Anthocyan-Analytik wurden jeweils 4 ml Plasma mit 400 ul Phosphorsaure (85%) ver-
setzt und nach Zentrifugation (3000 g, 5 min) einer Festphasenextration (vgl. 6.2.1.3) un-
terzogen. Die Proben wurden danach in 125 pl TFA (1%, v/v) angelost und mittels HPLC-
Testsystem 1 (HPLC/DAD) und 2 (HPLC/MS) analysiert (Injektionsvolumen: 100 ul). Da
die Adsorption an Plasmaproteine die Wiederfindungsrate v.a. mit lingerer Lagerzeit ver-
ringert, wurden die Proben sofort aufgearbeitet, so dass Wiederfindungsraten von (73+6)%

erreicht wurden, die jedoch die schon im Korper gebundenen Anthocyane nicht erfasst.

Die Phenolsédure-Analytik fand mit 3 ml Plasma statt, das in analoger Weise nach Anséduern
mit 300 ul Phosphorsiure (85%) und Zentrifugation mittels Festphasenextraktion gereinigt
und aufkonzentriert wurde. Nach Losen in 100 pl MeOH wurden 80 pl entnommen, mit inter-
nem Standard versetzt, im No-Strom zur Trockene eingeengt und nach Derivatisierung mit
30 ul BSTFA gaschromatographisch analysiert (vgl. 6.2.1.6). Die PCS hatte eine Wieder-
findungsrate von (734+4)%. Die Analyse des Plasmas nach enzymatischer Spaltung unter
Zugabe einer Aluminium-Losung zur Verhinderung der Anthocyan-Glucosid/Glucuronid-
Spaltung konnte nicht durchgefiihrt werden, da es bei Zugabe der Aluminium-Losung zu

einer Niederschlags- und Gelbildung der Probe kam.

Auswertung

Allgemeines

Anthocyan-Derivate, zu denen keine Referenzsubstanzen kommerziell zu beziehen waren
(Peonidin-/Cyanidin-monoglucuronid) und nicht identifizierte Substanzen mit Anthocyan-
artigen Spektren wurden bei der Quantifizierung als Cy3glc-Aquivalente behandelt. Die Aus-
wertung erfolgte stets — im Plasma und im Urin, fiir Anthocyane wie auch fiir die Phenol-
sduren — durch Abzug der Placebo-Werte von den entsprechenden Werten des Versuchs nach

Aufnahme von Cy3glc.

Plasma

Durch Auftragen der zu den definierten Zeitpunkten gemessenen Plasma-Konzentrationen
gegen die Zeit erhédlt man den Konzentrationsverlauf der betreffenden Substanz iiber die
Versuchsdauer. Die Fldche unter der Kurve (berechnet mit Hilfe der Auswertesoftware Sig-

maPlot) gibt die im Plasma gefundene Gesamtkonzentration iiber den Zeitraum an. Um
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Riickschliisse auf eine Absolutmenge zu bekommen und damit eine Kalkulation der im Plas-
ma wiedergefundenen Menge Cy3glc vornehmen zu kénnen, muss die Plasma-Menge im Kor-
per bekannt sein. Diese lasst sich iiber das Korpergewicht (KG) und den im Blut bestimmten

Hématokrit-Wert (Hkt) fiir mdnnliche Probanden nach folgender Formel berechnen:

HEt
VPlasma[l] = (0,041 X KGU{jg] -+ 1753> (1 — 100)

Multipliziert man das so errechnete Plasmavolumen mit der aus der Fldche erhaltenen
Substanz-Gesamtkonzentration, erhdlt man die im Plasma detektierte Gesamtstoffmenge der
untersuchten Substanz. Diese kann dann mit der verabreichten Stoffmenge in Bezug gesetzt

werden.

6.2.5 Antioxidativitiats-Assays

6.2.5.1 TEAC-Assay

Der urspriingliche TEAC-Assay ( Trolox Equivalent Antiozidant Capacity Assay) von Miller
et al. [398] beruht auf der photometrischen Bestimmung der Verhinderung einer Radikal-
bildungsreaktion aus ABTS (2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonséure) Diammoni-
umsalz, vgl. Abb. 6.69) durch ein Antioxidans.

NH;03S s S SO3NH,
eI
\ \
¢

2Hs CoHs

Abbildung 6.69: Strukturformel von ABTS

Da aber die Radikalbildung iiber komplexe Reaktionsabldufe erfolgt, kann das eingesetzte
Antioxidans nicht nur mit dem ABTS-Radikal, sondern auch mit anderen Komponenten
reagieren, was die Interpretation der Ergebnisse erschwert. Bei der hier durchgefiihrten mo-
difizierten Form nach Re et al. [268] wurde daher zunéchst das tiirkisfarbene (A0, =735 nm)
ABTS-Radikal vor der eigentlichen Reaktion generiert (vgl. Abb. 6.70), indem eine wéssrige
Losung von 1,75 mM ABTS {iber Nacht bei RT mit einer 0,61 mM Loésung von Kalium-
peroxodisulfat inkubiert und max. sieben Tage nach der Herstellung verwendet wurde. Von
dieser Stammlosung wurde téglich eine Verdiinnung mit einer Extinktion von 0,70 (40,2)

hergestellt.

Bei der Reaktion des ABTS-Radikals mit Antioxidantien wie z.B. phenolischen Verbindungen
findet eine H-Abstraktion statt [268, 399|. Das reduzierte ABTS-Molekiil zeigt keine Absorp-
tion bei der Messwellenlange. Weitere Reaktionen zu radikalischen und nicht-radikalischen

Produkten werden angenommen, sind aber noch nicht aufgeklért (vgl. Abb. 6.70).
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2ABTS + S,0427 ——> 2 ABTS® + 2S0,%
(tiirkis, ﬂ'max =735nm)
ABTS® + PhOH — PhO® + ABTS
ABTS® + PhO® _— radikalische und nicht-radikalische Produkte
PhO® + PhO’ — radikalische und nicht-radikalische Produkte

Abbildung 6.70: Prinzip des TEAC-Assays nach [268, 399]

Die Extinktionsabnahme in Abhéngigkeit von der Konzentration des Antioxidans und der
Reaktionszeit wird zur Berechnung der antioxidativen Kapazitiat herangezogen. Trolox dient

als Referenz.

Die Reaktionsansétze wurden auf Mikrotiterplatten pipettiert und setzten sich wie folgt

zusammen:
Reagenzien Menge
verdiinnte ABTS-Radikal-Losung 300 pl
Probelésung (in entsprechender Konzentration) 30 pl

Die Probelosung wurde auf einer Mikrotiterplatte vorgelegt (Mittelwertbildung aus drei Mes-
sungen), der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe des bei 37°C vorinkubierten ABTS®-
Reagenzes. Die Reaktion wurde bei 37°C durchgefiihrt.

Bei den Kinetik-Messungen erfolgte die Extinktionsbestimmung zu folgenden Zeitpunkten:
158, 30 s, 45 s, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 40 min, 50 min

und 60 min. Zur Auswertung wurde der Prozentsatz der Ausgangskonzentration berechnet.

Zur quantitativen Auswertung wurde nach den Ergebnissen der Kinetik-Untersuchungen
der TEAC-Wert nach 40 min berechnet. Der TEAC-Wert ist definiert als die Trolox-
Konzentration (in mmol/1), die die dquivalente Kapazitit besitzt wie 1 mmol/l der un-
tersuchten Substanz [398]. Je grofer also der TEAC-Wert, desto hoher die antioxidative
Kapazitét. Bei jeder Messung lief zur Kalibrierung eine Trolox-Standardreihe (10-250 pM)
mit. Berechnet man anhand der fiir Trolox erhaltenen Kalibriergeraden die dquivalenten
Trolox-Konzentrationen fiir die entsprechend eingesetzten Konzentrationen der zu testenden
Substanzen (s. Tab. 6.21) und trégt diese gegen die Konzentration auf, so erhilt man Gera-
den. Aus den durch lineare Regression erhaltenen Geradengleichungen lassen sich dann die
zu 1 mmol/l der jeweiligen Substanz dquivalenten Trolox-Konzentrationen (TEAC-Wert)
berechnen. Die kalkulierten TEAC-Werte stellen Mittelwerte aus jeweils mindestens fiinf

unabhéngigen Messungen dar.
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Tabelle 6.21: Eingesetzte Probenkonzentrationen im TEAC-Assay

Substanz Konzentration der Konzentration im

Loésung [pM] Reaktionsansatz [pM]

Trolox | 10 /50 / 100 / 200 / 250 | 0,91 / 4,55 / 9,09 / 18,18 / 22,73
ASC |10 /50 /100 / 150 / 200 | 0,91 / 4,55 / 9,09 / 13,64 / 18,18

FS 10 /25 /50 /75 /100 | 0091 /227 /4,55 /682 /9,09
SS 10 / 25 /50 /100 / 150 | 0,91 / 2,27 / 4,55 / 9,09 / 13,64
Cy 1/5/10/25/ 40 0,09 / 0,45 / 0,91 / 2,27 / 3,64
Cy3gle 5/10/20/30 /40 | 045/0,91 /1,82 /273 /3,64
Peo 1/5/10/25 /50 0,09 / 0,45 / 0,91 / 2,27 / 4,55

Peo3gle 5/10/20/30 /40 | 045/0,91/1382/273/ 3,64
PCS 10 /25 /50 /100 / 150 | 0,91 /2,27 / 4,55 / 9,09 / 13,64
VS 10 /25 /50 /100 / 150 | 0,91 /2,27 / 4,55 / 9,09 / 13,64

Die Ascorbinséure- und Anthocyanstammlosungen wurden vor der Messung frisch herge-
stellt. Die restlichen Stammldsungen wurden im Gefrierschrank gelagert und vor der Ver-

wendung zu o.g. Konzentrationen verdiinnt.

6.2.5.2 FRAP-Assay

Auch der von Benzie & Strain [400] entwickelte und von Pulido et al. [401] modifizierte
FRAP-Assay (Ferric Reducing Acitivity of Plasma Assay bzw. Ferric Reducing/Antioxidant
Power Assay) wurde auf Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die Reaktion beruht auf der
Fe3T-reduzierenden Aktivitéit einer antioxidativ wirksamen Substanz, die im Fe™/Fe?'-
Tripyridyltriazin(TPTZ)-Redoxsystem durch einen farbigen Eisenkomplex sichtbar gemacht
wird: Wihrend der Fe3*-TPTZ-Komplex briunlich ist, besitzt der Fe?*-Komplex eine blaue
Farbe, deren Bildung photometrisch bei 585 nm verfolgt werden kann (vgl. Abb.6.71).

Fe¥*-TPTZ-Komplex + AO — »  Fe?-TPTZ-Komplex + oxidiertes AO
(bréunlich) (blau, A ey = 585 nm)

Abbildung 6.71: Prinzip des FRAP-Assays (AO=Antioxidans
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Die Extinktionszunahme in Abhéngigkeit von der Konzentration des Antioxidans und der
Reaktionszeit wird zur Berechnung der antioxidativen Kapazitit herangezogen. Die Fe3*-

reduzierende Aktivitdt der Testsubstanzen wird mit der von Referenzsubstanzen (Trolox,

ASC und FS) verglichen.

Die Reaktionsansétze bestanden aus folgenden Komponenten:

Reagenzien Menge

bidest. H,O 30 ul

Probelosung bzw. H,O als Reagenzienblindwert 10 pl

Die Probelésung und das Wasser wurde auf einer Mikrotiterplatte vorgelegt (Mittelwertbil-
dung aus drei Messungen), der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe von 300 ul des bei 30°C

vorinkubierten FRAP-Reagenzes, das sich wie folgt zusammensetzt:

Reagenzien Menge
Acetat-Puffer (pH 3,6) 25 ml
TPTZ (10 mM in 40 mM HCI) | 2,5 ml
FeCl; (20 mM in H,O) 2,5 ml

Die Reaktion wurde bei einer Temperatur von 30°C durchgefiihrt.

Zunachst wurde wiederum die Reaktionskinetik untersucht. Dazu wurden Messungen nach 4,
10, 20, 30, 60 und 90 min vorgenommen. Die Auswertung erfolgte iiber die Extinktionswerte

zu den jeweiligen Zeitpunkten.

Zur quantitativen Auswertung wurde nach den Ergebnissen der Kinetik-Untersuchungen als
Messzeitpunkte 10 und 60 min festgelegt. Die Auswertung erfolgte iiber den Vergleich mit
einer Fe(II)-sulfat-Losung. Hierzu wurde zunéchst eine Kalibriergerade im Konzentrations-
bereich von 100 bis 1750 uM Fe?* erstellt, bei der die gemessene Absorption gegen die

Konzentration aufgetragen wurde. Die Losungen wurden in bidest. HoO angesetzt.

Von den zu untersuchenden Substanzen wurden je nach Reaktivitit die in Tabelle 6.22 aufge-
fiihrten Konzentrationen eingesetzt, so dass die resultierende Absorption der Messlosungen
im Bereich der Kalibriergeraden lag. Auch hier wurden die Ascorbinsdure- und Anthocyan-
stammlosungen vor der Messung frisch hergestellt. Die restlichen Stammloésungen wurden im

Gefrierschrank gelagert und vor der Verwendung entsprechend verdiinnt.

Als Vergleichsgrofe wird die Equivalent Concentration 1 (EC;) berechnet. Die EC; ist de-

finiert als die Konzentration eines Antioxidans, die eine Fe?*-TPTZ-reduzierende Fihigkeit
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Tabelle 6.22: Eingesetzte Probenkonzentrationen im FRAP-Assay

Substanz Konzentration der Konzentration im
Losung [uM] Reaktionsansatz [uM]
FeSO4 100 / 250 / 500 / 750 / 1000 / 1500 / 1750 | 2,94 / 7,35 / 14,71 / 22,06 / 29,41 / 44,12 / 50,75
Trolox 10 /50 / 100 / 200 / 400 / 600 0,29 / 1,47 / 2,94 / 5,88 / 11,76 / 17,65
ASC 10 / 50 / 100 / 200 / 400 / 600 / 800 0,29 / 1,47 / 2,94 / 5,88 / 11,76 / 17,65 / 23,53
FS 50 / 100 / 250 / 500 / 750 / 1000 1,47 /2,94 / 7,35 / 14,71 / 22,06 / 29,41
SS 50 / 100 / 200 / 300 / 400 / 500 1,47 /2,94 / 5,88 / 8,82 / 11,76 / 14,71
Cy 5/25 /50 /100 / 250 0,15 / 0,74 / 1,47 / 2,94 / 7,35
Cy3glc 5/10 /25 /50 /100 / 200 0,15 / 0,29 / 0,74 / 1,47 / 2,94 / 5,88
Peo 5/25 /50 /100 / 250 / 350 0,15 / 0,74 / 1,47 / 2,94 / 7,35 / 11,29
Peo3gle 5/10 /25 /50 /100 / 250 / 500 0,15 /0,29 / 0,74 / 1,47 / 2,94 / 7,35 / 14,71
PCS 10 / 25 / 50 / 100 / 200 0,29 / 0,74 / 1,47 / 2,94 / 5,88
VS 100 / 250 / 500 / 1000 / 2000 / 3500 / 5000 | 2,94 / 7,35 / 14,71 / 29,41 / 58,82 / 102,94 / 147,06

besitzt, die 1 mM FeSOy4 entspricht [401]. Je kleiner also der EC;-Wert einer Substanz, de-
sto hoher ist ihre antioxidative Kapazitdt. Nach Auswertung der Kinetik-Untersuchungen
wurde dieser ECy-Wert fiir 10 und 60 min Reaktionszeit bestimmt (EC;(10) und EC;(60)).
Zwischen der Absorption bei 585 nm und der Konzentration bestand bei allen getesten Sub-
stanzen ein linearer Zusammenhang, so dass die 1 mM FeSO, entsprechende Konzentration
direkt aus der Regressionsgeraden ermittelt werden konnte. Die berechneten EC;-Werte stel-

len Mittelwerte aus jeweils mindestens fiinf unabhéangigen Messungen dar.

6.2.5.3 ORAC-Assay

Der ORAC-Assay (Ozxygen Radical Absorbance Capacity Assay) ist eine fluorimetrische Me-
thode, mittels derer die Reaktivitdt von Antioxidantien gegeniiber Peroxylradikalen ROO®

gemessen wird. Diese gehoren zu den haufigsten ROS in biologischen Systemen.

In der urspriinglich von Cao et al. [402-404| beschriebenen Methode wurde R-Phycoerythrin
(PE) als fluoreszierendes Indikatorprotein eingesetzt. Da fiir diesen Fluoreszenzfarbstoff je-
doch einige nachteilige Effekte wie Photolabilitdt, chargenabhéngige Fluoreszenzeigenschaf-
ten und nicht zuletzt auch eine Wechselwirkung mit Polyphenolen und Proteinen beschrie-
ben sind [274], wurde der hier benutzte ORAC-Assay zusétzlich in der Variante nach Ou et
al. [274] mit Fluorescein (FL) (Abb. 6.72) als einem weiteren Fluoreszenzfarbstoff durchge-
fithrt und die Ergebnisse anschliefend gegeniiber gestellt.
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| NH

I COOH
N=N «2 HCI
2 \
T o
HO O o

ABAB Fluorescein

Abbildung 6.72: Strukturformeln von ABAP und Fluorescein

Das Reaktionsprinzip ist fiir beide Farbstoffe identisch und ist in Abbildung 6.73 dargestellt.
Das als Radikalstarter eingesetzte 2,2-Azobis(2-amidinopropan) Dihydrochlorid (ABAP,
Abb. 6.72) wird thermolytisch unter Abgabe von Ny in Alkylradikale gespalten, die mit
gelostem Oy zu Peroxylradikalen reagieren. Diese kontinuierlich gebildeten ROO® reagieren
mit dem Fluoreszenzfarbstoff, was zu einer Fluoreszenzabnahme fiihrt, deren Verlauf bis zum
vollsténdigen Fluoreszenzverlust verfolgt wird. In Gegenwart eines Antioxidans, das einen
Teil der gebildeten Peroxylradikale abfangt, ist diese Fluoreszenzabnahme verzogert. Das

Ausmafs dieser Verzogerung dient als Mafs fiir die antioxidative Wirkung.

ABAB —> 2R+ N,

R* + O, —— ROO*

ROO® + FL/PE S ROOH + FL-/PE-Oxidationsprodukte
(Fluoreszenzabnahme)

ROO® + FL/PE + AO —> ROOH + AO-Oxidations- + FL-/PE-Oxidationsprodukte

(verzogerte Fluoreszenzabnahme)

Abbildung 6.73: Prinzip des ORAC-Assays (AO=Antioxidans)

Bei der Reaktion des antioxidativ wirksamen Agens mit dem Peroxylradikal handelt es sich
um einen H-Abstraktionsmechanismus, bei dem ein Wasserstoffatom in erster Linie von den
aromatischen Hydroxylgruppen abgespalten wird. Die in der Reaktion von ROO® mit FL

entstehenden Reaktionsprodukte wurden von Ou et al. [274] beschrieben.

Der Reaktionsansatz wurde auf Mikrotiterplatten pipettiert, im Platten-Lesegerat gemessen

und setzte sich wie folgt zusammen:

e bei Verwendung von PE als Fluoreszenzfarbstoff

Reagenzien Menge
Probelosung bzw. Puffer als Reagenzienblindwert 15 pl
R-Phycoerythrin (15,5 nM in 750 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,0) 250 ul
ABAP (275 mM in 750 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,0) 35 ul
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e bei Verwendung von Fluorescein als Fluoreszenzfarbstoff

Reagenzien Menge
Probelosung bzw. Puffer als Reagenzienblindwert 15 pl
Fluorescein (100 nM in 75 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,4) 250 ul
ABAP (275 mM in 75 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,4) 35 pl

Als Messbeginn wurde der Zeitpunkt nach Zugabe des ABAP zum Reaktionsansatz fest-
gelegt, der nach 5-miniitiger Vorinkubation der restlichen Reagenzien bei 37°C erfolgt. Die
Losungen der Fluoreszenzfarbstoffe wurde téglich frisch hergestellt. Die ABAP-Lésung wur-
de jeweils ca. 1,5 h vor Beginn der Messreihe frisch hergestellt und bis zur Verwendung bei
RT im Dunkeln gelagert. Die Losung sollte nicht langer als 7 h verwendet werden, da sich
aufgrund von Hydrolysereaktionen die ABAP-Konzentration verdndert [405]. Wie bei den
beiden anderen Tests auch wurden auch hier die Ascorbinsédure- und Anthocyanstammlosun-
gen vor der Messung frisch hergestellt; die anderen Stammldsungen wurden im Gefrierschrank

gelagert und vor der Verwendung zu den in Tabelle 6.23 aufgefithrten Konzentrationen ver-

diinnt.
Tabelle 6.23: Eingesetzte Probenkonzentrationen im ORAC-Assay
Substanz Konzentration der Konzentration im
Loésung [pM] Reaktionsansatz [pM]
Trolox 12,5 / 25,0 / 50,0 / 75,0 / 100,0 | 0,63 / 1,25 / 2,50 / 3,75 / 5,00
ASC 50 / 100 / 200 / 250 2,50 / 5,00 / 10,00 / 12,50
FS 5 /10 /20 /30 0,25 / 0,50 / 1,00 / 1,50
SS 5/10 /25 /50 0,25 / 0,50 / 1,25 / 2,50
Cy 2/4/6/8 0,10 / 0,20 / 0,30 / 0,40
Cy3glc 25 /5 /75 /10 0,13 / 0,25 / 0,38 / 0,50
Peo 2/4/6/8 0,10 / 0,20 / 0,30 / 0,40
Peo3glc 25 /5 /75 /10 0,13 / 0,25 / 0,38 / 0,50
PCS 5/75/15 /20 0,25 / 0,38 / 0,75 / 1,00
VS 5/10 /20 /30 0,25 / 0,50 / 1,00 / 1,50
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Die Reaktion fand im auf 37°C temperierten Fluorimeter statt. Die Fluoreszenzintensitét
wurde im Abstand von 1 min 80 min lang gemessen. Die Messparameter wurden anhand der

Absorptions- und Emissionsspektren wie folgt festgelegt:

R-Phycoerythrin | Fluorescein
Excitationswellenlédnge \g, 485 nm 485 nm
Emissionswellenlédnge \g,, 595 nm 535 nm
Slit 3 nm 3 nm
Gain Optimal Optimal
Aquisition rate 1 min~! 1 min~!

Zunachst wurde die Stabilitdt der beiden Fluoreszenzfarbstoffe sowohl in Gegenwart und
Abwesenheit der Testsubstanzen als auch unter Einsatz verschiedener prozentualer Mengen
des Losungsmittels der Stammlésungen, Methanol, untersucht. Anschlieffend wurden die

Testsubstanzen in den angegebenen Konzentrationen (Tab. 6.23) eingesetzt.

Durch Darstellung der relativen Fluoreszenzintensitaten gegen die Messzeitpunkte werden
Fluoreszenzintensitatsverlaufe erhalten, die die antioxidative Wirkung der eingesetzten Test-
substanz beschreiben. Zur Quantifizierung dieser Wirkung wurde zunéchst die Flache unter
der Kurve (AUC = area under the curve) ermittelt. In dieser Gréfe werden sowohl Ausmafs
als auch Dauer der Verzogerung der Fluoreszenzabnahme erfasst. Wird von der so erhal-
tenen Fliche die Blindwertfliche unter Verwendung von Puffer anstelle eines Antioxidans

abgezogen, ergeben sich die entsprechenden Nettoflichen (net AUC):

net AUC = AUC(Probe) — AUC(Blind)

Wird die net AUC gegen die Konzentration der in den Assay eingesetzten Probelosungen
aufgetragen, so ergeben sich Geraden. Bei jeder Messung lief zur Kalibrierung eine Trolox-
Standardreihe (12,5-100 M) mit. Berechnet man anhand der fiir Trolox erhaltenen Kali-
briergeraden die dquivalente Trolox-Konzentration fiir die entsprechend eingesetzten Konzen-
trationen der zu testenden Substanzen (s. Tab. 6.23) und tragt diese gegen die Konzentration
auf, so erhélt man — analog zu der TEAC-Wert-Bestimmung — auch hier Geraden. Aus den
durch lineare Regression erhaltenen Geradengleichungen lassen sich dann die zu 1 mmol/1
der jeweiligen Substanz dquivalenten Trolox-Konzentrationen berechnen. Je grofer dieser
Wert, desto hoher die antioxidative Kapazitéit. Die kalkulierten Werte stellen Mittelwerte

aus jeweils mindestens fiinf unabhédngigen Messungen dar.
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6.2.5.4 Synergismusuntersuchungen

Bei der Durchfiihrung der Synergismusuntersuchungen wurden die beiden Phenolsduren PCS
und VS zusammen mit Cy3glc in verschiedenen, bei den einzelnen Tests ndher beschriebenen
Konzentrationsverhéltnissen in Kombination eingesetzt (n = 4) und mit der Summe der fiir
die jeweiligen Konzentrationen in Einzelinkubationen (n = 4) ermittelten Werten verglichen.
Zur Berechnung der Signifikanz der Abweichungen wurden vier Zufallskombinationen der
Einzelinkubations-Werte mit den vier Messwerten der Kombinationsuntersuchung mittels

ungepaarten Student’s t-Test verglichen.

6.2.5.5 Statistische Methoden zur Signifikanziiberpriifung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch Anwendung der Statistik-Software
StatView, wobei nebem dem ungepaarten Student’s t-Test zusétzlich die Varianzanalyse
(ANOVA) mit dem Post Hoc Test Games-Howell fiir Varianzungleichheit durchgefiihrt wur-
de.
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A Anhang

A.1 Ubersichtsdaten

Tabelle A.24: Ubersicht iiber verschiedene Humanstudien aus der Literatur zur Bioverfiigbarkeit von

Anthocyanen
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A.1 Ubersichtsdaten

Anteil verschiedener Metabolite an der verabreichten Menge Cyanidin-3- O-glucosid im

Tabelle A.25

Tierversuch

Ubersichtsdaten aus den Urinwerten des Humanversuchs (Proband A /Proband B)
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A.2 Massenspektren
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Abbildung A.74: Aminosdure-Konjugation (Glycinaddukt-Bildung) der Benzoeséure zur Hippursiure

und die entsprechenden Massenspektren
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Abbildung A.75: Massenspektrum der Protocatechusiure (links) und des vermuteten Glycinadduktes
der Protocatechusiure (rechts) (nach BSTFA-Derivatisierung)

143



A.2 Massenspektren

100 100 223
g 80 g 80
S 60 % 60
g 2 324 369
9 40 8 40 73
£ £
5 20 5 20 193 204
S Y U T ol Ly
60 100 140 180 220 260 300 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z m/z
i i
COOH C—NH—CH,-C—OH
+ Glycin
R
OH OH
OCHjs OCH;s
BSTFAl lBSTFA
DG 0 T
C—O—Si—CH C—NH—CH,—C—0—8i—CHs
CHs CH;
M = 312 G e M = 369
R;= 17,6 min O=§i—CHs 0-$i—CHs R =232min
OCH;  CHs OCH;  CHs

Abbildung A.76: Massenspektrum der Vanillinsdure (links) und des vermuteten Glycinadduktes der
Vanillinséure (rechts) (nach BSTFA-Derivatisierung
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A.3 Sonstiges
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Abbildung A.77: Theorie zur Anthocyan-Dimeren-Bildung aus der chinoiden Form anhand dreier

Beispiele
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