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Kapitel 1- Einleitung

1  Einleitung

1.1 Nutraceuticals

Der Begriff Nutraceutical stammt aus dem englischen ,, nutritional pharmaceutical“ und ist
definiert als eine Substanz oder eine Kombination von Substanzen, die aus Nahrungsmitteln
stammen und deren Verzehr gesundheitliche Vorteile mit sich bringt [1]. Abhéngig von der
Darreichungsform unterscheidet man zwischen den isolierten, in definierten Dosen
erhiltlichen Nahrungsergidnzungsmitteln (den eigentlichen Nutraceuticals) und den
funktionellen Nahrungsmitteln (,,functional food*), die in der Darreichung konventioneller
Nahrung entsprechen [2]. Es handelt sich also um natiirliche Nahrungskomponenten, denen
ein prophylaktischer oder therapeutischer Nutzen in Hinblick auf verschiedene pathologische
Zustinde zugesprochen wird.

Die ersten funktionellen Nahrungsmittel wurden Mitte des 20. Jahrhunderts eingefiihrt; es
handelte sich um Brotaufstriche, die mit mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA)
angereichert waren [3]. Angesprochen wurden Hypercholersterinimie-Patienten. Auch
Formulierungen von essentiellen ®-3 und ®-6-FS, die in Verbindung mit einer Pravention von
koronaren Herzerkrankungen (KHK) gebracht werden, genielen nach wie vor hohe
Beliebtheit. Die best erforschte Wirkung zeigen hier die aus Hochseefischen gewonnenen
langkettigen mehrfach ungesittigten -3-Fettsduren (LCPUFA) Eicosapentaensidure (EPA)
und Docosahexaensdure (DHA) (siehe Kapitel 1.2.3). Der Zusammenhang zwischen erhohter
Einnahme von LCPUFA und vermindertem Risiko von KHK ergab sich aus zufilligen
Beobachtungen traditioneller Erndhrungsmuster einzelner Bevolkerungsgruppen, in diesem
Fall der Eskimos. Ahnliche Effekte konnten durch die in Leinsamen vorkommende o-
Linolensidure erzielt werden. So fiihrt die Einnahme von 1-2 g Leinsamendl pro Tag zu einem
dhnlich verringerten KHK-Risiko [4]. Neben den Lipidmetabolismus beeinflussenden
Substanzen ist eine Vielzahl weiterer Priparate aus anderen Indikationsgruppen auf dem
Markt anzutreffen: Immunmodulatoren, Nukleotide, Aminosiduren wie Glutamin, L-Arginin
und Ornithin-a-ketoglutarat, Antioxidantien wie Ascorbinsdure, Glutathion und Carotinoide,
Vitamine und Mineralstoffe.

Die hohe und rasch zunehmende Anzahl von Préparaten unterstreicht die Notwendigkeit,

einen  pharmakologischen = Wirksamkeitsnachweis zu fithren. Ein erfolgreicher
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Wirksamkeitsnachweis kann bedeuten, dass das Priaparat pharmazeutischem Recht und damit
einer Reihe von Zulassungsverfahren unterliegt. Die komplexe rechtliche Lage, sowie das
Fehlen geeigneter Nachweismethoden fiir die im Vergleich zu Arzneistoffen geringen Effekte,
fiihren zur Einfiihrung zahlreicher Préaparate mit fraglicher Wirksamkeit.

Die Anwendung von Nahrungskomponenten in der Medizin setzt die Kenntnis verschiedener,
aus der AM-Zulassung bekannter Parameter voraus. Um eine reproduzierbare Wirkung zu
erzielen, ist es notwendig, die entsprechenden Extrakte oder Substanzgemische hinsichtlich
threr Zusammensetzung zu charakterisieren und zu standardisieren.

Eine Modifikation des Lebensmittels, wie beispielsweise die Anderung der biologischen
Matrix durch Verarbeitung oder die Isolierung der wirksamen Komponente zur Herstellung
von Nahrungsergidnzungsmitteln, kann mitunter problematisch sein. So erwies sich der
Extrakt von Kava-Kava (Piper methysticum) als hepatotoxisch, was zu einem Entzug der
Zulassung fiihrte [5]. Im Falle des L-Tryptophans kam es aufgrund unzureichender Kontrollen
zur Herstellung einer Charge mit einem hohen Anteil an Verunreinigungen, die zu vermehrten
Fillen von eosinophilem Myalgie-Syndrom fiihrten [6].

Auch bei erwiinschter Wirkung muss bei der Anwendung von Nutraceuticals beachtet
werden, dass es sich zwar aufgrund der geringen pharmakologischen Wirkung(en) nicht um
ein Arzneimittel im Sinne des § 2 AMG handelt, dem Korper jedoch konstant eine
physiologisch aktive Substanz zugefiihrt wird. Dabei kann es zu einer nicht vorhersehbaren
Akkumulation und zu Wechselwirkungen mit anderen Substanzen und Arzneistoffen
kommen. Dieses Phdnomen wird bei Medikamenten beriicksichtigt, bei Nahrungsmitteln bzw.
Nahrungsergidnzungsmitteln aber oft unterschitzt. Ein Beispiel stellen Produkte aus der
Grapefruit, Citrus paradisi, dar, die Cytochrom-P450-inhibitorische Eigenschaften aufweisen.
Dies kann eine verlidngerte Halbwertszeit von Arzneistoffen zur Folge haben, wie es fiir das
Antimykotikum Ketokonazol und Cyclosporin beschrieben wird.

Die Bezeichnung Cosmeceuticals steht fiir kosmetische Pflegeprodukte, die Substanzen mit
pharmakologischen Effekten enthalten. Sie stellen eine Verbindung zwischen Medizin,
Erndhrung und Kosmetik her, unterliegen jedoch aufgrund der Wirkstoffbeschaffenheit nicht
dem AMG. Oft werden in diesen Produkten sekundire Pflanzenstoffe als aktive Inhaltsstoffe

verwendet.
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1.2 Physiologie des Blutkreislaufes und der Haut

1.2.1 Regulation der Sauerstoff-HomoOostase

Die Gewihrleistung der Sauerstoff-Homoostase ist essentiell fiir das Uberleben aller
Wirbeltierorganismen. Die Regulation der Blutzirkulation wird von systemischen Faktoren
(vegetatives Nervensystem) und lokalen Faktoren bestimmt, zu denen der myogene Tonus,
Druck, Temperatur, vasodilatatorische Metabolite, Enzyme und Gewebshormone sowie

endotheliale Substanzen zihlen.

1.2.1.1 Endothel-abhéingige Vasorelaxation

Eine wichtige, schnelle physiologische Reaktion auf himodynamische Kraftiibertragung ist
die akute Regulation des arteriellen Durchmessers. Das Endothel der GefiBe stellt die
Verbindung zwischen der GefdBmuskulatur und dem Strombett dar und reguliert die
Konzentration der im Blut zirkulierenden Substanzen. Es besteht aus einer einlagigen
Zellschicht, die alle Gefid3e im menschlichen Korper auskleidet. Furchgott und Zawadzki [7]
beschrieben erstmals, dass die Acetylcholin-vermittelte Vasodilatation von einem intakten
Endothel abhingt. Wenn der Blutfluss steigt, kommt es zu einer endothel-abhédngigen,
sympathikus-unabhingigen Relaxation der Zellen der glatten Muskulatur, die das Endothel
ringformig umschlieft. Der intraarterielle Druck spielt bei der endothel-kontrollierten
Vasoaktivitit nur eine untergeordnete Rolle: die kontraktile Antwort der glatten
GefdBmuskulatur auf steigenden Druck (myogene Antwort) ist muskelabhédngig, jedoch
groftenteils endothel-unabhiingig.

Die grofite hamodynamische Kraft der endothelialen Vasoregulation stellt die Schubspannung
(shear-stress) dar: sie reguliert die Freisetzung der endothelialen Relaxationsfaktoren (EDRF;
endothelial-derived relaxing factors) Prostacyclin, Endothelin-1 und vor allem NO. NO-
Freisetzung ist also sowohl Blutfluss-, als auch Endothel-abhéngig [8]. Im Ruhezustand wird
durch konstante Kontraktion glatter GefiBmuskulatur (myogener Tonus) und Impulse des
sympathischen Systems (neuronaler Tonus) ein Basaltonus erzeugt; demgegeniiber steht eine
kontinuierliche Bildung von NO. NO ist ein kurzlebiges Molekiil, das durch die Umsetzung
von L-Arginin zu L-Citrullin durch die membranstidndige, endotheliale NO-Synthase (eNOS)
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entsteht. Als zentraler endothelialer Mediator in der vaskuldren Physiologie weist NO
vasodilatatorische, antiinflammatorische und antiarteriosklerotische Wirkungen auf. NO ist
ein Gas, das frei durch Membranen diffundieren kann und so das Zielgewebe erreicht [9]. Es
aktiviert die  Guanylatcyclase, wodurch es zur Bildung von cyclischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) kommt. Dies fiihrt zu einer
erhéhten intrazelluliren Ca**-Konzentration und einer damit verbundenen Vasodilatation. In
Abb. 1.1 sind die wichtigsten vasomotorischen Reaktionen graphisch dargestellt. Auch in
Thrombozyten kommt es durch NO zu einer erhdhten cGMP Bildung, wodurch die

Thrombozytenaggregation gechemmt wird.
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Abb. 1.1: Ubersicht der wichtigsten vasomotorischen Funktionen des Endothels; CaM:
Calmodulin; eNOS: endotheliale NO-Synthase; ACE: Angiotensin Conversions-Enzym; AT:
Angiotensin; NA: Noradrenalin; 5-HT: Serotonin;, PGI,: Prostacyclin; FS: Fettsdure; PLA;:
Phospholipase A,; GC: Guanylatcyclase; GTP: Guanosintriphosphat; ¢cGMP: cyclisches

Guanosinmonophosphat

Die Reaktion von NO mit Thiol-Gruppen von Proteinen oder Thiolen geringen
Molekulargewichtes fithrt zur Bildung von S-Nitroso-Verbindungen (RSNO). RSNO

stabilisieren NO im Organismus und konnen dessen physiologische Effekte modulieren [10].
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Sie spielen eine Rolle in der Blutdruckregulation, der Thrombozyten- und Bronchoaktivitit.
S-Nitrosoglutathion (GSNO) gehort zu den wichtigsten S-Nitrosoverbindungen und hat einen
entscheidenden Einfluf} auf die physiologische Aktivitdt von NO [11,12].

Prostaglandin I, (Prostacyclin) ist ein potenter Thrombozytenaggregationshemmer, dessen
Synthese und Ausschiittung durch Schubspannung ausgelost werden kann; das
vasodilatatorische Potential ist geringer, als das von NO. Endothelin ist ein potenter,
langlebiger Vasokonstriktor, dessen Aktivitit bei erhohter Schubspannung herabreguliert wird

[13].

1.2.1.2 Mikrozirkulation

Die kleinsten Gefde im menschlichen Korper sind die Kapillaren. Es sind kreiszylinder-
dhnliche Strukturen, deren Innendurchmesser in der Gro3enordnung der roten Blutzellen von
5-8 um liegt. Durchschnittlich hat jede Kapillare eine Linge von 0,1-1 mm; dennoch ist der
Widerstand wegen ihres kleinen Durchmessers grof3. Die Kapillaren zweigen von den
Arteriolen ab und entleeren sich in die Venolen. Oft bilden sie ein dreidimensionales
Netzwerk, das aus mehreren kleinen Arterien mit Querverbindungen gespeist wird
(Kollateralen). Hier konnen von so genannten Metarteriolen gespeiste Hauptstrombahnen
liegen. Am Ubergang von der Arteriole zur Kapillare befindet sich ein Ring glatter
Muskelzellen, der prikapillare Sphinkter. Es wird angenommen, dass er den Blutfluss in den
nachfolgenden Kapillaren durch Offnen und SchlieBen des Kapillartores reguliert. Da die
Kapillaren keine muskuliren Wandelemente besitzen, ist ihre Weite von der jeweils
wirksamen Differenz des kapillaren Blutdrucks (Schubspannung) und des &duleren
Gewebedrucks abhidngig (transmuraler Druck). Direkte Verbindungen zwischen kleinen
Arterien und kleinen Venen bezeichnet man als arteriovendse Anamostosen, die insbesondere
in der Haut der Akren zu finden sind und der Thermoregulation dienen. Die Aufgabe der
MikrogefidBe ist die Organdurchblutung als Ganzes und die Blutverteilung innerhalb eines

Organs entsprechend dem jeweiligen Bedarf.
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differierender Blutfluss auftreten. Erhohter
Metabolismus fiithrt aufgrund eines hdéheren
Sauerstoffbedarfs zu funktioneller Vasodilatation. Dadurch wird die kapillare Oberfldche
erhoht und so eine gesteigerte Sauerstoffaufnahme des umliegenden Gewebes ermoglicht.
Entlang der versorgenden Arterien bis hin zu den Arteriolen liegen Nerven des sympathischen
Systems. Die hyperdmische Antwort wird neben einem erhdhten Sauerstoffbedarf durch den
vasomotorischen Druck moduliert. Dieser wird durch Interaktion himodynamischer Krifte
bestimmt, die auf die glatte Muskulatur (transmuraler Druck) und Endothelzellen (luminale
Schubspannung) wirken und durch ionische Mechanismen zur Vasodilatation und somit zu

einem schnellen Anstieg der Gewebeperfusion fiithren [14].

1.1.2.3 Endotheliale Dysfunktion

Vaskuldre endotheliale Dysfunktion (peripher und koronar) ist eine systemische Fehlfunktion,
die ein frithes Stadium der Arteriosklerose darstellt und mit Hypertonie, Herzversagen und
KHK sowie Diabetes Mellitus in Verbindung gebracht wird. Sie kann als unabhingiger
Indikator fiir kardiovaskuldre Vorfille gesehen werden [15-18]. Charakteristisch fiir eine
endotheliale Dysfunktion ist die Dysregulation des NO-Metabolimus und anderen vasoaktiven

Molekiilen und daraus resultierender verminderter endothel-abhingiger Gefalrelaxation.
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Eine verminderte vaskuldre Reaktivitit auf physiologische und pharmakologische Stimuli
resultiert aus einer abnormalen Regulation des Gefdlitonus und dem Verlust verschiedener
vasoprotektiver Effekte des gesunden Endothels [19]. So wird eine verminderte endothel-
abhingige Vasomotion einer ungeniigenden NO-Synthese bzw. -Freisetzung zugeschrieben
[20].

Nach dem derzeitigen Standard-Verfahren wird die koronare endotheliale Funktion durch die
Blutflusszunahme nach intrakoronarer Infusion einer definierten Dosis des
Parasympathomimetikums Acetylcholin (ACh) ermittelt (soll > 50 %) [21]. Abnormale
Vasokonstriktion der koronaren oder systemischen Arterien nach ACh-Gabe und eine
Verminderung der Blutfluss-induzierten Dilatation (flow mediated dilation, FMD) ist vor
allem fiir Personen mit Risikofaktoren fiir KHK wie Raucher und Patienten mit arterieller
Hypertonie, Diabetes Mellitus und Hypercholesterindmie dokumentiert [21-24]. Endotheliale
Dysfunktion kann neben den Koronararterien auch in peripheren Gefillen auftreten, was die
Moglichkeit nicht-invasiver Untersuchungen erschlie3t, da iiber die periphere vaskuldre
Endothelfunktion Aussagen iiber das Vorliegen einer KHK getroffen werden kénnen [19]. Es
wurde bereits eine Korrelation zwischen der FMD in der Brachialarterie (BAUS-Verfahren -
brachial artery ultrasound scanning) wihrend reaktiver Hyperamie (rH) und der Reaktion der
Koronararterie auf ACh beschrieben [25].

Die PWA (pulse wave amplitude: gefiBpulsationsbedingte Anderung des arteriellen
Durchmessers) wihrend reaktiver Hyperdmie wird von kardiovaskulidren Risikofaktoren und
koronaren arteriellen Erkrankungen beeinflusst; so zeigen Patienten mit Arteriosklerose
abnormale PWA auf. Die PWA konnte somit als klinischer Marker kardiovaskulédrer Vorfille
eingesetzt werden. Die Elastizitiit ist in den periphidren Gefden deutlich hoher, als in den
groBBen Gefilen. Mit neuartigen Messverfahren wie Endo-PAT (siehe Kapitel 2.4.5.2) kann
die PWA in der periphdren Zirkulation gemessen werden. Es konnte gezeigt werden, dass
PWA-Messungen mit dem Endo-PAT &hnliche Abnormalititenmuster wie die BAUS-
Messungen der FMD aufzeigen konnen [26]. Endo-PAT-Messungen sind somit geeignet,

periphire vaskulidre endotheliale Funktionen zu untersuchen.
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1.1.24 Hypoxie

Die Anwesenheit von Sauerstoff ist essentiell fiir die Zellatmung und damit fiir das Uberleben
der Zelle. Als Hypoxie wird ein herabgesetzter Sauerstoffgehalt des arteriellen Blutes oder der
Sauerstoffmangel in Geweben und Organen bezeichnet. Ursachen konnen verengte Gefalle,
koronare oder pulmonale Erkrankungen und Andmie sein. Die Folgen sind
Bewusstseinsstorungen, Dyspnoe, Muskelschwiche und graue oder zyanotische Haut, sowie
Mydriasis als Folge sympathischer Aktivitidt. Durch hypoxische Zustinde kommt es zu einer
ungeniigenden ATP-Synthese in den Mitochondrien. Verringerte ATPase-Aktivitit und
Membrandepolarisation sind die Folge, wodurch es zu unkontrolliertem Ca®*-Influx durch
spannungsabhingige Ca’*-Kanile und Aktivierung Ca’*-abhingiger Phospholipasen und
Proteasen kommt. Dies fiihrt zu einem Anschwellen der Zelle und der Lyse von
Zellkomponenten. Bei andauernder Sauerstoffunterversorgung kommt es zum Absterben von
Zellen. [27,28]. Spezielle chemosensorische Systeme die im arteriellen Kreislauf und den
Atemwegen anzutreffen sind und Herz- und Lungenrate regulieren, sowie die direkte Antwort

der vaskuldren glatten Muskulatur sorgen fiir die eine optimale Sauerstoffversorgung [14].

1.1.2.5 Arteriosklerose und LDL-Oxidation

Arteriosklerotische GefidBBverinderungen sind die Folge zahlreicher komplexer Vorginge.
Begiinstigt durch Risikofaktoren (Hyperlipoproteindmie, Rauchen, Hypertonie, Diabetes
mellitus) fithrt mechanische Einwirkung zunichst zu Lasionen des Endothels. An der dadurch
freigelegten subendothelialen Basalmembran kommt es zu Thrombozytenadhédsion und
-aggregation. Die Thrombozyten setzen Thromboxan A, sowie Wachstumsfaktoren frei. Die
Wachstumsfaktoren bewirken eine erhohte Proliferation glatter Muskelzellen und deren
Migration in den subendothelialen Raum, wodurch es weiterhin zu einer verstirkten
Neubildung bindegewebeartiger Substanz mit einem verdnderten Kollagen- und
Proteoglykan-Verteilungsmuster (Fibrosen) kommt. Weiterhin sezernieren die Thrombozyten
und die geschéadigten Endothelzellen chemotaktische Substanzen, die die Einwanderung von
Makrophagen und Lymphozyten bewirken. Lipide, besonders LDL (low density lipoprotein),
welches die Haupttransportform von Cholesterol darstellt, konnen die geschidigte
Endothelzellschicht der Arterien passieren. Im subendotheliellen Raum wird das LDL an

extrazelluldre Matrixproteine gebunden, wobei Komponenten des LDL durch biochemische
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Prozesse oxidiert werden konnen [29]. Oxidativ modifiziertes LDL bindet an den Scavenger-
Rezeptor von Makrophagen. Dadurch kommt es zu einer Aufnahme von LDL in
Makrophagen; mit Cholesterin iiberladene Makrophagen verwandeln sich in Schaumzellen.
Die Schaumzellbildung fiihrt zu einer progressiven Okklusion der Arterien, bis hin zu einem
so genannten arteriosklerotischen Plaque. Im weiteren Verlauf kann es zur Bildung von
Nekrosen, einer Ablagerung von Calciumsalzen (,,Verkalkung*) und einem Einreilen der
Plaques kommen, wodurch neue Endothelldsionen entstehen. Im ungiinstigen Fall wird das
GefiBlumen bis zum volligen Verschluss eingeengt.

Arteriosklerose wird derzeit als primdre Ursache fiir die Manifestation arterieller
Durchblutungsstorungen angesehen; diese stellen in den Industrielindern die héaufigste
Todesursache dar. Daher besteht ein hohes Interesse an Substanzen, die die oxidative
Modifikation von LDL verhindern oder vermindern. Die antioxidativen Eigenschaften von

Flavonoiden konnen hier von Bedeutung sein (siehe Kapitel 1.2.5) [30].
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1.1.3 Die Haut

1.1.3.1 Aufbau und Funktion

Die Haut ist das groBte Organ des Korpers. Bei einer Fliche von bis zu 2 m” und einer
mittleren Dicke der oberen beiden Schichten von 2-3 mm wiegt sie 3-5 kg. Rund 2 x 10°
Hautzellen schiitzen den Organismus vor Mikroorganismen und Sonneneinstrahlung, aber
auch vor Uberhitzung und Dehydrierung. Neben der Schutzfunktion ist sie Sinnesorgan fiir
Temperatur und Tasten. Die Haut ist in Ober- Leder- und Unterhaut unterteilt, wie in
Abb. 1.3 zu sehen ist.

Die Oberhaut (Epidermis) ist ein Deckepithel, dessen Basalmembran sich 100-500 um tief in
die Lederhaut senkt und die beiden Schichten miteinander verbindet; die Bindegewebszapfen
der Lederhaut werden Papillen genannt. Die Epidermis ist unterteilt in Basalzellschicht,
Stachelzellschicht, Kornerschicht und Hornschicht. In den Epithelzellen der Basalzellschicht
findet stindig Mitose statt, wodurch sich die Epidermis immer wieder neu generiert. In der
Basalzellschicht sind Melanozyten und Langerhans-Zellen des Immunsystems anzutreffen.
Die Kornerschicht bildet den Hauptteil der Epidermis. Sie besteht aus Keratinozyten, die
Keratohyalinkorperchen enthalten. Nachdem die Keratinozyten in die Hornschicht (Stratum
corneum) gewandert sind, verbinden sich die Keratohyalinkdrperchen mit Tonofilamenten
zum Keratin. Im Gegensatz zu den anderen Schichten besteht die Hornschicht aus
abgestorbenen, auf weniger als 1 um abgeplatteten Epithelzellen.

Die Lederhaut (Dermis, Corium) besteht aus ldnglichen Zellen, den Fibroblasten. Sie ist im
stark gefalteten Bereich der Papillen besonders gut durchblutet, da ihre Kapillaren auch die
Zellen der nicht durchbluteten Epidermis versorgen miissen. Unter der Papillarschicht breitet
sich ein Netzwerk aus kleinen vendsen Blutleitern aus. Zur Thermoregulation sowie aus
psychischen Ursachen kann das vegetative Nervensystem eine Vasodilatation ausldsen
(Erroten, Erythem). Wird das korpereigene Abwehrsystem von den Langerhans-Zellen der
Epidermis mobilisiert, pumpt der Korper Blut und Lymphfliissigkeit in die betreffende
Hautregion. Die Haut rotet sich, schwillt an und bildet Quaddeln und Pusteln. Ebenfalls in der
Lederhaut befinden sich die Nervenfasern, die fiir die Wahrnehmung von Druck, Beriihrung,
Schmerz, Temperatur und Juckreiz zustindig sind. Die Festigkeit der Haut geht von der
kollagenfaserreichen Geflechtschicht aus. Neben den Kollagenfasern besitzt die

Geflechtschicht auch schwache elastische Netze, welche die Haut immer wieder in ihre
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urspriingliche Form zuriickbringen. Im Alter degenerieren diese elastischen Fasern, ein
Prozess, der durch UV-A-Strahlung beschleunigt wird (Photoalterung).

Die Unterhaut (Subcutis) dient in erster Linie der Speicherung von energiereichen
Verbindungen, Schutz vor Druckbelastung und Kilte. Hier sind auch Talg- und
Schweilldriisen lokalisiert, die den Schutzfilm fiir die Oberhaut produzieren. Das
Unterhautgewebe besteht vorwiegend aus Fettgewebe mit mehreren Millimetern groBen
Fettkissen und wird von grofleren Nervenstringen und Blutgefi3en durchzogen; besonders an

der Grenze zur Lederhaut befindet sich ein gefdBreiches Netzwerk [31].

Hornschicht

Mel t orner- 5
elanozy Korper E Epidermis
schicht S
Basal- " Stachelzell- | &
membran schicht v
Lederhaut Basalzellschicht
Dermis
Papillarschicht
Geflechtschicht
Fettgewebe
Subcutis

Abb. 1.3:

Schematische Darstellung der
einzelnen Hautschichten
(Modifikation aus

Schwegler 1998)
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1.1.3.2 Photoprotektion

Ultraviolette Strahlung kann zu irreversiblen Hautschiddigungen fithren. UV-A-Strahlen (315-
380 nm) konnen bis in die Dermis vordringen. Unter Beteiligung von reaktiven Sauerstoff-
Spezies fithrt UV-Bestrahlung zur Erythembildung und beschleunigten Hautalterung. UV-B-
Strahlen (280-315 nm) gelangen nur bis zur Basalschicht und werden in hoherem Masse als
UVA-Strahlen absorbiert und fiithren zu direkten DNA-Schiddigungen. Das UVB-induzierte
Erythem (=Sonnenbrand) stellt eine Entziindungsreaktion dar und ist ein Resultat kumulierter
Hautzellschiddigungen, das zum Absterben der Zellen fiihrt. In der Epidermis fiihrt UV-B-
Strahlung zu einer verstirkten Verhornung (Lichtschwiele), welche ihrerseits UV-Schutz
bietet [32].

Endogenen Schutz gegen UV-Belastung bieten Melanine, die in Melanozyten gebildet
werden. UV-B-Exposition fithrt zu einer lang anhaltenden Braunung durch gesteigerte
Melanogenese. Uber Zwischenstufen wird Tyrosin durch das Enzym Tyrosinase zu
Indochinon oxidiert, polymerisiert und an ein Protein gebunden. Im néchsten Schritt werden
Melanin-beladene Melanosomen von den Melanozyten iiber Dendriten der Zellmembranen in
Keratinozyten transportiert (siche Abb. 1.4). Durch UV-A-
Strahlung erfolgt eine Photooxidation von
Melaninvorstufen, was zu einer direkten Briune fiihrt.
:. Wihrend der Brdunung eine exogene Induktion zugrunde

liegt, sind Hautfarbe und Hauttyp genetisch determiniert.

-3 " . /) [
g Dendriten ) foa

Keratinozyt mit
Melanosomen
um den Nucleolus

Melanozyt mit
Melanosomen

% Abb. 1.4: Transport von in Melanozyten gebildeten

Melanosomen in Keratinozyten (aus: Gray, 1997 [33])

Die Anwesenheit von Melanin und die Verdickung der Hornschicht stellen primére
Sonnenschutzmechanismen dar, die UV-absorptiv und lichtstreuend wirken. Dieses Prinzip
wird auch in topischen Sonnenschutzmitteln genutzt. Chronische Sonnenlichtexposition
reguliert sekundidre Verteidigungssysteme gegen oxidativen Stress hoch. Zu den
enzymatischen Systemen zédhlen hier die Himoxygenase-1 und die Superoxiddismutase. Auch
nicht-enzymatische Antioxidantien spielen eine Rolle. Sie konnen wie Glutathion endogener

Herkunft sein, oder dem Korper zugefiihrt werden, wie am Beispiel der Carotinoide und o-
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Tocopherol gezeigt werden konnte [34-36]. Diese Substanzen konnen die wihrend der
Photooxidation gebildeten reaktiven Sauerstoff-Spezies abfangen und so die Zellbestandteile

vor Schiddigungen durch oxidative Reaktionen schiitzen.

1.1.4 Lipidstoffwechsel mehrfach ungesattigter Fettsauren

Fettsduren

Fettsdauren (FS) haben wichtige physiologische Funktionen: sie sind Komponenten von
Phospho- und Glykolipiden, verursachen lipophile Modifikationen von Proteinen, stellen
Energiespeicher dar und wirken als Hormone und interzellulidre Botenstoffe. Sie werden im
Fettgewebe als Triacylglyceride gespeichert. In Tab. 1.1 sind physiologische und erndhrungs-
relevante FS aufgelistet. Bei der Nomenklatur wird erst die Anzahl der Kohlenstoffatome,
dann die Anzahl der Doppelbindungen angegeben. Der Buchstabe m bezeichnet die Position
der ersten Doppelbindung ausgehend vom Methyl-Ende. Das Carboxyl-Ende wird als A-Ende

bezeichnet. In Abb. 1.5 ist die Struktur der FS am Beispiel von Linolensidure dargestellt.

Abb. 1.5: Strukturformel von o-Linolensdure

(cis-9,12,15-Octadecatrienséure)
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Tab. 1.1 : Auflistung der gdngigen, physiologisch relevanten FS mit Summen-Kurzform

(Spalte 1), im Weiteren verwendeten Abkiirzung (Spalte II), Trivialnamen und IUPAC-

Bezeichnung

I I Trivialname Kennzeichnung nach IUPAC

14:0 Myristinsdure Tetradecansédure

16:0 Palmitinsidure Hexadecanséure

16:1n-7 Palmitoleinsédure cis-9-Hexadecensdure

17:0 Margarinsdure Heptadecanséure

18:0 Stearinsédure Octatedecansiure

18:1n-9 Eladinséure trans-Octatedecansidure

18:1n-9 Olsiure cis-9-Octatedecansiure

18:2n-6 Linoladinsédure trans-12-Octatedecadiensidure
18:2n-6 LA Linolsidure cis-9,12-Octatedecadiensdure
18:3n-6 GLA v -Linolensiure cis-6,9,12-Octadecatriensidure
18:3n-3 ALA o-Linolensiure cis-9,12,15-Octadecatriensidure

20:0 Arachinsdure Eicosanséure

20:1n-9 Gondoséure cis-11-Eicosensiure

20:2n-6 Eicosadiensdure cis-11,14-Eicosadiensdure

20:3n-6 HGLA Homo- 7 -linolenséure cis-8,11,14-Eicosatriensidure

20:3n-3 DGLA Dihomo- ¥ -linolensédure cis-11,14,17-Eicosatriensdure
20:4n-6 AA Arachidonsdure cis-5,8,11,14-Eicosatetraensdure
20:5n-3 EPA Timnodonsiure cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensiure
22:0 Behenséure Docosansdure

22:5n-3 DPA Docosapentaenséure cis-7,10,13,16,19-Docosapentaensiure
22:6n-3 DHA Docosahexaensiure cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensiure
23:1n-9 Erucasiure cis-13-Docosensédure

24:0 Lignocerinsédure Tetracosansiure

24:1n-9 Nervonsiure cis-15-Tetracosensdure

27



Kapitel 1- Einleitung

Biosynthese mehrfach ungeséttigter Fettsduren (poly-unsaturated fatty acids; PUFA)

Die zelluldre Biosynthese von PUFA findet durch Verldngerung der Kohlenstoffkette und
Einfligung von Doppelbindungen statt; diese Prozesse werden von Elongasen und
mikrosomalen Monooxygenase-Systemen, den Desaturasen, katalysiert. Letztere bestehen
typischerweise aus einer Acyltransferase, einer Hydroxylase und einer Dehydratase.

Im menschlichen Korper konnen Desaturasen vom Carboxylende aus gesehen nur bis zum Cy
Doppelbindungen einfiigen. Demnach kann zwar die ®-9-FS Olsiure vom Korper
synthetisiert werden, die physiologisch relevanten FS Linolsdure (LA) und o-Linolensdure
(ALA) jedoch nicht. LA und ALA sind essentielle FS, die die Ausgangssubstanzen
langkettiger PUFA darstellen. Nach der Aufnahme werden sie sukzessiv verldngert und

desaturiert [37]. Der Metabolismus essentieller FS ist schematisch in Abb. 1.6 abgebildet.

Nahrung
z.B. z.B.
tierisches Fett Fischol
Disteldl Leinsamendl
- ¥
o-6-PUFA o-3-PUFA
Linolsaure (LA) 18:2 18 3 o-Linolenséure (ALA)

A-6-Desaturasel

v-Linolensaure (GLA) 18:3 18 4
l Elongase l
dihomo-y-Linolensaure 203 20 4

(DGLA) l A-5-Desaturasel

Arachidonsaure (AA) 204 205 Eicosapentaensaure (EPA)
l Elongase l
Elongase Elongase

244 =924 225 —2824°5
A-5-Desaturase l | l A-5-Desaturase

245 A-4-Desaturase 246

Oxidas.e\‘ l Ase
22:5 226 pocosahexaensaure (DHA)

Abb. 1.6: Metabolismus essentieller Fettsduren (aus Haag, 2001 [37])

28



Kapitel 1- Einleitung

Der Sittigungsgrad der PUFA hat einen groBen Einfluf§ auf die rdumliche Anordnung der FS
und damit auf ihre Funktion. Bei cis-Konfiguration fiihrt eine steigende Doppelbindungszahl
zu einer erhohten rdumlichen Kriimmung des FS-Molekiils, was bei einem Einbau in
Membranen zu einer Erh6hung der Fluiditét fiihrt. Doppelbindungen in frans-Konfiguration,
wie sie in Fetten einiger Nahrungsmittel (z.B. Margarine) zu finden sind, fithren dagegen zu

einer linearen Molekiilform, wodurch die FS ihre Funktion nicht mehr ausiiben kann.

Funktion von PUFA

DGLA, AA und EPA sind Vorstufen eicosanoider Signalmolekiile. Aus ihnen werden
Prostaglandine, Prostacycline und Thromboxane (Cyclooxygenase-Weg) bzw. Leukotriene
und Lipoxine (Lipoxygenase-Weg) gebildet; widhrend AA in prothrombische,
proinflammatorische Eicosanoide umgewandelt wird, sind die ®-3-FS EPA und DHA in

erster Linie Vorldufer schwach bzw. anti-inflammatorischer Eicosanoide [38,39] (siche
Abb. 1.7).

®-6-FS < | Nahrung

\ Gruppe 2
Prostanoide
26D,
Gruppe1 PGE,
Prostanoide PGF,,
GLA PGE, PGI,
PGF, TXA,

DGLA LTA,
LTB,
LTC, LXD,
LTD, ‘

Prostanoide

PGD,
— — COOH PGE3
- e,
=== PGl

oS

Leukotriene

A LTA,
LTB,

Nahrung LTCs
LTD,

LTE

Abb. 1.7: Eicosanoid-Synthese aus mehrfach ungesdittigten Fettsduren (PUFA);

COX: Cyclooxygenase; LOX: Lipoxygenase; EOX: Epoxygenase; PG: Prostaglandin;
TX: Thromboxan; PGI: Prostacyclin, LX: Lipoxin;, EET: Epoxyeicosatriensdiure
(Modifikation aus: Haag, 2001 [37])
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Prostaglandine und andere Eicosanoide sind kurzlebige, lokal wirkende Hormone. Sie
stimulieren Entziindungsreaktionen, regulieren den Blutfluss zu bestimmten Organen,
kontrollieren den Ionentransport durch Membranen, modulieren die synaptische Ubertragung
und I6sen den Schlaf aus [40].

Als Teil von Phospholipiden konnen PUFA in biologische Membranen eingeschlossen
werden. Die Fluiditit der Membranen wird in erster Linie durch den Abstand zwischen den
FS-Ketten bestimmt. Der Einbau ungesittigter FS erhoht die Fluiditidt der Membran. Zudem
schiitzt die erhohte Dichte an m-Elektronen die Thiol-Gruppen der Membranproteine. PUFA
konnen durch Phospholipasen aus den Membranen freigesetzt werden.

PUFA sind in der Lage, durch direkte Interaktion mit Protein-Polypeptidketten die Aktivitit
von Enzymen zu beeinflussen. Als second-messenger konnen sie Protein-Phosphorylierungen
durch Proteinkinase A und C vermitteln, sowie die Signaltransduktionswege der Tyrosin-
Kinasen und der mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-Kinase) modulieren. Durch
Beeinflussung der Genexpression konnen PUFA die Proteinsynthese steuern [41-43].

DHA spielt eine Schliisselrolle bei der kardioprotektiven Wirkung der PUFA. Eine konstante
Gabe von DHA mit der Nahrung fiihrt sowohl zu erhohten DHA-Konzentrationen in den
Skelettmuskeln als auch im Myokard, was in Verbindung mit einer verbesserten Herzfunktion
und damit zu einem verminderten Risiko fiir KHK gebracht wird [44]. Eine Unterversorgung
mit DHA kann zu vermindertem Wachstum, kardiovaskuldren Vorfillen, kognitiven
Storungen und Schidigungen der Zellmembranen, besonders in der Haut und der Retina,
fiihren. Vor allem in der Wachstumsphase ist eine ausreichende Versorgung mit essentiellen
PUFA notig [45-47]. Oft wird das -6/®w-3-Verhiltnis betont, da die Bildung
prothrombotischer Eicosanoide bei einem erhohten AA-Angebot begiinstigt ist. Dabei wird
ein Verhiltnis von ®-6/®—-3 von 5:1 als ideal angesehen [48,49].

Therapeutischen Einsatz findet eine Supplementierung mit ALA, DHA oder EPA vor allem
bei entziindlichen Erkrankungen wie Arthritis, Colitis, Multiple Sklerose, Rheuma, Psoriasis
und Neurodermitis, bei kardiovaskuldren Erkrankungen und deren Risikofaktoren wie
Arteriosklerose, Hypercholesterindmie, Hyperlipoproteindmie, Diabetes mellitus sowie bei

der Entwicklung der Gehirn- und Sehleistung bei Babys [39,50-52].
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1.3 Polyphenole

1.3.1 Allgemeines

Polyphenole sind Substanzen des Polyketidstoffwechsels, die im Pflanzenreich verschiedenste
Funktionen erfiillen: sie bieten Schutz vor Pathogenen, Mikroorganismen, UV-Einwirkung
und Bedingungen des oxidativen Stress. Tannine halten Herbivore davon ab, die
adstringierenden Friichte zu fressen. Phenolische Komponenten wie Salicylsdure fungieren als
Signalmolekiile und Lignin sorgt fiir mechanische Stiitzung des Zytoskeletts. Ein
phenolisches Molekiil ist oft charakteristisch fiir eine Pflanzenart. Zurzeit sind iiber 4000
polyphenolische Verbindungen pflanzlichen Ursprungs bekannt [53].

Die Unterteilung der Polyphenole erfolgt entsprechend der Struktur ihres Kohlenstoffskeletts
in Phenolséduren, Flavonoide und die weniger hidufigen Stilbene und Lignane. Phenolsiduren
kommen in vielen Lebensmitteln vor; am hiufigsten findet man Kaffesidure und Ferulasiure.
Die Kaffeesdure liegt oft als Ester vor, der bekannteste Kaffeoylester ist die Chlorogensiure
(bis 150 mg pro 200 ml Kaffee). Die am hiufigsten vorkommenden Polyphenole in unserer

Nahrung stellt die Klasse der Flavonoide dar.

1.2.2 Klassifizierung der Flavonoide

Flavonoide gehoren zu der Klasse der Phenylchromanderivate, deren Grundgeriist das Flavan
(2-Phenylchroman) ist. Die iiber eine Cs;-Briicke verbundenen aromatischen Ringe sind
unterschiedlich substituiert: Ring A weist das Substitutionsmuster des Phloroglucins oder des
Resorcins auf, Ring B ist gewohnlich in 4’-Stellung, 3’,4’-Stellung oder 3°,4°,5’-Stellung
hydroxyliert. Die Hydroxygruppen konnen alkyliert, acyliert, mit Mono-, Di- und seltener
auch Trisacchariden verkniipft oder mit Schwefelsdure verestert sein. Anhand des
Substitutionsmusters am C-Ring werden die Flavonoide in die Flavanole (3-Hydroxyflavane),
Flavandiole (3,4-Dihydroxyflavane), Flavanone (4-Oxoflavane) und Flavone (3-Oxoflav-2-
ene) unterteilt [54]. In Abb. 1.8 ist eine Ubersicht der Flavonoid-Unterklassen dargestellt.
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Abb. 1.8: Strukturmerkmale der Flavonoide

Die Flavanole werden auch als Catechine bezeichnet, besitzen eine Catecholstruktur am B-
Ring und liegen zum Teil an Gallussdaure gebunden vor. Proanthocyanidine sind zu Di- bis
Oligomeren kondensierte Flavanole. Galloylierte Flavanole bilden die Prodelphinidine,
bestehen sie nur aus Catechin- und Epicatechin-Untereinheiten, werden sie als Procyanidine
bezeichnet. Die Procyanidine werden anhand der Polymerisierungsposition unterteilt: im A-
Typ liegen zwei Bindungsstellen vor (meist 2—7-O und 4—8); im B-Typ sind nur die

Kohlenstoffatome 4 und 8 in - (Procyanidin B1 und B2) oder in ¢+Stellung (Procyanidin B3
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und B4) kondensiert. Auch 4—6 Verbindungen kommen vor (Procyanidin B5-8), die bei

hoheren Polymerisierungsgraden zu Verzweigungen des Molekiils fiihren [55].

1.2.3 Vorkommen

Mit der Nahrung, insbesondere Friichten und Getrinken, werden pro Tag durchschnittlich 1g
Polyphenole aufgenommen; ein Drittel davon stellen Phenolsduren dar, die anderen zwei
Drittel machen die Flavonoide aus. Die Hauptvertreter der Flavonoide in der Nahrung sind die
Flavanole (Catechine plus Proanthocyanidine), Anthocyanine und deren Oxidationsprodukte
[56]. Das Vorkommen der Gallate und Gallocatechine ist fast ausschlieBlich auf Tee
beschrinkt. Ein Aufguss griinen Tees enthilt ca. 1 g Catechine pro Liter [57], wobei
schwarzer Tee aufgrund der Fermentation nur noch die Hilfte des Catechin-Gehaltes aufweist
[56]. (+)-Catechin-Konzentrationen sind besonders hoch in Bohnen, roten Trauben,
Aprikosen und Erdbeeren; (-)-Epicatechin ist in hohen Konzentrationen in Apfeln,
Brombeeren, Bohnen, Kirschen, roten Trauben, Birnen, Himbeeren und Schokolade zu
finden. Pflaumen, Avocados, Erdniissen, Curry und Zimt enthalten A-Typ Procyanidine, B-
Typ Procyanidinen sind besonders in Kakao, Brombeeren, Kirschen, Feigen, Pflaumen, roten
Trauben, Wein und Apfeln anzutreffen [58]. In der Natur kommen sie normalerweise
zusammen mit den Monomeren Untereinheiten vor, am haufigsten sind Di- und Trimere zu
finden [59].

Das Hauptmonomer des Kakaos (Theobroma cacao L.) ist (-)-Epicatechin [60]. Gu et al. [58]
fanden in LC-MS-MS-Untersuchungen, dass Kakaobohnen Catechin, Epicatechin, und
Procyanidine des B-Types enthalten. Der Polymerisierungsgrad der Procyanidine betrdgt von
2 (Procyanidin B2) bis > 10. A-Typ-Kondensate, heteromere Untereinheiten, Afzelechin,
Epiafzelechin, Gallocatechin oder Epigallocatechin, sowie glykosidisch gebundene Flavanole
liegen in Kakao nicht vor; entsprechend der Monomer-Zusammensetzung sind nur
Procyanidine und keine Prodelphinidine anzutreffen. Nach Adamson et al. [61] enthélt Kakao
einen Procyanidin-Gehalt von 0,5-14,5 mg/g bei einem Monomer-Gehalt von 0,2-4,9 mg/g,
was in jlingeren Studien, in denen ein Flavanol-Gehalt von bis zu 1,64 mg/g [62] gezeigt
wurde, bestitigt werden konnte. Rios et al beschreiben einen gesamt-Polyphenol-Gehalt in
Kakao von 5-8,4 mg/g, mit einem Oligo- und Polymeranteil von >90 % [63]. Weiterhin
enthalten frische Kakaobohnen 0,3 mg/g des Flavonols Quercetin [64], sowie ca. 0,09 umol/g
bzw. 22 pmol/g der Xanthinderivate Coffein und Theobromin.

In den roten Trauben des Weins (Vitis vinifera) sind vornehmlich Procyanidine vom B-Typ
anzutreffen, die monomeren Untereinheiten machen nur einen geringen Anteil aus; der
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hochste Flavanol-Anteil ist in den Kernen zu finden, wihrend in der Schale in erster Linie das
Phytoalexin Resveratrol nachzuweisen ist.

Die Schitzungen der durchschnittlichen Flavanol- und Procyanidin-Aufnahme belaufen sich
auf ca. 50-100 mg/d an Catechin-Monomeren und mehreren 100 mg/d an Oligo- und
Polymeren [65-67].

Flavanone, aufgrund ihres Vorkommens auch als Zitrusflavonoide bezeichnet, tragen einen
geringeren Anteil zur durchschnittlichen Flavonoid-Einnahme bei. Die Hauptvertreter sind die
Rhamnoglucoside Hesperidin, Narirutin und Naringin. In Zitronen (Citrus limonium) und
Orangen (Citrus sinensis) sind in erster Linie Hesperidin und Narirutin anzutreffen; Naringin
ist das Hauptflavonoid der Grapefruit (Citrus paradisi) und verantwortlich fiir den bitteren
Geschmack. Die tigliche Aufnahme der Aglykone Naringenin und Hesperetin betrdgt ca. 10
mg/d bzw. 30 mg/d [68]. Der Gehalt an Flavonoiden ist stark abhingig von Spezies und
Kultivierungsbedingungen. In einem Liter Orangensaft sind ca. 450 mg Hesperidin und 95 mg

Narirutin enthalten [69].

1.2.4 Pharmakokinetik der Flavonoide

Die Bioverfiigbarkeit und der Metabolismus der Flavonoide sind noch nicht vollstindig
aufgeklirt. Im Folgenden ist ein Uberblick der bisher erlangten Erkenntnisse iiber Absorption,
Verteilung, Metabolismus und Elimination der Flavonoide mit dem Schwerpunkt Flavanole,

Flavone und Procyanidine, gegeben (s. Abb. 1.9).
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Abb. 1.9: Absorption und Metabolismus der Flavonoide (aus: Stahl et al. 2002 [70])

Absorption

Die intestinale Absorption, sowie auch spitere Phase-II Reaktionen, werden in erster Linie
von der chemischen Struktur der Polyphenole bestimmt. Viele Polyphenol-Klassen wie
Flavonole, Isoflavone, Flavone, Flavanone und Anthocyanine liegen in der Natur glycosyliert
vor. Bei dem Zuckerrest handelt es sich oft um Glucose oder Rhamnose, es kommen aber
auch Galaktose, Arabinose, Xylose, Glucuronsdure oder andere Zucker vor. Meist besteht der
Zuckerrest aus einer Komponente, teilweise aber auch aus zwei oder drei, die wiederum
substituiert vorliegen konnen. Das Glykosylierungsmuster bestimmt die Lipophilie und damit
die Aufnahme in die Zelle durch passive Diffusion durch biologische Membranen wie die
Diinndarm-Wand [56].

Um eine ausreichende Lipophilie zu erreichen, miissen glykosylierte Flavonoide in ihre
Aglykone gespalten werden. Dies kann auf enzymatischem Weg durch Glykosidasen erreicht
werden, die entweder mit der Nahrung selbst zugefiihrt werden oder endogener Herkunft sind.
So enthalten Zellen der gastrointestinalen Mucosa Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) die

sowohl [-Glykoside als auch Glucosylceramide, Laktosylceramide und Laktose spaltet.
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Humane Zellen exprimieren gewebeabhingig (-Glykosidasen, die Glucose- und zum Teil
auch Arabinose- oder Xylose-Reste abspalten konnen; hier wire die 16sliche CBG (cytosolic
B-glucosidase) zu nennen, welche in vielen Geweben, vor allem in der Leber, vorkommen.
Rhamnose dagegen ist kein Substrat fiir humane S-Glukosidasen, sie kann nur von den der
Mikroflora des Colons sezernierten o-Rhamnosidasen gespalten werden. Nach der
enzymkatalysierten Spaltung von Flavonoid-Konjugaten im Colon konnen die intakten
Polyphenole entweder durch das Colonepithel absorbiert und dem Blutkreislauf zugefiihrt
oder weiter in niedermolekulare phenolische Strukturen gespalten werden. Es konnte gezeigt
werden, dass einige dieser mikrobiellen Metabolite biologische Effekte aufweisen und somit
das entsprechende Flavonoid als Prodrug fungierte [71,72].

Die nicht-enzymatische Deglykosylierung ist von untergeordneter Bedeutung, da Flavonoide
weder unter den sauren Bedingungen des Magens, noch durch Darmsekrete in ausreichender
Geschwindigkeit chemisch zersetzt werden [73,74]. Die Bioverfiigbarkeit der Flavonoide ist
demnach stark von der Enzymaustattung an Glykosidasen abhingig. Die maximalen
Plasmakonzentrationen (tn,x) von Flavonoiden liegt meist bei ca. 1-2 h nach Einnahme; die
Eliminationshalbwertszeit im Blut betrdgt in der Regel 1-2 h, so dass oft 6-8 h nach Zufuhr
der Basalwert wieder erreicht wird. Eine Ausnahme bilden solche Polyphenole, die vor der
Absorption durch die Colon-Mikroflora gespalten werden miissen; die tpn,x von Hesperidin
(Hesperetin-7-rhamnoglucosid) betrdgt 5 h, die von Rutin sogar 9 h.

Flavanole gehoren zu den wenigen Flavonoiden, die in ihrer nativen Form nicht an einen
Zuckerrest gebunden sind, jedoch liegen sie nicht selten acyliert vor (besonders mit
Gallusséduren). Diese Substitution verursacht im Gegensatz zur Glykosylierung nur geringe
Veridnderungen in der Lipophilie und beeinflusst die Bioverfiigbarkeit kaum. Flavanole
konnen biologische Membranen mittels passiver Diffusion passieren und werden ohne

vorherige Dekonjugation oder Hydrolyse absorbiert [58].
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Distribution

Flavonoide werden nach der Absorption von Enterozyten und hepatischen Zellen
aufgenommen, wo sie metabolisiert werden. Flavonoid-Konjugate konnen von Zellen
aufgenommen werden, wo sie wiederum dekonjugiert werden [75]. In welchem Mal} die
Aufnahme stattfindet, hidngt von Zelltyp und Flavonoid ab; die Aufnahme und
Metabolisierung in-vivo ist noch ungekldrt. Zellkulturexperimente haben ergeben, dass
Epicatechin und dessen 3’- und 4’-O-Metabolite, nicht aber das Glucuronid, von
Hautfibroblasten und Endothelzellen aufgenommen werden [76]. Ahnliche Beobachtungen
wurden fiir Hesperetin und Naringenin gemacht werden. Im Falle des Flavonols Quercetin
wird intrazelluldr ein Quercetin-Glutathion-Addukt gebildet [77]. Die physiologische
Bedeutung der Konjugate ist ungeklért. Glucuronide konnten Transportform der aktiven

Substanz sein [78,79].

Metabolismus

In Darmmucosa und Leber werden Flavonoide methyliert, sulfatiert und glucuronidiert. Diese
Konjugationen (= Rekonjugierung) finden enzymatisch statt und sind abhéngig von der
Verteilung und der Spezifitit der entsprechenden Enzyme. Studien an isoliertem Ratten-
Diinndarm haben gezeigt, dass schon bei dem Transfer von der mukosalen zur serosalen Seite
ein ausgeprigter Metabolismus der Flavonoide in den Enterozyten stattfindet [80].

Wie auch beim Metabolismus von Arzneistoffen konnen diese Detoxifizierungsreaktionen
eine Anderung des Wirkprofils der Substanzen hervorrufen. Generell sind nach Dosen, die im
Bereich der Zufuhr mit Nahrungsmitteln liegen, freie Polyphenol-Aglykone nicht im Plasma
nachweisbar [81,82]. Es gibt mittlerweile einige Hinweise, dass nicht alle Glykoside
gespalten werden, da es in einigen Studien gelang, geringe Mengen an Flavonol-Glykosiden
im Plasma nachzuweisen [83,84]. Deren Metabolisierung sollte von der der Aglykone
abweichen: Glucoside sollten langsam von hepatischen S-Glukosidasen hydrolysiert werden,
wohingegen Rutinoside lange Halbwertszeiten aufweisen diirften, da endogen keine o-
Rhamnosidasen vorliegen. Die in den Metabolismus der Polyphenole involvierten Enzyme
sind aufgrund ihrer Rolle im Metabolismus verschiedener Arzneistoffe gut erforscht: die
COMT (Catecholamin-O-methyltransferase) ist eines der Hauptenzyme im Dopamin-
Stoffwechsel. Sie ist weit verbreitet im Organismus und methyliert Polyphenole an den

Hydroxygruppen des Catecholrings. Da einige Polyphenole allerdings von Cytochrom P450
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an der 4’-, jedoch nicht an der 3’-Position wieder demethyliert werden, dirigiert eher die
Spezifitiat von CytP450 den Ort der Methylierung [85]. Die hochste Methylierungs-Aktivitit
fir Epicatechin wurde in Leber und Niere bestimmt [86]. Die UDPGT (Uridin-5’-
diphosphat-glucuronosyltransferase; UGT) ist ein Phase-II-Enzym, das die Konjugation
von Flavonoiden an Glucuronsiure katalysiert. Sie ist im endoplasmatischen Retikulum (ER)
lokalisiert und in zahlreichen Geweben vorhanden. Die Glucuronidierung der Flavonoide
findet in erster Linie durch Enzyme der Familie UGT1A statt, die vor allem im Intestinaltrakt,
der Leber und den Nieren zu finden sind [86]. Nahrung, Umwelteinfliisse und genetische
Faktoren beeinflussen die UGT-Aktivitit, was zu interindividuellen Unterschieden im
Glucuronidierungsmuster fithren kann, wie bereits im Falle des Catechins von Yang et al.
beschrieben [87]. Die Spezifitit ist fiir stark reduzierende Flavonoide wie die am B-Ring 3,4-
dihydroxylierten Flavanole und Luteolin deutlich hoher, als fiir monohydroxylierte
Verbindungen wie z.B. Hesperetin. Eine Gruppe zytosolischer Enzyme stellen die P-PST
(Phenolsulfotransferasen, SULT) dar. Sie sind weit verbreitet und vor allem in der Leber
(SULT1A1) und im Colon (SULT1A3) vorhanden. SULT1A3 weifit eine hohe Spezifitiit fiir
Catecholgruppen auf [86]. Einige Sulfotransferasen werden durch Polyphenole inhibiert [88].
In Abb 1.10 sind Strukturen moglicher Metabolite am Beispiel des Epicatechins dargestellt.
Die Konjugation an Glucuronsdure ist eine hédufige Detoxifizierungsreaktion, die zu einer
erhohten Wasserloslichkeit fithrt und damit die Exkretion begiinstigt. Aufgrund ihres
Molekulargewichtes werden die Flavonoidkonjugate vermutlich vor allem bilidr
ausgeschieden. Polyphenole, die iiber den enterohepatischen Kreislauf meist glucuroniert iiber
die Galle in den Darm gelangen, werden durch bakterielle S-Glucuronidasen teilweise
dekonjugiert. Humane f-Glucuronidasen sind saure Hydrolasen, die in verschiedenen
Geweben und Korperfliissigkeiten, wie Niere, Leber und Serum exprimiert werden. Die
potentielle Verfiigbarkeit von freien Flavonoiden in Geweben hingt mitunter von der
Spezifitit dieser dekonjugierenden Enzyme ab [79].

Die Mikroflora des Colons enthilt ca. 10" Mikroorgalnismen/cm2 und hat damit ein hohes
katalytisches und hydrolytisches Potential. Die Hydroxylierung an 5-, 7-, 3-, 3’- und 4’-
Position der Catechine begiinstigt eine Ringodffnung nach Hydrolyse; aus dem B-Ring
entstthen in erster Linie Dihydrophenylessigsiure, 3-Hydroxyphenylessigsiure,
Homovanillinsdure und deren Konjugate, aus dem C-Ring entstehen die Phenolsduren. Falls
wie bei den Flavanolen keine C-4-Carbonylgruppe vorhanden ist, werden spezifische
Metabolite wie Phenylvalerolaconen und Phenylpropionsiduren gebildet, die zu Benzoesidure-

Derivaten weitermetabolisiert werden konnen [83].
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Abb 1.10: Metabolisierung des Epicatechins:
Epicatechin liegt im Organismus als 5- oder 7-O-
B-D-Glucuronid, 5- oder 7-O-Sulfat, 3’- oder 4’-
O-Methyl-Derivat  vor.  Mischformen  sind
ebenfalls moglich (s. Text)

In der Literatur sind unterschiedlichste Konzentrationsangaben fiir Flavanole und deren
Metabolite in Plasma zu finden. So konnten Piskula et al. und Okushio et al. nach Gabe von
36,4 bzw. 364 umol Epicatechin/kg Korpergewicht gesamt-Flavanol-Konzentrationen von 39
bzw. 210 umol/L Plasma erzielen. Die Absorption ist dosisabhingig, jedoch nicht linear
[86,89]. Einen guten Uberblick liefert eine 2001 von Baba et al. durchgefiihrte Studie iiber die
Bioverfiigbarkeit und den Metabolismus von Epicatechin und Catechin. Interessanterweise
war bei dquimolarer Einnahme die Epicatechin-Konzentration in Plasma doppelt so hoch wie
die des Catechins. Wurden die Substanzen zeitgleich eingenommen war dieser Effekt
ebenfalls zu beobachten, allerdings waren die Konzentrationen beider Substanzen niedriger.
Dies ldsst vermuten, dass die Absorption von Epicatechin im oberen intestinalen Trakt
effektiver ist, als die von Catechin und/oder die Flavanole kompetitiv im Gastrointestinal(GI)-
Trakt absorbiert werden. Die AUC der methylierten Catechin-Metabolite ist signifikant
niedriger, als die der Epicatechin-Metabolite.

Der Hauptmetabolit des Catechins ist das Glucuronid in nicht-methylierter Form, wihrend der
Hauptmetabolit des Epicatechins das Sulfoglucuronid und Glucuronid in nicht-methylierter
Form, sowie das 3’-O-methylierte Sulfat ist. Dies kann auf eine unterschiedliche Affinitét der

Catechine zu UGT, COMT und PST zuriickzufiihren sein [90].

Der Metabolismus der Procyanidine ist derzeit noch nicht aufgekldrt und die verfiigbaren
Daten sind widerspriichlich. In Humanstudien wurde nach Verzehr von 2 g
procyanidinreichen Traubenextraktes eine Procyanidin B1 Plasmakonzentration von lediglich
10 nmol/l erreicht [91]. Nach Konsum von 0,375 g Kakao/kg Korpergewicht wurden
41 nmol/l Procyanidin B2 gefunden [92]. Die Gabe von gereinigtem Procyanidin B3 und B3-

haltigem Traubenkernextrakt an Ratten fiihrte zu keinen detektierbaren Mengen an freiem
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oder konjugierten B3 im Blut oder Urin [93]. Aufgrund dieser Ergebnisse wird in der
Literatur eine Spaltung der Procyanidine in ihre monomeren Untereinheiten in Betracht
gezogen [80,94,95].

Moglicherweise sind bisher unidentifizierte Metabolite der Procyanidine fiir die
physiologischen Wirkungen verantwortlich, die in humanen Interventionsstudien mit
procyanidinreicher Nahrung bei niedrigen Plasmaspiegeln gefunden wurden. Auch hier
konnten biologisch aktive, mikrobielle Metabolite eine Rolle spielen; auch Proanthocyanidine

unterliegen dem mikrobiellen Abbau zu strukturell einfacheren aromatischen Molekiilen [72].

Elimination

Von zentraler Bedeutung fiir den Eliminationsweg ist das Molekulargewicht. Aufgrund ihres
relativ hohen Molekulargewichtes wird die bilidre Exkretion als Haupteliminationsweg fiir
Flavonoide angenommen. Auch spielen viele witere Faktoren wie der Abbau zu Phenolsduren
eine Rolle (s. Metabolismus). Dies erklirt zumindest teilweise die geringe renale Elimination
[96].

Die renale Elimination der Polyphenole variiert von Substanz zu Substanz. Die
Wiederfindungsrate von Catechinen aus griinem Tee und Kakao (3-8 %), Isoflavonen aus
Soja (9 %), Flavanonen aus Zitrusfriichten (2-5 %) oder Procyanidinen aus Rotwein liegt
zwischen 3-27 %. Das Dimer Procyanidin B2 und Epigallocatechingallat wurden nicht im
Urin gefunden [54]. Galloylierte Catechine sind in ca. 10-fach geringerer Konzentration im
Urin zu finden, als nicht-galloylierte. Die Phenylvalerolactone (-)-5,3-(3,4°,5’-
Trihydroxyphenyl)-y-valerolacton und (-)-5-(3’,4’-Dihydroxyphenyl)- y-valerolacton sind
spezifische Metabolite der Catechine und konnen ca. 7-13 h nach Flavonoid-Einnahme im

Urin nachgewiesen werden [97,98].
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1.2.5 Physiologische Effekte der Flavonoide

Epidemiologie

Es ist seit vielen Jahren bekannt, dass ein bestimmtes Erndhrungsverhalten den allgemeinen
Gesundheitszustand beeinflussen und vor chronischen Krankheiten schiitzen kann.

Der tigliche nahrungsbedingte Konsum der Flavonoide ist deutlich héher als der anderer
Mikronihrstoffe (z.B. antioxidativer Vitamine und Provitamine), ein Aspekt, der das Interesse
der Wissenschaft weckte und zu zahlreichen in-vivo und in-vitro Studien fiihrte. Das
vermutlich best untersuchte Flavonoid ist das Flavonol Quercetin, welches glykosidisch
gebunden vor allem in Ginkgo biloba, Crataegus-Arten und seinem Namensgeber Quercus
ssp. (Eiche) zu finden ist. Epidemiologische Studien belegen eine Korrelation zwischen
erthohtem Flavonoid-Konsum und einem verminderten Risiko fiir bestimmte
Krebserkrankungen [99], Schlaganfille [100], und koronare Herzerkrankungen (KHK) [101-
104]. Neuere Untersuchungen konnten dhnliche Effekte fiir Procyanidine und deren Flavanol-
Untereinheiten aufzeigen [105-108]. Die Eigenschaften der Flavanole und Procyanidine
konnen als antiinflammatorisch, vasoprotektiv, antibronchokonstriktorisch,
antiarteriosklerotisch und antikarzinogen charakterisiert werden. Meist liegen den Effekten

komplexe Wirkmechanismen zugrunde.

Oxidativer und nitrosativer Stress

Oxidativer Stress resultiert aus einem Ungleichgewicht zwischen Oxidantien, so genannten
reaktiven Sauerstoff (ROS)-Spezies und antioxidativen Abwehrsystemen. Prooxidative
Prozesse werden als Mechanismus in der Pathogenese von Krankheiten wie KHK und anderer
vaskuldrer Erkrankungen, Schlaganfall, entziindlichen Prozessen, neurodegenerativen
Fehlfunktionen und Krebs diskutiert [109]. Lipide, Proteine und Nukleinsduren sind
Zielstrukturen von ROS, die durch Oxidationsreaktionen ihre Funktion teilweise oder auch
ganz verlieren. Ein Beispiel fiir diese Schiddigung ist die Lipidperoxidation, die zum Verlust
dynamischer Eigenschaften der Zellmembran oder zur oxidativen Modifikation von LDL
fiihren kann. LDL-Oxidation spielt eine Schliisselrolle in der Entstehung von Arteriosklerose.
Dariiber hinaus konnen die aus dem oxidativen Angriff resultierenden Produkte

weiterreagieren und biologisch relevante Molekiile schiddigen. Die Stiarkung der
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antioxidativen Verteidigungssysteme wird als eine Moglichkeit in der Prdvention von
Krankheiten gesehen, in deren Pathogenese oxidativer Stress eine Rolle spielt.

Viele Flavonoide, im Besonderen Epicatechin, weisen antioxidative Wirkungen auf.
Aufgrund ihrer Struktur haben Flavanole wie alle Polyphenole reduzierende Eigenschaften
und konnen radikalisch ablaufende Kettenreaktionen (z.B. Lipidperoxidation) unterbrechen.
Sie interagieren mit anderen Antioxidantien wie a-Tocopherol (Vitamin E), B-Carotin
(Provitamin A) oder Ascorbinsdure (Vitamin C) und schiitzen, als Bestandteil des
antioxidativen Netzwerks, Zellbestandteile vor dem Angriff von ROS. Die chemische
Struktur bestimmt ihr Redox-Potential, wobei Polyphenole mit zwei vicinalen
Hydroxygruppen am aromatischen Rest bessere antioxidative Eigenschaften besitzen, als
solche mit nur einer freien Hydroxygruppe [110]. Epicatechin ist ein besseres Antioxidans, als
Catechin [111-115].

Bei Untersuchungen mit Quercetin stellte sich heraus, dass Sulfatester und Glucuronide einen
Teil ihrer antioxidativen Eigenschaften behalten und in-vitro die Oxidation von LDL
verzdgern konnen [82]. Studien zu sulfatierten oder glucuronidierten Flavanolen stehen noch
aus. Am Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass Flavonoide den
Arterioskleroseprozess verzogern [116].

Auch durch reaktive Stickstoff-Spezies (RNS) wie NO, Peroxynitrit oder Nitrit verursachter
nitrosativer Stress kann zu Modifikationen von Zellbestandteilen fiihren. Peroxynitrit (NOO")
ist neben Nitrit (NO;") ein Produkt von NO, das unter anderem eine Tyrosin-Nitrierung im
LDL-Apoprotein verursacht. Epicatechin ist in der Lage, diese Reaktion in-vitro zu hemmen
[117]. Auch in anderen Systemen wurden Peroxynitrit-induzierte Nitrierungsreaktionen schon
durch niedrige Epicatechin-Konzentrationen unterdriickt, wéhrend fiir die Hemmung

oxidativer Reaktionen hohere EC-Konzentrationen notwendig waren [118].

EinfluB auf prooxidative Enzyme

Um ein besseres Verstindnis fiir die protektiven Mechanismen gegen die ROS-induzierten
oxidativen Schiddigungen zu erlangen, wurden Studien zur Interaktion von Flavanolen mit
prooxidativen Enzymsystemen durchgefiihrt.

Schwerpunkt dieser Studien sind Enzyme und Metabolite des Arachidonsédure-Stoffwechsels.
Arachidonsdure ist Substrat fiir Lipoxygenasen (LOX) und Cyclooxygenasen (COX). Eine
LOX-Aktivierung fithrt zur Bildung verschiedener inflammatorischer Mediatoren; hierbei

sind vor allem die Leukotriene, konjugierte Hydroxyeicosatetraensduren, Hepoxiline und
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Lipoxine zu nennen. Hinzu kommen die durch Cyclooxygenasen (COX) gebildeten
Eicosanoide wie die Prostaglandine, Prostacycline und die Thromboxane (s. Kapitel 1.1.4).
Viele dieser Substanzen werden in Verbindung mit frithen Stadien der Arteriosklerose
gebracht und konnen somit ein potentielles Ziel fiir kardioprotektiv-wirkende Agentien sein
[119]. Eine Hemmung dieser Enzyme fiihrt zu antiinflammatorischen, vasoprotektiven und
antibronchokonstriktorischen Effekten [78].

Studien zu den Effekten von Flavanolen und Procyanidinen zeigten eine Inhibierung
verschiedener LOX durch Mono- bis Dekamere [120,121]. Es wird vermutet, dass Flavonoide
sowohl die LOX-Aktivitit hemmen, als auch die wihrend der LOX-induzierten
Lipidperoxidation (LPO) entstehenden freien Radikale abfangen. Diese Mechanismen werden
unter anderem zur Erkldarung der Effekte von Kakaoflavonoiden auf das vaskuldre Endothel
herangezogen [78].

Die genaue Interaktion zwischen Flavonoiden und Arachidonsdure-Metaboliten ist noch nicht
vollstidndig geklart. In einer humanen Interventionsstudie fiihrte die Einnahme von Kakao mit
hohem Flavonoid-Gehalt zu einer signifikanten Abnahme des Verhiltnisses von Cysteinyl-
Leukotrienen zu Prostacyclin (=Prostaglandin I) im Plasma [122].

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein weiteres prooxidatives Enzym, das nach
inflammatorischen Stimuli von Neutrophilen, Macrophagen oder Phagozyten sezerniert wird
und sowohl an inflammatorischen, als auch arteriosklerotischen Reaktionen beteiligt ist
[123,124]. Epicatechin und Procyanidine konnen einer MPO/Nitrit-induzierten Oxidation von
LDL entgegenwirken: sie verliangern dosisabhingig die lag-Phase der Bildung konjugierter
Diene und vermindern die Reaktionsrate der Lipidperoxidation. Im Gegensatz zur Interaktion
mit Lipoxygenasen basiert die Interaktion mit MPO und Flavonoiden nicht auf einer direkten

Enzyminhibierung, sondern alleine auf der antioxidativen Wirkung [125].
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Thrombozytenaggregation:

Thrombozytenaggregation ist eine kritische Reaktion, die wihrend der Initiation koronarer
Thrombose stattfindet. Eine Verminderung der Thrombozytenaggregation spielt in der
Privention von Myokardinfarkten und Schlaganfillen eine Rolle. Studien zur
Thrombozytenfunktion in Anwesenheit von Flavanolen und Procyanidinen zeigten eine
erniedrigte Thrombozytenaktivierung und Aggregation ex-vivo [126-128]. Nach Konsum von
Kakao konnte in Humanstudien eine Erniedrigung der primdren Hidmostase, der
Thrombozytenaggregation und des mittleren Thrombozytenvolumens beobachtet werden
[129-131]. Rein et al. postulieren, dass diese Effekte von Kakao-Flavonoiden auf einem
verminderten Arachidonsdure-Metabolismus und einer damit verbundenen Verminderung der
Thromboxan(TX)A,-Synthese basieren. Die molekulare Zielstruktur der Flavanole konnte

bisher nicht identifiziert werden [126,127].
Neben diesen direkt oder indirekt mit antioxidativen Prozessen verbundenen Mechanismen

werden mittlerweile auch nicht-antioxidative Wirkmechanismen von Flavonoiden diskutiert.

Eine dieser Eigenschaften ist die Modulation der Zell-Zell-Kommunikation durch Flavonoide.
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1.4 Zellulare Kommunikation tber Gap Junctions

Eine direkte Form der Kommunikation zwischen Zellen beruht auf der Diffusion
niedermolekularer Substanzen durch Zell-Zellkandle (Gap junctions, GJ), die eine
cytosolische Verbindung zwischen benachbarten Zellen und somit eine funktionelle Kopplung
des Zellverbandes herstellen [132]. Diese Form der interzelluliren Kommunikation iiber GJ
(Gap junctional intercellular communication, GJIC) wird kurz als Zell-Zell-Kommunikation

(ZZXK) bezeichnet.

Aufbau und Funktion

Gap Junctions dienen dem Austausch von Molekiilen von bis zu 1 kDa (z.B. Zucker, Peptide,
Nukleotide oder Signalstoffe). Dazu werden aus jeweils zwei Hemikanilen, den Connexonen,
wassergefiillte Kanéle mit einem Durchmesser von 2-4 um ausgebildet, die das Cytoplasma
benachbarter Zellen miteinander verbinden. Jedes Connexon besteht aus sechs Untereinheiten
unterschiedlicher Grof3e, den Connexinen (Abb. 1.11 A-B).

Die Einteilung der Connexine erfolgt nach ihrem Molekulargewicht; so hat das Connexin43-
Protein ein Molekulargewicht von 43 kDa. Connexine sind in nahezu allen Geweben
nachweisbar [133]. Die Membrantopologie ist fiir alle Connexine &hnlich. Die
Polypeptidkette eines Connexins durchlduft die Membran viermal in einer M-Form, mit den
amino- und carboxyterminalen Regionen sowie der zentralen Schleife im Cytoplasma
(Abb. 1.11 C). In den zwei extrazelluliren Schleifen befinden sich drei Cysteinreste, die an
der Bildung funktionsfdhiger Kanile beteiligt sind [134]. Die carboxyterminale Region
variiert stark zwischen den Connexinen und reguliert vermutlich die GJ-Bildung und die

Kanalpermeabilitit.
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Abb. 1.11: (A-B) Schematische Darstellung der Gap Junctions; jeweils 6 Untereinheiten
(Connexine) bilden einen Halbkanal (Connexon); (C) Membrantopologie der Connexine (aus:

Willecke et al. 2002 [135])

Die Funktionsfahigkeit der GJ ist abhdngig vom korrekten Ein- und Aufbau der Connexine.
Nach Synthese der Connexin-Untereinheiten in membrangebundenen Ribosomen erfolgt eine
Oligomerisation zu Connexonen im endoplasmatischen Retikulum (ER) und der Transport
tiber Vesikel zum Golgi-Apparat [136]. Mit unterschiedlichen Halbwertszeiten (2-5 Std.)
werden Connexine aus der Membran ausgebaut und von Lysosomen oder Proteasomen
abgebaut [137,138].

Mit Ausnahme von einigen Neuronen, Erythrozyten und Spermien sind Connexine im
gesamten Organismus anzutreffen. Die Verteilung der Connexine ist gewebe-spezifisch; das
in der Epidermis, im Riickenmark, im Myokard und in den Endothelzellen anzutreffende

Connexin43 ist das am haufigsten vorkommende [132,139].

46



Kapitel 1- Einleitung

Requlierung der ZZK

Die Connexin-Expression wird als Reaktion auf ein rezeptor-aktiviertes Signalsystem
gesteuert. Viele toxikologisch und pharmakologisch aktive Substanzen sind in der Lage,
sowohl die direkte als auch die verzogerte Regulation der Connexinmenge zu beeinflussen.
Die wichtigsten endogenen Faktoren sind der pH-Wert, cAMP und die Calciumkonzentration.
Inhibitoren der ZZK sind Tumorpromotoren, Wachstumsfaktoren und Onkogene [134,140].
Ein basales Niveau an posttranslationaler Phosphorylierung erméglicht den Zusammenbau
funktioneller Kanile und die Aktivierung der GJIC [141]; eine Hyperphosphorylierung des
Connexin-Proteins an den Aminosduren Serin und Threonin fiihrt dagegen zu einer Hemmung
der Kommunikation.

Die fiir die Regulierung der ZZK wichtigsten Proteinkinasen sind Proteinkinase A,
Proteinkinase C und mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK). Sie phosphorylieren Serin-
oder Threoninreste am C-terminalen Ende. In der Sequenz des Connexin43-Proteins gibt es
mehrere Positionen, die phosphoryliert werden konnen. Neben der Regelung der ZZK durch
Proteinphosphorylierung spielt auch die Beeinflussung der Connexin-Expression eine Rolle.

[142,143].
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1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung Mikrondhrstoff-haltiger Supplemente mit
Hilfe unabhingiger Messverfahren am Menschen zu untersuchen. Dazu sollten verschiedene

Interventionsstudien am Menschen durchgefiihrt werden:

Effekt einer Einmaldosis Polyphenole aus verschiedenen Quellen auf die endotheliale
Funktion: Nach Einnahme von Flavanol-, Flavanon- und Procyanidin-haltigen Priparaten
sollte iiber einen Zeitraum von 6 h der periphire arterielle Tonus wihrend reaktiver
Hyperamie bestimmt werden. Zugleich sollten die Konzentrationen der Testsubstanzen und

die verschiedener Metabolite mittels HPLC analysiert werden.

Weitergehend sollten die Langzeiteffekte nach téglicher Supplementierung mit Flavanolen in
Hinblick auf Photoprotektion, Mikrozirkulation, Physiologie und Hydration der Haut
untersucht, sowie eine mogliche Anderung der Flavanol-Konzentrationen in Plasma- und
Erythrozyten untersucht werden. Fiir den Versuch standen zwei Formulierungen mit
unterschiedlichem Flavanol-Gehalt zur Verfiigung, die iiber 12 Wochen eingenommen

wurden.

Um den Einflul von ®-3- und w-6-Fettsdure-haltigen Nahrungssupplementen auf sensible
Haut zu untersuchen, sollte eine weitere Studie iiber 12 Wochen durchgefiihrt werden, bei der
die Probanden tiglich Olkapseln mit unterschiedlichem ®-6/w-3-Fettsiure-Anteil einnehmen.
Gemessen werden sollte die Verminderung der Hautsensitivitit im Nicotinat-Test, sowie
Parameter der Hautphysiologie und des Hydrationszustandes. Simultan sollte festgestellt
werden, ob die Supplementierung zu einem verdnderten Verhiltnis von ®-6/®-3-Fettsduren in

Plasma und Erythrozyten fiihrt.

Zusitzlich sollten in-vitro-Untersuchungen zur Stabilitdt von S-Nitrosoglutathion in
Gegenwart und Abwesenheit von Epicatechin durchgefiihrt werden. Des Weiteren sollten die
in den Studien eingesetzten Flavonoide auf ihre Fahigkeit gepriift werden, die interzellulédre
Kommunikation iiber Gap Junctions in Endothelzellen zu beeinflussen. Als Modellsystem

wurde eine murine Aorten-Endothelzelllinie verwendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Gerate und Materialien:

Bei der Durchfithrung der vorliegenden Arbeit fanden die im Folgenden aufgelisteten
Chemikalien, Gerite und Materialien Verwendung. Gerite und Materialien, die fiir spezielle
Anwendungen eingesetzt wurden, werden in den entsprechenden Methodenabschnitten
aufgelistet. Die Herstellung simtlicher Losungen erfolgte mit membranfiltriertem Wasser, zu
dessen Gewinnung eine Milli-Q® académic Reinstwasseranlage (Millipore GmbH, Eschborn)

Anlage diente.

Chemikalien:

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Losungsmittel und Chemikalien von Sigma-
Aldrich (Deisenhofen, D) oder Merck (Darmstadt, D) bezogen und hatten mindestens p.A.-
Qualitit.

Fettsauremethylester (FAME)-Standards wurden von Supelco (Deisenhofen, D) bezogen.
Stickstoff der Reinheit 5.0, Helium (hochste Reinheit) und synthetische Luft (hochste
Reinheit) wurden von Linde (Hollriegelskreuth, D) geliefert. SuperSignal® West Femto
Maximum Sensitivity Substrate stammt von Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL, USA).
Fir die SDS-PAGE wurde ein Proteinmarker der Fa. Biomol GmbH (Hamburg, D)
verwendet.

3’-0O-Methyl-Catechin, 4’-O-Methyl-Catechin, 3’-O-Methyl-Epicatechin, 4’-O-Methyl-
Epicatechin wurden von Mars Inc. (Hackettstown, NJ, USA), eine Fraktion Procyanidin-

Dimere freundlicherweise von Prof. Schewe zur Verfiigung gestellt.

Verwendete Enzyme:

Hesperidinase aus Aspergillus niger
Naringinase aus Penicillium decumbens

S-Glucuronidase/Sulfatase Typ H-2 aus Helix pomatia
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Verwendete Antikorper:

Tab. 2.1: Verwendete Antikorper; die jeweiligen Volumen-% geben die Verdiinnung in 1 %
Magermilchpulver [in TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20, siehe Kapitel 2.5.6.3) (w/v)] an.

Abweichungen werden in den einzelnen Kapiteln beschrieben.

Hersteller v/v
primire Antikorper
monoklonaler rabbit-anti-Connexin43 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D 12000
C6219
mouse-anti-eNOS Becton Dickinson, Plymouth, UK 1:1000
mouse-anti-GAPDH Chemicon, Hampshire, UK 1:2000
sekundire Antikorper
ImmunoPure® Peroxidase conjugated Pierce Biotechnology, Inc., 120000
goat-anti-mouse 1gG (H+L) Rockford, IL, USA
ImmunoPure® Peroxidase conjugated Pierce Biotechnology, Inc.,
goat-anti-rabbit IgG (H+L) Rockford, IL, USA 110000
Alexa 546 goat-anti-rabbit IgG Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 1:800
Verwendete Geréte und Materialien:
Semi-Dry-Blotter: EBU-4000, CBS Scientific Co, Del Mar, CA, USA
Elektrophoresekammer: Invitrogen GmbH, Karlruhe, D
Elisa-Reader: PowerWaveX, Bio-Tek Instuments,
Femtotips: Eppendorf, Hamburg, D
Fluoreszenzmikroskop: Typ IM 35, Eppendorf, Hamburg, D
Kiivetten: No 67.742, 1dm, Plastik, Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, D
Magnetriihrer: IkamagRCT, IKA-Labortechnik, Staufen i.Br., D
Mikroinjektor: Typ 5242, Eppendorf, Hamburg, D
Mikromanipulator: Typ S170, Eppendorf, Hamburg, D
SPE-Siulen: C-18 Nr. 400020, Cayman Chemical, Ann Arbor, M1, USA
SPE-Pumpe: Laboport, KNF Neuberger, Freiburg, D
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pH-Meter:

Photopapier
Pipetten:

Power Supply:
Probengefile(GC):

Probengefille (HPLC):

Reaktionsgefille:

Schiittler:

Trockenschrank:
Ultraschallbad:
Spektrophotometer:
Vortexer:

Waagen:

Wasserbider:

Zentrifugen:

pH211 Microprocessor pH-Meter, Hanna Instruments,
Ijsselstein, NL

Kodak Biomax Light Film, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Typ E835, Consort, Turnhout, B

1,5 ml Rollrand Probenflaschchen, Glas,

mit Bordelkappen und Septum (Perkin Elmer, Shelton, USA)
2,0 ml Gewindefldschchen, Glas, mit

Septen (G8-Sil/gs) und 200 ul-Mikroeinsitzen (G30)
(CS-Chromatographie Service, Miinchen, D)

Safe-Lock, 1,5 ml und 2,0 ml, Eppendorf AG, Hamburg, D
PP-Rohrchen Natur 12, 15 und 50, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen, D

Typ 3016, GFLmbH, Burgwedel, D

Rotamax 120, Heidolph Instruments, Schwabach, D

UT 6200 Heraeus Instuments, Hanau, D

Sonorex Super Digital, Bandelin electronic, Berlin, D
Du®530 Life Science, Beckmann Industries, Miinchen, D
VortexGenie 2, Scientific Industries Inc, Bohemia, NY, USA
1603MP und 2442, Sartorius AG, Gottingen, D
Thermo-Temp, mgw, Lauda, D

Typ 1083, GFLmbH, Burgwedel, D

Universal 30RF, Hettich AG, Miihlheim a.d. Ruhr, D
Sepatech Biofuge A, Heraeus, Diisseldorf, D
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HPLC-Systeme:

Pumpen: L-7100, L-6200, L-6200A, Merck Hitachi, Darmstadt, D
Sédulenofen: 655A-52, Merck Hitachi, Darmstadt, D

Autosampler: L-2200, Merck Hitachi, Darmstadt, D

Interface: D-7000, Merck Hitachi, Darmstadt, D

Software: D-7000-HSM, Merck Hitachi, Darmstadt, D
Elektrochemischer Detektor: Coulochem Model 5100A, ESA Inc.; Bedford, MA, USA
Fluoreszenzdetektor: L-7485, Merck Hitachi, Darmstadt, D

UV/VIS-Detektor: L-4250, Merck Hitachi, Darmstadt, D

Integrator: D-7500, Merck Hitachi, Darmstadt, D

Gaschromatographie / Flammenionisationsdetektion:

Clarius 500 PE AutoSystem GC mit eingebautem Autosampler, Perkin Elmer, Shelton, USA
Die Auswertung erfolgt iiber TotalChrom Navigator Software Version 6.2.1 2003 von Perkin
Elmer, Shelton, USA

2.2 Nahrungssupplemente, Strukturformeln der Testsubstanzen und

Stammlésungen

Nahrungssupplemente fiir die Interventionsstudien

Kakaopulver mit hohem bzw. niedrigem Polyphenolgehalt wurde von Mars Inc.
(Hackettstown, NJ, USA) geliefert und lag bereits in wasserdichten Packungen a 18 g
(entsprechend einer Dosis) abgepackt vor. Der Traubenkernextrakt (TKE) wurde von
Eurochem Feinchemie GmbH (Grobenzell, D) bereitgestellt. Fiir die Studie wurde der TKE in
Hartgelatine-Steckkapseln Gr. 0 verkapselt. Die Flavanon-Tabletten stammen von KAL (Park
City, UT, USA), die Ol-Weichgelatine-Kapseln aus dem Institut fiir Dermatologie in Witten-
Herdecke.

Die Zusammensetzungen der einzelnen Supplemente werden in Kapitel 3.2.1 behandelt.

52



Kapitel 2 — Material und Methoden

Strukturformeln der Testsubstanzen:

(-)-Epicatechin
(5,7,3¢,4*-Tetrahydroxyflavan)

3% 0-Methyl-(-)-epicatechin Procyanidin B2
(5,7,4¢-Trihydroxy-3‘-methoxyflavan) [(-)-Epicatechin-(4-f—8)-(-)-Epicatechin]

OCH,
o o L]
O OH

OH O

Hesperetin

. ‘ Genistein
(5,7,3"-Trihydroxy-4‘-methoxyflavon) (57 3¢ Trihydroxy-3-isoflavon)

Abb. 2.1: Strukturen der Testsubstanzen der Interventions- und in-vitro-Studien
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Stammliésungen:

Tab. 2.2: Molekulargewicht, Losungsmittel und Konzentrationen der Stammlosungen der in

den Studien verwendeten Substanzen

M, Konzentration Losungsmittel
HPLC-Analytik
(+)-Catechin 290,3 3,45 uM MeOH
(-)-Epicatechin 290,3 3,45 uM MeOH
3’-0-Methyl-Catechin 320,32 3,12 nM MeOH
4’-O-Methyl-Catechin 320,32 3,12 nM MeOH
3’-0O-Methyl-Epicatechin 320,32 3,12 nM MeOH
4’-0O-Methyl-Epicatechin 320,32 6,24 nM MeOH
Procyanidin B2 578,52 3,46 uM MeOH
Hesperetin 302,3 3,31 uM MeOH
(+/-)- Naringenin 2723 3,67 uM MeOH
GC-Analytik
FAME-Mischung - 2-6 % CHCl3
Zellkultur
(-)-Epicatechin 290,3 40 mM DMSO
Procyanidin B2 578,52 40 mM DMSO
3’-0-Methyl-Epicatechin 320,32 40 mM DMSO
Hesperetin 302,3 40 mM DMSO
Genistein 270,2 40 mM DMSO

Alle Stammlosungen wurden bei -20°C gelagert.
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2.3 Quantifizierung: instrumentelle Analytik:

2.3.1 Analytik der Flavanole:
2.3.1.1 Probenaufbereitung:

2.3.1.1.1 Biologisches Material: Plasma und Erythrozyten

Enzymatische Hydrolyse

Flavanole liegen im Blut in ihren metabolisierten Formen vor. Um nicht nur die O-
methylierten Flavanole sondern auch die Glucuronide, Sulfate oder Sulfoglucuronide
nachzuweisen, miissen diese erst in ihre freie Form iiberfiihrt werden. Dazu wird ein 500 pl-
Aliquot von frisch aufgetautem Plasma bzw. Erythrozytensuspension mit 1 ml 100 mM
Natriumsulfat-Puffer pH 5 gemischt und mit 20 pl B-Glucuronidase/Sulfatase-Gemisch
versetzt (entsprechend 2000 bzw. 150 Units Enzym). Die Hydrolyse erfolgt im Wasserbad bei
37°C fiir 30 min.

Extraktion mit tert-Butylmethylether (TBME)

Die Flavanole werden 1 min mit 6 ml TBME unter Schiitteln extrahiert und zur
Phasentrennung 2 min bei 4000 rpm zentrifugiert. 5 ml des organischen Uberstandes werden
in ein separates Reaktionsgefdl iiberfithrt und unter einem Stickstoffstrom getrocknet, die
ReagensgefiBwinde werden kurz vor der Trockne mit 1 ml Diethylether gewaschen und
erneut abgeblasen. Fiir die HPLC-Analyse wird der Riickstand in 20 ul Methanol

aufgenommen und mit weiteren 100 ul Fliessmittel versetzt.

2.3.1.1.2 Lebensmittelproben: Kakaopulver

500 mg Kakaopulver werden mit 25 ml Extraktionsmittel (HO/MeOH 1:1 v/v) 30 min unter
konstantem Riihren extrahiert. Das Gemisch wird nun auf ein Endvolumen von 50 ml gefiillt,
2 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wird weitere 30

min mit 25 ml frischem Extraktionsmittel geriihrt, auf 50 ml aufgefiillt und erneut unter
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obigen Bedingungen zentrifugiert; man erhélt den 2. Extrakt. Die Extrakte werden mit
Mikrofiltern (Porengrofle 45um) von Schwebstoffen befreit und unverdiinnt einzeln mittels

HPLC analysiert.

2.3.1.2 Umkehrphasen-Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC)

In dem hier verwendeten HPLC-System kann die Detektion sowohl elektrochemisch als auch
per Fluoreszenz erfolgen. Die Elution erfolgt isokratisch, wobei das Fliessmittel in einem

zirkulierenden System gehalten wird.

Mobile Phase: 2 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 3,0/ACN ; 84/16 ; v/v

Injektionsvolumen: 50 ul

Flussrate: 1 ml/min, isokratisch

Vorséiule: RP 18e (Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland)

Saule: LiChrospher 100 RP18e, 150 mm x 4,6 mm, SuM (Merck
Hitachi, Darmstadt, Deutschland)

Séulenofen: 37°C

Detektion: ECD: Schutzzelle: +800 mV, Vorzelle: +100 mV

analytische Zelle: +550 mV

Fluoreszenz: Aanregung: 280 NM, Agmigsion: 310 nm

Die Quantifizierung erfolgt iiber die externe Standard-Methode. Die Stammlésungen werden
in 100 mM Phosphatpuffer pH 5 auf die entsprechenden Konzentrationen verdiinnt und mit
biologischem Material gemischt, so dass Endkonzentrationen von 0 bis 200 ng/ml erreicht
werden. Das Volumen und die Aufarbeitung werden hierbei wie unter 2.3.1.1.1 beschrieben
gehalten. Zur Bestimmung des Flavanol-Gehaltes in Lebensmittelproben werden die

Arbeitslosungen in 50% MeOH hergestellt und direkt in das System HPLC-System injiziert.
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2.3.2 Analytik der Flavanone
2.3.2.1 Probenaufarbeitung

2.3.2.1.1 Biologisches Material: Plasma und Erythrozyten

Enzymatische Hydrolyse

Da sowohl Hesperetin als auch Naringenin nicht frei in Plasma vorliegen, muss der
Bestimmung eine Deglucuronidierungs- bzw. Desulfatierungsreaktion voran gehen. Dazu
wurde eine Modifikation der Routinemethoden von Erlund und Matsumoto verwendet
[68,144]. Die Inkubationsansitze enthalten jeweils 500 ul frisch aufgetautes Plasma, 500 ul
Phosphatpuffer (100 mM pH 6,0) und 20 ul S-Glucuronidase/Sulfatase (entsprechend 2000
bzw. 150 Units Enzym). Die Reaktionsdauer betrdgt 2h (37°C im Wasserbad).

Reiniqung und Aufkonzentration:

Die Aufreinigung der freien Flavanone mittels Festphasenextraktion (SPE) dient dazu,
Storungen durch Plasmabestandteile in der nachfolgenden HPLC-Analytik zu vermeiden.
C18-Umkehrphase-Kartuschen (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) werden mit 3 ml
MeOH aktiviert, mit 3 ml Kalium-Phosphatpuffer (70 mM pH 2,5) equilibriert und mit dem
Inkubationsansatz versehen. Zur Erhohung der Fliessgeschwindigkeit wird hier mit einer
SPE-Pumpe ein Vakuum erzeugt. Anschlieend wird mit 6 ml des Puffers und 1 ml dest. H,O
gewaschen, um die Salzkonzentration zu verringern. Die Elution erfolgt mit 3 ml MeOH in
ein separates Plastikrohrchen. Die Probe wird nun unter Stickstoff eingedampft, die Winde
des Rohrchens mit Diethylether gespiilt und erneut eingedamptft.

Das trockene Konzentrat wird unmittelbar vor der Analyse mit 100 ul FM aufgenommen. Im
Falle der Erythrozytenaufarbeitung wird der Riickstand nach Redispersion vor der Analyse

mit 1 ml TBME extrahiert, erneut eingedampft und in 100 ul FM aufgenommen.
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2.3.2.1.2 Nahrungssupplemente (Interventionsstudie I1I)

Enzymatische Deqlykosidierung zur Bestimmung des Hesperetin- und Naringenin-

Gehaltes in den eingesetzten Supplementen

Die Zitrusfrucht-Tabletten werden gemorsert und jeweils 100 mg des Pulvers mit 50 ml
Enzymlosung versetzt. Fiir die Deglykosidierung wurden folgende Enzymlosungen
eingesetzt: 2 mg Hesperidinase /ml 5 mM Tris pH 3,8 (entsprechend 2 mU/ml) und 2 mg
Naringinase / ml 5 mM Tris pH 4,0 (entsprechend 0,6 U/ml). Die Inkubation erfolgt fiir 2 h
bei 40°C im Wasserbad. Anschlieend werden die Inkubationsansitze bei 5 min bei 5000 rpm

zentrifugiert. Die Messung erfolgt direkt aus dem filtriertem Uberstand (45um PorengroBe).

2.3.2.2 RP-HPLC-Analytik der Flavanone:

Mobile Phase: 70 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 2.4/ACN/TFA ; 70/30/0,1; v/v/v
Injektionsvolumen:  50ul

Flussrate: 0,8 ml/min, isokratisch

Saule: Suplex pKb100, Lénge: 25 cm x 4,6 mm, 5 pum (Supelco, Bellefonte,

Pennsylvania, USA)
Detektion: UV-metrisch, A=280 nm
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2.3.3 Bestimmung des Fettsauremusters
2.3.3.1 Fettsaureextraktion

2.3.3.1.1 Biologisches Material: Plasma und Erythrozyten

Extraktion aus Plasma:

Die Probenaufbereitung erfolgt nach einer Modifikation der Methode von Folch et al. [145].
Hierbei werden 500 ul frisch aufgetautes Plasma in einem Reaktionsgefil aus Glas mit
SchraubverschluB3 und Teflondichtung mit 5 ml einer Chloroform/Methanol-Mischung [2:1
v/v; 200 mg/l BHT als Antioxidanz]. Der Ansatz wird 45 min bei 37°C auf dem
Schwenkwasserbad gehalten. Nach Zugabe von 1,5 ml 0,9 % NaCl-Losung wird 5 min bei
4000 rpm / 4°C zentrifugiert, die untere Phase mit einer Glaspipette entnommen und mit 500

ul MeOH/NaCl 0,9%/CHCl; 48/47/3 v/v/v gewaschen.

Extraktion aus Erythrozyten:

500 pl frisch aufgetaute Erythrozytensuspension werden mit 2,5 ml MeOH homogenisiert und
mit 2,5 ml CHCI:/BHT [200 mg/l BHT] bei Raumtemperatur konstant gemischt. Die lipophile
Phase wird mit einer Glaspipette abgetrennt und der Zellriickstand mit weiteren 3 ml des
CHCI3/BHT-Gemisches extrahiert. Die Phasen werden durch Zentrifugation bei 2000 rpm /
4°C fiir 5 min getrennt, die lipophilen Phasen vereinigt und anschlieend mit 1 ml NaCl [0,9

% wiv] gewaschen.

2.3.3.1.2 Nahrungssupplemente

Kakaopulver (Interventionsstudie | und Ill)

500 mg des Kakaopulvers werden in einem Glasrohrchen mit 4 ml Diethylether 20 min bei
Raumtemperatur unter konstantem Schiitteln extrahiert. Nach Zentrifugation fiir 3 min bei
5000 rpm / 15°C wird der etherische Uberstand abpipettiert und in ein austariertes

Glasrohrchen iiberfiithrt. Die Extraktion wird zweimal wiederholt und die Phasen vereint.
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Ol-Weichgelatine- Kapseln (Interventionsstudie i)

Vor der Extraktion wird das Gewicht der Kapseln bestimmt. AnschlieBend wird die
Kapselhiille mit einem Skalpell zerstort und der Inhalt mit Hexan extrahiert; aus der Tara der

leeren Kapselhiille errechnet sich die eingesetzte Olmenge.

2.3.3.2 Basenkatalysierte Transmethylierung zur Herstellung von FAME

Die jeweiligen lipophilen Extrakte werden unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockne
eindampft. Die Transmethylierung erfolgt in Anlehnung an Eder et al. [146] in einem
Glasrohrchen mit Schraubverschlufl unter H,O-Ausschluss. Dazu wird Natriummethylat in
zuvor mit Natriumsulfat getrocknetem MeOH gelost, so dass eine 3%ige Losung entsteht. Die
trockenen Extrakte werden mit 3 ml Transmethylierungs-Reagens versetzt und fiir 1,5 h bei
60°C inkubiert, wobei sie alle 20 min durchmischt werden. Danach wird das Gemisch durch
Zusatz von 1 ml 0,25 M HCI neutralisiert und die Fettsdure-Methylester (FAME) 2 mal mit je
3 ml Hexan extrahiert und auf ein Endvolumen von 350 ul eingeengt. Das Konzentrat wird in
Probengefifle iiberfiihrt und kann nach Versiegelung mit einer Metallkappe mehrere Monate

bei -80°C gelagert werden.

2.3.33 Gaschromatographie — Flammenionisationsdetektion (GC-FID)
Triagergas: N, ; Geschwindigkeit 14 cm/s (linear)
Séaule: 50 %-Cyanopropylmethyl-50 %-phenylmethylpolysiloxan,
320 um /30 m
Injektionsvolumen: 2 ul (Plasma und Nahrungssupplemente); 3 ul RBC-Proben
Split: 1:10
Injektortemperatur: 230°C
Temperaturprogramm: 120°C = 160°C (20°C/min konstant)
160°C - 220°C (1°C/min konstant; 23 min final hold)
Detektortemperatur: 260°C

Die Peak-Identifizierung erfolgt iiber eine standardisierte FAME-Mischung; der relative
Gehalt an FS wird durch Integration der Peakfldche und anschlieBender Division durch die

Fliche aller detektierbaren Peaks ermittelt (100 % - Methode).
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2.4 Interventionsstudien

2.4.1 Allgemeine Anforderungen an die Teilnehmer

An den folgenden Studien nahmen Probanden im Alter von 18-65 Jahren mit einem BMI von
18-25 kg/m” teil. Alle Probanden wiesen einen guten allgemeinen Gesundheitszustand auf.
Ausschlusskriterien waren Rauchen, Malabsorption, pathogener Lipidstoffwechsel,
Lebererkrankungen, Photosensibilitdt, kardiovaskuldre Erkrankungen, Einnahme von
Medikamenten, die das Ergebnis der Studie beeinflussen konnten, Einnahme von Vitaminen
und Nahrungssupplementen, sowie Schwangerschaft und Stillzeit. Die Probanden wurden
angewiesen, wihrend den Studien ihre normalen Efgewohnheiten beizubehalten und UV-
Exposition (Sonnenbédder und Solarien) zu vermeiden. 24 h vor den Blutentnahmen und/oder
Messungen der Hautparameter wurde auf flavonoid- und lipidreiche Nahrung verzichtet,
sowie 12 h vorher gefastet.

Die Probanden von Studie I und II wurden vom Dermatologischen Institut in Witten-
Herdecke rekrutiert. Die Probanden der Studie III waren Freiwillige des Institutes fiir
Biochemie und Molekularbiologie I der Universitit Diisseldorf.

Alle Probanden erhielten detaillierte Informationen iiber den Ablauf der Studie und gaben ihr

schriftliches Einverstindnis.

2.4.2 Gewinnung und Praparation von Plasma und Erythrozyten

Zur Blutentnahme wurde einheitlich das Vacutainer®-System (Becton Dickinson, Plymouth,
UK) in Kombination mit 10 ml ETDA-beschichteten Plastikrohrchen (S-Monovetten,
Sarstedt, Niimbrecht, D) verwendet. Die Blutproben wurden unmittelbar nach Entnahme 10
min bei 5000 rpm / 4°C zentrifugiert und die oberen 2/3 des Plasmaiiberstandes, sowie die
unteren 2/3 des Blutkuchens in PP-Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellwinde der Erythrozyten
werden durch wiederholtes Einfrieren/Auftauen gesprengt, so dass eine homogene
Zellsuspension entsteht. Das Probenmaterial wird bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.
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2.4.3 Polyphenolstudie: hoher vs. niedriger Polyphenol-Gehalt — EinfluB
auf Hautqualitat und Sonnenschutz (Interventionsstudie 1)

2.4.3.1 Studiendesign

Einzeldosis-abhangiger Einfluss auf die Mikrozirkulation der Haut

An dieser Studie nahmen 10 Probanden mit gesunder Haut des Typs II nach Fitzpatrick und
Pathak [147] im randomisierten Cross-over-Design teil. Zu Beginn der Studie (t0) wurde eine
erste Blutprobe entnommen und die Mikrozirkulations-Parameter Sauerstoffsittigung der
Haut (S-0,), relative Hamoglobinkonzentration (rHb), Blutfluss (BF) und —geschwindigkeit
(BV) in 1 mm und 8 mm Hauttiefe bestimmt. Danach verzehrten jeweils 5 Personen eine
Portion (18 g Kakaopulver in 100 ml heissem Wasser) Kakao mit hohem (HP) bzw.
niedrigem (LP) Polyphenolgehalt (detaillierte Zusammensetzung siehe Tab.3.1). Zu den
Zeitpunkten 1, 2, 4 und 6 h wurde erneut eine Blutprobe entnommen sowie die vier
Hautmessungen durchgefiihrt. Nach Einhaltung einer Ausschwemmphase von 14 Tagen
wurde der Versuch wiederholt, so dass jeder Proband sowohl das Kakaoprodukt mit dem
hohen als auch mit dem niedrigen Polyphenol(PP)-Gehalt in einem unabhéngigen Experiment

eingenommen hatte.

Einfluss von tédglicher Kakaopolyphenol-Einnahme auf dermatologische GréBen und

Photoprotektion

Um den Effekt einer tdglichen Einnahme von Polyphenolen aus Kakaopulver zu untersuchen,
konsumierten jeweils 12 Probanden mit gesunder Haut des Typs II nach Fitzpatrick und
Pathak [147] iiber einen Zeitraum von 12 Wochen téglich eine Portion Kakaopulver. Dabei
erhielt eine Gruppe 18 g Kakaopulver mit hohem (HP-Gruppe), die Kontrollgruppe 18 g mit
niedrigem (LP-Gruppe) PP-Gehalt. Mit Ausnahme der Messtage erfolgte die Einnahme
morgens zu einer Mahlzeit, das Kakaopulver wurde in 100 ml heissem Wasser gelost. Zu den
Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen wurden folgende, mit Photoprotektion und Hautzustand in
Verbindung stehende Parameter gemessen: Sensitivitit gegeniiber UV-Exposition,

Hautstruktur und —textur, Hydration, transepidermaler Wasserverlust, Elastizitit, Haaranalyse
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und MikrozirkulationsgroBen (S-O,, rHb, BF, BV) in 1 mm und 8 mm Hauttiefe; zeitgleich

wurden Blutproben entnommen.

2.4.3.2 Messung der Hautparameter

Sensitivitdt gegeniiber UV-Exposition — MED

Vor Studienbeginn wurde fiir jede Testperson mit Hilfe eines Sonnenlichtsimulators (Sol 3,
Honle, Miinchen, D) die minimale Dosis ermittelt, bei der Erythembildung auftritt (MED). Zu
den Testzeitpunkten wurde dorsale Haut (Schulterregion) mit 1,25-facher MED bestrahlt und
die Hautfarbe vor, sowie 24 h nach Bestrahlung (Erythemmaximum) in einem 3-
dimensionalen Farbsystem (L, a, b-Werte) chromametrisch gemessen (Chromameter CR 300
Minolta, Ahrensburg, D). Die L-Werte geben Auskunft iiber Helligkeit der Haut, die b-Werte
(Blau/Gelb-Achse) sind abhingig vom Pigmentierungsgrad. Mit Hilfe der a-Werte (Rot/Griin-
Achse) ist die Quantifizierung der Hautantwort auf UV-Bestrahlung moglich, sie stellen ein
MaSB fiir Erythembildung dar und werden als differentielle Werte angegeben (a-Wert nach —
a-Wert vor Bestrahlung).

Parameter der Mikrozirkulation — kutaner und subkutaner Blutfluss

Die MessgroBen Sauerstoffsittigung (S-O,), relative Hamoglobinkonzentration rHb,
periphérer Blutfluss (BF) und Flussgeschwindigkeit (BV) wurden mit Hilfe des O2C-Systems
(Lea Instruments, Giessen, D) bestimmt, einer Kombination aus Laserlicht und Weilllicht. Die
Messung wurde so konzipiert, dass mit einer Glasfasersonde die Durchblutungsparameter
zeitgleich in zwei getrennten Schichten (1 und 8 mm) tiefenselektiv in einer Messung
bestimmt werden konnen. Die Bestimmung von BV und BF basieren auf dem Doppler-Effekt,
wobei durch Erythrozytenbewegung eine Verschiebung in der Frequenz des detektierten
Laserlichts entsteht; mit steigender Erythrozytenzahl nimmt das Signal zu. Die Determination
von tHb und S-O, erfolgt photometrisch simultan iiber dieselbe Sonde. Die S-O, wird in %,

alle anderen MessgroBBen werden in AU (arbitrary units) angegeben.
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Physiologie: Struktur und Textur der Haut

Zur Bestimmung der Hautdichte und -dicke wurde ein Hochfrequenz Ultrasound B-Scan (20
MHz) mit 2-D-Konfiguration (Derma Scan C, Cortex Technology, Dinemark) eingesetzt.
Dieses Verfahren ermoglicht die nicht invasive Differenzierung einzelner Gewebestrukturen.
Den verschiedenen Echoamplituden werden 256 Falschfarben zugeordnet, dabei entsprechen
helle Farben einer hohen und dunkle Farben einer schwachen Reflektion (dargestellt in
Pixeln). Geringe Unterschiede im Reflektionsverhalten von Geweben konnen so sichtbar
gemacht werden. Die Charakterisierung der Oberfldchenprofile erfolgte tiber die SELS-
Methode (Surface Evaluation of Living Skin, Visioscan, Courage & Khazaka Electronics,
Ko6ln, D), welche auf der graphischen Darstellung lebender Haut unter Speziallicht, sowie
elektronischer Verarbeitung und Analyse des Bildes basiert. In einem definierten Testfeld
werden die Parameter Rauhigkeit, Schuppung, Glitte und Faltigkeit ermittelt. Die Darstellung
erfolgt in AU (arbitrary units) [36,148].

Elastizitat

Elastizitdtsmessungen wurden mit dem Cutometer (Courage & Khazaka Elektronik, Koln, D)
durchgefiihrt. Es besteht aus einer mikroprozessorgesteuerten Pneumatik mit elektronischer
Messungvorrichtung sowie einer Spezialmesssonde. Die Haut wird wihrend der Messung
durch Unterdruck in eine Offnung der Mess-Sonde gezogen. Dabei wird die Eindrucktiefe der
Haut in die Offnung durch ein optisches MeBsystem beriihrungslos erfasst. Die Ansaugphase
wird durch den Parameter R6 (viskoelastische Eigenschaften) und die Riickbildungsphase

durch den Parameter R7 (biologische Elastizitit) wiedergegeben.

Transepidermaler Wasserverlust (TEWL) und Hauthydration

Der TEWL wurde mit Hilfe eines TEWA-Meters (TM 300, Courage & Khazaka Electronics,
Koln, D) bestimmt und in g/lhm” angegeben, wobei die Wasserverdunstung als MaB fiir die
Barrierefunktion der Haut direkt an der Hautoberfldche mittels einer Spezialsonde gemessen
wird [149]. Die Hauthydration wurde corneometrisch gemessen (Corneometer CM 825,
Courage & Khazaka Electronics, Koln, D). Hierbei wird in relativen Messeinheiten (AU)

mittels einer kapazitiven Methode die Hautfeuchtigkeit bestimmt.
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Haaranalyse (Trichoscan)

Die Trichoscanmethode kann als Modifikation des klassischen Trichogramms angesehen
werden. Hierbei werden zunichst auf einem kleinen Kopfhautareal von ca. 2 cm® die Haare
mittels einer Lochschablone gekiirzt. Nach 3 Tagen werden die gekiirzten Haare angefirbt
und ein Videobild in 20-facher VergroBerung gespeichert. Mittels einer entsprechenden

Software werden automatisch die Anzahl der Haare und die Anagen-/Telogenhaare berechnet.

2.4.4 Lipidstudie: Einfluss w-3-reicher und w-3-armer
Nahrungssupplemente auf sensitive Haut (Interventionsstudie Il)

244.1 Studiendesign

An dieser Doppelblind-Studie nahmen 26 weibliche Personen im Alter von 18-65 Jahren teil.
Alle Probanden wiesen trockene, sensitive Haut auf. Die Gruppe A konsumierte iiber einen
Zeitraum von 12 Wochen tédglich vier Weichgelatinekapseln mit ca. 560 mg Leinsamendl, die
Gruppe B erhielt dagegen eine angeglichene Menge Kapseln mit ca. 560 mg Distelol. Zu den
Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen wurden die Parameter Hydration, TEWL, Textur und
nicotinat-induzierte Erythembildung bestimmt, sowie Blutproben entnommen. Die Probanden
wurden angehalten, das Supplement an den Versuchstagen im Anschluss an die Messungen

einzunehmen.

2.4.4.2 Messung der Hautparameter

Die Messung der Parameter Hydration, TEWL und Oberflichenstruktur (SELS-Verfahren)
erfolgt wie in Kapitel 2.4.3.2 beschrieben.

Um die Sensitivitit der Haut weiter zu charakterisieren, wurde ein Nicotinat-Test
durchgefiihrt; hierbei werden 5 pl/cm2 0,25 %ige Nicotinatlosung auf den Unterarm der
Probanden appliziert und die Erythembildung nach einer definierten Zeit chromametrisch
gemessen (Chromameter CM300, Minolta, Ahrensburg, D). Als zusitzliches Mal} fiir die
Erythembildung wird der kapillare BF bestimmt.
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2.4.5 PAT-Studie: Einfluss von Flavonoiden auf die Vasodilatation
wahrend reaktiver Hyperamie (Interventionsstudie lll)

2.4.5.1 Studiendesign

Die Studie wurde mit 4 weiblichen Probanden durchgefiihrt, zwischen den Testtagen lagen
mindestens zwei Wochen. Zu Beginn des Testtages wurde den Probanden eine Blutprobe
entnommen, sowie Puls und Blutdruck (BD) und PAT-Index (Peripheral Arterial Tonometry)
bestimmt. Danach konsumierten sie entweder 36 g Kakaopulver mit hohem (HP)
Polyphenolgehalt, 5 Zitrusfrucht-Tabletten, 5 Traubenkernextrakt-Kapseln mit jeweils 200 ml
Wasser beziehungsweise reines Wasser (Kontrolle). Zu den Zeitpunkten 1, 2, 4 und 6 h

wurden erneut Blutproben entnommen, sowie Puls, BD und PAT-Index bestimmt.

2.4.5.2 Bestimmung des periphidren arteriellen Tonus als Antwort auf

reaktive Hyperimie (RH)

Um Storungen des MeBsignales durch sympathische Aktivitit zu vermeiden, werden die
Probanden wihrend des gesamten Studientages in liegender Position gehalten, beginnend 30
min vor der ersten Messung zur Akklimatisierung. Mindestens 20 min vor jeder Messung
wird eine dorsale Position eingenommen und sichergestellt, dass Arme und Beine frei, in
waagerechter Position liegen. Die Raumtemperatur wird wéhrend der Studie konstant
gehalten. Die periphire arterielle Tonometrie ist eine Form der Okklusions-Plethysmographie
und wird mit dem ENDO-PAT (Itamar Medical Inc., Cesarea, Israel) bestimmt. Sie spiegelt
Verdnderungen oder Anomalien der endothelialen GefdBfunktion. Zu Beginn der Messung
wird eine Blutdruckmanschette um den Unterarm des Messarmes gelegt; die Mittelfinger
werden iiber inflatierbare Messsonden mit dem ENDO-PAT verbunden. Nach 10-miniitiger
Ermittlung der Basislinie wird die Manschette fiir exakt 5 min auf mindestens 30 mmHg {iber
dem systolischen BD gepumpt. Nach der Deflation kommt es durch das einstromende Blut zu
reaktiver Hyperdmie, das Signal wird weitere 5 min aufgezeichnet. Der PAT-Index wird
berechnet als Bruch der durchschnittlichen Amplitude (PWA, Pulse Wave Amplitude) des
PAT-Signals iiber ein Zeitintervall von 1 Minute, beginnend 1 Minute nach Deflation, geteilt

durch die durchschnittliche Amplitude des PAT-Signals iiber ein 3,5-Minuten-Intervall vor
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Okklusion (Basislinie). Danach wird der PAT-Index-Wert durch den des Kontrollarmes

normalisiert.

2.5 Zellkultur

2.5.1 Charakteristika der Zell-Linie

Alle Versuche wurden mit murinen Aorta-Endothel-Zellen (MAEC) bis Passage 29
durchgefiihrt; die Zellen wurden freundlicherweise von Frau Prof. Kolb-Bachhofen

(Immunologie der Hautklinik Universitit Diisseldorf) zur Verfiigung gestellt.

2.5.2 Anzucht und Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C in einer gesittigten Wasserdampf-Atmosphire
und unter 5% CO, in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ohne Phenolrot
kultiviert, dem 20% hitzeinaktiviertes fotales Kilberserum (FCS), 2 mM Glutamin und
Penicillin/Streptomycin (Komplettmedium) zugefiigt wurden. In speziellen Kryordhrchen
eingefrorene Zellen wurden unmittelbar nach dem Auftauen in Kulturflaschen {iberfiihrt,
wobei der Dimethylsulfoxid(DMSO)-Gehalt (10% im Einfriermedium) auf unter 1% gebracht
wird, um Membranschidden zu vermeiden. Nach 4 Stunden erfolgt erneut ein Mediumwechsel,
im weiteren Versuchsverlauf wird das Medium alle 3-4 Tage gewechselt. Nach Erreichen von
ca. 80% Konfluenz werden die Zellen 1:10 passagiert. Hierfiir werden sie nach Entfernung
des Mediums mit PBS gewaschen und mit Trypsin (33% in PBS) 5 min inkubiert, bis sie sich
vollstdndig von den Kulturflaschen gelost haben. Danach wird die Trypsinaktivitdt mit dem
2,5-fachen Volumen an Medium gestoppt, die Zellen resuspendiert und in neue

Zellkulturgefif3e tiberfiihrt.
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2.5.3 Inkubationsbedingungen

Die Inkubationen mit den Testsubstanzen wurden iiber einen Zeitraum von 3, 12 und 24 h in
35 mm-Zellkulturschalen durchgefiihrt. 24 h vor Inkubation mit den Testsubstanzen wurden
die konfluenten Zellen mit einem FCS-freien Medium inkubiert, um die durch das FCS
erhohte Grundkommunikation zu erniedrigen. Die Stammlosungen (sieche Tab. 2.2) werden
um den Faktor 1000 in FCS-freiem Medium unmittelbar vor Inkubationsbeginn verdiinnt; als

Kontrolle dient Medium mit einem DMSO-Gehalt von 0,1%.

2.5.4 Zellviabilitatsbestimmung mittels MTT-Test

Im MTT-Test wird die Aktivitit einer mitochondrialen Dehydrogenase bestimmt. Das
Tetrazoliumsalz MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid) wird
nur von lebenden Zellen aufgenommen und in den Mitochondrien mit NADH zu blauvioletten
Formazan-Kristallen reduziert. Die Bildung des Farbstoffes ist direkt proportional zum Anteil
lebender Zellen.

Um die Viabilitdt der MAEC unter den gegebenen Inkubationsbedingungen zu kontrollieren,
werden diese in 24-well-Kulturplatten wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben kultiviert. Nach
Absaugen des Inkubationsmediums und Waschen mit PBS werden die Zellen mit jeweils 500
ul MTT-Losung [10% 0,5%ige (w/v) MTT-PBS-Losung in FCS-freiem Komplettmedium] fiir
2 h im Inkubationsschrank gehalten. Nach Absaugen der Reaktionslosung und
Resuspendierung in 500 pl DMSO wird die Intensitidt der Blaufdarbung photometrisch bei 700
nm quantifiziert, wobei der von Schwebstoffen ausgeldste Fehler durch die Absorption bei

570 nm subtrahiert wird:

Ages = A700 — Asro
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2.5.5 Kommunikations-Test: Farbstoff-Transfer-Assay

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Mikroinjektion eines
Fluoreszenzfarbstoffes angewandt. Uber das AusmaB der Diffusion des injizierten
Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow CH (sieche Abb. 2.2) iiber Zell-Zell-Kanile von der
injizierten Zielzelle zu den Nachbarzellen ldsst sich eine Aussage iiber den Kopplungsgrad

des Zellverbandes bzw. die relative Zahl geoffneter Gap Junctions ableiten. Die

O Anregungswellenlidnge von Lucifer Yellow CH liegt bei 426

H NJ\NJ\I H, nm und das Emissionsmaximum bei 540 nm. In der hier

0 \#,JJ! 0 eingesetzten Konzentration ist der Farbstoff nicht

zytotoxisch. Die Messung der Zell-Zell-Kommunikation

s wird mittels einer Geritekombination aus

058 7 s 0O, . Fluoreszenzmikroskop, Mikromanipulator und
NH, 2 Mikroinjektor durchgefiihrt. Die intrazelluldre Injektion des

Abb. 2.2: Fluoreszenzfarbstoffes (10% in 0,33 M Lithiumchlorid)

Struktur von Lucifer Yellow erfolgt mit Hilfe von Femtotips; dabei entspricht bei einem

Injektionsdruck von 50 hPa und einer Injektionsdauer von 0,5 s ein Injektionsvolumen von
50-200 fl. Fiir jede Messreihe werden jeweils 10 Zellen pro Kulturschale zufillig fiir die
Injektionen ausgewdhlt. Die Anzahl der benachbarten, fluoreszierenden Zellen 10 s nach der
Injektion stellt ein direktes Mal} fiir die interzellulire Kommunikation dar (sieche Abb. 2.3)
[150]. Aus den 10 Einzelmessungen wird der arithmetische Mittelwert (+/- SD) ermittelt; die

Messungen werden 3-mal wiederholt.

Abb. 2.3: Farbstoff-Transfer-Assay: Mikroskopisches Bild

der Injektion von Lucifer Yellow in eine Zelle
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2.5.6 Western-Blot-Analytik

2.5.6.1 Herstellung der Zell-Lysate

Nach Abschluss der Inkubation mit den Testsubstanzen wird das Medium von den Zellen
entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschlieend werden sie mit 100 pul SDS
versetzt, mit einem Zell-Schaber mechanisch gelost und in ein verschlieBbares Eppendorf-
Plastikgefal} iiberfiihrt. Alle Schritte werden auf Eis durchgefiihrt, die Zell-Lysate werden bei
-80°C gelagert.

2.5.6.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgt nach Ultraschallbehandlung mittels des ,,Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent® (Bio-Rad, Miinchen, D) nach Lowry et al. 1951 gegen Standards aus

Rinderserumalbumin nach Angaben des Herstellers.

2.5.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die unter denaturierenden Bedingungen stattfindende Auftrennung von Proteinen erfolgt in

diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen bei maximal 40 mA pro Minigel.

Folgende Losungen wurden eingesetzt:

Trypan-Blau-Lésung: Trypan-Blau-Entfdarbelésung:
40 % MeOH (v/v) 50 % MeOH (v/v)

2 % Eisessig (v/v) 7 % Eisessig (v/v)

0,2 % Trypan Blau (w/v) 43 % H,O
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Sammelgel (5% Polyacrylamid): Trenngel (10% Polyacrylamid):
70,6 % H,0 (v/v) 48 % H,0 (v/v)

13 % 1 M Tris pH: 6,8 (v/v) 25 % 1,5 M Tris pH: 8,8 (v/v)
1 % 10 % SDS (w/v) 1 % 10 % SDS (w/v)

14,8 % RPG (v/v) 25 % RPG (v/v)

0,1 % TEMED (v/v) 0,04 % TEMED (v/v)

1 % 10 % APS in H,O (v/v) 1 % 10 % APS in H,O (v/v)
SDS-Laufpuffer:

50 mM Tris

384 mM Glycin

0,1 % SDS (w/v)

Herstellung der Minigele:

Nach Mischen des Trenngels wird dieses ziigig in eine Gelkassette iiberfiihrt und mit H,O
iberschichtet, um es vor Oxidation zu schiitzen. Nach Abschluf} der Polymerisierungsreaktion
wird es mit frisch hergestelltem Sammelgel iiberschichtet. Die polymerisierten Gele sind
mehrere Tage bei 4-8°C haltbar.

Die Proben werden mit 5 pl Proteinmarker/DTT versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt.
Anschliefend wird das Gel mit je 20 ug Protein beladen. Die Auftrennung erfolgt iiber 2-3 h
bei 25 mA/Gel im Sammelgel und 40 mA/Gel im Trenngel.

Um die GleichméaBigkeit der Proteine zu iiberpriifen, wird das Gel mit Trypan-Blau-Lésung

angefiarbt und durch mehrmaliges Waschen mit Entfiarberlosung wieder entférbt.

2.5.64 Semi-Dry-Blotting

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem SDS-PA-Gel mittels
Semi Dry Blotting auf eine Nitrozellulose-Membran (Hybond-C Extra, Amersham
Biosciences, Little Chalfont, UK) iibertragen. Dazu wurde die Membran zur Aktivierung in

H,0 gelegt und mit Anodenpuffer 1 befeuchtet.
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Gel und Membran werden nun nach dem in Abb. 2.4 abgebildeten Schema sandwichartig in
Filterpapier (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) welches als Ionenreservoir dient, gelegt und von
den Elektroden eingerahmt. Methanol im Puffer dient dazu, das SDS aus den Protein-
Detergens-Komplexen zu entfernen und die Bindung der SDS-freien Proteine an die

Membran zu erhohen.

| I e T ] (Kathodenpuffer)
-E | (Kathodenpuffer)
g - Gel
E | Mitrozellulose
=
| | (Anodenpuffar 2)
|

| (Anodenputfer 1)

Anode

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Semi-Dry-Blotting-Aufbaus

Anodenpuffer 1: Anodenpuffer 2:
300 mM Tris 50 mM Tris
10 % MeOH (v/v) pH: 10,4 200 mM Glycin
10 % MeOH (v/v) pH: 104
Kathodenpuffer: TBST:
25 mM Tris 50 mM Tris
40 mM Glycin 150 mM NaCl
10 % MeOH (v/v) pH: 94

Der Transfer findet 2 h lang bei 60 mA/Gel statt; als Kontrolle fiir einen erfolgreichen
Proteintransfer dient eine reversible Anfirbung der Proteinbanden mit Ponceau S [0,1%

Ponceau S (w/v) in 5% Essigsaure (v/v)].
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2.5.6.5 Immunologischer Nachweis von Connexin43 und eNOS

Nach Waschen mit TBST wird die Membran iiber Nacht in 5%iger Blocklosung
[Magermilchpulver in TBST (w/v)] bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wird nun die Membran fiir 1,5 h bei RT
mit primdrem Antikorper (rabbit anti-Cx43) [1:2000 (v/v) in 1% Magermilchpulver in TBST
(w/v)] inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST fiir 20 min, um unspezifisch
gebundene Erstantikorper zu entfernen, erfolgt die Inkubation mit Meerrettichperoxidase-
gekoppeltem anti-rabbit-sekunddrem Antikorper [(1:10000 (v/v) in 1% Magermilchpulver in
TBST (w/v)] fiir 1,5 h. Nach sorgfiltigem Waschen mit TBST wird die Membran in eine
Folie eingeschweifit und die gebundenen Antikorper iiber Chemilumineszenz (Super Signal®
West Femto Substrate, nach Angaben des Herstellers) durch Auflegen eines Filmes
nachgewiesen. Aufgrund der unterschiedlichen Molekiilgroen (Connexin: 43 kDa, eNOS:
135 kDa) kann im Anschluss ein Nachweis von endothelialer NO-Synthase erfolgen, ohne
dass ein ,,strippen® notwendig ist. Die Durchfiihrung erfolgt wie fiir Connexin43 beschrieben;
primdrer mouse-anti-eNOS/NOS Antikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:1000,
sekundédrer goat anti-mouse Antikorper 1:10000 eingesetzt Antikorper [(v/v) in 1%
Magermilchpulver in TBST (w/v)].

2.5.6.5 Ladungskontrolle

UngleichméBige Proteinmengen konnen zu falsch positiven oder falsch negativen Ergebnissen
fiihren. Um einen gleichmifBigen Proteinanteil in den Proben sicherzustellen, wird die
Proteinmenge iiber einen immunologischen Nachweis der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) durchgefiihrt. Nach Entfernen (,,strippen‘) der Membran mit Strip-
Puffer [1% Tween 20 (v/v), 0,1% SDS (w/v) in H,O pH: 2,2] fiir 2,5 h und erneutem Blocken
mit 5% Magermilchpulver (v/v) in TBST wird verfahren wie unter 2.5.6.5 beschrieben. Als
primdrer Antikorper wird hierbei mouse-anti-GAPDH  [(1:2000 (v/v) in 1%
Magermilchpulver in TBST (w/v)], als sekundérer goat-anti-mouse [(1:20000 (v/v) in 1%
Magermilchpulver in TBST (w/v)] eingesetzt.
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2.5.7 Immunocytochemischer Nachweis von Connexin43

Zellen wurden in 6-well-Kulturplatten, die mit frisch sterilisierten, runden Deckgldschen
ausgestattet waren, wie unter 2.5.3 beschrieben behandelt. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS werden die Zellen in -20°C kaltem MeOH 10 min fixiert und erneut mit PBS gewaschen.
Die Zellen werden nun mit Blocklosung [3% Ziegennormalserum (v/v) und 0,3% Triton X-
100 (v/v) in PBS] fiir 45 min bei RT behandelt. AnschlieBend wird der primére Antikorper
rabbit-anti-Connexin43 [1:1500 in PBS mit 1% Ziegennormalserum] iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min mit PBS wurden die fixierten Zellen mit
sekundidrem Antikorper Alexa 546 goat-anti-rabbit IgG [1:800 in PBS] fiir 45 min bei 37°C
inkubiert. Sie wurden erneut mit dem PBS dreimal je 5 min gewaschen, mit einem Tropfen
Immunomount auf einem Objekttriger befestigt und mit einem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.

2.5.8 DAPI-Farbung

Um die Wirkung der Substanzen auf den Zellkern der MAEC zu beobachten, wurden die
Zellen vor dem Fixieren auf dem Objekttriager mit ca. 1 ml DAPI-Losung [0,5 mg/ml in PBS,
v/v] fiir 5 min bei RT inkubiert und anschlieBend dreimal je 5 min mit PBS gewaschen.

Danach wurde wie in Kapitel 2.5.7 beschrieben weiter verfahren.

74



Kapitel 2 — Material und Methoden

2.6 Denitrosierung von S-Nitrosoglutathion: in-vitro Effekt von
Epicatechin

S-Nitrosoglutathion (GSNO) dient als endogener Speicher fiir Stickstoffmonoxid (NO).
Vasodilatatorische Effekte einer Substanz konnten auf der Freisetzung von NO durch eine
Denitrosierung von GSNO beruhen; um diesen moglichen Mechanismus der
gefdlerweiternden Wirkung von Epicatechin zu untersuchen, wurde die Stabilitit von GSNO

23+ und Ascorbat untersucht. Fiir diese

in Anwesenheit von Epicatechin im Vergleich zu Fe
zwei Substanzen wurde eine Modulation der Bioaktivitit von GSNO gezeigt, sie fiihrten zu
einem erhohten Abbau von GSNO. Als Kontrolle wurde der unspezifische Eisen-Chelator

Deferoxamin (DFOA) verwendet.

Synthese von GSNO:

Die Synthese erfolgte unmittelbar vor den Inkubationsversuchen nach einer Standardmethode
von Methews und Kerr [11].

500 pl einer Glutathionlosung [20 mM in 0,1 N HC1] wurden mit 500 pul NaNO,-Losung [20
mM in H,O] 5 min bei RT inkubiert und mit 175 ul 0,1 N NaOH neutralisiert. Der Ablauf der
Reaktion wurde photometrisch bei A=330 nm {iiberpriift (Extinktionskoeffizient: €gsno:330 =
767 L* M'em™); die Reaktionsgleichung ist in Abb. 2.4 zu schen. Fiir die Inkubationen
wurde der Reaktionsansatz mindestens 1:100 mit 10 mM Na,HPO4/NaH,PO,-Puffer pH= 7

verdiinnt.
S., -0
o o S< H NaN O< HCl1 o o NG
- N.__COOH
H
NH o
N, © NaCl + H,0 2
Glutathion S-Nitrosoglutathion

ADbb. 2.5: Reaktionsgleichung der Synthese von S-Nitrosoglutathion (GSNO) aus Glutathion

und Natriumnitrit
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Inkubationsansatze:

Die Inkubationen erfolgten bei 37°C im Wasserbad. Es wurden jeweils 400 ul GSNO-Losung
[10 uM in 10 mM Phosphatpuffer pH=7] mit 400 pl Inkubationslésung [Epicatechin,
FeCl3/FeSO4, Ascorbinsdure oder DFOA in 10 mM Na,HPO4/NaH,PO,-Puffer pH= 7]

versetzt, so dass folgende Endkonzentrationen entstanden:

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Inkubationsansdtze des Versuches zur GSNO-Stabilitdt

GSNO Puffer Epicatechin Fe*** Ascorbat DFOA
10 uM 10 mM 170 uM 50 uM 114 uM 151 uM
+ + - - - -

+ + + - - -

+ + + + - -

+ + + - + -

+ + - + - -

+ + - - + -

+ + - - - +

Der Verlauf des GSNO-Zerfalls wurde mittels HPLC verfolgt. Dazu wurde zu den
Zeitpunkten 0, 17 und 34 min jeweils eine Probe entnommen und unverdiinnt in das u. a.

System injiziert.

HPLC-Parameter:
Mobile Phase: 10 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 2,5 /
0,1 % Trifluoressigsaure / 6 % MeOH ; v/v/v
Injektionsvolumen: 50 ul
Flussrate: 1 ml/min, isokratisch
Vorséiule: RP 18e (Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Saule: RP C30 4,6 x 250 mm, YMC-carotenoid (YMC Ltd., Japan)
Detektion: UV-metrisch, A= 236 nm
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2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt durch Berechnung der Mittelwerte, relativen
Standardabeichungen, Korrelationskoeffizienten und Signifikanzniveaus. Die
Standardabweichungen werden entsprechend der Kennzeichnung mit + SD (standard
deviation; Standardabweichung) bzw. + SEM (standard error of means; Standardfehler des
Mittelwertes) angegeben. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Berechnung des
Signifikanzniveaus p mit Hilfe des Student’s t-Test; die Berechnung der Hautparameter in der

Interventionsstudie II erfolgte mittels des Vorzeichenrangtests nach Wilcoxon.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodenentwicklung zur simultanen Bestimmung von
Flavanolen und deren O-Methyl-Metabolite in biologischem
Material mittels HPLC

Um einen Zusammenhang zwischen der Einnahme von Nahrungssupplementen bzw.
Erndhrungsmustern und physiologischen Effekten herzustellen, ist es unerldsslich, die
Bioverfiigbarkeit der wirksamen Substanzen zu belegen (,,proof of absorption). Nach der
Einnahme von Catechin-haltiger Nahrung oder Nahrungssupplementen liegen in Plasma
glucuronidierte, sulfatierte und methylierte Formen der Catechine vor; in den hier
durchgefiihrten Studien sind die Catechine (-)-Epicatechin und (+)-Catechin von Bedeutung.
Nach enzymatischer Deglucuronidierung/Desulfatierung werden Glucuronid- und Sulfat-
Metabolite als freies Epicatechin bzw. Catechin nachgewiesen. Die vorgestellte Methode
erlaubt eine simultane Identifizierung und Quantifizierung von freien Catechinen, sowie deren
3’- und 4’-O-Methylderivate in humanem Plasma und Erythrozyten. Die hier beschriebene
Methode wurde in Anlehnung an Warden et al. und Lee et al. [97,151] entwickelt und im

Verlauf ihrer Optimierung modifiziert.

3.1.1 Instrumentelle Parameter

Das hier eingesetzte HPLC-System besteht neben Hochdruckpumpe und elektrochemischen

Detektor aus einem Autoinjektor, Sdulenofen und Fluoreszenzdetektor.

3.1.1.1 Detektion

Elektrochemische Detektion:

Bei dieser Art der Amperometrie werden die Analyten in Abhingigkeit ihres elektrischen
Potentials durch eine von einer Messelektrode erzeugten Spannung oxidiert bzw. reduziert.
Der dabei entstehende Elektronenflufl wird gegen eine Referenzelektrode gemessen und an
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den Integrator weitergeleitet. Aufgrund ihrer Phenolstruktur konnen die Flavanole bei
entsprechender Spannung leicht oxidiert werden und sind somit fiir diese Art des Nachweises
zuginglich. Um die Anzahl der Storsignale moglichst gering zu halten ist es giinstig, die
kleinstmoglichen Arbeitspotentiale zu wihlen. Zwar sind die nativen Formen Catechin und
Epicatechin schon bei einer Spannung von +210 mV detektierbar, die 3’-O-Methyl-
Metabolite jedoch bleiben unter diesen Bedingungen undetektiert, was auf die Blockade der
Hydroxygruppen am Catecholring zuriickzufithren ist. Bei einem Arbeitspotential von
+550 mV ergeben sowohl Catechin und Epicatechin als auch 3’-O-Methyl-Catechin, 4’-O-
Methyl-Catechin, 3’-O-Methyl-Epicatechin, 4’-O-Methyl-Epicatechin und das Procyanidin
B2 ein Signal im ECD.

Fluoreszenzdetektion:

Flavanole haben, wie die meisten Flavonoide, aufgrund ihrer Elektronenverteilung die
Fahigkeit zu fluoreszieren. In biologischem Material sind trotz intensiver Aufreinigung oft
Storsignale zu finden, welche Signale der zu analysierenden Substanzen verdecken konnen.
Um eine erhohte Spezifitit der einzelnen Analyten zu erzielen, wurde hier neben der

elektrochemischen Detektion ein Fluoreszendetektor verwendet.

3.1.14 Mobile Phase:

Der Einsatz einer Kombination aus Acetonitril (ACN) und Phosphatpuffer in weit gefidcherten
Zusammensetzungen und Salzkonzentrationen wurde zur Trennung polyphenolischer
Verbindungen in der Literatur bereits mehrfach beschrieben [93,96,97,151,152]. Um
Auskristallisation zu verhindern und die Stabilitidt des Systems zu gewdhrleisten, wurde hier
mit einer relativ niedrig konzentrierten K,HPO, / KH,PO, — Pufferlosung (2 mM) gearbeitet;
die Salzkonzentration ist damit um einen Faktor >10 geringer als in den zuvor beschriebenen
Methoden. Nach Einstellung auf einen pH-Wert von 3,0 wurde die mobile Phase durch
Filtration (Porengrée: 45 um) von Schwebstoffen befreit. Die Retentionszeiten werden in
hohem Malle durch den ACN-Gehalt beeinflusst; in dem hier verwendeten System wurde ein
idealer ACN-Anteil von 15 % ermittelt. Die Analyten sind bei einer Analysenzeit von unter
20 min ohne Verwendung eines FlieBmittelgradienten basisliniengetrennt (Abb. 3.1). Um bei

elektrochemischer Detektion eine stabile Basislinie zu erhalten, miissen die beiden
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Komponenten der mobilen Phase vor der Anwendung gemischt und 5 min mit Helium entgast
werden. Des Weiteren wurde die mobile Phase im Kreislauf-System equilibriert, wodurch das
Basisrauschen durch Voraboxidation des FlieBmittels gering gehalten werden konnte. Auch
wihrend der Analyse wurde das FlieBmittel im Kreislauf gepumpt. Dabei ist ein Verlust der
leicht fliichtigen ACN-Phase unvermeidbar, so dass der ACN-Anteil vor den jeweiligen
Analysen anhand der Retentionszeiten iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert werden
musste, um Zuordnungsfehler zu vermeiden. In Abb. 3.1 sind charakteristische
Chromatogramme der Flavanole und ihrer 3’- bzw. 4’-O-Metabolite nach elektrochemischer

und Fluoreszenzdetektion (Standardsubstanzen in mobiler Phase) dargestellt.

Intensitit

11

i il 0 P 1 o i 31 R o o B i R AR R R Ea e

t [min]

Abb. 3.1: HPLC-Chromatogramm einer Standardlosung; (A): (I) U=+550 mV bzw. (II)
U=+210 mV; (B): Ag:=280 nm, Ag,=310 nm; T = 35°C; 1: Catechin, 2: Epicatechin, 3: 3’-
O-Methyl-Catechin, 4: 4’-O-Methyl-Catechin, 5: 3’-O-Methyl-Epicatechin, 6: 4’-O-Methyl-
Epicatechin
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3.1.2 Probenaufbereitung

Die Aufarbeitung von biologischem Material erfolgte nach Modifikation der Methodik von
Rein et al.,, Richelle et al. und Lee et al. [112,151,153]. Fiir die Optimierung der
Probenaufarbeitung, wurden aliquotierte Plasmaproben verwendet, die eine Stunde nach
Einnahme von polyphenolreichen Supplementen gewonnen wurden.

Fiir die Aufarbeitung wurde ein optimales Probenvolumen von 500 ul (Plasma bzw. RBC)
ermittelt; dies gewdhrleistet, dass auch Konzentrationen in den unteren nano-molaren
Bereichen 1im anschlieBenden Chromatogramm zu einem Signal oberhalb der
Bestimmungsgrenze fithren. Auch konnten besonders bei der hochviskosen RBC-Suspension
kleinere Probenvolumina zu pipettierbedingten, zufilligen Fehlern fiihren. Fiir die
Enzyminkubation wurden die Proben mit entsprechendem Puffer versetzt, um in dem fiir die
S-Glucuronidase/Sulfatase optimalen pH-Bereich von 5,0 zu arbeiten, und bei 37°C inkubiert.
Vorversuche mit unterschiedlichen Inkubationszeiten ergaben, dass die enzymatische
Deglucuronidierung/Desulfatierung nach 30 min vollstindig abgelaufen ist und somit ein
langeres Inkubieren nicht sinnvoll ist, da die Stabilitdt der Analyten unnotig beansprucht wird.
Die Extraktion mit TBME wurde mehrfach durchgefiihrt, wobei sich zeigte, dass bereits nach
dem ersten Extraktionsschritt mehr als 95 % der Analyte in die lipophile Phase iibergegangen
waren. Anders als bei den Proben aus humanem Material ist der Polyphenolgehalt in den zu
untersuchenden Supplementen, respektive den in den vorliegenden Studien eingesetzten
Kakaopulvern, verhiltnismidfig hoch; um hier eine genaue Aussage iiber den
Polyphenolgehalt zu treffen, wurden die Extrakte aus zwei gesonderten Extraktionsschritten

vereint.

3.1.3 Validierung der Methode

Selektivitét:

Die Selektivitit ist definiert als ,,die Fihigkeit einer Methode, verschiedene, nebeneinander zu
bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und somit eindeutig zu
identifizieren [154]. Wiahrend die eindeutige Identifizierung in Chromatogrammen der
Reinsubstanzen verhdltnismiBig leicht fillt, ist die Auftrennung der zahlreichen Signale in

biologischem Material komplizierter. Zur Identifizierung der den einzelnen Substanzen
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zugehorigen Peaks und zur Bestimmung der Selektivitit wurde einem Aliquot Niichtern-
Plasma bzw. - RBC-Suspension ein in Inkubationspuffer gelostes Standardgemisch zudotiert,
so dass Endkonzentrationen von 10 ng/ml Epicatechin und Catechin, sowie 40 ng/ml der O-
methylierten Metabolite gegeben war. Durch den Vergleich der Retentionszeiten erfolgt die
Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Substanzen; die Abstinde der Signale
voneinander erlaubt eine Aussage iiber die Selektivitit: die Peaks der Standards sind eindeutig
von benachbarten Peaks zu unterscheiden. Lediglich bei 4’-O-Methyl-Catechin ist eine
Basislinientrennung nicht moglich; dennoch ist bis zu einer Konzentration wenigstens 1,6
ng/ml eine Quantifizierung moglich. In Abb. 3.2 und Abb. 3.3 sind die Chromatogramme der
Plasmaproben, in Abb. 3.4 und Abb. 3.5 die der entsprechenden RBC-Proben dargestellt.

Diese Proben wurden sowohl mittels elektrochemischer als auch mittels Fluoreszenzdetektion

ausgewertet.
Abb. 3.2: HPLC-Chromatogramm nach
Extraktion eines Plasma-Aliquotes (A):
5 Plasma nach  Zugabe eines Standard-
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a‘ 1
£ | 2 3 w 6 Catechin, 2: Epicatechin, 3: 3’-O-Methyl-
E ﬂMU[\ (\/J \i Catechin, 4: 4’-O-Methyl-Catechin, 5: 3’-
_/N’ '\ A O-Methyl-Epicatechin, 6: 4’-O-Methyl-
Epicatechin;
FJ\N&/\J\V M\m M~ B

(B):Kontrollplasma

|I||Illl‘\"\-lllllllr'{[l!lllIl"l'l;llll
0 5 10 15 20

t [min]

Abb. 3.3: HPLC-Chromatogramm nach
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Kalibrierfunktion und Quantifizierung:

Abb. 3.4: HPLC-Chromatogramm nach
Extraktion eines RBC-Aliquotes (A): RBC-
Zugabe eines
Standardgemisches; U=+550 mV; T =
35°C; 1: Catechin, 2: Epicatechin, 3: 3’-O-
Methyl-Catechin, 4: 4’-O-Methyl-Catechin,
5: 3’-O-Methyl-Epicatechin, 6: 4’-O-Methyl-

Suspension nach

Epicatechin;
(B): RBC-Suspension (Kontrolle)

Abb. 3.5: HPLC-Chromatogramm nach
Extraktion eines RBC-Aliquotes (A): RBC-
Suspension nach Zugabe eines
Standardgemisches;, Ag,=280 nm, Ag,=310
nm; T = 35°C; 1: Catechin, 2: Epicatechin,
3: 3’-O-Methyl-Catechin, 4: 4’-O-Methyl-
Catechin, 5: 3’-O-Methyl-Epicatechin, 6: 4’-
O-Methyl-Epicatechin;

(B): RBC-Suspension (Kontrolle)

Die Linearitdt von Kalibrierungskurven gibt an, ob die Methode innerhalb eines gegebenen

Konzentrationsbereiches Ergebnisse liefert, bei denen die Konzentration des Analyten direkt

proportional zum Signal ist [154].

Die Linearitit wird durch die Berechnung des

Korrelationskoeffizienten r gepriift. Um den Verlauf der Kalibrierungskurve in verschiedenen

Konzentrationsbereichen und einen eventuell vorhandenen Einflu der biologischen Matrices

beurteilen zu konnen, werden die Standards je einmal in mobiler Phase sowie in Plasma und

RBC-Suspension vermessen. Aufgrund des zu erwartenden Bereiches der Zielkonzentrationen

[92,112,155] wird ein Konzentrationsbereich von 1-200 ng/ml als Arbeitsbereich festgelegt.
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Der Verlauf der Kalibrationskurven ist in diesem Bereich linear. Um spéter Riickschliisse auf
die Konzentration des Analyten ziehen zu konnen, werden die Standardverdiinnungen in
biologischen Systemen der gleichen Aufarbeitungsprozedur unterzogen wie die Proben; eine
Wiederfindungskorrektur kann somit umgangen werden. Die Quantifizierung aller darauf
folgenden Messwerte geschieht dann durch den Vergleich der jeweiligen Hohe der Peaks mit
denjenigen in den entsprechenden Kalibriergeraden. In der vorliegenden Arbeit wurden
ausschlieBlich Kalibrierfunktionen verwendet, deren Korrelationskoeffizient mindestens 0,99

betrug.

Nachweisgrenze:

Die Nachweisgrenze, oft auch als Detektionsgrenze bezeichnet, ist definiert als die kleinste
nachweisbare Menge eines Analyten in einer Probe [154]. Im Falle der HPLC ist dies
diejenige Konzentration, bei welcher der Substanzpeak noch signifikant hoher als das
Hintergrundrauschen der Basislinie ist. Fiir die hier verwendete Methode wird ein minimales
Verhiltnis von 3 zu 1 zwischen Peak und Grundrauschen festgelegt. Zur Ermittlung des
Grundrauschens wird mindestens die zehnfache Breite der Peakbasis beobachtet.

Die Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgt {iber eine Verdiinnungsreihe eines
Standardgemisches in mobiler Phase. Fiir die elektrochemische Detektion ergaben sich
Nachweisgrenzen von 0,1 ng/ml (0,345 nM) fiir Catechin und Epicatechin und 0,2 ng/ml
(0,624 nM) fiir 3’-O-Methyl-Catechin, 4’-O-Methyl-Catechin, 3’-O-Methyl-Epicatechin und
4’-0O-Methyl-Epicatechin. Die Nachweisgrenzen in der Fluoreszendetektion wurden bei 2,5
ng/ml (8,63 nM) fiir Catechin und Epicatechin und 3 ng/ml (9,36 nM) fiir 3’-O-Methyl-
Catechin, 4’-O-Methyl-Catechin, 3’-O-Methyl-Epicatechin und 4’-O-Methyl-Epicatechin
festgelegt. Die Empfindlichkeit der Fluoreszenzdetektion ist folglich um mehr als den Faktor
10 geringer, als die der elektrochemischen Detektion. Aus diesen Werten ldsst sich die
Bestimmungsgrenze der einzelnen Substanzen unter den entsprechenden Bedingungen
ermitteln; sie ist definiert als die kleinste quantifizierbare Menge und wird als ein dreifaches

der Nachweisgrenze berechnet [154].
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3.2 Interventionsstudien

3.2.1 Analysen der Nahrungssupplemente

3.2.1.1 Kakaopulver

Der Gehalt der Polyphenole wurde aus zwei fiir die Interventionsstudien verwendeten
Kakaopulver-Chargen bestimmt. Laut Herstellerangaben unterscheiden sie sich deutlich in der
Konzentration der Polyphenole, weswegen im Weiteren zwischen ,,HP* (high polyphenol,
hoher Polyphenolgehalt) und ,,LP* (low polyphenol, geringer Polyphenolgehalt) differenziert
wird. Die Extraktion erfolgt wie unter 2.3.1.1.2 und 2.3.3.1.2 beschrieben. Die Detektion der
Polyphenole erfolgt elektrochemisch bei einer Arbeitspannung von +550 mV. Die
Retentionszeiten betrugen 5,7 min (Catechin), 6,4 min (Procyanidin B2), 8,0 min
(Epicatechin) und 24,4 min (unidentifiziertes Dimer D,). In Abb 3.6 ist das Chromatogramm
eines Extraktes des HP-Kakaopulvers dargestellt.

Intensitit
[,

n L mn 15 20 25 30

t [min]

Abb. 3.6: HPLC-Chromatogramm eines HP-Extraktes; U=+550 mV, T=35°C; 1: Catechin,

2: Procyanidin B2; 3: Epicatechin; 4: unidentifiziertes Dimer D,
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Die Quantifizierung der Monomere erfolgte iiber externe Kalibrierung. Im HP-Pulver wurde
ein Gehalt von 1,05 mg Catechin/g Pulver und 2,2 mg Epicatechin/g Pulver ermittelt. Fiir das
LP Pulver wurde ein Catechin-Gehalt von 0,14 mg/g Pulver und 0,23 mg Epicatechin/g
Pulver ermittelt.

Zur Quantifizierung der Dimere wurde ein Dimergemisch eingewogen und nach Abzug des
ermittelten Epicatechin-Anteils von 7,18 % (m/m) eine Kalibriergerade in mobiler Phase {iber
die Summe der Peakhohen des Dimer-Gemisches erstellt. Der Dimer-Gehalt in den Extrakten
wird als Massenanteil angegeben. Die Identifizierung des Procyanidin B2 war mit Hilfe eines
kommerziell erhéltlichen Standards moéglich. In Abb 3.7 ist ein typisches Chromatogramm
eines Dimer-Gemisches dargestellt. Auffallend ist das Verhéltnis von Procyanidin B2 und
einem nicht identifizierten Dimer (D,), welches auch in den Kakaoextrakten zu finden ist. Fiir
das HP-Pulver wurde eine Dimer-Menge von 8,96 mg/g Kakaopulver, fiir das LP-Pulver 0,58
mg/g Kakaopulver ermittelt.

! Abb. 3.7: HPLC-Chromatogramm
eines Dimer-Gemisches; U=+550 mV,
T=35°C;

2 1: Procyanidin B2;
W ~

Intensitit

2: Epicatechin,

[T T e 3¢ unidentifiziertes Dimer Dy
o 5 10 15 20 25
t [min]

In Kakaopulver liegen die Fettsduren (FS) zu mehr als 98 % als Triglyceride vor. Zur
Gewinnung der FS-Ester wurde eine lipophile Extraktion mit n-Hexan durchgefiihrt. Nach der
in Abschnitt 2.3.3.2 beschriebenen Transmethylierung wurde die FS-Zusammensetzung
gaschromatographisch bestimmt. Die Peak-Identifizierung erfolgte durch den Vergleich der
Retentionszeiten mit denen eines Standardgemisches (sieche Abb. 3.8) [156] Die ermittelte
Verteilung in HP- bzw. LP-Kakao von Palmitinsdure (21,3 % bzw. 26,2 %), Stearinsdure
(31,7 % bzw. 36,5 %) und Olsdure (27,8 % und 33,1%) entspricht den in der Literatur
angegebenen Richtwerten [156,157]. Der Gehalt an ungesittigten FS in beiden Pulvern
betrigt 54,7 % im HP- und 66,9 % im LP-Pulver. Auffallend jedoch ist die Zusammensetzung

der ungesittigten FS im HP-Pulver: 17 % der FS liegen als ®-3-FS vor, der Hauptanteil ist
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hierbei Docosapentaensdure (DPA; 12,0 %). Der ®—6-FS-Anteil betrigt 0,42 % (Y-
Linolensdure). Dagegen konnten im LP-Pulver weder ®-3- noch w-6-FS nachgewiesen

werden; hier wird der Anteil der ungesiittigten FS ausschlieBlich durch die ®-9-FS Olsiure

bestimmt.

Response [AU]

t[min]

Abb. 3.8: GC-Chromatogramm eines Fettsiuremethylester (FAME) -Standardgemisches;
Methylester der 1: Myristinsdure; 2: Palmitinsdure; 3: Palmitoleinsdure; 4:
Heptadecansdure; 5: Stearinsiure; 6: Olscdure; 7: Linoladinsdure; 8: Linolsiure; 9: ¥
Linolensdure;  10:  o-Linolensdure;  11:  Arachinsdure; 12:  Eicosensdure; 13:
Eicosadiensdure; 14: Homo-)linolensdure; 15: Arachidonsdure; 16: Dihomo- ylinolensdure;
17: Eicosapentaensdure; 18: Behensdure; 19: Erucasdure; 20: Docosapentaensdure; 21:

Docosahexaensdure; 22: Lignocerinsdure; 23: Nervonsdure

Eine Dosiseinheit (1 Packet Kakaopulver entsprechend ca. 18 g) setzt sich demnach wie in

Tab. 3.1 zusammenfassend dargestellt zusammen.
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Tab. 3.1: Zusammensetzung einer Dosiseinheit HP- bzw. LP-Kakaopulver

HP-Kakaopulver LP-Kakaopulver
Gesamt-Polyphenolgehalt (mg) 326° 27"
Catechin 18,9 2,5
Epicatechin 39,6 4,2
Dimere 161,3 10,4
Fett (g) 1,07 1,07
gesittigte FS (%) 54,7 66,9
Palmitinsiure 21,3 26,6
Stearinsdure 31,7 36,5
ungesittigte FS (%) 45,3 33,1
Olssure 27.8 33,1
o-3-FS 16,9 -
0—6-FS 0,4 -
Sonstige Bestandteile
Cholesterin - -
Natrium (mg) 607 1407
Gesamt-Kohlenhydrate (g) 9f 9f
Zucker (g) 5 51
Protein (g) 57 5t
Ballaststoffe (g) 47 47
Coffein (mg) 10,6° 12,37
Theobromin (mg) 1957 190

"nach Angaben des Herstellers
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3.2.1.2 Ol-Weichgelatine-Kapseln

In der in dieser Arbeit beschriebenen Studie II sollte der Einfluf von ®-3 und ®—6-FS in
Nahrungssupplementen auf die Konstitution sensitiver Haut untersucht werden. Bei den
eingesetzten Priiparaten handelt es sich um in Weichgelatine verkapselte Ole. Ein Supplement
enthielt das -3-FS-reiche Leinsamenol, das aus den Samen von Linum usitatissimum
gewonnen wird (Produkt A); das zweite Ol stammt aus den Samen der Firberdistel
(Carthamus tinctorius) und zeichnet sich durch einen hohes w6/ ®w—3-FS-Verhiltnis aus
(Produkt B). Um die genaue FS-Zusammensetzung zu ermitteln wurden die Ole wie unter
2.3.3 beschrieben extrahiert und das FS-Muster bestimmt. Die Zuordnung der Peaks erfolgte
tiber den Vergleich der Retentionszeiten im Gaschromatogramm einer kommerziell
erworbenen FS-Methylester (FAME)-Mischung (Abb. 3.8).

Der Gesamtanteil an w—6-FS betrdgt 16,5 % in Produkt A und 72,8 % in Produkt B. In
Produkt A betrigt der ®-3-Anteil 49,1 %, in Produkt B nur 0,64 %, woraus sich ein
—6/w—-3-Verhilnis von 0,34 fiir Produkt A und 113,56 fiir Produkt B ergibt. Diese ungleiche
Verteilung wird in den Chromatogrammen ersichtlich (Abb. 3.9); sie wird in erster Linie
durch den Linolsdure (LA)-Anteil (A: 15,6 %; B: 48,8 %) und den o-Linolensdure (ALA)-
Anteil (A: 48,8 %; B: 0,64 %) bestimmt. Unter Beriicksichtigung weiterer Additiva ist eine
Dosiseinheit (entsprechend einer Kapsel) wie in Tab. 3.2 angegeben zusammengesetzt. In der

vorliegenden Studie wurden 4 Kapseln pro Tag eingenommen.
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Tab. 3.2 : Zusammensetzung der Ol-Weichgelatine-Kapseln

Kapsel A Kapsel B

Fettsiduren (mg) 555,3 559,2

Summe ®—6-Fettsduren 88,5 397.,5

_ Summe ®—-3-Fettsduren 2634 3,5

14:0 Myristinsdure N.N. 1,1
16:0 Palmitinsaure 26,7 40,4
16:1 Palmitoleinsiure 0,45 0,57
17:0 Heptadecansiure 0,70 N.N.
18:0 Stearinsiure 19,9 14,4
18:1n9  Olsiure 113,9 69,2
18:2n6  Linoladinsiure 4,11 3,88
18:2n6  Linolsdure 83,7 393,2
18:3n6  y-Linolensiure 0,73 0,42
18:3n3  a-Linolenséure 2614 3,50
20:0 Arachinsiure 0,87 2,49
20:1 Eicosensiure 2,64 1,12
20:2 Eicosadiensdure 0,97 0,89
22:0 Behensiure 1,05 1,57
22:6n3  Docosahexaensiure 1,93 N.N.
23:0 Erucaséure N.N. 3,05
24:0 Lignocerinsdure N.N. 1,04
24:1 Nervonsiure N.N. 1,10

nicht identifizierte FS 17,2 8,25
sonstige Bestandteile

D-o~Tocopherol (mg) 3,85 N.N.

Rosmarinextrakt (mg) 0,83 0,83

N.N. = nicht nachweisbar
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Response [AU]
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Abb. 3.9: GC-Chromatrogramme nach Transmethylierung von Ol aus (A): ALA-reichen
Kapseln (Produktl A) (B): ALA-armen Kapseln (Produkt B); 1: Myristinsdure; 2:
Palmitinsdure; 3: Palmitoleinsdure; 4: Heptadecansdiure; 5: Stearinsdure; 6: Olsdure; 7:
Linolsdure (LA); 8: y¥Linolensdure; 9: orLinolensdure (ALA); 10: Arachinsdure; 11:
Eicosensdure;  12:  Eicosadiensdure;  13:  Behensdure;  14:  Erucasdure;  15:

Docosahexaensdure; 16: Lignocerinsdure; 17: Nervonsdure

3.2.1.3 Flavanon-Tabletten

Bei den Flavanon-Tabletten handelt es sich um Preflinge aus getrocknetem und zerkleinertem
Pflanzenmaterial aus Citrus limonium (Zitrone), Citrus sinensis (Orange) und Citrus paradisi
(Grapefruit). Von Seiten des Herstellers lagen keine Angaben zur Flavanon-Konzentration
vor. Da pflanzliches Material oft starke Gehaltsschwankungen der Sekundirstoffe aufweist,
wurde nach einem enzymatischen Aufschluss der Glykoside der Gehalt an Hesperetin und
Naringenin pro PreBling bestimmt.

In Abb 3.10 ist das Chromatogramm eines Extraktes nach Inkubation mit
Hesperidinase/Naringinase im Vergleich mit dem einer Standardldsung von Hesperetin und

Naringenin dargestellt.
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Abb 3.10: HPLC-Chromatogramme eines Flavanon-Tabletten-Extraktes nach Inkubation mit
Hesperidinase/Naringinase (I) und einer Standardlosung (II); A=280 nm; 1: Naringenin, 2:

Hesperetin

Nach Quantifizierung iiber externe Standards [5 mM Tris, pH= 4,0] wurde eine Hesperetin-
Konzentration von 0,67 mg und eine Naringenin-Konzentration von 1,38 mg pro 100 mg
Trockensubstanz errechnet. Damit konnte eine Dosis von 20,43 mg Naringenin und 9,95 mg

Hesperetin / Tablette (mittleres Tablettengewicht: 1,49 g) festgelegt werden.
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3.2.1.3 Oligomere Procyanidin (OPC) -Kapseln

Der fiir die OPC-Kapseln verwendete Traubenkernextrakt (TKE) wurde in
Hartgelatinekapseln portioniert; das mittlere Kapselgewicht betrug 323,43 mg. Anhand des
Analysenzertifikates des Herstellers wurde die Dosis/Kapsel wie in Tab. 3.3

zusammengestellt errechnet.

Tab. 3.3: Flavanol- und Procyanidin-Gehalt einer Traubenkern-Extrakt-Kapsel

Gehalt (%) Gehalt/Kapsel (mg)
Epicatechin 0,75+ 0,25 2,47 +0,85
Catechin 0,75+ 0,25 2,47 + 0,85
Di- und Trimere 3+1 9,71 £ 9,75
> Trimere 95,5+1,5 310,4 + 6,35
gesamt OPC >98 320,1
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3.2.2 Interventionsstudie I: Supplementierung mit Kakaopulver mit
hohem und geringem Polyphenol-Gehalt

In dieser Studie wurden die Effekte von Kakao mit hohem Polyphenol-Gehalt (HP-
Kakaopulver) und geringem Polyphenol-Gehalt (LP-Kakaopulver), jeweils gelost in 100 ml
heissem Wasser, in einer 12-wochigen Studie untersucht. Gemessen wurde der Einfluss auf
den Flavanol-Gehalt in Plasma und Erythrozyten, sowie auf Parameter der Hautphysiologie,
Mikrozirkulation und Photoprotektion. In einem gesonderten Versuch wurden die
Bioverfiigbarkeit und Einfliisse auf die kutane Mikrozirkulation nach einer Einmaldosis des

HP- bzw. LP-Kakaopulvers bestimmt.

3.2.2.1 Einmal-Dosierung

3.2.2.1.1 Bioverfiigbarkeit der Flavanole

Bei diesem Versuch nahmen jeweils 10 Probanden eine Dosis des HP- bzw. LP-Kakaopulvers
ein. Der Flavanol-Gehalt in Plasma wurde mittels HPLC-elektrochemischer Detektion (U=
+210 mV) bestimmt.

In den Gruppen wurden Basiswerte von 11,6 + 2,35 und 9,54 + 0,53 nM an gesamt-
Epicatechin (als Summe von freiem, glucuronidiertem und sulfatiertem Epicatechin)
bestimmt (sieche Tab. 3.4). Nach einer Stunde erreichte der Epicatechin-Gehalt im Plasma in
der HP-Gruppe einen statistisch signifikanten Anstieg auf ein Maximum von 63 + 11,3 nM
(p<0,002), wobei bei den einzelnen Teilnehmern Konzentrationen von 37,0 bis 144,9 nM
erreicht wurden. Diese Werte sind vergleichbar mit in der Literatur angegebenen
Konzentrationsbereichen [92,112,155]. Nach einer Stunde nahmen die Epicatechin-
Konzentrationen konstant ab, bis sie nach 6 h (15,2 + 1,59 nM) fast wieder auf den Basalwert
zuriickgekehrt waren.

Damit unterschieden sich die Plasma-Epicatechin-Werte zu den Zeitpunkten 1 h und 2 h
(p<0,002) und 4 h und 6 h (p<0,005) statistisch signifikant von den entsprechenden
Epicatechin-Konzentrationen in der LP-Gruppe. In der LP-Gruppe wurde nach einer Stunde
ein nicht signifikanter Anstieg von 9,54 + 0,53 auf 11,7 £ 1,92 nM gemessen. Kein

signifikanter Unterschied konnte zwischen den einzelnen Epicatechin-Plasmakonzentrationen
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in der LP-Gruppe festgestellt werden. In Tab. 3.4 sind die Epicatechin-Konzentrationen fiir

beide Gruppen zusammengefasst, der Verlauf der Plasmakonzentrationen ist in Abb. 3.11

dargestellt. Catechin sowie Procyanidin B2 konnte in keiner der Proben nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse der simultan bestimmten Mikrozirkulations-Parameter werden in

Kapitel 3.2.2.1.2 behandelt.

c [nmol/l]

Abb.3.11: Verlauf des gesamt-Epicatechin-Gehaltes in Plasma nach Einnahme von einer

Dosis HP-Pulver (—) bzw. LP-Pulver (----)

Tab. 3.4: Epicatechin-Konzentrationen in Plasma nach einer Dosis HP- bzw. LP-Pulver (+

SEM)
Epicatechin-Konzentration (nM)

t [h] 0 1 2 4 6
HP-Produkt 11,6 63 38,8 21,8 15,2
(n=10) +2.735 +£11,3™ +£6,79" +242" +1,59
LP-Produkt
(110) 9,54 + 0,53 11,7+1,92 10,5 £ 0,99 11,2 £2,06 9,3+0,27

n=

: signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,01
**signiﬁkant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,003
o signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,002
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3.2.2.1.2 Kutane und subkutane Mikrozirkulation

Eine optimale Hautdurchblutung gewihrleistet die Versorgung der Haut mit Nihrstoffen und
Sauerstoff. Sie stellt damit einen Parameter fiir die Hautgesundheit dar (sieche Kapitel

1.2.1.2).

Mit Hilfe der hier angewendeten Methode werden die Durchblutungsgroflen relativer
Blutfluss (BF) und -geschwindigkeit (BV), im Messvolumen einer Glasfasersonde, sowie die
Sauerstoffsittigung (S-O,) und die relative Himoglobinkonzentration (rHb) im beleuchteten
Gewebevolumen bestimmt. Das O2C-MefBgerit verwendet Laserlicht fiir die Bestimmung der
Durchblutungsgroien im Gewebe. Durch die Bewegung der Erythrozyten wird eine
Dopplerverschiebung hervorgerufen. Dieser Dopplershift in der Frequenz gibt die BV an.
AuBerdem wird eine WeiBllichtquelle fiir die Bestimmung der Himoglobinparameter S-O, und
rHb verwendet. Die Messung erfolgt simultan im kutanen (1 mm Hauttiefe) und subkutanen
(6-8 mm Hauttiefe) Gewebe.

In einer Hauttiefe von 1 mm konnte 2 h nach Einnahme des polyphenolreichen Supplementes
(HP-Gruppe) eine Zunahme des relativen Blutflusses auf 49 + 9,4 im Vergleich zu 30 + 11,4
zum Zeitpunkt t = O h beobachtet werden (Abb. 3.12); dies entspricht einer Zunahme um 63
% (p<0,001). Gleichzeitig war hier die S-O, um das 1,8-fache auf ihren Maximalwert
gestiegen (von 25 % + 6,3 % auf 45 % + 10,7 %, p<0,0002). Diese Effekte konnten in der LP-
Gruppe nicht nachgewiesen werden; hier wurde ein nicht signifikanter Anstieg der S-O, von
30 % % 12,2 % zum Zeitpunkt t = O h auf 38 % + 17,2 % nach 2 h beobachtet. Der relative
Blutfluss erreichte in dieser Gruppe einen Maximalwert von 29 * 18,9 nach nur einer Stunde
im Vergleich zum Ausgangswert (23 + 16,8); die Zunahme war statistisch nicht signifikant
(Abb. 3.13).

Eine Verdnderung der Blutflussgeschwindigkeit oder der relativen Hamoglobinkonzentration
konnte hier in keiner der beiden Gruppen beobachtet werden.

Die Messung in einer Hauttiefe von 6-8 mm ergab in beiden Gruppen weder eine
Verinderung der Durchblutungsgrolen noch der Sauerstoffsittigung oder relativen
Héamoglobinkonzentration. Die Einzeldaten fiir die HP- sowie die Kontroll-Gruppe sind in

Tab. 3.5 und Tab. 3.6 aufgefiihrt.
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Tab. 3.5: Mikrozirkulationsparameter nach Einnahme einer Dosis HP-Pulver ( £ SD)

HP-Produkt (n=10)

t [h] 0 1 2 4 6
Kapillare Zirkulation
1 mm MefBtiefe
S-0, (%) 25+6,3 33+10,9 45 +10,7" 31+6,3 26 +5,6
rHb (AU) 24432 25+4.6 25+3,7 26+4,0 25426
BF (AU) 30+ 11,4 37+12,4 49 +94" 31+8,5 32+ 15,6
BV (AU) 29+75 31498 29+7.6 28+72 33 + 10,4
6-8 mm MefBtiefe
S-0, (%) 79+ 43 79+58 77+33 79 3,7 81+36
rHb (AU) 78 +10,2 79499 76 9,7 79499 80 + 10,2
BF (AU) 220+£53,8 244+60,6  249+399  232+565 208 +65,9
BV (AU) 42+13,6 43 + 12,7 41495 41+143  39+130

" signifikant unterschiedlich zu t=0 p<0,001

" signifikant unterschiedlich zu t=0 p<0,0002

Tab. 3.6: Mikrozirkulationsparameter nach Einnahme einer Dosis LP-Pulver ( £ SD)

LP-Produkt (n=10)

t [h] 0 1 2 4 6
Kapillare Zirkulation
1 mm MeBtiefe
S-0, (%) 30122 35+16,0 38+17,2 34 +14,5 34+ 18,6
rHb (AU) 24 £2.5 24 +£3,1 23 +£2.8 24 £3,0 25+£3,0
BF (AU) 23 £16,8 29 £18,9 23 +£10,6 23 +£11,1 26 £20,9
BV (AU) 28+11,0 31 +£13,8 26 £4.,5 26 £7,9 27 +£10,9
6-8 mm MefBtiefe
S-0, (%) 78 £4,6 77 £48 78 £4,3 78 £4.,8 77 £6,1
rHb (AU) 78 £10,9 76 £12,5 77+£12,4 72 +£7,8 75 £10,3
BF (AU) 228 £42,0  224+71,2 245+759  220+67,1 231 +5838
BV (AU) 45 +10,0 43+ 16,4 41 £ 14,3 38+14,8 43 + 14,1
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BF [A AU]

Abb. 3.12: (I) Anderung des periphiiren Blutflusses (BF) nach Supplementierung mit
HP-Pulver (—) und LP-Pulver (---) in 1 mm Hauttiefe; (II) im Vergleich Abb. 3.11: Epi-

catechin-Konzentration in Plasma nach Einnahme von HP-Pulver (—) und LP-Pulver (---)
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Abb. 3.13: (I) Anderung der Sauerstoffsittigung (S-O;) nach Supplementierung mit
HP-Pulver (—) und LP-Pulver (---) in 1 mm Hauttiefe; (II) im Vergleich Abb. 3.11: Epi-

catechin-Konzentration in Plasma nach Einnahme von HP-Pulver (—) und LP-Pulver (---)
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3.2.2.2 Bioverfiigbarkeit, Mikrozirkulation, UV-Schutz und
Hautphysiologie nach Mehrfachdosierung

3.2.2.2.1 Flavanol-Gehalt in Plasma und Erythrozyten nach tiglichem Konsum von
Kakao-Polyphenolen aus HP- und LP-Pulver

In diesem Teil der Studie wird untersucht, ob ein mehrwochiger Konsum von 18 g HP- bzw.
LP-Kakaopulver pro Tag in 100 ml Wasser zu einer Akkumulation von Flavanolen und/oder
deren Metabolite im Blut fiihrt. Analysiert wurden hierzu sowohl Plasma als auch
Erythrozyten. Die Blutentnahmen erfolgten niichtern, die letzte Supplementierung lag
mindestens 12 Stunden zuriick.

Um eine Erfassung der O-methylierten Flavanole zu gewéhrleisten, wurde die Spannung des
elektrochemischen Detektors von +210 auf +550 mV erhoht.

In Tab. 3.7 sind die Ergebnisse der Plasma-Analyse, in Tab. 3.8 die der Erythrozyten
zusammengefasst. Der Gehalt an freiem, glucuronidiertem und sulfatiertem Epicatechin stieg
im Plasma in der HP-Gruppe nach 6 Wochen von 3,78 + 3,33 nM auf 8,51 £2,95 nM, jedoch
war diese Zunahme statistisch nicht signifikant. Auch der Gehalt an methyliertem Epicatechin
blieb nahezu konstant. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir die LP-Gruppe erhalten.

In keiner der untersuchten Gruppen konnten Unterschiede in den Epicatechin-Gehalten der
Erythrozyten (RBC) festgestellt werden (freies, glucuronidiertes oder sulfatiertes
Epicatechin). Auch der Gehalt der Methyl-Metabolite zeigte keinen statistisch signifikanten

Unterschied zu den Basiswerten.
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Tab. 3.7: Plasma-Gehalte von Epicatechin und dessen O-Methyl-Metabolite wdhrend 3-

monatiger Supplementierung mit HP- bzw. LP-Pulver (= SEM)

Flavanolgehalt im Plasma (nM)

Wochen 0 6 12
HP-Produkt (n=7)
Epicatechin (n=12) 3,78 +3,33 8,51 +£2,95 4,33 + 3,58
3’-0O-Methyl-Epicatechin 2,61 £0,33 2,51 +0,43 3,00 +£0,48
4’-0-Methyl-Epicatechin 7,56 +1,14 8,41 £0,99 7,19 +£0,78
LP-Produkt (n=12)
Epicatechin 2,63 +0,57 1,82 +0,17 2,19 +0,21
3’-O-Methyl-Epicatechin 1,68 £ 0,39 1,3+0,2 1,65+0,3
4’-0O-Methyl-Epicatechin 6,84 +£0,74 5,13 £0,66 6,68 +0,83

Tab. 3.8: Gehalte von Epicatechin und dessen O-Methyl-Metabolite in Erythrozyten nach 3-

monatiger Supplementierung mit HP- bzw. LP-Pulver (+ SEM)

Flavanolgehalt in Erythrozyten (nM)

Wochen 0 6 12
HP-Produkt (n=7)
Epicatechin 4,82 +1,82 4,28 +1,62 522 +197
3’-O-Methyl-Epicatechin 2,02 +£0,76 1,61 £0,61 2,11 +£0,8
4’-O-Methyl-Epicatechin 5,96 +£2.25 6,71 £2,53 6,21 £2.35
LP-Produkt (n=12)
Epicatechin 12,87 + 3,57 12,28 + 3,41 11,93 + 3,31
3’-0O-Methyl-Epicatechin 3,49 + 0,97 1,32 + 0,37 2,57 +0,71
4’-0-Methyl-Epicatechin 5,17 +143 575+1,6 577+1,6
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3.2.2.2.2 Gaschromatographische Bestimmung des Fettsiure-Musters im Blut

nach 3-monatiger Supplementierung mit HP- und LP-Pulver

Untersucht wurde das Verhiltnis von ®0—6/®-3-FS, sowie die Anteile der vorherrschenden
Fettsduren dieses Kakaos (Palmitinsiure, Stearinsiure und Olsdure) in Plasma und
Erythrozytenlipiden.

In der HP-Gruppe konnte eine statistisch signifikante Veridnderung des ®-6/0w-3-FS-
Verhiltnisses zwischen dem Startwert (11,4 £ 1,37) und nach 12 Wochen-Supplementierung
(6,89 + 0,95; p<0,03) beobachtet werden (Abb. 3.14). In der LP-Gruppe gab es keine
Veridnderung. Auch der Vergleich der Gruppen untereinander zeigte nach 12 Wochen einen
signifikanten Unterschied des ®m—6/ ®—3-Verhiltnisses zwischen der HP-Gruppe (6,89 + 0,95)
und der LP-Gruppe (17 # 3,41; p<0,02). In Erythrozyten traten keine Anderungen des
0—6/0-3-FS-Verhiltnisses auf.

Eine signifikante Anderung des Anteils von Palmitinsiure, Stearinsdure und Olsiure an der
Summe der Fettsduren in Plasma oder Erythrozyten konnte in keiner der beiden Gruppen
festgestellt werden. Die Ergebnisse der Plasma-Analytik sind in Tab. 3.9, die der
Erythrozyten-Analytik in Tab. 3.10 aufgelistet.

20 A

10 -

®-6/-3

Wochen

Abb. 3.14: w-6/w@-3-FS-Verhdltnis in Plasma vor, wdihrend und nach 3-monatiger
Supplementierung mit Kakaopolyphenolen aus HP-Pulver (blau) und LP-Pulver (schwarz)
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Tab. 3.9: Fettsdiure-Zusammensetzung in Plasma vor, wdhrend und nach 3-monatiger

Supplementierung mit Kakaopolyphenolen (+SEM)

Wochen 0 6 12
HP-Produkt (n=6)
0—6/w-3-FS-Verhiltnis 11,38 + 1,37 943+254  689+095
Palmitinsiure (%) 18,87 + 3,50 21,21 + 1,66 20,86 + 1,32
Stearinsiure (%) 6,42 + 0,38 6,54 + 0,38 9,12 + 1,85
Olsiure (%) 24,4 +1,29 22,7 +1,37 21,8+ 1,44
LP-Produkt (n=9)
©—6/w—3-FS-Verhiltnis 14,02 + 0,79 15,48 +3,90 16,98 + 3,41
Palmitinsiure (%) 17,9 2,61 24,11 +4,19 17,94 + 2,34
Stearinsiure (%) 4,78 +0,94 6,30 + 0,68 6,54 + 0,36
Olsiure (%) 22,7 +1,82 22,9 +3,04 24,9 + 1,89

i signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,03
“ signifikant unterschiedlich zur LP-Gruppe; p<0,02

Tab. 3.10: Fettsdure-Zusammensetzung in Erythrozyten vor, wihrend und nach 3-monatiger

Supplementierung mit Kakaopolyphenolen (+ SEM)

Wochen 0 6 12
HP-Produkt (n=6)
®—6/w—-3-FS-Verhiltnis 3,08 £ 0,35 3,63 £0,38 3,52 +£0,29
Palmitinsdure (%) N.N. N.N. N.N.
Stearinsdure (%) 18,93 +£1,53 19,87 £ 1,15 18,53 £4,13
Olsiure (%) 26,19 £ 1,72 24,63 £4,30 23,31 £4,20
LP-Produkt (n=9)
—6/0-3-FS-Verhiltnis 5,23 £0,35 6,62 £ 1,03 5,52 £0,57
Palmitinsédure N.N. N.N. N.N.
Stearinsdure 27,12 £ 1,89 23,25 £1,57 25,22 +£941
Olsiure 28,08 £ 3,32 29,53 £0,56 20,83 £4,14

N.N.: nicht nachweisbar
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3.2.2.2.3 Mikrozirkulation, Photoprotektion und Hautphysiologie

Kutane und subkutane Mikrozirkulation

In Kapitel 3.2.2.1.2 wurde ein Anstieg des relativen Blutflusses (BF) und der
Sauerstoffsittigung (S-O;) 2 h nach Verzehr einer Einmaldosis HP-Kakaopulver gemessen.
Dieser Versuch sollte Aufschluss dariiber geben, ob diese Verbesserung der Mikrozirkulation
auch bei tédglichem Konsum einer Dosis HP-Kakaopulver iiber einen Zeitraum von 12
Monaten auftritt. Dabei wurde zu den Zeitpunkten 0, 6 und 12 Wochen die kutane (1 mm
Hauttiefe) und subkutane (6-8 mm Hauttiefe) Hautdurchblutung mit den Messparametern
Sauerstoffsittigung, relativer Blutfluss, Blutflussgeschwindigkeit (BV) wund relative
Héamoglobinkonzentration (rHb) charakterisiert.

Hautmessungen in 1 mm Tiefe zeigten, dass der BF in der HP-Gruppe nach 6 Wochen von 16
+ 7,1 auf 24 + 12 (p<0,07) angestiegen war. Nach 12 Wochen stieg der BF auf 32 + 16,1
(p<0,008) an. Die Sauerstoffsittigung stieg von 37 % + 17,0 % zu Beginn der Studie um das
1,6—fache auf 58 % +16,6 % (p<0,06) nach 12 Wochen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.15 und
Abb. 3.16 graphisch dargestellt. Keine Verdnderungen wurden in der HP-Gruppe bei der
relativen Himoglobin-Konzentration und der Blutfluss-Geschwindigkeit festgestellt.

Die Messung der DurchblutungsgréBen in subkutanem Gewebe (6-8 mm) ergab einen Anstieg
des Blutflusses von 133 + 57,4 auf 183 + 65,7 (p<0,07) in der HP-Gruppe. Zudem wurde eine
Erhohung der Sauerstoffsittigung des Blutes von 63 % + 19,0 % auf 79 % + 7,1 (p<0,02)
nach 6 Wochen und 82 % + 4,9 % (p<0,007) nach 12 Wochen gemessen. Die Anstiege der
relativen Hé@moglobinkonzentration und der relativen Blutflussgeschwindigkeit waren
statistisch nicht signifikant.

Nach Einnahme des LP-Kakaogetrinkes war die Sauerstoffsittigung des Blutes in 1 mm Tiefe
von 17% + 7,8% auf 21% =+ 13,2% leicht erhoht (statistisch nicht signifikant). Eine Erhohung
des relativen Blutflusses konnte nicht festgestellt werden; auch die Blutflussgeschwindigkeit
und die relative Himoglobinkonzentration @nderten sich in der LP-Gruppe nicht.

Die Messung der Durchblutungsgréf3en in tieferen Schichten (6 bis 8 mm) ergab keinerlei

Erhohung der Sauerstoffsittigung oder des relativen Blutflusses.

103



Kapitel 3 - Ergebnisse

*kk

160 -
140 -
120 -

BF [A AU]
o ® o
S & o

I
o

o
N
I
(o)
(o]
-
o
—
N

Wochen

Abb. 3.15: Anderung des Blutflusses (BF) nach tiglichem Konsum von HP-Pulver (—) und
LP-Pulver(---) in (I) I mm und (II) 6-8 mm Hauttiefe
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Abb. 3.16: Anderung der Sauerstoffsdttigung (S-03) nach tiglichem Konsum von HP-Pulver
(—) und LP-Pulver (---) in (I) 1 mm und (II) 6-8 mm Hauttiefe

104



Kapitel 3 - Ergebnisse

Tab. 3.11: Parameter der Mikrozirkulation, nach tiglicher Einnahme einer Dosis HP-

Kakaopulver bzw. LP-Kakaopulver( £SD)

Wochen 0 6 12
HP-Kakaopulver (n=12)
1 mm MefBtiefe
S-0, (%) 37+17,0 45 +10,2 58 + 16,6
rHb (AU) 24 +5,6 23 +3.,6 24 +3,1
BF (AU) 16 +7,1 24 +12° 3241617
BV (AU) 21 +12,6 20+ 12,9 22 + 8,7
6-8 mm Meftiefe
S-0, (%) 63 +19 79+7,1" 82+£49™
rHb (AU) 72+ 14,3 72 + 14,7 78 +15,3
BF (AU) 133 57,4 155 +61,1 183 + 65,7
BV (AU) 35+ 17,4 31+15,6 43 +16,6
LP-Kakaopulver (n=12)
1 mm MeBtiefe
S-0, (%) 17 +7,8 17+9,1 21 +132
rHb (AU) 25+6,9 21 +4,1 21 +4,0
BF (AU) 17 + 8,6 17 +6,3 16+5,5
BV (AU) 17 +6,9 15+4,3 14+5.2
6-8 mm MefBtiefe
S-05 (%) 76 + 8.6 78 +7,.2 76 + 8,7
rHb (AU) 66 + 13,1 65 + 13,9 63+ 11,6
BF (AU) 144 + 452 134 + 50,4 131 + 46,9
BV (AU) 30 + 8,7 27 +11,2 27 + 8,6

" statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,06
" statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,04
™" statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,008
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Photoprotektive Effekte

In mehreren Interventionsstudien ist gezeigt worden, dass eine erhohte Aufnahme von
Mikrondhrstoffen Schutz vor dem UV-induzierten Erythem vermittelt. In der vorliegenden
Studie wurde eine verminderte Erythembildung (Sonnenbrand-Reaktion) als Indikator einer
photoprotektiven Wirkung vermessen. Die Probanden wurden iiber einen Zeitraum von 12
Wochen mit HP- bzw. LP-Kakaopulver (18g/Tag) supplementiert. Zu den Zeitpunkten t =0, 6
und 12 Wochen wurde mittels eines Sonnenlichtsimulators (Bestrahlung mit 1,25 MED) in
einem kleinen Hautareal ein Erythem erzeugt. Die Erythemintensitit wurde mittels
Chromametrie ermittelt. Hierbei ist der Chromametrie a-Wert Indikator fiir die Hautrote. Die
Intensitdit des Erythems wird 24 h nach UV-Exposition (stirkste Auspriagung des
Sonnenbrands) durch Messung des a-Wertes ermittelt. Von diesem a-Wert (24 h) muss die
individuelle Grundrotung der Haut (a-Wert vor Bestrahlung) subtrahiert werden. Der Aa-Wert
ist also ein Mal} fiir die Stdrke der Sonnenbrandreaktion. Wenn die Intervention mit
Kakaopolyphenolen protektiv wirkt, sollte der Aa-Wert im Studienverlauf abnehmen.

Es wurde deutlich, dass in der HP-Gruppe bereits nach 6 Wochen eine statistisch signifikante
Verringerung der Aa-Werte auf 2,3 + 1,86 im Vergleich zum Beginn der Studie (4,8 + 1,45)
erzielt werden konnte (p<0,06). Nach 12 Wochen waren die Aa-Werte weiter auf 1,5 + 0,68
gesunken (p<0,008). Dies entspricht einer Abnahme der Erythemintensitit nach Bestrahlung
mit 1,25 MED um 69 % (siche Abb. 3.17). Der Rotanteil im Kontrollfeld (unbestrahltes
Gewebe) dnderte sich dabei nicht, woraus hervorgeht, dass die Supplemente selbst keine
Veridnderungen der Hautrote verursachen.

Mittels Chromametrie konnen auch der Gelbanteil (b-Wert) und die Helligkeit der Haut (L-
Wert) bestimmt werden. Beide Parameter blieben wihrend der Studie in der HP-Gruppe

unveriandert.
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Abb. 3.17: Anderung der Hautréte (Aa-Werte) im UV-induzierten Erythem nach tiglichem
Konsum von HP-Pulver (blau) und LP-Pulver (schwarz)

n der LP-Gruppe ist ein leichter Anstieg der Aa-Werte im induzierten Erythem von 3,7 + 1,35
zu Beginn der Studie auf 4,6 + 1,67 nach 12 Wochen beobachtet worden (statistisch nicht
signifikant). Es wurden weder Veridnderungen der Helligkeit, noch der Hautréte im Verlauf
der 12 Wochen gemessen. Auffillig war jedoch eine leichte Abnahme des b-Wertes von 17,7
+ 2,6 auf 15,4 £ 2,3 (p<0,04) nach 6 Wochen und 15,5 + 2,04 (p<0,08) nach 12 Wochen. In
Tab. 3.12 sind die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss auf die Photoprotektion und

Hautfarbe zusammengefasst.

107



Kapitel 3 - Ergebnisse

Tab. 3.12: Photoprotektion nach tiglicher Einnahme einer Dosis HP-Kakaopulver bzw. LP-

Kakaopulver( £SD)

Wochen 0 6 12
HP-Kakaopulver (n=12)
vor Bestrahlung
L-Wert 66,8 + 33,8 66,5 +£ 63,4 66,5 £52.,8
b-Wert 17,4 £3,16 16,7+£2,92 16,5 £3,22
a-Wert 7,7+22 82+2,0 79+19
nach Bestrahlung (1,25 MED)
L-Wert 63,7 £3,6 64,5+3 63,9+24
b-Wert 16,7 £ 62,76 16,3 £22,7 16,2 £2,99
a-Wert 125+1,8 10,5+2,1° 94+18"
Aa-Wert 4,8 +1,45 2,3+ 1,86 1,5+0,68"
LP-Kakaopulver (n=12)
vor Bestrahlung
L-Wert 66,4 +£3,7 66,5 £2,7 67,2 +2,85
b-Wert 17,7+2,6 154 +2,34" 15,5+2,04°
a-Wert 74+19 8+1,6 74+272
nach Bestrahlung (1,25 MED)
L-Wert 63,8 £23,7 64,12 + 3.8 63+3
b-Wert 18,5 £2,68 159+23 16 £ 2,08
a-Wert 11,1 £2,7 11,2+£2,8 11,9+£238
Aa-Wert 3,7+ 1,35 3,2+ 1,46 4,6 +1,67

" statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,06
“ statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,04

“* statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,008

108



Kapitel 3 - Ergebnisse

Hautphysiologie

In der gleichen Studie wurden die Parameter Oberflichenstruktur und Textur, Hydration,
Elastizitit und Haarqualitit bestimmt; die Ergebnisse sind in Tab. 3.13 gesondert

zusammengestellt.

SELS — Oberfldchenstruktur und Textur; Dichte und Dicke der Haut

Im SELS-Verfahren (surface evaluation of living skin, Kapitel 2.4.3.2) wird die
Oberflichenstruktur mit vier verschiedenen Parametern beschrieben: Hautrauhigkeit, -
schuppigkeit, -glitte und —faltigkeit. Das Messprinzip des SELS-Verfahrens beruht auf der
hochaufgeldsten bildlichen Darstellung der lebenden Haut unter einer speziellen Beleuchtung
und anschlieBender digitaler Bearbeitung und Auswertung der bildlichen Darstellung mit
Hilfe einer speziellen Software. Die Methode ermdglicht es, standardisierte Bilder vor und

nach einer Anwendungsphase zu erhalten, wie in Abb. 3.18 exemplarisch dargestellt.

I II
ADbb. 3.18: Beispiel eines mit dem SELS-Verfahren ermittelten Oberflichenprofils der Haut

(oben), sowie das reale Bild (unten)

(I) vor und (II) 12 Wochen nach téiglicher Einnahme von HP-Pulver
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Der Einsatz eines Ultraschallgeridtes mit der Frequenz von 20 MHz ermdglicht die nicht-
invasive Differenzierung einzelner Gewebestrukturen. Den verschiedenen Echoamplituden
werden 256 Falschfarben zugeordnet, dabei entsprechen helle Farben einer hohen und dunkle
Farben einer schwachen Reflektion. Somit konnen geringe Unterschiede im
Reflektionsverhalten von Geweben durch Farbdarstellung sichtbar gemacht werden. Die
Hautdichte ermittelt sich aus der Pixel-Zahl im gemessenen Gewebeareal. Abb. 3.19 zeigt ein
exemplarisches Ultraschallbild der Haut vor und nach 12-wdchiger Supplementierung mit

HP-Kakaopulver.

Epidermis Corium  Subcutis

1 s

Abb. 3.19: Beispiel einer Aufnahme zur Dichtebestimmung mittels des Ultraschall B-scan-
Verfahrens (I) vor und (II) 12 Wochen nach tiglicher Einnahme von HP-Pulver

In der HP-Gruppe wurde im Verlauf der Studie die Hautrauhigkeit um 30 % vermindert, die
Hautschuppigkeit nahm deutlich von 0,14 + 0,09 auf 0,08 + 0,06 (entsprechend einer
Abnahme von 43 %; p<0,06) ab. Es konnten keine statistisch signifikanten Anderungen der
Glitte und der Faltigkeit festgestellt werden.

Die Hautdichte stieg um 17 % von 10,2 + 1,73 auf 11,9 £ 1,64 im Verlauf der Studie. Die
Hautdicke (Epidermis und Dermis) konnte von 1,11 + 0,1 mm auf 1,24 + 0,13 mm (p<0,02)
statistisch signifikant erhoht werden, was einem Anstieg von 12 % entspricht.

In der LP-Gruppe konnten fiir keine der in diesem Abschnitt aufgefiihrten Parameter
statistisch signifikante Verdnderungen festgestellt werden.

Hydrationsparameter
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Die Hautfeuchtigkeit wird mittels Corneometrie bestimmt; hierbei wird in relativen
Messeinheiten mittels einer kapazitiven Methode die Hautfeuchtigkeit ermittelt. Die Qualitét
der Barrierefunktion wird iiber den Grad des transepidermalen Wasserverlustes (TEWL)
gemessen. Bei der Messung wird die Wasserverdunstung direkt an der Hautoberfldche mittels
einer Spezialsonde gemessen.

In der HP-Gruppe ergab die Messung der Hautfeuchtigkeit einen Anstieg von 39 + 4 auf 44,2
+ 8. Dies entspricht einer Zunahme der Hautfeuchtigkeit von 13 %. Der transepidermale
Wasserverlust konnte im Verlauf der Studie von 8,7 + 3,7 auf 6,3 + 2,2 g/h*m2 (p<0,07)
vermindert werden, welches einer Verminderung von 28 % entspricht.

Zu einer Abnahme der Hautfeuchtigkeit um 5 % kam es bei den Probanden der LP-Gruppe,
wobei jedoch auch der transepidermale Wasserverlust um 4 % verringert wurde. Diese

Veridnderungen waren statistisch nicht signifikant.

Messung der Elastizitdt der Haut

Elastizititsmessungen werden mit dem Cutometer durchgefiihrt, das aus einer
mikroprozessorgesteuerten  Pneumatik mit elektronischer Messung, sowie einer
SpezialmeBsonde besteht. Die Haut wird wihrend der Messung durch Unterdruck in die
Offnung der MeBsonde eingesogen. Dabei wird die Eindringtiefe der Haut in die Offnung
durch ein optisches MeBsystem beriihrungslos erfasst. Die Ansaugphase wird durch den
Parameter ,viscoelastische Eigenschaft“, die Riickbildungsphase durch den Parameter
,biologische Elastizitit™ wiedergegeben.

Die viscoelastische Eigenschaft wies keine statistisch signifikante Anderung in der HP-
Gruppe auf. Die maximale Amplitude sowie die biologische Elastizitit zeigten ebenfalls keine
nennenswerten Verdnderungen. Fiir keinen der Elastizitdtsparameter konnte in der LP-Gruppe

ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Haaranalyse: Trichoscan

Dieser Versuch liefert quantitative sowie qualitative Aussagen iiber die Haarbeschaffenheit.
Die Probanden der HP-Gruppe zeigten im Testfeld (0,65 cm?) eine gesteigerte Haardichte von
153 + 50,1 zu Beginn der Studie auf 171 + 49,2 nach 12 Wochen. Gleichzeitig konnte ein

erhohter Anteil von Anagenhaaren (von 79 + 5,7 auf 83 + 4,9) beobachtet werden, wéhrend
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sich der Telogenhaar-Anteil von 22 + 6,3 auf 17 + 4,9 verringerte. Diese Unterschiede waren
jedoch statistisch nicht signifikant. In der LP-Gruppe konnte kein Unterschied der

Haarqualitiit oder —quantitit festgestellt werden.

Tab. 3.13: Hautphysiologie nach tdglichem Konsum von einer Dosis HP-Kakaopulver bzw.

LP-Kakaopulver ( £SD)

Wochen 0 6 12
HP-Kakaopulver (n=12)
Morphologie
Rauhigkeit (AU) 0,27 £0,2 0,2+0,17 0,19 £0,18
Schuppigkeit (AU) 0,14 £ 0,09 0,1 £0,07 0,08 + 0,06
Faltigkeit (AU) 42,2 +5,08 41,8 £4,05 41,8 £4,06
Glitte (AU) 20,3 + 1,89 209+1,9 21,2 +2.54
Dichte (Pixel) 10,2 £ 1,73 11,3 +2,08 11,9+ 1,64
Dicke (mm) 1,11 +£0,11 1,2+0,14 1,24 0,137
Hydrationsparameter
Feuchtigkeit (AU) 39+4 40,1 £ 6 442 + 8
TEWL (g/h*m?) 8,7+3,7 7,8 +35 6,3+272"
Elastizitit (AU)
maximale Amplitude 0,25 £ 40,03 0,23 £0,04 0,25 +£0,04
biologische Elastizitét 0,72 + 0,07 0,71 + 0,08 0,71 + 0,08
Viscoelastizitét 0,13+0,03 0,12 +£0,04 0,13 +0,04
Haarqualitit und —quantitit
Summe aller Haare 153 +50,1 165 +52,7 171 £49,2
Summe Anagenhaare 79 +5,7 81 +4,0 83+49
Summe Telogenhaare 22+6,3 19 +£4,0 17 +4,3

" statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,06

" statistisch signifikante Abweichung von t=0; p<0,04
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Fortsetzung Tab. 3.13

Wochen 0 6 12
LP-Kakaopulver (n=12)
Morphologie
Rauhigkeit (AU) 0,13+£0,2 0,17 £0,17 0,15+0,13
Schuppigkeit (AU) 0,18 +£0,22 0,11 +£0,08 0,13+0,11
Faltigkeit (AU) 44,4 + 5,39 44 + 5,09 43,7 +4,37
Glitte (AU) 19,6 = 3,05 20,7 +2,13 20,5 + 1,85
Dichte (Pixel) 12,5+ 1,18 12,3 +1,37 12,4 +1,23
Dicke (mm) 1,05 +£0,1 1,05 +£0,1 1,04 £ 0,11
Hydrationsparameter
Feuchtigkeit (AU) 382+5 36,2+4 36,3+6
TEWL (g/h*mz) 72+4.2 74+32 69+2
Elastizitit (AU)
maximale Amplitude 0,19 £0,03 0,17 £0,02 0,17 £0,03
biologische Elastizitét 0,81 £ 0,07 0,81 £0,07 0,82 £ 0,06
Viscoelastizitit 0,14 + 0,04 0,12 + 0,05 0,14 + 0,04
Haarqualitit und —quantitit
Summe aller Haare 185 + 20,7 198 + 31,7 193 £34,5
Summe Anagenhaare 73+1,3 74 + 1,8 73+2.4
Summe Telogenhaare 27+1,3 26 +1,8 27+24
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3.2.3 Interventionsstudie Il: ®-3-Fettsaure-reiche vs. w-3-Fettsaure-

arme Nahrungserganzung

In dieser Studie wurden die Effekte einer tdglichen Zufuhr von Fettsduren (FS) mit hohem
bzw. geringem ®-3-FS-Anteil innerhalb eines Zeitraums von 12 Wochen untersucht. Es
handelte sich um triglyceridisch gebundene FS aus pflanzlichem Material. Die Tagesdosis an
a-Linolensdure (ALA) und Linolensdure (LA) (entsprechend 4 Kapseln) betrug in Gruppe A
(Leinsamenol) 1,05 g bzw. 0,33 g. Gruppe B (Distelol) erhielt ein ALA-armes Produkt, die
Tagesdosis betrug hier 14 mg ALA und 1,59 g LA. Die genaue Zusammensetzung der
Kapseln ist in Tab. 3.2 zusammengefasst. Gemessen wurde der Einfluss auf das FS-Muster in
Plasma und Erythrozyten auf die Linol-/Linolensdure-Verteilung sowie das ®-6/®-3-FS-
Verhiltnis. Des Weiteren wurden Anderungen der Sensitivitit, Hydration und Physiologie
der Haut untersucht. In einem Vorversuch wurde die Bioverfiigbarkeit der FS aus den
Supplementen nach Einmalgabe bestimmt. Um einen Einblick in die Bioverfiigbarkeit zu
erlangen, wurde in einem Vorversuch iiber 8 h die Konzentration von ALA und LA im

Plasma nach Einnahme von 3 Kapseln A bzw. B untersucht.

3.2.3.1 Gaschromatographische Analyse von Plasma und Erythrozyten

3.2.3.1.1 Bioverfiigbarkeit der FS nach Einmal-Dosis

In diesem Vorversuch wurde die Bioverfiigbarkeit von Linol (LA)- und a-Linolensdure
(ALA) aus den Ol-Weichgelatinekapseln in einem Zeitraum von 8 h untersucht. Des Weiteren
wurde fiir jeden Zeitpunkt das Verhiltnis des ®-6-FS-Anteils zum Anteil von ®-3-FS an den
Gesamt-FS berechnet. Die Probanden erhielten nach einer Niichternblut-Abnahme jeweils 3
Kapseln des Produktes A bzw. B. Die Studie wurde im Cross-over-Design durchgefiihrt.
Zwischen den Studientagen lagen vier Wochen.

Interessanterweise konnte 4 h nach einer Supplementierung mit dem Produkt A ein Abfall des
ALA-Anteils von 2,1 % + 0,32 % zum Zeitpunkt ty auf 1,5 % + 0,23 % beobachtet werden.
Dieser Effekt war nach Einnahme der Kapsel B weniger stark ausgeprigt (s. Tab. 3.14).

Acht Stunden nach Einnahme beider Produkte konnte den ALA-Anteil betreffend ein
Riickgang beobachtet werden, der nach Einnahme des Produktes A weniger ausgeprigt war.

Der LA-Anteil wurde nicht beeinflusst. In Abb. 3.20 ist eine graphische Darstellung der FS-
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Anteile zu sehen. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu schaffen, wurden Abweichungen der
Anteile von LA- bzw. ALA an der Summe der ®-6- und ®-3-FS in relativen Einheiten (AU)

ausgedriickt, wobei der Wert zum Zeitpunkt to= 1 gesetzt wurde.

Abb. 3.20: Anderung des FS-Anteils von o-Linolensiure (—) und Linolsdure (---) nach
Supplementierung mit 3 Kapseln (I) des Produktes A bzw. (II) des Produktes B

Weder nach Supplementierung mit Produkt A, noch mit Produkt B konnte eine Verdnderung

im ®-6/w-3-Verhiltnis bestimmt werden.

115



Kapitel 3 - Ergebnisse

Tab. 3.14: Anteile von d-Linolen (ALA) - und Linolsdure(LA) an gesamt-w—6- und w-3-FS,
sowie das @w—6/@-3-FS-Verhdltnis nach Einnahme von Produkt A bzw. B (£ SEM; n=3)

FS-Zusammensetzung in Plasma

t [h] 0 3 4 5 6 8

Kapsel A (n=3)

0—6/0-3 12,7+ 1,76 12,2 £ 1,58 14,1 £ 1,18 12,3+1,14 10,3+0,61 12,8 + 1,11
LA (%) 694+152 68,7+185 70,8+134 691+13 67,1+£272 682+132
ALA (%) 2,1+0,32 238+027 1,5+023 2,1 +0,41 24+047  1,83+0,31

Kapsel B (n=3)

0—6/0-3 105+298 135+7,04 124+671 123+563 106+1,57 11,7+3,78
LA (%) 70,1 £3,03 71,3+4,05 69,7+348 69,7+348 687+127 69,6+2,18
ALA (%) 236+029 1,79+051 1,86+028 2,61+123 222+0,99 1,73+047

3.2.3.1.2 Beeinflussung des Fettsiure-Musters durch 3-monatige

Supplementierung mit @ 3-FS-reichem bzw. - armen Ol

In dieser Interventionsstudie wurden von jeweils 13 Probanden iiber einen Zeitraum von 12
Wochen tédglich 4 Kapseln des Produktes A bzw. B konsumiert; dies entspricht einer Menge
von durchschnittlich 2,2 g triglyceridisch gebundenen Fettsdauren (FS). In einer Tagesdosis
des Produktes A sind 1,05 g a-Linolensédure (ALA) bzw. 0,33 g Linolensdure (LA) enthalten;
die Tagesdosis in Gruppe B betrug 14 mg ALA und 1,59 g LA ( siehe Kapitel 3.2.1.2). Um
eine Verdnderung des Fettsdurespiegels nachzuweisen, wurde die FS-Zusammensetzung zu
den Zeitpunkten O, 6 und 12 Wochen in Plasma und in Erythrozyten bestimmt. Der
prozentuale Gesamtanteil von ®-6-FS wurde aus der Summe von Linolsdure, y-Linolensiure,
Homo- y-linolensdure und Arachidonsédure gebildet, der der ®-3-FS aus der Summe von «-

Linolensdure, Dihomo- y-linolensidure, EPA, DPA und DHA errechnet.

Zu Beginn der Studie (t = 0) war kein statistisch signifikanter Unterschied in der FS-
Zusammensetzung von Probanden der Gruppe A und Probanden der Gruppe B festzustellen.
In Gruppe A wurde nach 6 Wochen ein Anstieg des prozentualen FS-Anteils der ®-3-FS von
9,51 £ 0,94 % auf 10,1 = 0,98 % und nach 12 Wochen auf 10,2 + 0,55 % beobachtet. Die
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®-3-FS-Anteile in Gruppe A waren nach 6 bzw. 12 Wochen signifikant hoher, als in Gruppe
B (p<0,03 bzw. p<0,02). Der Gesamtanteil der ®—6-FS war in Gruppe A nach 6 Wochen von
92,2 + 1,12 % auf 90,1 £ 0,66 % gefallen und damit statistisch signifikant geringer als in
Gruppe B (p<0,03). Daraus errechnet sich fiir Gruppe A ein giinstigeres ®—6/0—3-FS-
Verhiltnis als fiir Gruppe B nach 6 (9,49 + 0,6 % bzw. 14,7 £ 1,86 %; p<0,009), sowie nach
12 Wochen (9,19 £ 0,66 % bzw. 16, 1 £ 4,64 %; p<0,009); siche Abb. 3.21.

Den Parameter a-Linolensédure betreffend konnte in Gruppe A ein signifikanter Anstieg des
Anteils an gesamt-w—6 und ®-3-FS von 1,6 £ 0,15 % auf 2,2 £ 0,19 % nach 6 Wochen und
2,3 £ 0,17 % nach 12 Wochen (p<0,0001 bzw. p<0,04) beobachtet werden. In der Gruppe B
blieb der ALA-Anteil hingegen konstant (Abb. 3.22).

Im Gegensatz zu Gruppe A konnte in Gruppe B nach 6 Wochen ein signifikanter Anstieg des
Linolsdureanteils von 68,9 + 1,2 % zu Beginn der Studie auf 72,6 = 1,1 % (p<0,04)
beobachtet werden, der nach 12 Wochen wieder vermindert war und sich nicht mehr vom

Ausgangswert (71,3 + 1,2 %) unterschied (Tab. 3.15).

®-6/M-3

Wochen

Abb. 3.21: Anderung des »-6/w-3-FS-Verhiiltnisses nach Supplementierung mit -6/@-3FS-
haltigen Kapseln: Produkt A, @-3-reich (blau); Produkt B, @-3-arm (schwarz)
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Abb. 3.22: Anteil von (I) Linolsdure und (II) Linolensdure an den gesamt-@-6/@-3-FS nach
Supplementierung mit @-6/@-3-FS-haltigen Kapseln: Produkt A, w—3-reich (blau); Produkt

B, w-3-arm (schwarz)
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Tab. 3.15: FS-Zusammensetzung im Plasma vor, wdhrend und nach 3-monatiger

Supplementierung mit w-3-FS-reichen (Produkt A) bzw. @ -3-FS-armen (Produkt B) Kapseln

(£ SEM; n=13)

FS-Zusammensetzung in Plasma

Wochen 0 6 12
Kapsel A
Summe ©-6-FS (%) 922 +1,12 90,1 + 0,66 91,4+ 1,16
Summe ©-3-FS (%) 9,5+ 0,94 10,1 0,98 10,2 0,55
®-6/w-3-FS-Verhiltnis 10,5 + 0,98 95+0,6 92 +0,66
Linolsdure (%) 67,7+1,1 67,3+1,1 68,8+ 1,6
a-Linolensdure (%) 1,6 +0,15 22+0,19° 7 23+0,17 77
Kapsel B
Summe ©-6-FS (%) 90,8 + 0,98 92,7 +0,81 92,4 +0,76
Summe ©-3-FS (%) 9,2 +0,98 7.3 +0,81 7,6 £0,76
®-6/w-3-FS-Verhiltnis 11,3+1,29 14,7 + 1,86 16,1 + 4,64
Linolséure (%) 689+12 726117 713+1.2
o-Linolenséure (%) 1,6 +0,22 1,7+0,24 1,5+0,15

EEE

" statistisch signifikant zu Gruppe B p<0,04 " statistisch signifikant zu t=0 p<0,04

" statistisch signifikant zu Gruppe B p<0,009 """ statistisch signifikant zu t=0 p<0,0001

In Erythrozyten stiegen die Anteile von o-Linolensédure und Linolsdure an der Summe aller
®-6- und ®-3-FS zwar tendenziell in beiden Gruppen, jedoch konnte aufgrund der hohen
Streuung der Einzelwerte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Auch der
Vergleich zwischen den Gruppen A und B zeigte keinen Unterschiede (siehe Tab. 3.16).

Es konnten keine Verdnderungen des ®-6/®-3-FS-Verhiltnisses in einer der beiden Gruppen

festgestellt werden.
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Tab. 3.16: FS-Zusammensetzung in Erythrozyten vor, wdhrend und nach 3-monatiger

Supplementierung mit w-3-FS-reichen (Produkt A) bzw. @ -3-FS-armen (Produkt B) Kapseln

(£ SEM; n=13)

FS-Zusammensetzung in Erythrozyten

Wochen 0 6 12
Kapsel A
Summe ®-6-FS (%) 83,37 £ 0,93 83,46 +0,7 83,78 + 1,24
Summe ®-3-FS (%) 16,43 £ 1,10 16,43 + 0,77 16,43 + 1,43
-6/w-3-FS-Verhiltnis 5,48 + 0,62 5,24 +£0,34 5,47 +£ 0,488
Linolsédure (%) 40,3+ 0,9 42,6 +1,3 443+ 1,9
o-Linolensédure (%) 09+0,14 1,0+0,16 1,2+0,14
Kapsel B
Summe ®-6-FS (%) 85,24 +0,89 86,36 + 0,57 85,25 + 0,54
Summe ®-3-FS (%) 14,76 + 0,89 13,64 + 0,57 14,75 £ 0,54
-6/w-3-FS-Verhiltnis 6,08 +0,47 6,48 + 0,33 5,89 +£0,28
Linolsédure (%) 42,1 +1,0 46,4+ 1,4 44,4 + 0,8
o-Linolenséure (%) 0,5+0,14 0,5+0,18 0,8 +0,15
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3.2.3.2 Bestimmung von Sensitivitiit, Barrierefunktion und Physiologie
der Haut vor und nach Supplementierung mit ®-3-FS-reichem

und ®-3-FS-armen Ol

Hier sollte der Einflufl einer dreimonatigen Supplementierung mit ®-3-FS-reichen Kapseln
(Produkt A) auf Sensitivitidt, Physiologie und Barrierefunktion der Haut untersucht werden.
Als Vergleich diente das ®-3-arme Produkt B. Die Bestimmung der Oberflichenstruktur
(SELS), der Hauthydration (Corneometrie) und des transepidermalen Wasserverlustes
(TEWL) erfolgen nach den Kapitel 3.2.2.2.2 beschriebenen Methoden.

Die statistische Auswertung erfolgt iiber den Vorzeichenrangtest nach Wilcoxon fiir jede
Kombination zweier Zeitpunkte innerhalb einer Gruppe. Hierbei wurden die Mittelwerte,
deren prozentuale Verdnderungen (PCM, percentual changes of means) nach 6 und 12

Wochen sowie das Signifikanzniveau p bestimmt (siche Tab. 3.17 und Tab. 3.18).

Sensitivitat: Nicotinat-Test

Der Nicotinat-Test gibt Aufschluss iiber die Sensitivitdt der Haut. In diesem Test wird ein
Erythem durch topische Applikation einer Nicotinatlosung induziert und die Differenz der
Hautrdtung (a-Wert) vor und nach der Erytheminduktion gebildet (Aa-Wert). Als weiterer
Parameter der entziindlichen Reaktion wird der kapillare Blutfluss (BF) im Erythem
gemessen. Eine Verminderung der Erythembildung und des BF kann als Indikator fiir
verringerte Sensitivitit der Haut angesehen werden [158].

Ein statistisch signifikanter Riickgang der Hautr6tung um 48 % konnte in diesem Test nach
12-wochiger Behandlung mit Produkt A beobachtet werden (von Aa = 4,12 auf Aa = 2,13;
p<0,05). Im Vergleich betrug die Verringerung nach Behandlung mit Produkt B nur 7 % und
war statistisch nicht signifikant.

Auch der kapillare BF war in Gruppe A signifikant um 34 % (6 Wochen) um 66 % (12
Wochen) vermindert. Die Ergebnisse der Sensitivitits-Untersuchungen sind in Abb. 3.23

dargestellt.
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Rotung [A a-Wert]

100

Abb. 3.23: Einfluf3 der

BF [AU]
3

Supplementierung mit Produkt A
(—) und Produkt B (---) auf (I) die
Hautrotung und (II) den Blutfluss

im Nicotinat-induzierten Erythem

Wochen

Barrierefunktion: Transepidermaler Wasserverlust (TEWL)

Nach Supplementierung mit Produkt A wurde sowohl nach 6 Wochen (-21%; p<0,05), als
auch nach 12 Wochen (-31 %; p<0,05) eine statistisch signifikante Verminderung des
transepidermalen Wasserverlustes im Vergleich zu Beginn der Studie gemessen werden. Die
Einnahme von Produkt B fiihrte wihrend des gesamten Zeitraumes zu keinen Verdnderungen

dieses Parameters.

Hydration:

In Gruppe A und in Gruppe B konnte ein statistisch signifikanter (p<0,05)
Anstieg der Hauthydration festgestellt werden; wihrend der Anstieg in Gruppe B nur 13 %
betrug, war in Gruppe A eine Erh6hung der Hydration um 39 % zu beobachten.
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Physiologie: Oberflachencharakterisierunq lebender Haut (SELS)

In Gruppe A wurden folgende statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum
Studienbeginn beobachtet: Der Parameter Rauhigkeit zeigte eine Verminderung nach 6
Wochen (-22 %; p<0,05) und 12 Wochen (-30 %; p<0,05), die Schuppigkeit hatte nach 12
Wochen um 31 % abgenommen.

In Gruppe B war lediglich der Parameter Rauhigkeit vermindert werden (jeweils -10 % nach 6

und 12 Wochen; p<0,05); Schuppigkeit, Faltigkeit und Glétte blieben unverindert.

Tab. 3.17: Sensitivitdt, Physiologie und Barrierefunktion der Haut nach tdglichem Konsum

von 4 Kapseln A (w-3-reich) (£ PCM; n=13)

Kapsel A
Wochen 0 6 12
Sensitivitit: Nikotinat-Test
Aa-Wert (AU) 4,12 323 -22% 2,13 - 48 %*
BF (AU) 86 57 -34 %* 29 -66 %*
Physiologie der Haut
Rauhigkeit (AU) 1,87 1,45 -22 %* 1,31 -30 %*
Schuppigkeit (AU) 0,97 0,83 -15% 0,66 -31%*
Faltigkeit (AU) 21,5 214 -04 % 22 +2%
Glitte (AU) 25,3 26 +3% 272 + 7%*
Hydrationsparameter
Feuchtigkeit (AU) 30 32 +7 % 41 + 39 %*
TEWL (g/hm?) 8,82 6,95 -21 %* 6,05 - 31 %*

* p<0,05 ; statistisch signifikante Abweichung von t=0 (Vorzeichenrangtest nach Wilcoxon)
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Tab. 3.18: Sensitivitdt, Physiologie und Barrierefunktion der Haut nach tdaglichem Konsum

von 4 Kapseln B (w-3-arm) (£ PCM; n=13)

Kapsel B
Wochen 0 6 12
6
Sensitivitit: Nicotinat-Test
Aa-Wert (AU) 4,03 4,02 -02% 3,76 -7 %
BF (AU) 80 89 +11% 8 +7%
Physiologie der Haut
Rauhigkeit (AU) 1,56 1.4 -10 %* 1,41 -10 %*
Schuppigkeit (AU) 0,95 0,89 -6 % 0,82 -14 %
Faltigkeit (AU) 22,3 229 +2% 23,1 +4%
Glitte (AU) 26,9 226 -1% 274 +2%
Hydrationsparameter
Feuchtigkeit (AU) 36 36 -2% 41 + 13 %*
TEWL (g/h*m?) 6,95 6,54 -6 % 6,13 -12%

* p<0,05 ; statistisch signifikante Abweichung von t=0 (Vorzeichenrangtest nach Wilcoxon)
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3.24 Interventionsstudie Ill — EinfluB von Flavonoiden auf den
peripharen arteriellen Tonus als Antwort auf reaktive
Hyperamie (RH)

Ziel dieser Studie war es, den EinfluB einer Einmal-Dosis Flavanole, Flavanone und
Procyanidine auf die durch Scherbeanspruchung induzierter Vasodilatation zu untersuchen.
Gleichzeitig wurden die Plasmakonzentrationen der Testsubstanzen (siehe Tab. 3.19) und

deren Metabolite bestimmt.

3.24.1 Bioverfiigbarkeit der Testsubstanzen

Die Blutabnahmen erfolgten unmittelbar vor, sowie 1, 2, 4, und 6 h nach Einnahme von 36 g
Kakaopulver in 200 ml heilem Wasser, 5 Traubenkernextrakt (TKE)-Kapseln bzw. 5
Flavanon-Tabletten. In Tab. 3.19 sind die an den Studientagen aufgenommenen Mengen an
Polyphenolen aufgelistet. Nach Aliquotierung von Plasma und RBC wurden die Proben bei -

80°C gelagert.

Tab. 3.19: Auflistung der eingenommenen Menge an Polyphenolen (Einfachdosierung)

HP-Kakao TKE Flavanone

Epicatechin (mg) 79,2 12,4 -
Catechin (mg) 37,8 12,4 -
Dimere (mg) 322,6

Di- und Trimere (mg) 48,6 -

> Trimere (mg) 106,2 1551 -
Naringenin (mg) - - 102,2
Hesperetin (mg) - - 49.8
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3.2.4.1.1 Flavanole

Nach Supplementierung mit 36 g HP-Kakaopulver (sieche Tab. 3.19) wurden die
Konzentrationen von Epicatechin (Summe von freiem, glucuronidierten und sulfatierten
Epicatechin), 3’-O-Methylepicatechin und 4’-O-Methyl-Epicatechin in Plasma und RBC
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.24 graphisch dargestellt. Der in Interventionsstudie I
ermittelte Plasmakonzentrations-Verlauf von Epicatechin konnte hier bestétigt werden; nach
bereits einer Stunde wurde eine maximale Konzentration (cyax) von 166,2 + 47,9 nM (p<0,05)
erreicht. Danach nahm die Konzentration wieder ab; nach 4 h konnte keine signifikante
Differenz zu t = 0 h festgestellt werden, nach 6 h war der Basalwert wieder erreicht.

Eine dhnlicher Konzentrationsverlauf wurde fiir 3’-O-Methyl-Epicatechin beobachtet. Hier
betrug bei der gleichen ty, von 1 h die cpax 492,5 £ 111,2 nM (p<0,003). Auch hier konnte
eine stetige Abnahme der Plasmakonzentration festgestellt werden. Im Gegensatz zum 3’-O-
methylierten Metaboliten dnderte sich die Konzentration an 4’-O-Methyl-Epicatechin nicht.
In Tab. 3.20 sind die jeweiligen Konzentrationen in Plasma und RBC zusammengestellt.

Die Analyse der Erythrozyten (RBC) ergab keinen Anstieg der Epicatechin-Konzentration bei
einem der gewihlten Messzeitpunkte. Die 3’-O-Methyl-Epicatechin-Konzentration stieg
simultan zur gemessenen Plasma-3’-O-Methyl-Epicatechin-Konzentrationen nach einer
Stunde auf ein Maximum von 141,2 + 39,0 nM. Dieser Wert, wie auch die Konzentration zum
Zeitpunkt t = 2 h (48,2 £ 9 nM), waren statistisch signifikant unterschiedlich zu t = 0 h
(p<0,05). Alle weiteren Konzentrationen, wie auch die 4’-O-Methyl-Epicatechin-

Konzentrationen @nderten sich im Vergleich zum Basalwert nicht.
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Abb. 3.24: Verliufe der Konzentrationen von gesamt-Epicatechin (-a-), 3’-O-Methyl-
Epicatechin (—) und 4°-O-Methyl-Epicatechin (-u-) in (I) Plasma und (II) Erythrozyten nach
Einnahme von 36 g HP-Kakaopulver (entsprechend 117 mg Flavanol-Monomere)
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Tab. 3.20: Flavanol-Gehalte in Plasma und RBC nach Einnahme von 36 g HP-Kakaopulver
(entsprechend 117 mg Flavanol-Monomere); 3’-O-MetEC: 3’-O-Methyl-Epicatechin; 4’-O-
MetEC: 4°-O-Methyl- Epicatechin

Konzentration [nM + SEM (n=4)]

t [h] 0 1 2 4 6
Plasma
Epicatechin 38,3 +£3,29 166,2 +47,9° 104,4 £22,5" 65,8 £12,3 42,3+79
3-O-MetEC  104+6,0  4925+1112° 2384+50,6  60,4+8,1 292 +4,1°
4’-0-MetEC 146 +1,3 142 +1,1 10,6 + 3,8 17,8 +1,6 15,0+1,9
RBC
Epicatechin 70,5 + 15,1 79,4 + 18,2 72,1 £ 15,5 74,4 + 19,0 72,4 +15,5
3-0-MetEC 13,643 1412 +389" 482490 19,7 £6,1 150 +4,2
4’-O-MetEC 15,6 + 4,7 16,3 +5,3 14,0+ 3,7 14,4 +5,0 15,7 +4,7
“signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,05
“signifikant unterschiedlich zu t=0 h p<0,005
3.2.4.1.2 Flavanone

Die Einnahme von 151,9 mg Flavanonen (siche Tab. 3.19) fiihrte zu unterschiedlichen
Plasmakonzentrations-Verlaufen fiir Hesperetin und Naringenin.

Hesperetin zeigte keine Anderung der Plasmakonzentration in den ersten 3 Stunden nach
Einnahme der 5 Flavanon-Tabletten; zu den Zeitpunkten 4 und 6 h ist eine tendenzielle,
jedoch statistisch nicht signifikante Zunahme der Hesperetin-Konzentration zu beobachten.
Dagegen erreicht die Naringenin-Konzentration nach bereits einer Stunde ein ¢, von 171,5 +
2 nM, welche sich signifikant von ¢y (25,5 + 5,63 nM) unterscheidet (p<0,02). Danach fillt
die Konzentration stetig ab, wobei der Kurvenverlauf dem des Epicatechins gleicht (siehe
Abb. 3.25). Die Ergebnisse sind in Tab. 3.21 dargestellt.

In Erythrozyten konnte zu keinem Zeitpunkt Hesperetin oder Naringenin nachgewiesen

werden.
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Tab. 3.21: Flavanon-Gehalte in Plasma und RBC nach Einnahme von 151,9 mg Flavanonen

Konzentration [nM = SEM (n=4)]
t [h] 0 1 2 4 6

Plasma

Hesperetin ~ 466,7 + 71,3 467,5+ 78,1 4604+ 50,6 9229+ 174 760,7+ 52,9
Naringenin 25,5+ 5,6 1715+ 2,00 170,3+ 0,5 38,6 £ 1,8 50,2+ 5,7

RBC
Hesperetin N.N. N.N. N.N. N.N. N.N.
Naringenin N.N. N.N. N.N. N.N. N.N.

*Signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,02

N.N.: nicht nachweisbar
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3.24.1.3 Oligomere Procyanidine (OPC) aus Traubenkernextrakt (TKE)

Die an einem Tag eingenommene Menge an OPC betrug 1,6 g (siche Tab. 3.19). Es konnte
zu keinem Zeitpunkt in Plasma oder Erythrozyten Procyanidin B2 nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu den Plasmakonzentrations-Verldufen, die nach Kakaoeinnahme zu beobachten
waren, fiihrte die Einnahme der OPC zu keinem Anstieg der monomeren Untereinheiten
Catechin (N.N.) und Epicatechin (keine Abweichung vom Basalwert) oder deren Metabolite
(Tab. 3.22, Abb. 3.26).
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ADbb. 3.26: Konzentrationen Epicatechin (-a-), 3’-O-Methyl-Epicatechin (—) und 4’-O-

Methyl-Epicatechin (-m-) in Plasma nach Einnahme von 1,6 g oligomerer Procyanidine

Tab. 3.22: Flavanol-Gehalte in Plasma und RBC nach Einnahme von 1,62 g TKE; 3’-O-
MetEC: 3°-O-Methyl-Epicatechin; 4’-O-MetEC: 4°-O-Methyl- Epicatechin

Konzentration [nM + SEM (n=4)]

t [h] 0 1 2 4 6
Plasma
Epicatechin 38,3 +5,64 40,8 + 3,64 35,5 + 3,69 34,5 +3,04 35+2.85
3’-0O-MetEC 10,5 + 6,96 8.4 +4,35 7,2+321 6,3 +3,05 6,04 +2.90
4’-0O-MetEC 10,8 £ 3,15 11,3 + 3,55 10,4 + 2,90 11 +3,11 13,3 + 3,93
RBC
Epicatechin 67,3+16,4 71,1 +7,63 71,5+ 12,1 86,5+252 59,8 +13,95
3’-0O-MetEC 1,43 +0,46 2,19+0,73 1,84 + 0,81 2,42 + 0,99 1,33 £ 0,57
4’-0O-MetEC 17,2 £ 3,05 39,8 £21,75 18,8 + 3,46 19,7 + 3,03 18,4 +1,02
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3.2.4.1.3 Kontrolle

Diese Studie wurde aufgrund der starken intraindividuellen Schwankungen des PAT-Index
(siche Kapitel 4.1.4) im cross-over-Design durchgefiihrt. Dazu wurde ein Testtag
durchgefiihrt, an dem die Probanden anstelle des polyphenolhaltigen Supplementes
ausschlieBlich Wasser zu sich nahmen; die Messung des periphéren arteriellen Tonus erfolgte
wie an den anderen Studientagen. Aus Griinden der Compliance wurde zu den Zeitpunkten 0,
1 und 6 h eine Blutprobe entnommen.

In Tab. 3.23 sind die Flavanol-, Flavanon- und Metabolit-Konzentrationen in Plasma bzw.
RBC angegeben. Es konnte in keinem Fall ein signifikant erhohter oder erniedrigter Wert

festgestellt werden.

Tab. 3.23: Flavanol -, Flavanon- und Metabolit-Konzentrationen in Plasma bzw. RBC an den
Kontrolltagen (keine Supplementierung); 3’-O-MetEC: 3’-O-Methyl-Epicatechin;
4’-O-MetEC: 4’-O-Methyl- Epicatechin

Konzentration [nM + SEM (n=4)]

t [h] 0 1 2
Plasma
Epicatechin 25,9+ 12,6 19 £943 21,6 11,3
3’-O-MetEC 0,83 +0,83 2,73 +0,92 4,33 +3,77
4’-0O-MetEC 8,28 +3,43 6,26 +1,78 13,9 +6,2
Hesperetin 195,4 £ 54,2 240,6 + 28,9 280,4 + 81,8
Naringenin 68,8 + 8,07 53,3+ 164 25,6 £ 25,7
RBC
Epicatechin 49,6 + 19 67,1 £ 14 66,1 +17,3
3’-O-MetEC 0,82 +0,54 1,35+0,43 1,7+0,8
4’-0O-MetEC 7,30 £2.42 8,80 + 1,90 11,8 +4,7
Hesperetin N.N. N.N. N.N.
Naringenin N.N. N.N. N.N.
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3.24.2 Bestimmung des periphiren arteriellen Tonus als Antwort auf

Reaktive Hyperimie

Ziel dieser Studie war es, den EinfluB} einer Einmal-Dosis Flavonoide auf das Ausmaf shear-
stress induzierter Vasodilatation zu untersuchen. Bei dem dafiir verwendeten Endo-PAT-
Verfahren wird der periphédre arterielle Tonus (PAT) nicht-invasiv {iiber pulsatile
Volumenédnderungen (PWA) in der Fingerbeere gemessen. Durch 5-miniitige Okklusion des
Testarmes wird Hypoxie hervorgerufen; anschlieBendes Losen fiihrt zu reaktiver Hyperamie,
die mit einer Scherbeanspruchung der arteriellen Gefdfe einhergeht. Dadurch kommt es zu
einer sympathikus-unabhingigen Vasodilatation und einem damit verbundenen Anstieg der
PWA. Der Endo-PAT-Index wird als Wert (Endo-PAT-Index zum Zeitpunkt x nach
Supplementierung — Endo-PAT-Index zum Zeitpunkt t = 0 h) angegeben. In Abb. 3.27 sind
reprasentative Bestimmungen des Endo-PAT-Index vor und nach Supplementierung mit

Kakaoflavanolen dargestellt.
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Abb. 3.27: Darstellung der Bestimmung des Endo-PAT-Index vor (A) und nach (B)
Supplementierung mit Kakaoflavanolen (siehe Text); Strecke I: PWA im Grundzustand;
Strecke II: PWA wdhrend der Okklusion; Strecke I11: PWA wdhrend reaktiver Hyperdmie: die

erhohte Amplitude stellt einen Indikator fiir erhohte endotheliale Aktivitdt dar
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In Tab. 3.24 sind die Mittelwerte der Messungen aufgelistet; im Laufe der Studie wurde die
Anzahl der Messzeitpunkte von 5 auf 6 erhoht, wodurch das Fehlen des 3 h-Wertes fiir
Flavanon-Supplementierung zu erkléren ist.

Als Flavanol-Quelle wurden 2 Dosen HP-Kakaopulver in 200 ml Wasser eingenommen
(entsprechend 117 mg Flavanole und 428,8 mg oligomere Procyanidine). Nach bereits einer
Stunde konnte ein erhohter PAT-Index gemessen werden, aufgrund der anfinglich hohen
Standardabweichungen wurde eine statistisch signifikante Erhohung erst nach 3 Stunden
gemessen (0,69 £ 0,14; p<0,005). Auch nach 6 Stunden war der Effekt noch zu beobachten
(0,44 £0,1: p<0,01); siche Abb. 3.28.

A-Endo-PAT-Index

Abb. 3.28: PAT-Index nach Einnahme von zwei Dosen (36 g) HP-Kakao (—) im Vergleich
zur Kontrolle (---); zum Vergleich (I): Flavanol-Konzentration in Plasma: gesamt-
Epicatechin (-a-), 3’-O-Methyl-Epicatechin (—) und 4’-O-Methyl-Epicatechin (-m-); n = 4
(vgl. Abb. 3.24)
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Die Einnahme von 5 Flavanon-Tabletten (entsprechend 102,2 mg Naringenin und 49,8 mg
Hesperetin) fiihrte zu keinem Zeitpunkt zu einer verstirkten Dilatation wihrend reaktiver

Hyperédmie (siche Abb. 3.29)
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Auch nach Supplementierung mit 5 Traubenkernextrakt-Kapseln (entsprechend 24,8 mg
Flavanol-Monomere und 1,60 g oligomere Procyanidine) konnte keine Verdnderung des PAT-

Index festgestellt werden (siehe Abb. 3.30).
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Tab. 3.24: APAT-Indices nach Supplementierung mit HP-Kakao, Flavanon-Tabletten oder

OPC-Kapseln
APAT-Index (+ SEM; n=4)
t [h] 0 1 2 3 4 6
Supplementierung:
HP-Kakao 0 0,56+ 030 071+ 029 069+ 014 065+ 024 044+ 01
Flavanon-Tabl. 0 011+025 0,17+ 0,25 - 0,18+ 0,37 027+ 0,17
OPC—Kapseln 0 0,22+ 0,18 0,21 + 0,29 -0,17 = 0,19 0,26+ 0,32 -0,09% 0,19
Kontrolle 0 0,09+ 0,05 0,08+ 0,13 -0,16 = 0,19 0,10+0,2 0,12 + 0,26

: signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,05
**signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,01
signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,005
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3.3 Zellkultur

Die in-vivo beobachteten Effekte der eingesetzten bzw. detektierten Flavonoid-Gruppen
wurden auf zelluldrer Ebene untersucht. Dazu wurden murine Aorten-Endothelzellen
kultiviert und mit Epicatechin, dem Dimer Procyanidin B2, dem Metaboliten 3’-O-Methyl-
Epicatechin und Hesperetin behandelt. Nach Inkubationen fiir 3, 12 und 24 h wurde die
Zellviabilitit, die interzellulire Kommunikation iiber Gap Junctions und die Lokalisation des
Connexin43-Proteins in der Zelle gemessen. Als Kontrolle wurde Genistein, ein Isoflavon,

verwendet.

3.3.1 Zellviabilitat

Um toxische Effekte der Testsubstanzen in den verwendeten Konzentrationen auszuschlieBen,
wurde ein Viabilitétstest durchgefiihrt. Hierbei wurden die gleichen Inkubationsbedingungen,
wie bei den spiteren Versuchen eingehalten; die Auswertung erfolgt iiber die Abweichung der
Viabilitit in % von Zellen, die mit 0,1 % DMSO (Losungsmittel-Kontrolle) behandelt wurden
(100%). Fiir keine der Testsubstanzen konnte in den eingesetzten Konzentrationen ein

Riickgang der Zellviabilitdt um mehr als 25 % festgestellt werden (siehe Abb. 3.31).

140,0
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Abb. 3.31: Ermittlung der Zellviabilitit mittels MTT-Test, als Kontrolle wurde Medium mit
0,1% DMSO eingesetzt; hellblau: 3h; dunkelblau: 12h; schwarz: 24 h Inkubation;
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3.3.2 Farbstoff-Transfer-Assay

Die Zahl der kommunizierenden Zellen wurde mit Hilfe der in Kapitel 2.5.5 beschriebenen
Farbstoff-Transfer-Methode ermittelt. In jeder Versuchsreihe wurde aus jeweils 10 getesteten
Zellen der Mittelwert der benachbarten Zellen bestimmt, die den Farbstoff aufgenommen
haben. Jeder Versuch wurde mindestens dreimal durchgefiihrt. Fiir die Berechnung wurden
die Kontrollen (mit DMSO behandelte Zellen) 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind in Tab.
3.25 und Tab. 3.26, sowie Abb. 3.32 dargestellt.
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ADbb. 3.32: Anderung der ZZK (% Kontrolle) nach 3-stiindiger (hellblau), 12-stiindiger
(dunkelblau) und 24-stiindiger (schwarz) Inkubation mit Epicatechin, Procyanidin B2, 3’-O-
Methyl-Epicatechin, Hesperetin und Genistein; Kontrolle: DMSO
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Tab. 3.25: Zahl kommunizierender Zellen ( £ SD) nach Behandlung mit den Testsubstanzen

fiir 3, 12 und 24 h

Zahl kommunizierender Zellen (n=4)

t [h] 3 12 24
Behandlung:

Epicatechin 13,1 £5,61° 154 +528" 9,8 +3,55""
Procyanidin B2 134,307 16 +3,68°" 9,5+296""
3’-0O-Methyl-Epicatechin 8,1 +3,86 11,8 +£2,71 16 + 3,83
Hesperetin 10,6 + 37,01 153 +4,16 16,1 +6,75
Genistein 17,7 +5,69"" 16,8 + 3,33 17 +3,78
Kontrolle 9,4 +2,03 13,4 +2,76 12,1 + 4,45

’ signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,04
** signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,008
o signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,002

: signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,0005

Tab. 3.26: Abweichung der Zahl kommunizierender Zellen( = SD) von der Kontrolle nach

Behandlung mit den Testsubstanzen fiir 3, 12 und 24 h

% kommunizierende Zellen (Kontrolle = 100 % ; n=4)

t [h] 3 12 24
Behandlung:

Epicatechin 121 +52° 121 £417 130 +477
Procyanidin B2 163 547 146 347 126 £39™
3’-0-Methyl-Epicatechin 101 + 48 107 25 97 +23
Hesperetin 98 + 65 120 33" 131 +55°
Genistein 163 £527 102 + 20 104 + 23
Kontrolle 100 =29 100 + 31 100 =28

: signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,04
** signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,008
o signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,002

: signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; p<0,0005
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Eine deutlich erhohte ZZK konnte durch die Behandlung mit Procyanidin B2 erreicht werden.
Hier wurde bereits nach 3 h ein Anstieg auf 163 + 54 % der Kontrolle beobachtet. Auch nach
12 und 24 h unterschied sich die Zahl kommunizierender Zellen noch deutlich von der
Kontrolle (146 + 34 % bzw. 126 + 39 %, p<0,0005). Ahnliche Ergebnisse konnten mit
Epicatechin erzielt werden, insgesamt war aber nur ein geringerer Anstieg zu verzeichnen; die
hochste Kommunikationsrate wurde nach 24 h beobachtet (130 £ 47 % im Vergleich zur
Kontrolle, p<0,0005). Die Behandlung mit Hesperetin fiihrte erst nach 12 h zu einer Erhhung
der ZZK, der Maximalwert wurde nach 24 mit 131 + 55 % (p<0,008) beobachtet. Im
Gegensatz dazu stieg die ZZK nach Behandlung mit Genistein nach bereits 3 h auf 163 + 52
% (p<0,0005), nach 12 und 24 h konnte jedoch keine statistisch signifikante Abweichung von
der Kontrolle gemessen werden.

Der Metabolit 3’-O-Methyl-Epicatechin wies zu keinem der Messzeitpunkte einen Einfluf3 auf
die ZZK auf.

3.3.2 Western-Blot Analyse

Die Ergebnisse des Farbstoff-Transfer-Assay zeigten unterschiedliche Effekte der
Testsubstanzen auf die ZZK. Um diese Effekte genauer zu untersuchen, wurde die Western-
Blot-Analyse auf Connexin43-Protein durchgefiihrt.

Fiir diese Analyse wurden die MAEC 3 h mit den Testsubstanzen inkubiert. Die Herstellung
der Zellextrakte und der Nachweis des Connexin43-Proteins erfolgten wie in Kapitel 2.5.6.1
beschrieben. In Abb. 3.33 ist die durch Chemilumineszenz sichtbar gemachte Proteinfraktion
der unterschiedlich phosphorylierten Connexin43-Proteine nach elektrophoretischer Trennung
dargestellt. Die drei Banden zeigen die 3 Phosphorylierungsgrade des Connexin43-Proteins.

Dabei stellt PO die unphosphorylierte, P1 und P2 phosphorylierte Formen des Proteins dar.
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Abb. 3.33: Nachweis des Gap junction-Proteins Connexind3 aus MAEC-Zellextrakt nach 3
stiindiger Inkubation mit Epicatechin, Procyanidin B2, 3’-O-Methyl-Epicatechin, Hesperetin
und Genistein fiir 3 h; Kontrolle: DMSO

Deutlich zu erkennen ist eine erhohte Proteinmenge des Connexin43 nach Inkubation mit
Procyanidin B2 im Vergleich zur Kontrolle (DMSO). Auch die Inkubation mit Hesperetin

fiihrte zu einer leichten Erhohung des Connexin43-Proteins.

Der Nachweis von eNOS-Protein fiihrte in keiner der Proben zu einem Signal.
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3.3.3 Immunocytochemie

Nachdem festgestellt wurde, dass einige der Testsubstanzen in der Lage sind, die ZZK zu
stimulieren, sollte der Einfluss der Substanzen auf die subzelluldre Lokalisation der Proteine
untersucht werden.

Um die Lokalisation des Connexin43-Proteins in der Zelle zu bestimmen, wurde das Protein
mittels einer immuncytochemischen Methode nachgewiesen und photographisch erfafft (siehe
Kapitel 2.5.7) Die Inmunfirbung erfolgte nach einer 3-, 12- und 24-stiindiger Inkubation mit
den Testsubstanzen.

Nach der 3-stiindigen Inkubation mit 40 uM Epicatechin, Procyanidin B2, 3’-O-Methyl-
Epicatechin, Hesperetin und Genistein konnte ein erhdhter Einbau des Connexin43-Proteins
in die Zellmembranen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Im Falle des
Epicatechins wurde auch eine Erhohung der Connexin43-Menge im Bereich um den Zellkern
beobachtet. Dies deutet auf eine vermehrte Expression des Proteins hin (sieche Abb. 3.34).
Nach der 12-stiindigen Inkubation mit 40 uM Epicatechin, Procyanidin B2, Hesperetin und
Genistein konnte im Vergleich zu Kontrolle auch eine erhohte Akkumulation von Connexin43
in der Membran beobachtet werden. Im Falle des Procyanidin B2 und Hesperetin war deutlich
eine erhohte Dichte des Connexin43-Proteins um den Zellkern und die Membran
festzustellen, welche auf eine erhohte Proteinexpression deutet. Dieser Effekt war auch nach
Inkubation mit Epicatechin und Genistein zu beobachten, jedoch hier weniger ausgeprigt
(siche Abb. 3.35).

Eine vermehrte Proteinmenge in der Membran war nach 24-stiindiger Inkubation nur im Falle
des Procyanidin B2 zu beobachten. Hier fand sich auch eine stark erhohte Expression von
Connexin43. Eine Erhohung der Proteinmenge war auch im Falle des Hesperetins und 3’-O-

Methyl-Epicatechin zu sehen. (Abb. 3.36)
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Abb. 3.34: Immunocytochemische Firbung von Connexin43 (griin) und Zellkernen (blau)
in MAEC nach Inkubation mit

A: Epicatechin (40 uM) B: Procyanidin B2 (40 uM)
C: 3’-O-Methyl-Epicatechin (40 uM) D: Hesperetin (40 uM)
E: Genistein (40 uM) F: 0,1 9% DMSO (Kontrolle),

Inkubationsdauer: 3 h

142



Kapitel 3 - Ergebnisse

Abb. 3.36: Immunocytochemische Fdrbung von Connexin43 (griin) und Zellkernen (blau)
in MAEC nach Inkubation mit

A: Epicatechin (40 uM) B: Procyanidin B2 (40 uM)
C: 3’-O-Methyl-Epicatechin (40 uM) D: Hesperetin (40 uM)
E: Genistein (40 uM) F: 0,1 9% DMSO (Kontrolle),

Inkubationsdauer: 12 h
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Abb. 3.37: Immunocytochemische Firbung von Connexin43 (griin) und Zellkernen (blau)
in MAEC nach Inkubation mit

A: Epicatechin (40 uM) B: Procyanidin B2 (40 uM)
C: 3’-O-Methyl-Epicatechin (40 uM) D: Hesperetin (40 uM)
E: Genistein (40 uM) F: 0,1 9% DMSO (Kontrolle),

Inkubationsdauer: 24 h
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3.3 Einfluss von Epicatechin auf die Stabilitat von S-

Nitrosoglutathion

In diesem Versuch soll der Einflul von Epicatechin auf die Stabilitdt von S-Nitrosoglutathion
(GSNO) untersucht werden. Aus der HPLC-Analyse ging hervor, dass GSNO in Pufferlésung
unter den Versuchsbedingungen stabil ist. In Abb. 3.38 ist ein Chromatogramm der Standards

[Glutathion in reduzierter Form (GSH), in oxidierter Form (GSSG) und S-nitrosiert (GSNO)]

dargestellt.
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Die Anwesenheit von Epicatechin fiihrte zu keinem Konzentrationsabfall von GSNO. Bei der
Inkubation mit 50 uM Fe**** bzw. 114 uM Ascorbat konnte bereits nach 17 min ein Beginn
des Abbaus von GSNO beobachtet werden (75 + 1,7 % bzw. 50 + 2,36 %), der sich weiterhin
fortsetzte (72 + 3,1 % bzw. 29 + 2,24 %, nach 34 min). Im Falle des Fe’™* konnte dieser
Abbau vollstiandig durch die Anwesenheit von 170 uM Epicatechin inhibiert werden (101 +
0,6 % nach 34 min). Die Inkubation von Fe’** in Anwesenheit von 151 uM DFOA fiihrte
ebenfalls zu einer Stabilisierung von GSNO: nach 34 min konnten noch 101 £+ 0,23 % von der
Ausgangskonzentration nachgewiesen werden. Der degradierende Effekt von Ascorbat konnte
jedoch durch Koinkubation mit Epicatechin nicht vermindert werden (23 + 3,78 %). Die

einzelnen Ergebnisse sind in Tab. 3.27 zusammengestellt.
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Abb. 3.39: Stabilitit von GSNO in Puffer in Anwesenheit von Epicatechin, F. s 3+, DFOA

und/oder Ascorbat

Tab. 3.27: Stabilitit von GSNO in Anwesenheit von Epicatechin, Fe**” 3+, DFOA und/oder

Ascorbat; Angaben in % der Konzentration zu Inkubationsbeginn

Konzentration im Inkubationsansatz

% von t = 0 min [+ SED (n=3)]

t [min]
10 uM 170uM ~ 50uM  114uM 151 uM 0 17 34

GSNO / Puffer 100 104 +1,62 104 +2,1
+ Epicatechin - - - 100 116+872 113+7,53

+ Epicatechin  + Fe*** - 100 101 +£0,3 101 0,6
+ Epicatechin -+ Ascorbat 100 46+3,556  23+378"

- + Fe??t . 100 75+1,7" 72 +3,1
. + Ascorbat 100 50+236° 2942247

- + Fe?*3* +DFOA 100 100+ 1,1 101 £ 0,23

* signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,02

- signifikant unterschiedlich zu t=0 h; p<0,005
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4 Diskussion

4.1 Interventionsstudien: Effekte auf das Endothel und die Haut

Die tdgliche Supplementierung mit Kakao-Polyphenolen und mehrfach ungesittigten
o-3-Fettsduren (®-3-PUFA) iiber einen Zeitraum von 12 Wochen fiihrte zu einer positiven
Beeinflussung der Physiologie und Morphologie der Haut. Des Weiteren konnten nach
Supplementierung mit Kakao-Polyphenolen photoprotektive Effekte und ein Anstieg der
kutanen Mikrozirkulation nachgewiesen werden; Supplementierung mit ®-3-PUFA fiihrte zu
einer verminderten Hautsensitivitdt. Die Untersuchungen des Einflusses einer Einmaldosis
von Polyphenolen aus verschiedenen Nahrungsquellen auf den periphiren arteriellen Tonus
zeigten, dass Kakao-Polyphenole, nicht aber Procyanidine aus Traubenkernextrakt oder
Flavanone aus Zitrusfriichten einen positiven Effekt auf die endotheliale Funktion ausiiben.

Im Folgenden werden diese Ergebnisse im Detail diskutiert.

4.1.1 EinfluB einer Einmaldosis Kakaopolyphenole auf die kutane
Mikrozirkulation

Nach der Einnahme des Kakaopulvers mit dem hohen Flavanol-Gehalt (HP) konnte ein
Anstieg des Blutflusses um 63,3 % und der Sauerstoffsittigung um 80 % in 1 mm Hauttiefe
verzeichnet werden. Diese Maximalwerte traten nach 2 h auf, nach 6 h war der Ausgangswert
wieder erreicht. Simultan stieg die gesamt-Epicatechin-Konzentration im Plasma von
11,6 nmol/l vor der Einnahme auf 63,0 nmol/l 1 h nach Supplementierung.

Die Einnahme des Kakaopulvers mit geringem Polyphenolgehalt (LP) fiihrte zu keinem dieser
Effekte.

Zurzeit sind in der Literatur keine Daten iiber die Effekte von Flavanolen auf den Blutfluss
oder die Sauerstoffsittigung der Mikrozirkulation verfiigbar. Hinweise auf die Wirkung von
Kakao-Polyphenolen auf Zellen der mikrozirkulatorischen Gefialle liefern Studien von Kenny
et al [159,160]. Hier wurde in in-vitro-Untersuchungen in aortischen und mikrovaskuldren
Endothelzellen festgestellt, dass Kakao-Procyanidine in der Lage sind, die Expression des
Tyrosin-Kinase-Gens ErbB2 zu vermindern, sowie Unterschiede im Phosphorylierungsmuster

von Protein-Tyrosin-Kinasen wihrend der Stimulation mit Wasserstoffperoxid hervorzurufen.
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Eine Inhibierung dieser Signalwege fiihrt zu einer verminderten Entstehung angiogener
Stimuli. Auch der Transport von Flavonoiden in die Haut nach systemischer Gabe ist noch
unerforscht. Hinweise zur perkutanen Absorption von Epicatechin in humane Haut geben
Studien von Alonso et al. [109], die nach topischer Applikation eine Penetration und
Akkumulation von Epicatechin nachweisen konnten; dabei wurden allerdings weniger als
16 % des applizierten Epicatechins absorbiert, 12 % waren im Stratum corneum nachweisbar.
Die wenigen Daten aus Humanstudien zu den Effekten von Flavonoiden auf die
Mikrozirkulation beziehen sich auf die Therapie chronischer vendser Insuffizienz, wobei die
Leitsubstanzen das Aescin (ein Saponin), sowie native und halbsynthetische Flavonole sind.
Nach Gabe dieser Substanzen konnte eine verbesserte Sauerstoffversorgung und
Durchblutung der Haut nachgewiesen werden [161]. Die Flavanone Diosmin und Hesperetin
zeigen zudem eine Odem- und Ulzer-protektive Wirkung. Als Mechanismus fiir diese Effekte
wird in erster Linie die antiinflammatorische Wirkung der Flavonoide diskutiert.

Eine gleichmifige, ausreichende Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff, Nihrstoffen und
Metaboliten ist Grundvoraussetzung fiir ein gesundes Gewebe. Im Gegensatz zur arteriellen
Sauerstoffsittigung zeigt die kapillar-venodse Sittigung das Gleichgewicht zwischen
Sauerstoffanlieferung und -verbrauch. Die lokale Messung der Sauerstoffséttigung ist somit
ein Mall zur Bestimmung des Zustandes einer lokalen Gewebehypoxie. Hypoxie kann zu
verschiedenen vaskuldren Krankheiten fithren; in endothelialen Zellen kommt es als erste
Reaktion auf die Sauerstoffunterversorgung zu der Freisetzung von inflammatorischen
Mediatoren und Wachstumsfaktoren; dies fithrt zur Adhidsion von Neutrophilen an die
GefiBwand und deren Aktivierung. Chronische Hypoxie fiihrt zur Expression spezifischer
Gene, die Cytokine und Wachstumsfaktoren exprimieren [162]. Zu den Krankheitsbildern
hypoxischer Haut gehoren akrozyanotische Zustinde, auf ldngere Sicht kann es auch zu
Nekrosen kommen. Das Raynaud-Syndrom, auch als akrales Ischimiesyndrom oder
vasospastisches Syndrom bezeichnet, sowie die verminderte Gewebedurchblutung bei
Diabetes mellitus basieren auf einer eingeschriankten Funktion der Mikrozirkulation [30,163].
Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die Einnahme von Kakaoflavanolen
durch eine Erhohung der Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung zur Prophylaxe oder
Verbesserung der hier aufgefiihrten Krankheiten beitragen.

Zur weiteren Untersuchung dieser Effekte, wurde in einem 12-wochigen Versuch die
Wirkung von Kakao-Polyphenolen auf die Mikrozirkulation der Haut untersucht. Im

folgenden Abschnitt werden diese Ergebnisse zusammenfassend diskutiert.
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4.1.2 12-Wochen-Supplementierung mit Kakao-Polyphenolen

Mikrozirkulation

In der vorliegenden Studie wurden die kutane (1 mm Hauttiefe) und die subkutane (6-8 mm
Hauttiefe) Mikrozirkulation vor, wihrend und nach 12-wdchiger Supplementierung mit 326
mg Kakaopolyphenolen/Tag bestimmt.

Nach bereits 6 Wochen konnte ein deutlich erhohter Blutfluss festgestellt werden. Nach 12
Wochen war der kutane Blutfluss auf das Doppelte, der subkutane Blutfluss um das 1,4-fache
des Ausgangswertes angestiegen. Auch die Sauerstoffsittigung stieg kontinuierlich und war
12 Wochen nach Studienbeginn um das 1,6-fache in kutanem Gewebe und um das 1,3-fache
in subkutanem Gewebe gestiegen.

Nach Supplementierung mit Kakao-Polyphenolen konnte in dieser Studie konnte jedoch kein
Anstieg der Flavanol-Konzentrationen in Plasma oder Erythrozyten nachgewiesen werden.
Dass der Effekt auf den Blutfluss und die Sauerstoffsittigung dennoch auf die
Supplementierung zuriickzufiihren ist, wird durch die LP-Gruppe deutlich. Diese erhielt ein
Kakaopulver, das sich im Polyphenolgehalt von der HP-Gruppe unterschied. In der LP-
Gruppe konnten keine Effekte auf die Endothel- oder Hautfunktion festgestellt werden. Der
Versuch zum FEinfluss auf die Mikrozirkulation nach Einmal-Dosis von Kakao-Flavanolen
unterstiitzt diese These. Nach der Gabe der Einmal-Dosis konnte durch die Korrelation der
Plasmakonzentrationen von gesamt-Epicatechin und dem Anstieg des relativen Blutflusses
und der Sauerstoffsittigung eine Beziehung zwischen der Polyphenol-Einnahme und den
genannten Effekten hergestellt werden (sieche Kapitel 4.2.1 zur Bioverfiigbarkeit der
Flavanole). Durch Kontrolle mit dem LP-Kakaopulver kann auch ein eventueller Effekt
weiterer Inhaltsstoffe wie z.B. der Xanthinderivate ausgeschlossen werden.

Wie die in Kapitel 4.1.1 diskutierte Studie gezeigt hat, tritt ein maximaler Effekt 2 h nach
Einmal-Gabe von Kakao-Polyphenolen auf der im weiteren Verlauf abnimmt. Damit gleicht
der Verlauf des biologischen Effektes dem der Flavanol-Konzentrationen im Plasma nach
einer Einmaldosis. Um in der Langzeitstudie sicher zu stellen, dass die Beobachtungen nicht
auf denselben Kurzzeit-Effekt beruhen, fanden die Blutentnahmen in der Langzeitstudie 12 h
nach der letzten Einnahme des Kakao-Supplementes statt.

Die Mikrozirkulation im subkutanen Gewebe wurde nur nach Dauersupplementierung

beeinflusst. Dies deutet auf einen Effekt auf die endotheliale Funktion durch Flavanole hin,
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der iiber das kapillare System hinaus geht und damit auf groere Gefdalle wie Arteriolen und
kleine Arterien wirkt.

Da weder Epicatechin noch dessen Metabolite in Plasma und Erythrozyten vorhanden waren,
kann spekuliert werden, dass Flavanole in einem tieferen Kompartiment wie z.B. der Haut
gespeichert werden. Auch konnten sie in einer anderen, metabolisierten Form vorliegen, die
analytisch nicht erfasst wird. Die Effekte konnte auch durch die in Kakaopulver enthaltenen
Procyanidine erklidrt werden, fiir die antiarteriosklerotische Wirkungen Entstehung als
Langzeiteffekte nachgewiesen wurden (siche Kapitel 4.1.1). Moglicherweise stellen
Polymere die langwirksame Komponente fiir die endothelialen Effekte dar, wéhrend
Monomere rasch aus dem Blut eliminiert werden und dem Endothel nicht iiber einen ldngeren
Zeitraum als 4-6 h zur Verfiigung stehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kakao-Flavanole sowohl nach
Einmal-Dosierung, als bei Dauersupplementierung zu einem erhohten Blutfluss und einer

erhohten Sauerstoffséttigung in der Mikrozirkulation fiihren.

Photoprotektion:

Neben den Verbesserungen der Mikrozirkulation konnte erstmalig und bereits nach 6 Wochen
ein photoprotektiver Effekt auf die Haut unter Supplementierung mit Kakao-Polyphenolen in
einer Humanstudie beobachtet werden.

Zur ersten Antwort der Haut auf einen inflammatorischen Reiz gehort eine Dilatation der
Kapillaren und eine sichtbare Rotung (gemessen durch den a-Wert). Diese wurde zur
Bestimmung der Photoprotektion in bestrahltem Gewebe genutzt. Die Differenz des a-Wertes
vor und 24 Stunden nach Bestrahlung (Aa-Wert) mit 1,25 MED (minimale erythembildende
Dosis) dient als Mall fiir die Erythemintensitidt. Verringerte Aa-Werte zeigen einen
photoprotektiven Effekt. Nach bereits sechs Wochen konnte in der HP-Gruppe eine statistisch
signifikante Abnahme des Aa-Wertes von 4,8 zu Beginn der Studie auf 2,3 beobachtet
werden, was einer Verminderung der Sonnenbrand-Reaktion um 52 % entspricht. 12 Wochen
nach Beginn der Studie betrug der Aa-Wert 1,5 (69 % verminderte Sonnenbrand-Reaktion). In
der LP-Gruppe konnte keine Verdnderung festgestellt werden.

Obwohl eine Vielzahl an Daten zur photoprotektiven Wirkung von Flavonoiden in Zellkultur,
Tiermodellen oder nach topischer Applikation verfiigbar ist, sind in der Literatur keine
Studien beschrieben, die iiber Sonnenschutz nach systemischer Gabe von Flavonoiden im

Menschen berichten. Greul et al. [164] konnten zwar in einer Humanstudie eine
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Verminderung eines UV-induzierten Erythems durch die Kombination von fettloslichen
Vitaminen, Selen und Procyanidin feststellen; in welchem Ausmall die einzelnen
Komponenten photoprotektiv wirksam sind, konnte nicht zugeordnet werden.

Der Grofteil der bislang durchgefiihrten Studien zur Photoprotektion von Flavanolen
beschiftigt sich mit Epigallocatechingallat. Zellkultur-Versuche mit Hautfibroblasten und
Keratinozyten zeigten  photoprotektive und antikarzinogene Effekte  von
Epigallocatechingallat auf. Dabei werden verschiedene Mechanismen diskutiert, eine
Schliisselrolle spielt die Inhibierung der UV-induzierten Apoptose. [165-167]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass sowohl Epicatechin, als auch 3’-O-Methyl-Epicatechin
Fibroblasten vor UV-A-Strahlung schiitzen [168].

Auch nach topischer Applikation von Flavanolen im Tierversuch wurde ein Schutz vor UV-
Strahlung beobachtet, der mit einer verminderten Photokarzinogenese, Photoalterung und
UV-induzierten Immunsuppression, sowie einer erhohten Apoptoserate von Tumorzellen
einherging. Die antioxidativen Eigenschaften der Flavanole scheinen hier eine Schliisselrolle
zu spielen [169-171]. Die topische Applikation von Epigallocatechingallat auf humane Haut
und anschlieBende Bestrahlung mit UV-Licht zeigt Schutzeffekte des Flavonoids vor
oxidativen Schiddigungen und inflammatorischen Reaktionen [172]. Mittal et al. [173]
konnten an der Maus zeigen, dass die systemische Gabe von Procyanidinen vor
Photokarzinogenese schiitzt, Jeon et al. [174] erzielten UV-Schutz durch die Gabe von
Catechin. Die Modulierung der Aktivitidt bzw. Expression antioxidativer Enzyme wird dabei
als Mechanismus der Photoprotektion diskutiert.

Ist die Haut UV-Strahlen ausgesetzt, kann es lichtinduziert zur Bildung von reaktiven
Sauerstoff-Spezies (ROS) wie Singulett-Sauerstoff, Superoxid-Radikal-Anionen oder
Peroxyl-Radikalen kommen; dies wird als photooxidativer Stress bezeichnet [175]. ROS
konnen mit Zellbestandteilen wie Lipiden, Proteinen und DNA reagieren und zu irreparablen
Schidigungen fiithren. Als Mechanismen photoprotektiver Effekte werden die antioxidativen
Eigenschaften der Polyphenole, sowie Reaktionen auf enzymatischer Ebene diskutiert, wobei
die Hemmung prooxidativer Enzyme [167,174,176] und die Induktion antioxidativer Enzyme
(SOD, CAT) von Bedeutung sind [174].

Photoprotektion durch Nahrung oder Nahrungssupplemente konnte auch fiir andere
Mikrondhrstoffe beobachtet werden. Stahl et al. und Heinrich et al. beschrieben einen
photoprotektiven Effekt nach téglicher Supplementierung mit Carotinoiden und einer
Kombination aus Carotinoiden und o-Tocopherol (Vitamin E) [36,177]. Ahnliche Effekte

konnten mit Tomatenpaste erzielt werden. Die photoprotektive Wirkung wurde hier dem
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Carotinoid Lycopin zugeschrieben und trat nach 10 Wochen auf [35]. In diesen Studien war
ein Anstieg der Carotinoid-Konzentrationen sowohl im Serum, als auch in der Haut messbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die systemische Gabe von
Flavanolen zu einer Verminderung des UV-induzierten Erythems fiihrt. Diese photoprotektive
Eigenschaft war bereits nach 6 Wochen zu beobachten. Dies stellt einen Vorteil gegeniiber
anderen systemischen Sonnenschutzmitteln wie den Carotinoiden dar. In der Effektivitét sind
die beiden Substanzklassen vergleichbar. In Anlehnung an die in-vitro-Daten konnte der
Mechanismus zumindest teilweise auf der Fihigkeit von Flavanolen beruhen, Radikale
abzufangen sowie UV-Strahlen zu absorbieren und damit Phototoxizitit entgegen zu wirken.

Die Studie zeigt, dass durch die Einnahme von Flavanolen ein permanenter Sonnenschutz

erzielt werden kann, der den Einsatz topischer Sonnenschutzmittel ergénzen konnte.

Einfluss der Flavanole auf die Physiologie und Morphologie der Haut

In der hier beschriebenen Studie konnte durch Supplementierung mit Kakaopolyphenolen
eine Verbesserung der Oberflichenstruktur der Haut erzielt werden. Nach einer
Behandlungsdauer von 12 Wochen war in der HP-Gruppe eine Verminderung der Rauhigkeit
und Schuppigkeit um 30 % bzw. 43 % festzustellen. Der transepidermale Wasserverlust sank
(-27 %), gleichzeitig nahmen die Hautdichte und —dicke um 17 % bzw. 12 % zu. In der LP-
Gruppe konnte keine Veridnderung dieser Parameter festgestellt werden. Die physiologischen
und morphologischen Parameter wurden mit einer objektiven Methode bestimmt. Damit
konnte erstmals und mit unabhingigen Daten eine Verbesserung der Hautstruktur durch
systemische Gabe von Kakao-Polyphenolen am Menschen gezeigt werden.

Daten zum EinfluB von Flavonoiden auf die Beschaffenheit der Haut lieferten Matsumoto et
al. am Tiermodell. Sie konnten eine Verringerung des transepidermalen Wasserverlustes nach
Behandlung mit aus der Dattelpflaume stammenden Astragalin feststellen. Als Modell dienten
Miuse mit atopischer Dermatitis [178].

Die Gesundheit der Haut wird durch Parameter der Oberflichentextur, Farbe und
physiologischen Eigenschaften bestimmt, die abhingig von Gesundheit und Alter verdndert
sind. Purba et al. stellten eine direkte Verbindung zwischen Faltenbildung und dem
biologischen Altern her [179] und postulieren eine Korrelation zwischen Faltenbildung und
Erndhrungsmustern [180]. Das Erscheinungsbild einer weichen und glatten Haut wird in
erster Linie vom Hydrationszustand des Stratum corneums bestimmt. Sebum und andere

epidermale Lipide wirken dem Fliissigkeitsverlust durch die Epidermis entgegen [181]. Die
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Beschaffenheit der Haut unterscheidet sich von Mann zu Frau; bei Frauen ist allgemein eine
geringere Hauthydration sowie ein hoherer pH-Wert zu beobachten.

Generell ist der Einfluss von Mikrondhrstoffen auf die Hautqualitit nur wenig untersucht.
Boelsma et al. konnten in einer Humanstudie nur geringe Effekte durch erndhrungsbedingte
Erhohung der Zufuhr von Carotinoiden, Vitamin A, Calcium und Fettsduren in der
Hautbeschaffenheit erzielen [181].

In der Literatur liegen keine Befunde iiber den Mechanismus der Wirkung von Flavonoiden
auf die Haut vor. Eine verbesserte Mikrozirkulation (siehe Kapitel 4.1.2) der Haut trigt zu
einer optimalen Sauerstoff- und Néahrstoffversorgung bei. Zusammen mit einer erhohten
Speicherkapazitiat von Wasser konnte es zu einem verbesserten Gesundheitszustand der Haut
kommen, der sich optisch durch eine verminderte Schuppenbildung und Weichheit bemerkbar
macht. Auch der verminderte transepidermale Wasserverlust und die erhohte Hauthydration

konnen dabei eine Rolle spielen.

Fettsaureverteilung

Nach 3-monatigem Verzehr von Kakao konnte in der HP-Gruppe eine Abnahme des ®-6/®-3-
Verhiltnisses beobachtet werden: wihrend zu Beginn und 6 Wochen nach Beginn der Studie
kein Unterschied des ®-6/m-3-Verhiltnisses zwischen beiden Gruppen festgestellt werden
konnte, war nach 12 Wochen ein signifikanter Unterschied sowohl zum Ausgangswert, als
auch zur LP-Gruppe zu beobachten. Dabei blieben die DHA-, Palmitin-, Stearin- und Olsédure-
Anteile unverindert.

Kakaolipide sind in erster Linie triglyceridisch gebundene Palmitin-, Stearin- und Olsiure.
Der Einnahme dieser gesittigten, bzw. einfach ungesittigten, kurzkettigen FS wird ein
erhohtes Allergie-Risiko und ein erhohtes Auftreten von IgE, Prostaglandinen und
Thromboxanen zugeordnet [182-184].

Die Literatur liefert Hinweise auf die Beeinflussung des FS-Metabolismus durch Kakao-
Flavanole. Matsui et al. stellten fest, dass fettreiche Nahrung in Kombination mit Polyphenol-
haltigem Kakao im Gegensatz zu Polyphenol-freiem Kakao der Fettsdure-induzierten
Adipositas entgegenwirkt [185]. Mursu et al. vertreten die Hypothese, dass Kakao-Flavanole
einen Anstieg von HDL-Cholesterol positiv beeinflussen und LDL vor Lipidperoxidation
schiitzt. Informationen iiber die Anderungen des Fettsiuremusters sind in der Literatur nicht

zu finden [186].
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Die Verdnderung des FS-Musters konnte auf die unterschiedliche FS-Zusammensetzung der
beiden Chargen (HP-/LP-Pulver) zuriickzufiihren sein. Im LP-Kakao ist Olsiure (»-9-FS) die
einzige ungesittigte FS, wihrend HP-Kakao zusitzlich Docosapentaensdure (DPA), sowie
geringe Mengen Eicosapentaensidure und Docosahexaensdure (DHA) enthilt.

Trotz dieser unterschiedlichen ®-3-FS-Anteile im Kakaopulver war die tdgliche Dosis der ®-
3-FS in der HP-Gruppe duBlerst gering. Die physiologischen Effekte auf die Mikrozirkulation
und die Hautphysiologie traten bereits nach 6 Wochen auf. Da sich das ®-6/®-3-FS-
Verhiltnis erst nach 12 Wochen dndert, kann nicht angenommen werden, dass Effekte auf die
Mikrozirkulation der Fettsdureverteilung zuzuweisen sind.

Ob die hier beobachtete Verdnderung des FS-Musters zugunsten des ®-3-Anteils mit der
Zusammensetzung der FS in den Supplementen oder einem Einflufl der Polyphenole auf den

FS-Metabolismus zusammenhéngt, ist unklar.

4.1.3 EinfluB von Linol- und a-Linolensaure auf Physiologie,
Morphologie und Sensitivitat der Haut

Physiologie und Morphologie

Weitere Erkenntnisse iiber den Einfluss von Nahrungssupplementen auf die
Hautbeschaffenheit lieferte die Studie, in der Linolensdure (ALA)- reiche bzw. —arme
Supplemente (A bzw. B) eingenommen wurden. Der Linolsdure (LA)-Gehalt in den
Produkten war vergleichbar. In dieser Studie konnte bereits nach 6 Wochen eine statistisch
signifikante Verminderung der Rauhigkeit der Haut um 22 % sowie ein um 21 %
verminderter transepidermaler Wasserverlust festgestellt werden. Nach 12 Wochen waren
diese Parameter um 30 % bzw. 31 % vermindert; zusétzlich konnte eine signifikante Zunahme
der Hauthydration von 39 % sowie der Glitte um 7 % gemessen werden.

Die Ergebnisse decken sich mit Tierstudien. Am Tiermodell konnte festgestellt werden, dass
ALA-Mangel zu Alopezie, schuppiger Dermatitis, kognitiven und visuellen
Wahrnehmungsstorungen fiihrt [187]. Fettsduren sind essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion der Haut [188]. Diese Barriere ist im Stratum corneum lokalisiert und
besteht aus Lipid-angereicherten, mehrschichtigen Membranen im zelluldren Zwischenraum.

Sie schiitzt den Organismus vor dem Austrocknen und sorgt zusammen mit Aminoséuren fiir
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einen niedrigen pH-Wert, und somit dem Schutz vor pathogenen Organismen. LA und ALA
sind essentielle Fettsduren, die im Korper zu langkettigen, mehrfach ungesittigten Fettsduren
(LCPUFA) umgewandelt werden. Eine Unterversorgung dieser Vorstufen fithrt zu
verschiedenen Krankheitsbildern; ein Mangel an LA fiihrt zu der Bildung eines atopischen
Ekzems, das mit trockener, schuppiger und entziindlicher Haut einhergeht und auf dem
Mangel von y-Linolensdure (GLA) basiert. Eine verminderte A®-Desaturase-Aktividt kann
dies ebenfalls auslosen, da die Umwandlung von LA zu GLA nicht stattfindet. ALA stellt die
Vorstufe von Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensiure (DHA) dar. In der
Dermatologie werden verschiedene Formulierungen mit PUFA verwendet, die LA als
Bestandteil enthalten — meist aus Nachtkerzenol und zur topischen Applikation. Die
vorliegenden Daten zu Hautstruktur und Hydration zeigen, dass eine systemische Gabe von
ALA eine Verbesserung der Hautfunktion bewirken kann. Als wahrscheinlichen
Mechanismus fiir die oben beschriebenen Ergebnisse kann ein erhohter Einbau von PUFA in
die Membranen der Haut angesehen werden. Die Folgen sind eine erhohte Membranfluiditét,

eine erhohte Barrierefunktion und ein verringerter pH-Wert [189].
Sensitivitat

Nicotinat 16st auf der Haut einen inflammatorischen Reiz aus. Durch die Freisetzung von
Entziindungsmediatoren kommt es zu einer Dilatation der Kapillaren, wodurch Lymphozyten
und Makrophagen besser zum Entziindungsherd gelangen, was sich durch eine Rotung
bemerkbar macht. Ein verminderter Blutfluss bzw. eine verminderte Rétung deutet auf eine
verminderte Sensitivitdt auf einen inflammatorischen Reiz. In der mit ALA supplementierten
Gruppe konnte nach bereits 6 Wochen ein um 34 % verminderter Blutfluss im Nicotinat-
induzierten Erythem gemessen werden, nach 12 Wochen war eine Verringerung von 66 % zu
sehen. Auch eine verminderte Rotung konnte festgestellt werden; der Aa-Wert war am Ende
der Studie auf die Hilfte gesunken.

PUFA sind am  Arachidonsdurestoffwechsel beteiligt, der die Bildung von
Entziindungsmediatoren moduliert (sieche Kapitel 1.2.3). Es wurde bereits in der Literatur
beschrieben, dass eine erhohte Einnahme von ®-3-PUFA zu einer verminderten Bildung von
inflammatorischen Mediatoren fiihrt [190]. Daten iiber eine verminderte inflammatorische
Reaktion auf einen Nicotinat-induzierten Reiz sind in der Literatur nicht beschrieben.

Im Plasma konnte nach Supplementierung mit ®-3-reichem Ol ein Anstieg des gesamt- ®-3-

FS-Anteils gemessen werden; gleichzeitig stieg der ALA-Gehalt, wihrend das Verhiltnis -
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6/w-3 geringer wurde. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass aufgrund der
Supplementierung ein erhohtes ALA-Angebot vorherrschte, gefolgt von einer erhohten ALA-
Speicherung im Plasma. Analog zu den Daten von Harris et al. wurde nach 6 Wochen ein
Plateau erreicht. Burdge et al. beschreiben eine erhohte DHA-Konzentration nach ALA-
Einnahme [191]. Dieser Anstieg konnte auch in der hier vorliegenden Studie beobachtet
werden, war jedoch statistisch nicht signifikant. Humanstudien lassen den Schluss zu, dass die
Biosynthese von langkettigen PUFA, besonders DHA, aus ALA limitiert ist.
Interessanterweise ist diese Kapazitit geschlechtsabhiingig, wobei Frauen in htherem Mafle
EPA und DHA aus ALA generieren konnen. Dieses Phénomen tritt verstiarkt bei Frauen in
Schwangerschaft und Laktationsphase auf [191]. Die hier beschriebene Studie wurde
ausschlieBlich mit Frauen durchgefiihrt, Schwangerschaft und Laktation waren jedoch
Ausschlusskriterien. Eine einzige Dosis ALA fiihrte wie erwartet zu keiner signifikanten
Anderung des ®-6/®-3-Verhiltnisses. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien
berichtet [192].

Es konnte in dieser Studie weder ein Anstieg einer ®-3-FS noch einer ®-6-FS in Erythrozyten
beobachtet werden. Erythrozyten werden als Biomarker fiir die FS-Zusammensetzung im
Gewebe verwendet; der Gehalt an EPA und DHA wird auch als ,,Omega-3-Index* bezeichnet
und dient als klinischer Marker das Risiko fiir KHK, da er als Spiegel fiir den Gehalt an
langkettigen PUFA im Myokardgewebe gesehen wird [193]. In der Literatur wird ein
signifikanter Anstieg des ALA-Anteils in Erythrozyten 12 Wochen nach tiglicher
Supplementierung mit 8 g Leinsamendl beschrieben. Die Supplementierung einer
vergleichbaren Menge LA-reichen Ols fiihrte zu einem Anstieg von LA [194]. In Anbetracht
der hier beschriebenen hohen tidglichen Einnahme scheint die Supplementierung in der in
dieser Arbeit vorliegenden Studie mit ca. 1 g ALA/Tag bzw. 1,6 g LA/Tag nicht

auszureichend, um eine Anderung des FS-Musters in Erythrozyten hervorzurufen.
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4.1.4 EinfluB der Testsubstanzen auf den peripharen arteriellen Tonus

Endotheliale Dysfunktion ist reversibel - somit sind Fritherkennung und rechtzeitige
Behandlung von groBer Bedeutung. In dieser Studie wurden Messungen des periphiren
arteriellen Tonus (PAT) mit einem neuartigen Verfahren bestimmt, das den PAT mittels der
pulsatilen Anderungen (PWA: pulse wave amplitude) wihrend reaktiver Hyperimie in der
Fingerbeere misst. Die Bestimmung der endothelialen Funktion in den Gefidllen der
periphdren Durchblutung mittels PWA stellt einen diagnostischen Vorteil gegeniiber der
invasiven ACh-Methode (siche Kapitel 1.2.1) dar. Sowohl das PAT- als auch das BAUS-
Verfahren basiert auf der Erzeugung reaktiver Hyperdmie [195]. Durch Okklusion der Gefidl3e
wird eine temporidre Ischiamie erzeugt, nach Losen der Okklusion kommt es zu einem
erhohten Blutfluss. Die so entstandene Schubspannung (shear stress) fiihrt zu einer
endothelabhédngigen Vasodilatation. Der Vorteil der Messung in den Akren besteht darin, dass
die sympathische Aktivitdt sehr gering ist und die Vasomotion der kleinen Arterien und
Arteriolen nicht mehr lokal-chemisch (metabolische Dilatation) geregelt wird [30]. Auch
Nahrung und psychischer Stress beeinflussen die endotheliale Funktion. Besonders die
Einnahme fett- bzw. triglycerid-reicher Nahrung kann die postprandiale GefidB3aktivitdt um bis
zu 50 % verringern, was mit der Konzentration an Lipoproteinen im Blut korreliert. Die
Beeinflussung durch mentalen Stress ist auf eine erhohte Konzentration endogener
Catecholamine zuriickzufithren, worauf das vermehrte Auftreten kardiovaskulirer
Erkrankungen bei Stresspatienten beruht [196-199]. Eine Studie an KHK-Patienten zeigte
sowohl Verringerung als auch eine Erhohung der PWA unter mentalem Stress. Es ist
demnach nicht vorhersehbar, inwiefern sympathische Aktivitit das Messergebnis beeinflusst,
weswegen sie minimal gehalten werden sollte [200]. Um Sympathikus-Aktivitit, diurnale
Schwankungen und Nahrungseinfliisse zu vermeiden, wurden alle Messungen zu der gleichen
Tageszeit im niichternen Zustand durchgefiihrt. Die Probanden wurden iiberwacht, wihrend
der Studie eine liegende Position beizubehalten.

Der PAT-Index wird aus dem Bruch der durchschnittlichen Amplitude des PAT-Signals iiber
ein Zeitintervall von 1 Minute, beginnend eine Minute nach Deflation, durch die
durchschnittliche Amplitude des PAT-Signals iiber ein 3,5-Minuten-Intervall vor Okklusion
(Basislinie) geteilt. Der Wert ist dimensionslos und liegt in einem Bereich von ca. 1

(pathologisch) bis 3 (gesund); in dieser Arbeit werden die PAT-Indices aufgrund hoher inter-
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und intra-individueller Schwankungen als Abweichungen zum Nullwert (Zeitpunkt t = 0 h)
angegeben (APAT-Index).

Nach Einnahme des HP-Kakaopulvers (entsprechend 117 mg Flavanole) wurde nach einer
Stunde bereits ein Anstieg des APAT-Index von 0,56 beobachtet, der im weiteren Verlauf auf
0,71 stieg. Nach 3 h war die Differenz des PAT-Index zu t = 0 statistisch signifikant und blieb
bis zum Ende des Versuches erhoht (t = 6 h), wo der APAT-Index noch 0,44 betrug. Diese
Werte korrelierten mit einem Anstieg der gesamt-Epicatechin-Konzentration von 38,3 nmol/l
auf 166,2 nmol/l und der 3’-O-Methyl-Epicatechin-Konzentration von 10,4 nmol/l auf 492,5
nmol/l Plasma. Damit konnte in dieser Studie erstmalig ein Effekt auf den periphiren,
arteriellen Tonus durch eine Einfach-Dosierung mit Kakao-Polyphenolen nachgewiesen
werden.

In der Kontrollegruppe wurde keine signifikante Anderung der endothelialen Antwort auf
reaktive Hyperdmie festgestellt, die ermittelten APAT-Indices lagen zwischen 0,12 und -0, 16.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen von Heiss et al., die FMD-
Messungen nach Einnahme 70 mg Flavanolen in einem Kakaogetrink an Probanden mit
kardiovaskuldren Risikofaktoren durchfiihrten und eine Verdopplung der FMD nach 2 h
beobachteten. Weiterhin konnte ein Anstieg nitrosierter Thiole und Proteine im Plasma
festgestellt werden [201]. Engler et al. fanden in einer Studie an gesunden Probanden, dass
eine Einfach-Supplementierung mit Kakao-Flavanolen zu einer Erhohung der FMD in der
Brachialarterie fithrt [202]. Da es sich bei dieser erhohten Dilatation um einen unmittelbaren
Effekt einer Supplementierung handelt, kann eine durch die Schubspannung hervorgerufene
Induktion der endothelialen NO-Synthase (eNOS) angenommen werden; ein Einfluss auf
Expressionsebene ist in diesem kurzen Zeitraum nicht zu erwarten. Eine eNOS-Induktion
durch Epicatechin konnte bereits in in-vitro [203] gezeigt werden und Untersuchungen an der
proinflammatorischen eNOS-2 zeigten eine Inhibierung des Enzyms durch Flavanole [204].
Bestitigend konnten Fisher et al. zeigen, dass nach tiglichem Konsum von Kakao (821 mg
gesamt-Polyphenole) iiber einen Zeitraum von 5 Tagen sowohl die PWA im Ruhezustand, als
auch unter reaktiver Hyperdmie erhoht werden kann. Dieser Effekt konnte mit dem NO-
Synthase-Inhibitor L-NAME (NG -Nitro-L-argininmethylester) inhibiert werden [205].
Weiterhin ist bekannt, dass Flavanole und Procyanidine die Aktivitit des Angiotensin-
Konversions-Enzyms (ACE) hemmen [206]. ACE katalysiert die Umwandlung von

Angiotensin I zu Angiotensin II, einem potenten Vasokonstriktor.
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Die Supplementierung mit Traubenkernextrakt (entsprechend 1,6 g oligomerer
Proanthocyanidine, OPC) fiihrte erst zu einem Anstieg, nach 3 h zu einer Verminderung des
APAT-Index, es konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt eine statistisch signifikante Anderung
festgestellt werden. OPC konnten im Blut nicht nachgewiesen werden (siche Kapitel 4.2.3).
Ursache fiir das Ausbleiben eines Effektes kann die unzureichende Bioverfiigbarkeit sein. Es
ist jedoch auch moglich, dass OPC nicht wie die Flavanole schnellwirksam eine
Enzyminduktion (eNOS) hervorrufen, sondern einen Effekt auf Expressionsebene haben. Die
Versuchsdauer von 6 h wiirde fiir eine Detektion dieser Wirkung nicht ausreichen. Wallerath
et al und Leikert et al beschreiben eine Modulation der eNOS-Expression auf
Transkriptionsebene durch Ethanol-freien Rotweinextrakt; neben erhohter NO-Freisetzung
waren auch erhohte eNOS-Proteinlevel und eNOS-Promotor-Aktivitit zu beobachten
[207,208]. Erhohte eNOS-Level konnen die Entwicklung endothelialer Dysfunktion und
Arteriosklerose antagonisieren.

Auch die Einnahme der Flavanone Naringenin und Hesperetin (152 mg Aglykone) fiihrte zu
keiner Beeinflussung der endothelialen Antwort auf reaktive Hyperdmie. 1 h nach
Studienbeginn wurde ein statistisch nicht signifikanter Anstieg des APAT-Index auf 0,27
beobachtet. Die Plasmakonzentration des Aglykons Naringenin betrug zu ty.x 171,5 nmol/l
und unterschied sich signifikant von ty (25,2 nmol/l). Die Plasmakonzentration von Hesperetin
blieb iiber die ersten 2 h der Studie konstant (cq = 466,7 nmol/l), nach 4 h war sie auf 9229
nmol/l (= cmax) gestiegen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Naringenin
bzw. Naringeninsulfat und Naringenin-Glucuronid zur Aufnahme in das Endothel der
periphdren GefidBle zur Verfiigung stehen. Spencer et al. berichteten, dass Flavanone in
humanen Fibroblasten akkumulieren, wo sie von UDP-Glucuronosyl-Transferase
metabolisiert werden [77]. Jedoch gibt es keine Hinweise auf die zellulare Aufnahme von
Flavanonen in humane endotheliale Zellen. Es bleibt demnach Spekulation, ob das
Ausbleiben eines physiologischen Effektes von Flavanonen mit einer fehlenden Bioaktivitit
zu begriinden ist, oder ob Flavanone aufgrund eines hohen first-pass-Effektes von Zellen des
Endothels nicht aufgenommen werden konnen. Eine weitere Moglichkeit wire eine
Inaktivierung durch die Konjugation an Glucuronsdure in den Zellen; weitere Studien an
Hautfibroblasten zeigten im Falle des Epicatechins, dass die Zellen Epicatechin und deren O-
Methyl-Metabolite akkumulierten, die Glucuronidierungsreaktion jedoch im Gegensatz zu
Naringenin ausblieb [209]. Die Flavanone werden also méglicherweise zwar aufgenommen,

dann aber durch eine Glucuronidierung in eine inaktive Form tiberfiihrt.
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4.2 In-vitro-Untersuchungen zur Wirkung von Polyphenolen

Die biologische Aktivitit der Polyphenole ist noch nicht vollstindig aufgeklért. Im Folgenden
wurden Mechanismen untersucht, die sich auf den Einfluss von Epicatechin auf die Stabilitit

von S-Nitrosoglutathion und die interzellulire Kommunikation iiber Gap Junctions beziehen.

4.2.1 EinfluB von Epicatechin auf die Stabilitat von S-Nitrosoglutathion

S-Nitrosoglutathion (GSNO) dient als Transport und Speicherform von NO. Es wurde
vermutet, dass Epicatechin die Aktivitdit von NO durch Interaktion mit GSNO moduliert.
Daher wurden Untersuchungen zur Stabilitdt von GSNO in Anwesenheit von Epicatechin
und/oder Eisenionen und Ascorbinsidure durchgefiihrt.

Epicatechin alleine hat keinen Effekt auf die Stabilitit von GSNO, verhindert aber den
Eisenionen-induzierten GSNO-Abbau. Auch der Eisenchelator Deferoxamin konnte dem
Zerfall von GSNO entgegenwirken. Der Ascorbinsidure-induzierte Abbau wurde durch
Epicatechin nicht beeinflusst. Diese Daten deuten darauf hin, dass Epicatechin Eisen
chelatiert und so den Eisen-induzierten Zerfall von GSNO verhindert.

Die chelatierenden Eigenschaften von Epicatechin sind in der Literatur bereits beschrieben
und werden als ein Mechanismus der antioxidativen Eigenschaften gesehen [210,211]. Heiss
et al. konnten bereits einen Zusammenhang zwischen Flavanol-Einnahme und Erh6hung der
NO-Verfiigbarkeit herstellen, der zugrunde liegende Mechanismus bleibt jedoch ungeklart
[201]. Ob der hier beobachtete Effekt in-vivo zum Tragen kommt, ist unklar.

Eine erhohte Eisen-Speicherung wird in Verbindung mit dem vermehrten Auftreten von
kardiovaskuldren Krankheiten gebracht [212,213]. Duffy et al. konnten durch Infusion von
Deferoxamin  (Desferal®) eine verbesserte = NO-vermittelte, endothel-abhingige
Vasodilatation in KHK-Patienten erzielen, die mit verminderten Serum-Eisen-
Konzentrationen einhergingen [214]. Eine Beeinflussung der endogenen Eisen-Verfiigbarkeit
ist moglicherweise ein weiterer Faktor der komplexen Wirkung der Flavanole auf das

Endothel und der kardioprotektiven Eigenschaften.
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4.2.2 Interzellulare Kommunikation tiiber Gap Junctions

In diesem Abschnitt wird der Einfluss von Vertretern verschiedener Flavonoidklassen auf die
interzelluldre Kommunikation tiber Gap Junctions (GJIC) in murinen Aorten-Endothelzellen
diskutiert. Die Zellen wurden mit dem Flavanol Epicatechin, dessen Hauptmetabolit 3’-O-
Methyl-Epicatechin, dem Dimer Procyanidin B2, dem Flavanon Hesperetin und dem
Isoflavon Genistein behandelt. Zu den Zeitpunkten 3, 12 und 24 h wurde die GJIC, sowie die
Verteilung von Connexin43-Protein in der Zelle bestimmt. Hier zeigte das Procyanidin B2
den stirksten Effekt: zu allen drei Zeitpunkten konnte eine erhdhte GJIC beobachtet werden.
Des Weiteren konnte nach 3 h ein erhohter Einbau von Connexin43 in die Zellmembran
beobachtet werden, nach 12 h und 24 h war zusitzlich eine stark erhohte Expression des
Proteins zu sehen. Im Gegensatz zu den anderen Testsubstanzen konnte nach Inkubation mit
Procyanidin B2 eine erhohte Proteinmenge nach 3 h im Western Blot nachgewiesen werden
(siehe Kapitel 3.3.2). Eine Erhohung der Proteinmenge in der Membran deutet auf einen
verminderten Abbau oder einen erhohten Einbau und damit auf eine stabilisierende Wirkung
hin. Nach Inkubation mit Epicatechin konnte nach 3 h, sowie nach 12 h und 24 h ein Anstieg
der GJIC beobachtet werden. Die Auswertung der Verteilung von Connexin43 in der Zelle
zeigte nach 3 h einen erhohten Einbau des Proteins in die Membran und eine erhohte
Expression des Proteins nach 12 h. Die Inkubation von 3’-O-Methyl-Epicatechin fiihrte zwar
zu einer erhohten Proteinmenge in der Membran, jedoch konnte zu keinem Zeitpunkt eine
Erhohung der GJIC festgestellt werden. Nach Behandlung mit Hesperetin konnte zu allen
Zeitpunkten eine Erhohung der Connexine43-Proteinmenge in der Membran und um den
Zellkern festgestellt werden, was mit einer erhohten GJIC nach 12 h und 24 h einherging.
Genistein konnte die GJIC in MAEC nach 3 h erhohen.

Andere Untersuchungen zum Einfluss von Flavanolen auf die GJIC wurden in Leber- bzw.
Nierenendothelzellen durchgefiihrt und befassen sich mit protektiven Effekten vor
Tumorpromoter-induzierter Inhibierung der GJIC. Tumorpromotoren wie 12-O-
Tetradecanolyphrobol-13-acetat (TPA) sowie Wachstumsfaktoren sind Inhibitoren der GJIC.
Die Regulierung der GJIC ist komplex und beruht mitunter auf einer Connexin43-
Hyperphosphorylierung [140,215]. Sigler et al. zeigten erstmals einen protektiven Effekt von
galloylierten Flavanolen auf Tumorpromoter-induzierte Herab-Regulierung der GJIC [216].
Ale-Agha et al. beschrieben diesen protektiven Effekt fiir Epicatechin und Genistein, der
vermutlich auf einer Hemmung von TPA-induzierter Hyperphosphorylierung beruht. Die

Inkubation mit Epicatechin und Genistein alleine fiihrt zu einer Erhohung der GJIC [217].
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Uber den Einfluss von Hesperetin und 3’-O-Methyl-Epicatechin auf die GJIC gibt es bisher
keine Studien.

Eine gestorte Sauerstoffversorgung kann zu vaskuldrer endothelialer Dysfunktion fiihren
[218]. In-vitro-Untersuchungen in vaskuldren Endothelzellen haben gezeigt, dass hypoxische
Zustiande mit anschlieBender Reoxygenierung zu einer verminderten GJIC fiihren. Dies beruht
auf einer Aktivierung von Proteinkinasen (PKC), die zu einer Hyperphosphorylierung des
Connexin43 und damit zu der Unterbrechung des Transports von Connexin43 in die
Membranen fiihrt [219]. Genistein kann als Tyrosin-Kinase-Inhibitor diesen Effekt
entgegenzuwirken. GJIC spielt eine essentielle Rolle in der Morphogenese vieler Gewebe wie
den Gefédllen und wird in Verbindung mit der Regulation des Gefif3tonus [220] und vaskulédrer
Reaktivitit [221] gebracht.

Eine Erhohung der GJIC durch Epicatechin konnte in der vorliegenden Arbeit fiir vaskulére
Endothelzellen bestitigt werden. Wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben, konnte fiir Epicatechin
auch in-vivo ein protektiver Einflul auf die GefidBfunktion nachgewiesen werden. Das
Procyanidin B2 zeigte in dieser Studie den grof3ten Effekt auf die Regulation der Zell-Zell-
Kommunikation; in der Literatur sind derzeit keine Daten iiber den Einfluss von Procyanidin
B2 auf die GJIC verfiigbar. Erstmalig wurde in dieser Arbeit auch durch Hesperetin eine
Stimulation der GJIC nachgewiesen. Die hier beschriebenen Ergebnisse koénnen zur

Aufkldrung des Mechanismus der gefaBprotektiven Wirkung der Flavonoide beitragen.
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4.2 Analytik und Bioverfligbarkeit der Polyphenole

Ein Ziel dieser Arbeit war es, einen Wirksamkeitsnachweis fiir Polyphenole und Fettsduren
aus Nahrungs(erginzungs)mitteln zu erbringen. Aus diesem Grund nimmt die Analytik der
potentiellen Wirkstoffe und deren Metabolite im Blut einen hohen Stellenwert ein (,,proof of
absorption‘). Die Analytik der Flavanol-Monomere und Procyanidine basiert auf einer HPLC-
Methode von Warden et al. und Lee et al. [97,151] mit elektrochemischer Detektion. Handelt
es sich bei dem Probenmaterial um biologische Matrices wie Plasma oder Erythrozyten, findet
vor HPLC-Analyse ein enzymatischer Verdau mit Glucuronidase und Sulfatase statt, um die
Flavanol-Glucuronide und —Sulfate als freie Flavanole der Analyse zugéinglich zu machen. Im
Fall von pflanzlichem Material ist eine Behandlung mit Glykosidase nicht erforderlich, da
Flavanole im Gegensatz zu den meisten anderen Flavonoiden nicht glykosidisch gebunden
vorliegen.

Die fiir die in den vorliegenden Studien verwendeten Kakaopulver ermittelten Monomer-
Gehalte (3,25 mg/g in HP-Pulver, 0,37 mg/g in LP-Pulver) sind vergleichbar mit den von
Adamson et al. beschriebenen durchschnittlichen Monomer-Gehalten von 0,2 — 4,9 mg/g [61].
Die unterschiedlichen Gehalte sind auf den Herstellungsprozess zuriickzufiihren, in dem die
Produktion zweier Chargen mit unterschiedlichen Polyphenol-Gehalten (HP: hoher
Polyphenolgehalt; LP: geringer Polyphenolgehalt) fiir Studienzwecke beabsichtigt war. Rios
et al. beschreiben gesamt-Polyphenol-Gehalte in Kakaopulver von 20 bis zu 70 mg/g, wobei
ca. 10 % monomere Anteile darstellen. Die hier durchgefiihrte Analyse bestitigt zwar einen
verhiltnisméfBig hoheren Anteil an Dimeren (8,96 mg/g fiir das HP-, 0,58 mg/g fiir das LP-
Produkt), jedoch kann keine endgiiltige Aussage iiber die gesamt-Proanthocyanidine gemacht
werden, da hohere Polymere in dem hier verwendeten HPLC-System nicht detektierbar sind.
Die Polyphenolgehalte der in dieser Studie verwendeten Chargen liegen in den
Konzentrationsbereichen der im Handel iiblichen Produkte.

Um schlieBlich eine Quantifizierung aller oligomeren Proanthocyanidine gewihrleisten zu
konnen, bedarf es weiteren Modifikationen des HPLC-Systems, da besonders im Bereich des
fiir das Procyanidin B2 zu erwartenden Retentionszeitraums von 3 bis 5 min Storsignale der
biologischen Matrices auftreten. Weiterhin muss ein Abgleich gegen isolierte
Standardsubstanzen erfolgen. Da diese kommerziell nicht erhiltlich sind, wurde in der hier

vorliegenden Arbeit ein Dimergemisch zur Quantifizierung verwendet.
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4.2.1 Bioverfugbarkeit der Flavanole

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien wurden Epicatechin-Mengen von 4,2 mg (eine
Dosis LP-Kakao) bis 79,2 mg (2 Dosen HP-Kakao) verabreicht. Die maximale
Plasmakonzentration von gesamt-Epicatechin (freies, glucuronidiertes und sulfatiertes) betrug
166 nmol/l.

Die Plasmakonzentrations-Verlaufe der Methyl-Metabolite von Epicatechin waren
unterschiedlich. Auffallend ist der deutlich hohere Anteil von 3-O-Methyl-Epicatechin; hier
wurden Maximalkonzentrationen von 493 nmol/l erreicht. Im Gegensatz dazu waren die
Anderungen der Plasmakonzentration von 4’-O-Methyl-Epicatechin gering. Nielsen et al. [85]
beschrieben eine spezifische Demethylierung catecholischer Hydroxygruppen durch
Cytochrom P450 abhingige Monooxygenasen an der 4’-Position. Es ist anzunehmen, dass
weniger eine  geringere  Methylierung an der 4’-Position, sondern diese
Demethylierungsreaktion Ursache fiir die geringen Plasmakonzentrationen von 4’-O-Methyl-
Epicatechin ist.

Der Verlauf der Plasmakonzentrationen war fiir gesamt-Epicatechin und 3’-O-Methyl-
Epicatechin vergleichbar, die ty.x betrug 1 h. Die maximal erreichte gesamt-Flavanol-
Konzentration (= glucuronidiertes, sulfatiertes, methyliertes und freies Epicatechin sowie
Catechin und dessen Metabolite) berechnet sich demzufolge aus der Plasmakonzentration von
glucuronidiertem und sulfatierten Epicatechin sowie der des 3’-O-Methyl-Epicatechins und
betrigt 659 nmol/l (1 h).

Weder in den Untersuchungen nach Einfachdosierung, noch nach 3-monatiger
Supplementierung konnte freies Epicatechin in Plasma oder Erythrozyten nachgewiesen
werden. Auffallend ist, dass in keiner der Plasmaproben Catechin oder dessen Metabolite
nachweisbar waren. Dies ist vermutlich durch ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren zu
begriinden: die Konzentration des Catechins in den Priparaten war um die Hélfte geringer, als
die des Epicatechins; des weiteren ist die Bioverfiigbarkeit von Catechin um 50% geringer,
als die des Epicatechins [90]. Auch eine kompetitive Absorption im GI-Trakt konnte das
Fehlen von Catechin und dessen Metabolite erkldren. Des weiteren konnen unterschiedliche
Loslichkeiten der Metabolite in biologischen Fliissigkeiten und Eliminierungswege (bilidr
oder renal) eine Rolle spielen; im Falle des Quercetins wurden diese Unterschiede im
Vergleich zu Catechin bereits nachgewiesen [82].

Die in der vorliegenden Studie ermittelten Plasmakonzentrationen von gesamt-Epicatechin

stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werte aus Humanstudien (30 nmol/l bis 700
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nmol/l Plasma) tiberein [80,222]. Oft sind in Tierstudien an Tiermodellen hohere Flavanol-
Konzentrationen im Plasma zu finden, jedoch muss beachtet werden, dass in diesen Studien
meist hohe Dosierungen verabreicht wurden. So konnten Okushio et al. nach Gabe von 364
umol Epicatechin-Reinsubstanz/kg Korpergewicht im Tierversuch gesamt-Flavanol-
Konzentrationen von 210 umol/l Plasma messen [89]. Im Vergleich dazu enthilt eine Dosis
HP-Kakaopulver mit 39,6 mg lediglich 136,5 upmol Epicatechin, was bei einem
durchschnittlichen Probandengewicht von 65 kg einer Dosierung von 2,1 pmol
Epicatechin/kg Korpergewicht entspricht, die zu einer maximalen Plasmakonzentration von

63,0 nmol/l gesamt-Epicatechin (ohne Methyl-Metabolite) fiihrten.

4.2.2 Flavanol-Konzentrationen nach Supplementierung tiber 12 Wochen

Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung der Akkumulation von Epicatechin
oder dessen Metaboliten in Plasma oder Erythrozyten als Folge tdglicher Einnahme von
Kakao-Polyphenolen.

Nachdem der Bioverfiigbarkeits-Nachweis (proof of absorption) fiir Epicatechin nach einer
Einmaldosis erbracht wurde, konnte in der Langzeitstudie weder eine Akkumulation von
freiem Epicatechin, noch von einem mit dieser Analysenmethode erfassbaren Metaboliten
nachgewiesen werden. Dies steht im FEinklang mit derzeit verfiigbaren Daten zur
Akkumulation von Flavanolen in-vivo. Van Het Hof et al. konnten eine konstant erhohte
Plasmakonzentration von Tee-Flavanolen nur durch kontinuierliche Gabe von Tee in 2-
stiindigen Intervallen erzielen [223], eine tdgliche Supplementierung mit schwarzem Tee
fiihrte in einer Studie von Duffy et al. zu keiner Akkumulation von Flavanolen im Blut [224].
In verschiedenen in-vitro-Untersuchungen konnte bereits nachgewiesen werden, dass
Epicatechin die Zellwand penetrieren kann, wie am Beispiel von Fibroblasten und
Endothelzellen gezeigt wurde [76,77]. Auch die perkutane Penetration von Epicatechin wurde
nachgewiesen. Ob eine Akkumulation in Zellen der Haut nach systemischer Gabe stattfindet,
ist jedoch noch ungeklirt. Basierend auf den hier erhobenen Daten gibt es Grund zur
Annahme, dass Epicatechin in tieferen Kompartimenten wie Geweben gespeichert wird,

wobei die Haut ein potentielles Speicherorgan darstellt.
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4.2.3 Bioverfligbarkeit oligomerer Procyanidine

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Fragestellung, ob eine orale Gabe von
oligomeren Procyanidinen aus Traubenkernextrakt zu erhdhten Plasmakonzentrationen der
monomeren Untereinheiten bzw. deren Metabolite fiihrt.

Nach einer Dosis von 1,6 g oligomerer Procyanidine aus Traubenkernextrakt konnte in einem
Zeitraum von 6 h kein Anstieg an Catechin, Epicatechin oder deren Metabolite festgestellt
werden. Daten der Literatur liefern widerspriichliche Informationen beziiglich der
Bioverfiigbarkeit der oligomeren Procyanidine.

Sano et al. beschreiben in einer Humanstudie eine Procyanidin B1 Plasmakonzentration von
lediglich 10 nmol/l nach Verzehr von 2 g procyanidinreichen Traubenkernextraktes [91].
Nach Konsum von 0,375 g Kakao/kg Korpergewicht wurden nur 41 nmol/l Procyanidin B2
gefunden [92]. Dagegen zeigen jedoch Donovan et al., dass die Gabe einer hohen Dosis
Traubenkernextraktes zwar zu leicht erhohten Plasma-Monomer-Gehalten in der Ratte fiihrte,
jedoch weder Procyanidin B1, noch B2 oder B3 nachzuweisen sind. Nach Applikation von
reinem Procyanidin B3 waren kein Epicatechin oder Metabolite im Plasma nachweisbar.
Donovan et al. vertreten die Hypothese, dass sich mogliche Effekte der Procyanidine auf das
Darmlumen beschrinken [93]. Gonthier et al. vermuten eine verringerte Absorptionsrate der
Proanthocyanidine im Vergleich zu Catechin und Epicatechin [225].

Die in der hier vorliegenden Studie beobachteten Ergebnisse lassen nicht auf eine pra- oder
postabsorptionale Spaltung der Proanthocyanidine schlieBen. Unter der Annahme, das eine
Depolymerisierung stattgefunden hitte, sollten aufgrund der hohen Dosierung von 1,6 g
Procyanidinen im Vergleich zu 117 mg Monomeren aus dem Kakaopulver eine fiir die
Detektion im Plasma ausreichende Menge an Monomer verfiigbar sein.

In der Literatur werden verschiedene Ursachen fiir die geringe Bioverfiigbarkeit der
Proanthocyanidine diskutiert, wobei praabsorptionale Effekte im Vordergrund stehen.
Spencer et al. zeigten, dass Procyanidine bei Inkubation mit humanem Speichel stabil sind
[80]. Auch ein Zerfall der Proanthocyanidine im sauren Milieu des Magens wurde vermutet.
In-vitro Untersuchungen zeigen eine starke pH-Abhingigkeit der Depolymerisierung; bei
einem pH-Wert > 4 ist diese jedoch gering [226,227]. Da nach der Einnahme von
Procyanidinen mit der Mahlzeit eine Anhebung des pH-Wert im Magen zu erwarten ist,
fiihrten Rios et al. eine in-vivo-Studie durch, in der gesunden Probanden alle zehn Minuten

nach Konsum von 500 ml eines Kakaogetrinkes eine Mageninhalts-Probe entnommen und
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analysiert wurde. Hier zeigte sich, dass wihrend der 50-60 min Verweildauer im Magen der
saure pH-Wert nicht zu einer Veridnderung des Procyanidinprofils fiihrt. Ein GroBteil der
eingenommenen Procyanidine erreicht den intestinalen Trakt intakt [228]. Eine
priaabsorptionale Verdnderung konnte somit nur im Darmlumen stattfinden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann nicht angenommen werden, dass der durch das
HP-Kakaopulver erzielte Effekt auf den PAT-Index auf Procyanidine zuriickzufiihren ist, da
ansonsten eine vergleichbare Wirkung des Traubenkernextraktes zu erwarten gewesen wire.
Neben der Monomer-Menge von 117 mg wurde durch das HP-Kakaopulver eine
Procyanidinmenge von 535 mg eingenommen, was weniger als ein Drittel der mit dem
Traubenkernextrakt insgesamt eingenommenen Proanthocyanidinmenge von 1,6 g darstellt.
Die Ergebnisse mit Traubenkernextrakt lassen vermuten, dass Epicatechin fiir die endotheliale

Antwort auf reaktive Hyperdmie verantwortlich ist.

4.2.4 Bioverfugbarkeit der Flavanone

Diese Untersuchung sollte Aufschluss iiber die Bioverfiigbarkeit der Rhamnoglucoside
Naringin und Hesperidin, bzw. deren Aglykone Naringenin und Hesperetin geben.

Die Plasmakonzentration von Naringenin betrug zu ty.x 172 nmol/l und unterschied sich
signifikant von ty (25,2 nmol/l). Die Plasmakonzentration von Hesperetin blieb iiber die ersten
2 h der Studie konstant (co = 467 nmol/l), nach 4 h war sie auf 923 nmol/l (= cpax) gestiegen;
dieser Anstieg war statistisch nicht signifikant. Naringenin und Hesperetin weisen demnach
unterschiedliche t,.x-Werte auf (1 h bzw. 4-6 h). Ein Effekt auf die endotheliale Antwort auf
reaktive Hyperdmie (PAT-Studie) konnte nicht festgestellt werden.

Ein dem hier gefundenen entsprechender Verlauf der Plasmakonzentration von Naringenin
und dessen Metabolite (Glucuronide und Sulfate) wird in der Literatur beschrieben [229,230].
Die Analyse der eingesetzten Flavanon-Supplemente erfolgte nach Enzymverdau mit den
kommerziell erhiltlichen o-L-Rhamnosidasen Naringinase und Hesperidinase. Die Kontrolle
ohne Zusatz der Enzyme ergab, dass in dem Supplement < 5 % der Flavanone als Aglykon
vorlagen. Da die Enzyme auch in geringem MaBe S-D-Glucosidase-Aktivitit besitzen, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass Glucoside wie z.B. Naringenin-7-O-glucosid vorlagen, die
eine andere Bioverfiigbarkeit als Naringenin-7-O-rhamnoglucosid aufweisen, wie eine Studie

von Felgines am Tiermodell ergab [230].
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In der Literatur werden entsprechende ty.x-Werte von Hesperetin und dessen Glucuronide und
Sulfate nach einer Einmal-Dosis von Hesperidin beschrieben [229]. Erlund et al. beschrieben
groBBe interindividuelle Schwankungen in der Bioverfiigbarkeit der Flavanone, wie sie auch
fiir Quercetin-3-rhamnoglucosid und Isoflavone bekannt sind [229].

Es wurde urspriinglich angenommen, dass Flavonoide vor der Absorption quantitativ in ihre
Aglykone {iiberfiihrt werden miissen [218]; im Falle rhamnoglucosidisch gebundener
Flavonoide erfolgt dies durch die nur im Colon vorliegenden a-Rhamnosidasen bakteriellen
Ursprungs. Hollmann et al. konnten diese Hypothese jedoch erstmals am Beispiel des
Quercetins widerlegen. Dies wurde auch fiir andere Flavonoide wie Naringin und Hesperidin
bestitigt [69,73,144,231].

In Anbetracht der komplexen Zusammenhédnge der Pharmakokinetik von Flavanonen ist es
nicht moglich, anhand der vorliegenden Daten eine Aussage iiber die unterschiedliche
Bioverfiigbarkeit von Naringenin und Hesperetin oder das darauf zuriick zu fiihrende

Ausbleiben eines physiologischen Effektes zu treffen.
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4.2.5 Erythrozyten

In dieser Arbeit konnte erstmalig ein Epicatechin-Metabolit in Erythrozyten nachgewiesen
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Epicatechin in seiner methylierten, jedoch
nicht in seiner glucuronidierten oder sulfatierten Form in Erythrozyten eindringt (siche Tab.
3.18, Abb. 3.22).

Wihrend im Plasma die Summe der nicht-methylierten Epicatechin-Metabolite nach
Einnahme von HP-Pulver auf ein Vierfaches des Basalwertes stieg, konnte in RBC lediglich
eine statistisch nicht signifikante Erhhung an nicht-methylierten Metaboliten um ca. 10 %
beobachtet werden.

Unter der Annahme, dass das Verteilungsmuster der methylierten und nicht-methylierten
Formen in Plasma und in Erythrozyten gleich ist, sollte die Konzentration der nicht-
methylierten Epicatechin-Metaboliten deutlich iiber der Detektionsgrenze (0,35 nmol/l) des
hier verwendeten Systems liegen. Da Epicatechin nicht nachweisbar war, ist anzunehmen,
dass eine Aufnahme in Erythrozyten nicht stattgefunden hat. In der Literatur wird eine
Akkumulation von Quercetin in Erythrozyten nach passiver Diffusion durch die Zellmembran
beschrieben. Quercetin bindet hier an Hamoglobin, wobei sich ein Gleichgewicht zwischen
Plasmaalbumin-Quercetin einstellt. Fiorani et al. schlagen Erythrozyten als generelles
Flavonoid-Reservoire vor [232]. Diese Hypothese kann aufgrund der hier gewonnenen
Erkenntnisse zumindest fiir Epicatechin und dessen Glucuronide, Sulfate oder methylierten

Formen nicht gestiitzt werden.
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Zusammenfassung:

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, pharmakologische Wirkungen von Mikrondhrstoffen
(Flavonoiden, Lipide) aus Nahrungsmitteln und/oder Nahrungsergdnzungsmitteln mit
unabhéngigen Messmethoden zu erfassen. Untersucht wurden Parameter der Photoprotektion,
sowie Effekte von Mikrondhrstoffen auf die Hautstruktur und Endothelfunktion. Parallel
sollte ein Nachweis der Bioverfiigbarkeit (,,proof of absorption®) fiir die einzelnen Substanzen

erbracht werden.

Nach Einmalgabe eines mit Polyphenolen angereicherten Kakaogetrinkes wurde eine
Verbesserung der kutanen Mikrozirkulation beobachtet. Dies zeigte sich in einem Anstieg des
Blutflusses und der Sauerstoffsittigung. Parallel zu beiden Effekten stieg die Konzentration
von gesamt-Epicatechin (freies, glucuronidiertes und sulfatiertes Flavanol) sowie die des

Metaboliten 3’-O-Methyl-Epicatechin an. Epicatechin ist ein Hauptflavanoid in Kakao.

Auch unter Langzeit-Supplementierung mit dem polyphenolreichen Kakaogetrink iiber einen
Zeitraum von 12 Wochen wurde eine Erhohung des kutanen und subkutanen Blutflusses
sowie der Sauerstoffsittigung beobachtet. Des Weiteren wurde eine Verbesserung der
Hautqualitit in Hinblick auf Rauhigkeit, Schuppigkeit, Dichte, Dicke, Hydration und
transepidermalem Wasserverlust erzielt. Die Gabe von Kakaopolyphenolen war zudem mit
einer photoprotektiven Wirkung assoziiert, wobei die Empfindlichkeit der Haut gegeniiber
UV-Strahlung abnahm, was anhand der UV-induzierten Erythembildung gezeigt werden
konnte. Eine Akkumulation von Flavanolen oder deren Metabolite im Blut wurde nicht
festgestellt. In der Kontrollgruppe, die Polyphenol-armen Kakao erhalten hatte, trat keiner der
o.g. Effekte auf.

Physiologische und kosmetische Hautparameter reagierten auch auf die Supplementierung mit
a-Linolensiure reichen Pflanzenprodukten. Uber einen Zeitraum von 12 Wochen fiihrte die
Gabe des ®-3-Fettsiure-reichen Produktes zu einer Anderung der Hautqualitit, was sich in
verminderter Rauhigkeit, Schuppigkeit und Glitte, einem geringeren transepidermalen
Wasserverlust sowie einer verbesserten Hydration der Haut duerte. Des Weiteren wurde eine
verminderte Sensitivitidt gegeniiber Nicotinat-induzierten Entziindungsreaktionen festgestellt.
Im Verlauf der Studie dnderte sich das Verhiltnis von ®-6- zu m-3-Fettsduren zugunsten der

®-3-Fettsduren.
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Untersuchungen zum Einfluss von Flavonoiden auf die Endothelfunktion zeigten, dass schon
nach Einmalgabe von Kakao-Polyphenolen der periphire arterielle Tonus verbessert ist. Der
Effekt war mit den Plasmakonzentrationen an gesamt-Epicatechin und 3’-O-Methyl-
Epicatechin korreliert; in Erythrozyten wurde ein Konzentrationsanstieg von 3’-O-Methyl-
Epicatechin gemessen. Fiir Flavanone und oligomere Procyanidine konnte in diesem System

kein Effekt nachgewiesen werden.

Begleitend wurden in-vitro-Untersuchungen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass Epicatechin
den Eisenionen-induzierten Zerfall von S-Nitrosoglutathion verhindert, was vermutlich auf
chelatierenden Eigenschaften des Flavonoids beruht. Weiter wurde nachgewiesen, dass
Epicatechin, Procyanidin B2 und Hesperetin die interzellulire Kommunikation tiber Gap

Junctions in murinen Aortenendothel-Zellen stimulieren.
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Summary

The aim of this study was to detect pharmacological effects of micronutrients (flavonoids,
lipids) from foods or food supplementation with independent methods. Therefore, effects of
micronutrients on endothelial function, skin physiology and parameters of photoprotection
were analysed. Simultaneously the bioavailability of the tested compounds was to be

determined to prove that they had been absorbed.

After a single dose of a cocoa drink rich in polyphenols an improvement of the cutaneous
microcirculation was observed as shown by augmented relative blood flow and oxygen
saturation. At the same time, total plasma epicatchin levels (measured as sum of free,
glucuronidated and sulfated epicatechin) increased. Epicatechin is one of the main cocoa

flavonoids.

According to these findings, increases in cutanous and subcutanous blood flow and oxygen
saturation were observed after long-term supplementation with the polyphenol-rich cocoa
drink for 12 weeks. Additionally, improvement of skin quality concerning roughness, scaling,
density, thickness, hydration and trandepidermal water loss were observed. The
supplementation also associated with photoprotective effects as measured by a decreased
sensitivity to UV-irradiation, which was expressed as decreased erythema formation. An
accumulation of flavanols or their metabolites in plasma or erythrocytes could not be
detected. However, a decrease in the m-6-/m-3-fatty acid ratio was observed. None of these

effects was observed in the group consuming the low polyphenol cocoa.

Physiological an cosmetical skin parameters could also be influenced by supplementation
with plant-derived oils rich in a-linolenic acid. 12 weeks of daily supplementation with an ®-
3-fatty acid product lead to a decrease in roughness, scaling and transepidermal water loss, as
well as to an increased smoothness and hydration of the skin. Furthermore, the sensitivity
towards nicotinate-induced inflammatory reactions improved. During the study, the ®-6-/®-3-

fatty acid ratio changed in favor of the sum of ®-3-fatty acids.

Investigations on the effect of flavonoids on the endothelial function revealed that an
improvement of the peripheral arterial tone can be achieved after a single dose of polyphenol-

rich cocoa. These findings correlated with enhanced plasma concentrations of total
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epicatechin and the metabolite 3’-O-methyl-epicatechin. For the first time 3’-O-methyl-
epicatechin was detected in erythrocytes. No beneficial effect of flavanones and

procyanidines were observed in this system.

Concomitantly in-vitro-studies were conducted in order to further elucidate the mechanism
responsible for the effects observed in this study. It was shown that epicatechin prevents the
iron-induced depletion of S-nitrosoglutathione which is probably due to the chelating
properties of the flavanol. Studies conducted in murine aortic endothelial cells revealed that
epicatechin, procyanidin B2 and hesperetin stimulates the intercellular communication via

gap junctions. Procyanidin B2 was the most potent compound in this system.
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