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Polyphenole

@ Epidemiologische Studien und
Tierversuche haben gezeigt, dass Mi-
norkomponenten in Lebensmitteln,
speziell in Obst und Gemtuse, degene-
rativen Erkrankungen vorbeugen
konnen. Fur diese erndhrungsphysio-
logisch gunstigen Effekte sind nach
heutigem Kenntnisstand neben Bal-
laststoffen sekundare Pflanzenstoffe
verantwortlich. Dies sind Stoffwech-
selprodukte, die durch Nebenwege
des allgemeinen Stoffwechsels der
Pflanzen entstehen. Es handelt sich
dabei um eine heterogene Gruppe
von Verbindungen, die als komplex
zusammengesetzte Stoffgemische der
Pflanze vor allem als Abwehr-, Farb-
oder Aromastoffe dienen.

Zu den prominentesten Stoff-
gruppen bei den sekundaren Pflan-
zenstoffen zahlen Isoprenoide und
Polyphenole. In Frichten sind ne-
ben den Aromastoffen phenolische
Verbindungen von besonderem wis-
senschaftlichem Interesse.” In den
vergangenen Jahren sind speziell die
Polyphenole auf priventive Eigen-
schaften hin untersucht worden. Vor
allem in vitro beobachtete Effekte
wie Induktion zahlreicher Enzyme
und zelluldrer Signaltransduktions-
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kaskaden wurden mit antioxidati-
ven, entziindungshemmenden und
antidiabetischen Wirkungen in Ver-
bindung gebracht.”

Analytik

@ Inden vergangenen 10 bis 20 Jah-
ren und wurden tiber 900 neue Poly-
phenole in pflanzlichen Lebensmit-
teln identifiziert.

Unterteilt werden die Polypheno-
le in phenolische Sauren und Fla-
vonoide (Abbildung 1). Flavonoide
liegen in Pflanzen meist glycosidisch
gebunden vor. Je nach Obst- und
Gemiisesorte unterscheiden sich
die Polyphenolzusammensetzungen
und -konzentrationen signifikant.
Beispielsweise dominiert das Fla-
vonol Quercetin in Zwiebeln; in
Trauben oder Heidelbeeren dagegen
iberwiegen die Anthocyane. Das Po-
lyphenolspektrum von Apfeln (Ma-
Tus domestica) und Apfelprodukten
wird neben Dihydrochalkonen, Fla-
vonolen und Flavan-3-olen von Phe-
nolcarbonsauren gekennzeichnet.”

Um monomere Polyphenole zu
quantifizieren, stehen Techniken wie
die Hochdruckflussigkeitschromato-
graphie (HPLC) mit Diodenarrayde-
tektor (DAD) oder fur komplexere
Fragen die Stabilisotopenverdiin-

OH O
Flavonol
(Quercetin)
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Abb. 1. Flavonoidklassen, die in Obst und Gemiise am hdufigsten vorkommen, mit ausgewdhlten Beispielen.
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nungsanalytik  (SIDA) zur Ver-
figung.” Die Struktur wird fur alle
Verbindungsklassen mit Massen-
spektrometrie (HPLC-MS/MS) oder
Kernresonanzspektroskopie (NMR)
abgesichert.

In letzter Zeit mehrten sich Hin-
weise, dass fur die biologischen Ef-
fekte der Polyphenole nicht nur mo-
nomere, sondern auch polymere
Verbindungen verantwortlich sind.
Dies erforderte weitere analytische
Verfahren.

Um Flavan-3-ol-Oligomere, die
Procyanidine, zu bestimmen, haben
sich Thiolyse und Phloroglucinolyse
mit anschlieBender HPLC-Fluores-
zenzdetektion (FD) etabliert.”® Mit
diesen Techniken lief$ sich die Poly-
phenolzusammensetzung des Apfels
nahezu vollstandig aufklaren (Abbil-
dung 2). Es zeigte sich, dass Most-
apfelsorten wesentlich hohere Poly-
phenolgehalte (monomere und oli-
gomere Polyphenole) aufweisen als
Tafelapfel. Dies bestitigte eine Un-
tersuchung definierter Safte aus
Most- und Tafelapfelsorten sowie
kommerziell erhaltlicher triber und
Klarer Apfelsafte.”

Polyphenole liegen an den Trub-
stoffen (trubassoziiert) des Apfels

vor, technische Klarungsverfahren
konnen diese teilweise entfernen.”
Standort oder Produktionsweise
(biologisch oder konventionell) be-
einflussen den Polyphenolgehalt
eher weniger.ﬂ Allerdings andern
sich die Gehalte einzelner Subklas-
sen wihrend der Fruchtreife. Der
Erntezeitpunkt scheint also eben-
falls eine Rolle zu spielen.”’

Derzeit beschaftigen sich wei-
tere Gruppen mit Verfahren, Poly-
phenolgehalte zu erhohen, bei-
spielsweise mit der Hochspan-
nungsimpulsbehandlung.”

Aktuelle Arbeiten beschiftigen
sich mit Veranderungen der Poly-
phenolzusammensetzungen bei der
thermischen  Verarbeitung  von
pflanzlichen Produkten. So sanken
die Quercetingehalte unter den ge-
wahlten Erhitzungsbedingun-
gen.w’m Mit der Zusammensetzung
andern sich entsprechend die Bio-
verfugbarkeit und Bioaktivitat.

Bioverfiigbarkeit

@ In den vergangenen Jahren liefer-
ten systematische Untersuchungen
von Pflanzenteilen, Pflanzenextrak-
ten, Einzelstoffen und deren Mi-

schungen zahlreiche Daten zu Wir-
kungen und Wirkprofilen. Im Orga-
nismus ruft ein komplexes Zusam-
menspiel unterschiedlicher Mecha-
nismen die Wirkungen hervor. So
reicht es zur Charakterisierung der
antioxidativen Wirksamkeit eines
Lebensmittels im menschlichen Kor-
per nicht aus, seine antioxidative
Kapazitiat zu bestimmen. Denn ne-
ben solchen primaren Wirkungen
sind sekundare Effekte wie die Mo-
dulierung zellularer Signalkaskaden
und Einflisse auf Enzymsysteme
von wesentlicher Bedeutung.'” Dies
bedeutet einen Paradigmenwechsel
in der Polyphenolforschung.

Waihrend in der Vergangenheit al-
lein die Zusammensetzung der Le-
bensmittel eine Rolle gespielt hat, ist
heute die Frage nach der Bioverfug-
barkeit von Lebensmittelbestandteilen
aktuell. Nicht nur die Konzentratio-
nen im Organismus geben Aufschluss
tiber zu erwartende Effekte, sondern
auch die Art der gebildeten Metaboli-
te. So zeigen die Phase-II-Konjugate
der Flavonoide, die Glucuronide und
Sulfate, in vitro zum Teil verminderte
biologische Aktivitaten.

Um Polyphenole in humanen
Kompartimenten zu identifizieren
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Abb. 2. Polyphenolgehalte von Extrakten aus ausgewdhlten Apfelsizﬁen.s)
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und zu quantifizieren, dienen ana-
lytische Techniken wie HPLC-DAD/-
FD, HPLC-MS/MS und Gaschroma-
tographie (GC)-MS. Diese ermogli-
chen es, Ganzkorperverteilungen
biologisch aktiver Komponenten im
Mensch und im Versuchstier zu be-
stimmen. Im Fokus stehen neben
Plasmakonzentration die im Urin
ausgeschiedenen Metabolite.

Ein Augenmerk lag bisher auf der
Rolle des Darms bei der Entstehung
von Metaboliten, die anschliefSend
resorbiert werden und dann im Kor-
per zirkulieren. Die Mikroflora des
Dunndarms ist in der Lage, glykosi-
disch gebundene Flavonoide abhan-
gig vom konjugierten Zuckerrest
freizusetzen."” So hangt die Freiset-
zung glycosylierter Flavonoide maf$-
geblich von der Mikroflora des
Dinndarms ab und nicht, wie ur-
spriunglich vermutet, ausschlieflich
von den Enzymen der Dunndarm-
mukosa und Resorptionsprozessen.
Zudem hangt die Hydrolyse-
geschwindigkeit vom Aglykon, aber
auch vom konjugierten Zucker ab
(Glucose > Galactose > Xylose > Ara-
binose > Rhamnose).m

Beim anschlieSenden Abbau der
freigesetzten Aglyka spielt die Mi-
kroflora des Dickdarms eine Rolle.
Diese spaltet phenolische Nahrungs-
bestandteile rasch und ermoglicht
dadurch eine Resorption der Abbau-

produkte. 1410

Humane Interventionsstudien

@ Nach jungsten humanen Inter-
ventionsstudien erreichen bis zu
30 Prozent der mit naturtribem Ap-
felsaft aufgenommenen Polyphenole
den Dickdarm. Speziell phenolische
Bestandteile des Apfeltrubs, die Pro-
cyanidine, gelangen fast vollstandig
in den Dickdarm. Gleichzeitig wur-
den zahlreiche Metabolite identifi-
ziert, die zum Teil noch nicht be-
schrieben waren.

Beim Verzehr der anthocyanrei-
chen Heidelbeeren erreichen bis zu
80 Prozent der verzehrten Verbin-

" Damit

dungen den Dickdarm.
konnte fur eine komplexe Lebens-
mittelmatrix gezeigt werden, dass

nach Verzehr polyphenolreicher Le-
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Abb. 3. Metabolismus von Dihydrochalkonen im Menschen.***” SGLT1: Natrium-abhdngi-
ger Glucosetransporter 1; MO: Mikroflora; LPH: Lactase-Phloridzin-Hydrolase; P: Phloretin;

P-xylglu: Phloretin-2"-O-xyloglucosid; P-glu: Phloretin-2*-O-glucosid; PgluA: Phloretin-

glucuronide; P-sulfat: Phloretin-sulfate.

bensmittel diese Verbindungen den
Dickdarm erreichen und dort wir-
ken.'"" Zusatzlich gab es wichtige
Erkenntnisse tber Metabolismus,
potenzielle Zielgewebe im Gastroin-
testinaltrakt und biologische Wirk-
samkeit der Umwandlungsprodukte.
Mit der Nahrung aufgenommene
Polyphenole unterliegen zahlrei-
chen Konjugations- und Abbaure-
aktionen. Ein Beispiel sind die Dihy-
drochalkonglycoside aus Apfelsaft.
Sie werden im Dunndarm teilweise
deglycosyliert und konjugiert (Ab-
bildung 3). Das Aglykon Phloretin
wird teils resorbiert, teils im Dick-
darm zu Phloroglucin und 3-(4-Hy-
droxyphenyl)propionsidure  abge-
baut. In Blut und Urin finden sich
Phloretin sowie Sulfat- und Glucu-
ronid-Metabolite.””

Intestinale Resorption und biolo-
gische Effekte im Darm erfassen

@ Mit der Ussing-Kammer (Abbil-
dung 4) kann die Resorption von
Nahrungsinhaltsstoffen im Verdau-
ungstrakt simuliert werden. Damit
lassen sich neben Darmgewebepro-
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ben (menschliches Gewebe oder
Schweinedarm) Zellmonolayer dazu
nutzen, Resorptionsvorgange und
Transport von Stoffen durch die
Duinndarmschleimhaut zu erfassen.
Die Technik der Ussing-Kammer
ermoglicht es, die Verbindungen so-
wohl auf der luminalen (Darm-) als
auch auf der  basolateralen
(Blut-)Seite zeitabhangig zu quanti-
fizieren. Die Versuchsanordnung lie-
fert zudem Informationen tber die
Elektrolytsekretion, die Integritat
der Darmschleimhaut, Einflusse auf
Proteinsekretion oder Transkription
von Genen.
Struktur-Aktivitats-geleitete sys-
tematische ~ Untersuchungen an
Darmkrebszellen mit der Ussing-
Kammer haben gezeigt, dass die Po-
lyphenole des Apfels mit Decansaure
geschidigte Zellmonolayer positiv
beeinflussen konnen; sie stellen die
Integritat des Monolayers wieder her
und erhohen die Transkription von
parazellular  assoziierten  tight-
junction-Proteinen (Proteine im

2 Demnach

Zellzwischenraum).
wirken Polyphenole aus Apfeln und

Apfelsiften im Dickdarm praventiv.
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Biologische Wirkung
von Polyphenolen

@ Polyphenole aus pflanzlichen Le-
bensmitteln sind neben einigen
durch die Maillardreaktion gebilde-
ten Erhitzungsprodukten potenziell
antioxidative, antigenotoxische und
entzindungshemmende Wirkkom-
ponenten. Polyphenole und poly-
phenolreiche Lebensmittel konnen
oxidativen Stress beeinflussen.
Oxidativer Stress, ein Ungleich-
gewicht zwischen oxidativen und
antioxidativen Prozessen, spielt eine
bedeutende Rolle bei Erkrankungen
wie Artheriosklerose, Diabetes, Par-
kinson und Krebs. Eine Ernahrung
reich an bioaktiven, antioxidativen
Inhaltsstoffen ist daher ein Ansatz,
diesen Krankheiten vorzubeugen.
Aktuelle Forschung beschaftigt
sich damit, wie reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) zu reduzieren sind,
wie sich oxidative DNA-, Lipid- und
Protein-Schaden verringern lassen
und wie antioxidativ wirksame Ver-

apikal

(intestinales Lumen)

basolateral
(Blutseite)

bindungen Enzyme auf Expressions-
(Real-Time-PCR) und Proteinebene
(Western Blot oder Proteomarray)
beeinflussen.”**”

Oxidative DNA-Schaden erfasst
ein Comet-Assay. Die Modulation
oxidativer Schadigung und Zellant-
wort in Kolonzellen durch Apfelin-
haltsstoffe und -extrakte sowie deren
intestinale Abbauprodukte wurden
daraufhin untersucht, ob sie praven-
tiv wirken. Apfelsaftextrakte und de-
ren phenolische Inhaltsstoffe haben
ein hohes Potenzial, oxidative Zell-
schaden zu mindern.**™® Intestinale
Abbauprodukte waren ebenfalls pra-
ventiv wirksam, jedoch in geringerem
AusmafS als die Ausgangsverbindun-
gen.”””” In weiteren Studien modu-
lierten phenolische Inhaltsstoffe von
Apfeln in humanen Kolonepithelzel-
len Biomarker des oxidativen Stresses
sowie Detoxifizierungsenzyme wie
Glutathione-S-transferasen, Hemoxy-
genase und N-Chinonoxidoredukta-
se.’” Die Regulation dieser Detoxifi-
zierungsenzyme lauft iiber den Nrf-
2-Signalweg und lasst sich durch
Charakterisierung der Genexpression
und Proteinkonzentration erfassen.

Quercetin und Phloretin sowie die
Phenolcarbonsiuren Chlorogen- und
Kaffeesaure verandern das Transkrip-
tionsmuster glutathionbezogener Ge-
ne charakteristisch, wie quantitative
Real-Time-PCR zeigt. Besonders aus-
gepragt war die erhohte Expression
der y-Glutamylcystein-Ligase(y-GCL).
Demnach sind die Mechanismen der

dativen Wirksamkeit polypheno-
lischer Apfelinhaltstoffe beteiligt.””
Zusitzlich weisen Studien auf positive
Wirkungen von Apfelpolyphenolen
auf Entziindungsmediatoren hin. Di-
hydrochalkone und Procyanidine (B,
und B,) konnen in zytokinstimulier-
ten Darmzellen die Entzindungsmar-
ker TNFa, IL-8 und CXCL10 auf Ex-
pressions- und Proteinebene signifi-

. 33
kant reduzieren.>”

Biologische Wirksamkeit
polyphenolhaltiger Lebensmittel

@ Basierend auf etablierten Biomar-
kern wurden humane Interventions-
studien durchgefiihrt.

Probanden einer Studie tranken
tber mehre Wochen roten Mehr-
fruchtsaft. Wahrend dieser Zeit nah-
men bei ihnen oxidative DNA-Schi-
den ab und Glutathion (GSH) 2u 2P

In einer weiteren Studie nahmen
21 Hamodialysepatienten, die gene-
rell einen erhohten oxidativen Stress
aufweisen, tiber vier Wochen einen
flavonoidreichen Mischfruchtsaft zu
sich. Wihrend dieser Zeit reduzierten
sich bei ihnen die Parameter des oxi-
dativen Stresses: DNA-Schiden, Pro-
tein- und Lipidoxidation und der
DNA-Bindungsaktivitat ~des
skriptionsfaktors NFkB in Blut und
im Plasma nahmen ab. Zusitzlich

Tran-

war der Gehalt des zelluldren Antio-
xidans Glutathion erhoht.’” Diese
Ergebnisse zeigen die hohe antioxi-
dative Wirksamkeit der polypheno-

Abb. 4. Ussing-Kammer (im Beispiel oben Phloridzin, das auf der si-

mulierten Darmseite links vom Zellmonolayer verbleibt, und dessen
Aglykon Phloretin, das zu 3 % auf die Blutseite transportiert wird).

Zellantwort wesentlich an der antioxi-  lischen Saftinhaltsstoffe. Es bietet
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Abb. 5. Interventionsstudie mit anthocyanreichem Mehrfruchtsaft an 18 Probanden: Re-
duktion oxidativer DNA-Schiden (Comet-Assay) durch Fruchsaftverzehr im Vergleich zu po-
lyphenolarmem Kontrollsaft. (FPG: Formamidopyrimidin-DNA-glycosylase; wihrend Run-in
und Wash-out nahmen die Probanden keinen Saft zu sich).
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sich so eine vielversprechende Per-
spektive, Schaden durch Hamodia-
lyse vorzubeugen. Ebenso untermau-
ern diese Befunde generell die Pri-
vention oxidativer Schiaden durch ei-
ne flavonoidreiche Ernahrung.

Struktur-Aktivitats-geleitete
Fraktionierungen

@ Antioxidative Effekte in humanen
Interventionsstudien erlauben nur
teilweise Riickschliuisse auf die akti-
ven Wirkkomponenten oder Sub-
stanzklassen. Um diese zu identifizie-
ren, dient die Struktur-Aktivitits-ge-
leitete Fraktionierung. Damit lassen
sich uber analytische Trennverfahren,
kombiniert mit biologischen Assays,
die potenziell aktiven Wirkkom-
ponenten erkennen. Dieser Ansatz ist
vor allem im Hinblick auf die Diskus-
sion um Health Claims [siehe S. 339]
von Relevanz, da nicht ausschliefSlich
die Wirkung der Produkte belegt,
sondern auch die aktiven Wirkstoff-
gruppen charakterisiert werden miis-
sen.

Erst kirzlich wurden mit Struk-
tur-Aktivitats-geleiteter Fraktionie-
rung eines Apfelextraktes die darin
enthaltenen préventiv wirksamen
Stoffgruppen identifiziert. Es zeigte
sich, dass die Gruppe der Procyani-
dine wesentlich zur Erhohung der
antioxidativen Kapazitat, (NADPH)-
Chinonreduktaseinduktion, Aroma-
taseinhibition und Inhibition des
epidermalen Wachstumsfaktor-
rezeptors (EGFR) durch Apfel-
extrakte beitragt. Mit steigendem
Polymerisationsgrad nahmen die

. . ) 3334
praventiven Wirkungen zu. )

Fazit

@ In den vergangenen Jahren wur-
den in pflanzlichen Lebensmitteln
immer neue sekundire Pflanzenstof-
fe identifiziert. Mittlerweile stehen
analytische Techniken zur Ver-
fiigung, um die Polyphenolgehalte
von Lebensmitteln zu bestimmen. In
den letzten Jahren gelang es durch
In-vitro- und In-vivo-Studien die
Wirksamkeit dieser Substanzklasse
und deren Metabolite zu charakteri-
sieren. Dabei sind nicht nur die an-

tioxidative Kapazitat sondern auch
Wirkungen auf die Modulation von
detoxifizierenden Enzymen und der
Einfluss auf Expression redoxsensi-
tiver Gene in den Fokus gertuckt.
Um die biologischen (praventi-
ven) Effekte von Obst und Gemuise
mit einzelnen (phenolischen) Inhalts-
stoffen zu korrelieren, eignet sich die
Methode der Struktur-Aktivitits-ge-
leiteten Identifizierung von Wirk-
komponenten. Im Hinblick auf die
derzeitigen Health-Claim-Diskussio-
nen ist dies ein wichtiger Baustein
zum Verstandnis von biologischen —
und damit praventiven — Wirkungen
der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe.
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