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Tankred Schewe, PhD, DSc1


Oxidative stress: Plasma lipoprotein oxidation and the protective role of
micronutrients2


1. Introductory remarks: Plasma lipoproteins and cardiovascular diseases
It is now generally accepted that cardiovascular diseases are closely associated with dysregu-
lation of the metabolism of plasma lipoproteins. Older work, the Framingham study, has re-
vealed a statistically significant correlation between the total cholesterol level in blood plasma
and the incidence of myocardial infarction [Dawber et al., 1957]. It had been speculated earli-
er that the dietary intake of cholesterol would be a major risk factor for cardiovascular diseas-
es through favoring atherosclerosis of arterial vessels in heart, brain and extremities. This as-
sumption proved to be an oversimplification. Indeed, the nutrition regimen is crucial for mod-
ulation of the risk for atherosclerosis and, in turn, for cardiovascular diseases. Contrary to the
previous expectation, however, nutritional factors other than food cholesterol appear to facili-
tate the development of atherosclerotic lesions. Thus, the composition of fatty acids in food is
more important than the content of cholesterol. Intake of saturated fatty acids promotes ather-
osclerosis, whereas intake of cis-unsaturated fatty acids, in particular of polyunsaturated fatty
acids, attenuates it. Another important factor is represented by the “micronutrients”, which
encompass the antioxidant vitamins C and E, carotenoids, essential trace elements such as
selenium, as well as dietary polyphenols. Extensive research has been conducted including
cumbersome clinical trials to elucidate the effects and modes of actions of these nutritional
ingredients on lipoprotein metabolism and related processes.


Cholesterol is distributed in plasma between various lipoproteins. Two major plasma lipo-
protein classes are low-density lipoprotein (LDL) and high-density lipoproteins (HDL spe-
cies). More detailed investigation of the correlation between plasma cholesterol and risk for
cardiovascular diseases revealed opposite roles of LDL and HDL. A high LDL/HDL ratio
coincides with a high risk for atherosclerosis, whereas a shift in favor of HDL lowers this risk.
This observation led to the practice that e.g. pharmacists designate LDL cholesterol as “bad
cholesterol” and HDL cholesterol as “good cholesterol”. Although the estimation of the
LDL/HDL ratio proved to be a useful parameter to evaluate the lipoprotein status and, as a
consequence, of the health state of an individual, this view is again an oversimplification.
Thus, LDL per se is not so “bad” as at first sight believed. LDL and HDL exert essential but
opposite roles in the cholesterol metabolism of the organism. After generation from its pre-
cursor VLDL (very low-density lipoprotein), LDL serves for the transport of cholesterol from
the liver to the peripheral organs and tissues via blood stream. These tissues utilize LDL-
cholesterol for the biogenesis of plasma membranes, which need cholesterol for a sufficiently
high mechanical rigidity. Peripheral tissues must be protected, however, from overloading
with excessive water-insoluble cholesterol that would lead to damage to cells. This protection


1 The author guided from 2000 – 2008 a research group on flavonoids at the Heinrich Heine University Duessel-
dorf, Institute of Biochemistry & Molecular Biology I.


2 This article was subject of a keynote lecture delivered at the 7th Euro Fed Lipid Congress: Lipids, Fats and
Oils: From Knowledge to Application, Graz, Austria, October 18 – 21, 2009. Part of the data was also present-
ed at the Leibniz Sozietaet, Berlin, February 12, 2009.
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is brought about by two kinds of fine-tuned mechanisms. For one, LDL is taken up by the cell
via the well-regulated LDL receptor, thus limiting cholesterol uptake. Second, excessive cho-
lesterol is taken up by HDL, which transports cholesterol back to the liver, the central organ
of lipoprotein and cholesterol metabolism. By this way, LDL receptor and HDL constitute an
anti-atherogenic potential of the organism.


2. Oxidative modification of plasma lipoproteins and its putative role in athero-
genesis
What is reason for the development of atherosclerosis? This issue and the mechanistic impli-
cations are matter of debate for several decades. Several hypotheses have been proposed, but
none of them has been actually proven. The “oxidation hypothesis” has been developed by
Daniel Steinberg and his associates around 1989 and is supported by a number of experi-
mental observations [Steinberg, 2009 and refs. therein]. The approach of Steinberg and asso-
ciates opened a new sight on the modulation of lipoprotein metabolism from normal to pro-
atherogenic. The central rationale of this hypothesis is that oxidative modification of plasma
lipoproteins changes their roles in affecting endothelial function and modulating atherogene-
sis (Fig. 1). While oxidative modification renders LDL pro-atherogenic, oxidative modifica-
tion of HDL abolishes its anti-atherogenic property.


Fig. 1. Oxidative modification changes the roles of plasma lipoproteins.


2.1. Modulation of the biological role of plasma lipoproteins by oxidative modifi-
cation
The crucial role of oxidatively modified LDL (oxLDL) in the development of cardiovascular
diseases has emerged from a number of clinical studies, in which the plasma level of oxLDL
was measured and shown to correlate with the incidence of coronary heart diseases [Holvoet
et al, 1998; Wallenfeldt et al, 2004; Meisinger et al, 2005; Johnston et al, 2006] . Recently,
Van der Zwan and associates have clearly shown that plasma oxLDL related to LDL particle
number is a better parameter than LDL cholesterol for risk assessment of cardiovascular dis-
eases. In a cohort study with 624 men and women (50 – 87 years), these authors found that (i)
the oxLDL level strongly correlates with that of apoB-100 and (ii) the oxLDL/apoB-100 ratio
is negatively related to vascular endothelial function as measured by brachial flow-mediated
dilation (FMD), whereas oxLDL or LDL cholesterol are not [Van der Zwan et al, 2009].
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ApoB-100 is the single protein moiety of LDL, thus the plasma level of which being a more
reliable parameter for the number of LDL particles than LDL cholesterol. Cardiologists apply
measurement of FMD as a noninvasive method for assessment of arterial function in vivo;
lowering of this parameter indicates elevated risk for cardiovascular diseases.


Assay and functional characterization of oxLDL are hampered by a number of difficulties:
(i) oxLDL represents a heterogeneous mixture of chemically modified LDL particles of dif-
ferent composition. (ii) It contains a large number of compounds and structural elements be-
longing to various chemical classes. (iii) The composition varies dependent on degree of mod-
ification. (iv) The composition varies dependent on mode of formation. In commercial test
kits for oxLDL mostly malondialdehyde-modified LDL is used as standard, which is not rep-
resentative, however, for all forms of oxLDL that are met in human plasma and atherosclerot-
ic lesions. Table 1 lists a selection of constituents, which are known to occur in oxLDL.


Constituents of oxLDL (selection)


- Hydro(per)oxy lipids; conjugated dienes


- PAF-like cleavage products of phospholipids


- Oxysterols


- Lysophospholipids


- Carbonylated and nitrated apoB-100


- 4-Hydroxynonenal (HNE) and other aldehydes


Table 1:  Compounds and structural elements found in natural oxLDL (e.g. in atherosclerotic lesions or plasma)


The consequences of LDL oxidation are compiled in Table 2. Major event is a switch from
the LDL receptor pathway to scavenger receptor pathways of LDL metabolism, which initi-
ate, in turn, a number of pro-atherogenic processes.


If LDL oxidation is actually an early key process in atherogenesis, then the issue arises as
to the processes leading to oxLDL. Three kinds of such processes may be considered: (i) reac-
tive oxygen and nitrogen species (superoxide, H2O2, nitrogen dioxide, peroxynitrite and oth-
ers) evoked by systemic oxidative stress (such as in smoking, diabetes and inflammatory dis-
eases as well as upon intake of hydroperoxide-rich high-fat diet as given for instance by “fast
food”), (ii) Cell-mediated LDL oxidation, which has been demonstrated for mono-
cytes/macrophages, polymorphonuclear neutrophil leukocytes, vascular endothelial cells,
platelets and other cells), (iii) actions of oxidant enzymes such as myeloperoxidase or related
enzymes, 12/15-lipoxygenase or other mammalian lipoxygenases, and NADPH oxidases. The
author’s work in Duesseldorf was mainly concerned with the third group of reactions.
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 Affinity to LDL-receptor is lost.


 Affinity to scavenger receptors (LOX-1, CD36, SR-A) is acquired.


 oxLDL-mediated signaling is shut on (endothelium, macrophages, other
cells).


 Dysregulation of cellular lipid metabolism


 Initiation of oxidative stress and of inflammatory processes


 Lowering of bioavailability and bioactivity of •NO


 Endothelial dysfunction


 Morphological and functional changes in arterial vessels
 atherosclerosis  coronary heart disease, stroke or
other cardiovascular diseases


Table 2: Consequences of LDL oxidation


3. Enzymes involved in oxidative modification of plasma lipoproteins


3.1. Myeloperoxidase
Some characteristics of myeloperoxidase (MPO) are compiled in Table 3. The biological role
of this enzyme appears to be quite broader than originally thought. This is due to the large
variety of substrates that are capable of reacting at the level of intermediates of the catalytic
cycle (MPO-Compounds I and II), which are formed by reaction of the resting form of MPO
with hydrogen peroxide [Arnhold & Flemmig, 2010, and refs. therein]. These substrates in-
clude chloride or other halides and pseudohalides, nitrite, nitric oxide, tyrosine in free or pro-
tein-bound form as well as numerous phenolics including polyphenols of nutritional im-
portance. For modification of plasma lipoproteins the reactions with chloride, bromide and
nitrite deserve special attention.


 Heme-containing mammalian peroxidase belonging to the same protein su-
perfamily as eosinophil peroxidase, lactoperoxidase, thyroid
peroxidase and cyclooxygenases


 Glycosylated homodimer (150 kDa) linked by a single interchain disulfide
bond


 Present in neutrophil granulocytes and other phagocytes, and released upon
activation and degranulation of them


 Responsible for killing of phagocytosed bacteria, viruses and tumor cells


 Involved in inflammatory processes


Table 3: Some characteristics of myeloperoxidase
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Basic reactions of myeloperoxidase with chloride and nitrite, and their consequences
for lipoprotein modification


As seen from this scheme, two kinds of reactive species are formed, which are capable of
modifying LDL or HDL: (i) hypochloric acid or other chlorinating agents (or the correspond-
ing compounds formed from bromide), (ii) nitrogen dioxide, a short-lived highly reactive rad-
ical, which belongs to the most reactive inducers of non-enzymatic lipid peroxidation along
with the action as a nitrating agent.


By this fashion, plasma lipoproteins are secondary substrates of MPO. Extensive research
during the past 15 years revealed a putative involvement of MPO in atherogenesis, the argu-
ments for which are listed in Table 4. For details and references the reader is referred to the
articles published elsewhere [Schewe & Sies, 2005; Steffen et al, 2006a].


 MPO is present and active in atherosclerotic lesions but not in uninvolved intima.


 Reaction products of MPO (3-chloro-tyrosine, 3-nitro-tyrosine,


o,o‘-dityrosine from tyrosyl radicals) are found in atherosclerotic lesions.


 MPO binds to LDL.


 MPO renders LDL atherogenic in vitro.


 Plasma levels of MPO are elevated in subjects at risk for major cardiac events.


Table 4: Indications for a role of myeloperoxidase (MPO) in atherogenesis


In inflamed arterial vessels, MPO is released from recruited and stimulant-activated phago-
cytes (monocytes/macrophages or neutrophil granulocytes) and acts in a concerted manner
along with •NO synthases and NADPH oxidase isoforms as illustrated in Fig. 2. Notably,
MPO acts as •NO oxidase forming nitrite, which in turn is substrate for a consecutive MPO-
catalyzed reaction giving rise rise to nitrogen dioxide radical that attacks LDL together with
peroxynitrite, a deleterious •NO metabolite.


We studied lipid peroxidation in isolated human LDL by a MPO/H2O2/nitrite reaction sys-
tem (Fig. 3). In the presence of moderate concentrations of nitrite, there occurred a marked
increase in the absorbance at 234 nm, which is indicative of the formation of conjugated
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dienes, a typical hallmark of lipid peroxidation. The low-level conjugated diene formation
observed in the absence of nitrite is attributed to MPO-generated tyrosyl radicals originating
from protein-linked tyrosines in apoB-100. Notably, chloride did not enhance this basal con-
jugated diene formation suggesting that MPO-derived hypochloric acid selectively attacks
apoB-100 as reported by several authors, but apparently not the lipid moiety of LDL.


Fig. 2. Putative role of myeloperoxidase (MPO) in endothelial dysfunction.


At inflammatory foci of the subendothelial space, phagocytes are recruited and stimulated by pro-inflammatory
mediators leading to a release of MPO as well as up-regulation of inducible •NO synthase (iNOS) and of the
NADPH oxidase isoform NOX2. Thus, •O2


– and •NO are generated. Dismutation of superoxide gives rise to
hydrogen peroxide, which enables the MPO to react with nitric oxide forming nitrite. •NO is also generated in
endothelial cells by endothelial •NO synthase (eNOS). Nitrite is substrate for a second reaction of MPO generat-
ing the highly reactive lipophilic nitrogen dioxide radical that induces lipid peroxidation (LPO) of LDL after
passage of which from plasma through the damaged endothelium into the subendothelial space. Nitric oxide and
superoxide also avidly react with each other generating peroxynitrite, which causes protein tyrosine nitration of
the apoprotein of LDL. The oxLDL thus formed reacts with scavenger receptors of endothelial cells, activating
an NADPH oxidase, presumably NOX4, thus reinforcing the oxidative damage to the vascular endothelium. The
bars crossing the arrows denote the presumed sites of blockage by (–)-epicatechin (see section 4.2).
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Fig. 3. Myeloperoxidase/nitrite-induced lipid peroxidation of low-density lipoprotein.


Isolated human LDL was treated with MPO plus glucose/glucose oxidase as H2O2-generating system under
various conditions for the time indicated. The time-course of the reaction was recorded by the increase in ab-
sorbance monitoring formation of conjugated dienes. The inset shows the UV spectra after the reaction was
finished. The traces show the reactions in the presence of nitrite (1), with LDL alone (2), in the presence of ni-
trate (3) or chloride (4), and without MPO (5). Data from Kostyuk et al, 2003.


Our data support the assumption that nitrite plays a crucial role in mediating atherogenesis by
MPO. Some experimental observations from the Duesseldorf lab in line with this assumption
are summarized in Table 5.


It is reasonable to assume that LDL treated with MPO/H2O2/nitrite is a more appropriate
model for oxLDL occurring in vivo than oxLDL obtained by Cu2+-catalyzed oxidation of
LDL, because free Cu2+ ions do not occur in blood plasma. We actually observed a striking
difference between MPO/H2O2/nitrite-oxLDL and Cu2+-oxLDL with respect to the oxysterol
composition (Steffen et al, 2006b). The 7-hydroxycholesterol/7-ketocholesterol ratio was
found to be markedly higher in MPO/H2O2/nitrite-oxLDL and proved to be responsible for the
higher cytotoxicity of this kind of oxLDL against vascular endothelial cells.
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 Nitrite at physiologically relevant concentrations (~10 µM) modulates        the


reaction of MPO with LDL.


 Lipid peroxidation (LPO) is a major process of MPO/nitrite-mediated modifi-


cation of LDL.


 Nitrite is a better co-catalyst than the tyrosyl residues in apo B-100.


 Nitrite suppresses both tyrosine- and chloride-supported reactions.


 Chloride is neither able to support LPO of LDL, nor is its presence required


for nitrite-supported LPO.


 At moderate concentrations of nitrite, MPO/nitrite-mediated LPO is not ac-


companied by protein tyrosine nitration. The latter process requires nitrite


above the physiologically relevant concentration range.


Table 5: Role of nitrite in myeloperoxidase-mediated modification of LDL


Fig. 4. Evidence for oxidative and nitrating damage to cultured endothelial cells by MPO/nitrite-generated
oxLDL.


Human umbilical vein endothelial cells were treated with MPO/H2O2/nitrite-oxLDL for 24 h without and with
pretreatment of the cells with the agents indicated. Formation of protein carbonyls and that of tyrosine-nitrated
polypeptides were visualized by immunocytochemical methods and quantified. For further details, see Steffen et
al, 2007.


MPO/H2O2/nitrite-oxLDL evokes pro-oxidative and nitrating damage to cultured vascular
endothelial cells. This was demonstrated by a marked increase in intracellular protein carbon-
yls as hallmark for oxidation of lysines and other amino acid residues as well as in tyrosine-
nitrated polypeptides (Fig. 4). Apocynin, an NADPH oxidase inhibitor, and L-NIO, a selective
inhibitor of inducible NO synthase (iNOS), prevented these changes. These data may be in-
terpreted as a consequence of LDL scavenger-pathway-mediated cell signaling involving ac-
tivation of NADPH oxidase(s) and iNOS (see also Fig. 2).


It must be emphasized that the role of MPO in atherogenesis is still a matter of debate.
Conflicting data in experiments with knockout mice evoked some doubt on a pro-atherogenic
role of MPO. Therefore, a putative anti-atherogenic role is also discussed.
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3.2. Lipoxygenases
Lipoxygenases constitute a family of closely related enzymes, which dioxygenate polyenoic
fatty acids forming hydroperoxy derivatives as primary products. In humans at least five
lipoxygenases have been identified, which differ among others in the reaction specificity. A
classification in 5-, 8-, 12- and 15-lipoxygenases was formerly established according to the
carbon atom in arachidonic acid that is dioxygenated. Thus, the reaction of “15-lipoxygenase”
is as follows:


It must be stressed, however, that a classification according to the reaction specificity towards
arachidonic acid does not mirror the real genetic relatedness of lipoxygenases. One member
of this enzyme family, today termed 12/15-lipoxygenase or reticulocyte-type 15-lipoxygenase
(15-lipoxygenase-1), was uncovered in 1975 by an East-Berlin group [Schewe et al, 1975],
and turned out to be capable of dioxygenating not only free arachidonic and linoleic acids but
also phospholipids, cholesterol esters, biomembranes and lipoproteins, thus appearing as a
general enzymatic prooxidant or catalyst of enzymatic lipid peroxidation, respectively. A piv-
otal role of 12/15-lipoxygenase in oxidative modification of low-density lipoprotein and, thus,
in early stages of atherosclerosis had been proposed by Steinberg and associates [Parthasara-
thy et al, 1989]. Detailed investigation in the lab of H. Kühn (Berlin), however, revealed data
supporting both pro-atherogenic and anti-atherogenic roles of 12/15-lipoxygenase [Kühn &
O’Donnell, 2006, and refs. therein]. It has been speculated that the prominent role may
change dependent on the stage of development of atherosclerosis.


Irrespective of the putative dual role of 12/15-lipoxygenase, LDL can serve as a direct sub-
strate of this enzyme, thus rendering it potentially proatherogenic. The action appears to pro-
ceed via two steps, the direct enzyme catalysis followed by a secondary hydroperoxide-
triggered non-enzymatic lipid peroxidation. This complexity led to conflicting data in the lit-
erature dependent on experimental conditions. Lipoxygenase inhibitors inhibit the whole pro-
cess, even if they do not possess antioxidant activity. Vitamin E, however, does not inhibit
lipoxygenases, but modulates secondary lipid peroxidation.


Habenicht and associates provided strong evidence against any role of 12/15-lipoxygenase
in atherogenesis in humans [Spanbroek et al, 2003]. Instead, these authors argue in favor of a
proatherogenic role of 5-lipoxygenase, although the latter cannot directly react with lipopro-
teins. As a consequence of these conflicting data, both types of lipoxygenases should be con-
sidered as potential targets of dietary ingredients to attenuate atherogenesis.


4. Protective role of dietary polyphenols against plasma lipoprotein oxidation
and cardiovascular diseases
Owing to the high incidence of cardiovascular diseases in industrial countries there is a de-
mand for strategies to prevent atherosclerosis or at least to retard the progress of its pathology.
As a cost-saving alternative to drugs, modulation of the nutritional regimen is a promising
approach. As mentioned in section 1, intake of dietary polyphenols has attracted special atten-
tion during the last decade.


Polyphenols are aromatic compounds having more than one phenolic hydroxyl group. Sev-
eral thousands of natural polyphenols are known and plenty of them occur in food, in particu-
lar in fruits and vegetables as well as in teas, wine and cocoa products. The following scheme
provides a simplified survey on the chemical classification of natural polyphenols:


COOH
COOH


OOH
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The work in Duesseldorf was focused on flavanols, in particular on those occurring in cocoa.
Three major cocoa flavan-3-ols are shown in Fig. 5


Fig. 5. Chemical structures of the three major flavanols occurring in cocoa products. Procyanidin B2 is an oxi-
dative dimer of (–)-epicatechin


4.1. In vivo studies
Epidemiological evidence for the health-promoting effect of cocoa flavanols was obtained by
several research groups. In the “Zutphen Elderly Study” was found that in a cohort of 470
elderly men (average 72 years old) cocoa intake is inversely associated with blood pressure
and 15-year cardiovascular and all-cause mortality; compared with the lowest tertile of cocoa
intake, the adjusted relative risk for men in the highest tertile was 0.50, which was statistically
significant (P = 0.004 for trend) [Buijsse et al, 2006]. A similar outcome has been reported for
postmenopausal women [Mink et al, 2007].


Moreover, as much as 28 human intervention studies revealed health benefits of intake of
high-flavanol cocoa or chocolate (reviewed by Cooper et al, 2008). Among the three major
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cocoa flavanols, (–)-epicatechin is most likely the decisive bioactive compound. Therefore we
focused on (–)-epicatechin in our in vitro studies. The reason for the preference of (–)-
epicatechin is as follows: (i) It is abundant not only in cocoa, but also in grapes, red wine, tea,
apples and other fruits, and therefore of broader nutritional importance. (ii) The intake leads
to plasma levels of metabolites, which are higher than those for other flavanols. (iii) Intake of
isolated (–)-epicatechin mimics the biological effects of high-flavanol cocoa in humans
[Schroeter et al, 2006]. The latter observation, which will be treated in detail in the compan-
ion article, supports the assumption that the health benefit of intake of cocoa or chocolate is
most likely due to (–)-epicatechin.


A number of in vivo studies indicate that high-flavanol cocoa improves vascular endotheli-
al function via enhancement of bioavailability and bioactivity of •NO. Irrespective of this ma-
jor action, however, there is some evidence that oxidative modification of LDL is also coun-
teracted. It was recently reported that oral administration of green tea flavanols lowers the
plasma level of oxLDL in healthy humans in parallel to improvement of endothelial function
as measured by FMD [Inami et al, 2007; Tinahones et al, 2008]. From this observation one
may conclude an association between LDL oxidation and bioavailability and bioactivity of
•NO. Although (–)-epicatechin contributes to only about one-fifth of the total flavanol content
of green tea, recent literature data argue that this flavanol is mainly responsible for the in vivo
effects rather than epigallocatechin gallate that is contained in green tea with a markedly
higher percentage.


4.2. In vitro effects of epicatechin and other flavonoids on oxidative and nitrating
modification of LDL
The effect of flavonoids on MPO-mediated lipid peroxidation of human LDL was studied by
us for the first time (Kostyuk et al, 2003). MPO-mediated lipid peroxidation in the presence of
a H2O2-gerating system (glucose/glucose oxidase) and nitrite was markedly suppressed by
micromolar concentrations of (–)-epicatechin, quercetin, rutin, taxifolin or luteolin. The mode
of action of these flavonoids was not yet definitely identified, but a most probable mechanism
is scavenging of •NO2 radicals, the generation of which by the MPO/nitrite reaction system
has been demonstrated by other authors. Notably, the well-known free radical scavengers vit-
amin E and probucol did not inhibit this system at low concentrations. Apparently these
agents are capable of selectively scavenging carbon-centered radicals, but not •NO2 or other
nitrogen-based radicals.


Besides the MPO/nitrite system, (–)-epicatechin was found also to protect against a num-
ber of other modifications of LDL. The data are summarized in Table 6.
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Agent Reaction / criterion EC (µM)1


Myeloperoxidase (nitrite) Lipid peroxidation, prolongation of lag phase ~2


Lipid peroxidation, lowering of reaction rate ~5


Tyrosine nitration <0.1


Myeloperoxidase (tyrosine) Lipid peroxidation, extent ~5


Cu2+ Lipid peroxidation, prolongation of lag phase 0.6


Peroxynitrite Tyrosine nitration <0.1


1 effective concentration to achieve either 50% inhibition or doubling of lag phase


Table 6. Efficacies of (–)-epicatechin (EC) against oxidative and nitrating modification of human low-density
lipoprotein [Sies et al, 2004]


As evident from the strong effects on protein tyrosine nitration, (–)-epicatechin protects not
only the lipid moiety of LDL but also the protein component apoB-100. This was also shown
by a dose-dependent prevention of MPO-mediated shift in electrophoretic mobility, which is
due to oxidative loss of positively charged lysines (Fig. 6). The dual protectant effect of (–)-
epicatechin on lipid and protein moieties of LDL is probably due to the solubility characteris-
tics. Since the octanol/water distribution coefficient is not far from unity, this agent may be
sufficiently soluble in both lipophilic and hydrophilic environments. For the same reason, (–)-
epicatechin and related flavonoids are universal free radical scavengers, detoxifying both lipid
and •NO2 radicals, whereas the antioxidant vitamins C and E do not share this property.


Fig. 6. Epicatechin also protects against oxidative modification of the apoprotein moiety of LDL.


Treatment of LDL with MPO/nitrite leads to oxidative loss of positively charged lysines, so that electrophoretic
migration to the anode is accelerated. Pretreatment with (–)-epicatechin prevents this phenomenon. Data from
[Steffen et al, 2006a].


The protectant actions of (–)-epicatechin or other flavonoids on MPO-mediated modifications
of LDL are accompanied by chemical changes of the polyphenols, as evident from spectral
changes [Kostyuk et al, 2003]. The conversion products remain to be identified. In the case of
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(–)-epicatechin the formation of a procyanidin B2-like dimer may be hypothesized. This
speculation is supported by a report, that MPO converts the phenolic compound apocynin to a
dimer, thus rendering it to an NADPH oxidase inhibitor [Ximenes et al, 2007]. Treatment of
(–)-epicatechin with MPO also gives rise to a product that inhibits NADPH oxidase, a proper-
ty, which is shared by procyanidin B2 [Steffen et al, 2008]. Moreover, direct evidence was
obtained that (–)-epicatechin is substrate of MPO. It was demonstrated by the use of a multi-
mixing stopped-flow technique that (–)-epicatechin is one of the most efficient electron do-
nors for heme peroxidases investigated so far, by reacting with both activated key intermedi-
ates of the catalytic cycle, the MPO-Compounds I and II with a high rate each [Spalteholz et
al, 2008].


Notably, (–)-epicatechin attenuates not only the generation of oxLDL via multiple mecha-
nisms, but also the deleterious actions of oxLDL on endothelial cells [Steffen et al, 2006b].
The latter complex of actions is directed on oxLDL scavenger pathway-mediated signaling
involving inhibition of NADPH oxidase activity. This topic will be treated in the companion
article of this series. Summing up, through blunting both generation and actions of oxLDL, (–
)-epicatechin turns out to be a pleiotropic protectant for both LDL and endothelial cells.


4.3. Flavonoids as lipoxygenase inhibitors
The plausible, but disputed role of 12/15-lipoxygenase in atherogenesis was discussed in sec-
tion 3.2. Moreover, this enzyme is located in eosinophil leukocytes and may be involved
therefore in certain inflammatory disorders. Also, a role in asthma may be considered, since
12/15-lipoxygenase is over-expressed in several airway tissues of asthmatics. The 5-
lipoxygenase deserves attention from several points of view. It is the key enzyme of a special
pathway of the arachidonic acid cascade leading to several proinflammatory leukotrienes. An
immediate role of 5-lipoxygenase in human atherogenesis has also been proposed [Spanbroek
et al, 2003]. Extensive efforts were undertaken to develop drugs based on lipoxygenase inhi-
bition. Apart from this, lipoxygenase inhibition by natural compounds, in particular by those
of nutritional importance are of special interest.


We have shown that flavonoids such as quercetin, luteolin, fisetin and a number of fla-
vanols are inhibitors of 12/15-lipoxygenase [Schewe et al, 2001]. A further study addressed
the structure-activity relations and the mode of the inhibitory action [Sadik et al, 2003]. Anal-
ysis of the inhibition of 12/15-lipoxygenase by quercetin proved to be difficult, since there is
an overlap of several components, an instant reversible inhibition, a time-dependent mecha-
nism-based inactivation by the flavonoid as well as suicide inactivation of the lipoxygenase
by the substrate fatty acid.


Recombinant human 5-lipoxygenase was shown to be dose-dependently inhibited by (–)-
epicatechin up to completeness [Schewe et al, 2002]. From analyses of the metabolites from
arachidonic acid it became clear that (–)-epicatechin inhibits both the dioxygenase and the
leukotriene A4 synthase activities of the enzyme, i.e. the first two consecutive steps of the
conversion of arachidonic acid into various proinflammatory leukotrienes.


Some data on the inhibition of mammalian lipoxygenases by flavonoids are compiled in
Table 7. It should be emphasized that flavonoids are direct inhibitors of lipoxygenases, i.e.
they are capable of blocking the active site. This is basically different from the action on
myeloperoxidase, where secondary processes rather than enzyme activity per se are sup-
pressed.
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Compound IC50 (µM)


Human 5-lipoxygenase Rabbit 12/15-lipoxygenase


(–)-Epicatechin 22 60


(–)-Epigallocatechin gallate 3.1 4


Quercetin 0.6 4


Table 7: Inhibition of mammalian lipoxygenases


Whether inhibition of lipoxygenases also occurs in vivo, remains to be clarified. Inhibition of
5-lipoxygenase by (–)-epicatechin may be considered, because it would plausibly explain a
literature report that intake of high-flavanol chocolate by volunteers caused a significant de-
crease in the ratio of the levels of plasma metabolites of cysteinyl leukotrienes and prostacy-
clin, which coincides with an increase of the plasma level of (–)-epicatechin and its metabo-
lites [Schramm et al, 2001]. Direct evidence for inhibition of 5-lipoxygenase by intake of
high-flavanol cocoa or chocolate can be provided by measurement of urinary excretion of
leukotriene metabolites during a respective clinical study. Unfortunately such a study has not
been carried out so far.
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Inhibition of endothelial NADPH oxidase as target of flavonoids
in nitric acid metabolism2


1. Introductory remarks: What is reason for the health benefit of dietary
flavonoids? A paradigm shift
The foregoing article was focused on the modulation by dietary flavonoids of generation and
biological role of plasma lipoproteins and the consequences as to the risk for cardiovascular
diseases. The objective of the second article of this series is to gain deeper insight into the
cellular and molecular action of flavonoids and other dietary polyphenols and their bioactive
species, respectively.


A decade ago, the beneficial effects of flavonoids were believed to be attributable to free
radical-scavenging properties, which are observed in numerous in vitro assays. Evidence for a
direct antioxidant activity in vivo, however, is poor. By estimation of parameters in vivo or ex
vivo believed to be appropriate, many efforts were undertaken to demonstrate an attenuation
of free radical-mediated processes upon intake of dietary polyphenols. The outcome of such
studies was throughout disappointing, i.e. the effects were either lacking or only marginal,
even though some authors interpreted their data in an exaggerated manner as “positive”. This
tendency was promoted by the pressure of the investigators to achieve positive results for ob-
taining financial support, enabling them to sustain polyphenol research. Moreover, in many
studies the selection of clinical parameters was far from reasonable. As an example, the wide-
ly used “thiobarbituric acid-reactive substance” (TBARS) assay provides unreliable data for
several reasons, which will not be discussed in detail here. For detection of lipid peroxidation
in vivo the plasma level of F2 isoprostanes may be the parameter of choice, since these arachi-
donic acid oxygenation products actually originate from non-enzymatic free radical-mediated
attack and can be unequivocally discriminated from eicosanoids generated by enzymes of the
arachidonic acid cascade [Roberts & Fessel, 2004; Basu, 2004]. For this reason, we conducted
in Magdeburg a clinical study on the effect of intake of a high-flavanol cocoa beverage on
plasma F2 isoprostanes [Wiswedel et al, 2004]. Although the volunteers were subjected to
physical exercise by treadmill as a free radical-generating process, sizable lowering of the F2
isoprostane level was not observed. By contrast, the same type of high-flavanol cocoa exerted
clear-cut beneficial effects in other clinical trials (see Section 3). Detailed statistical analysis
of the data from the Magdeburg study, however, revealed that the cocoa flavanols prevented
the increase in F2 isoprostanes induced by the low-flavanol control drink, an effect interpreted
as postprandial oxidative stress [Sies et al, 2005a].


1 The author guided a research group on flavonoids at the Heinrich Heine University Duesseldorf, Institute of
Biochemistry & Molecular Biology I from 2000 – 2008.


2 This article was subject of an invited lecture at The Rank Prize Funds Symposium on “Dietary Flavonoids:
Mechanisms of Action and Human Health”, Grasmere, UK, 19th to 22nd April 2010, but could not be delivered
owing to an unforeseen transportation problem (Iceland volcano ash cloud). Part of the data was also presented
at the Leibniz Sozietaet, Berlin, on 12th February 2009.
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A number of clinical studies included the “total antioxidant capacity” (TAC) or
closely related parameters in blood plasma for evaluation of antioxidant activity of
dietary flavonoids in vivo. This approach is however absolutely useless for this
purpose (for arguments, see [Sies, 2007] and refs. therein). Such assays quantify
the total amount of reducing or radical-absorbing compounds in plasma rather
than the antioxidant systems of the organism including enzymes that are really
responsible for counteracting pro-oxidative insults. The plasma TAC is mainly
determined by the plasma level of urate and, to a minor extent, of ascorbate,
whereas the contribution of micronutrients such as dietary polyphenols and their
metabolites is negligible. Increase in TAC occurring after consumption of tea or
flavonoid-rich foods, however, as reported by some investigators, indicates most
probably increase in urate and must be regarded – when solely restricted to this
parameter – as deleterious rather than beneficial because high urate may cause
gout and is also discussed as a risk factor for cardio- and cerebrovascular diseases.


The difficulties to verify the importance of free radical-scavenging activity by
dietary polyphenols in vivo contrast the recent promising data of both epidemio-
logic studies and clinical trials showing beneficial effects on vascular endothelial
function. In a number of studies, favorable modulation of nitric oxide metabolism
and of cell signaling pathways was identified as targets of dietary polyphenols or
their plasma metabolites, respectively. This led to a reappraisal of the role of these
micronutrients. In Table 1 the current view is opposed to the traditional view
demonstrating that a paradigm shift has taken place. The various aspects of this
overview will be commented in the next parts of this article. The inhibitions of
lipoxygenases and of myeloperoxidase-initiated processes were already subject of
the foregoing article.


Table 1: Paradigm shift in flavonoid research (from [Schewe et al, 2008])


Concept Current view Traditional
view


Flavonoids as radical


scavengers


Minor, if at all relevant in vivo Major action


Flavonoids as


antioxidants


Yes, but in an indirect sense


(inhibition of prooxidant enzymes such


as NADPH oxidases, lipoxygenases


and myeloperoxidase)


Major action


Flavonoids as en-


zyme inhibitors


Few key enzymes, particularly NADPH


oxidases


Many enzymes


Target in cell


metabolism


•NO metabolism Lipid peroxida-


tion


Target in •NO


metabolism
•NO loss  NOS activity
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Role of flavonoid


glucuronides


Transport metabolites in blood plasma


to target cells


Urinary excre-


tion products


2. What is the message from epidemiological studies?
Epidemiological studies revealed an inverse correlation between dietary intake of
flavanols and cardiovascular diseases including cardiac mortality. The outcome of
the Zutphen Elderly Study in The Netherlands [Buijsse et al, 2006] and a similar
study from U.S.A. [Mink et al, 2007] were mentioned in the foregoing article.
Other epidemiological studies suggest such a correlation also for flavonoids other
than cocoa flavanols [Knekt et al, 2002; Huxley & Neil, 2003; Maron, 2004]. It
must be stressed, however, that this correlation is an association and does not
prove cause-effect relationship. High intake of polyphenols may also reflect a
more general lifestyle favorable for cardiovascular health. Thus, in the Mediterra-
nean diet the high intake of oleic acid and of n–3-polyenoic fatty acids and a com-
paratively low intake of saturated fatty acids are likewise important for cardiovas-
cular health. Furthermore, a high intake of cocoa products could be rather associ-
ated with non-smokers than with smokers. Therefore, clinical studies are required
to identify flavonoids as bioactive health-promoting ingredients of foods. Moreo-
ver, the cellular and molecular targets of the flavonoids or their metabolic conver-
sion products need to be identified.


Since getting permission for clinical studies is sometimes difficult, studies
with laboratory animals are an alternative. Unfortunately, an unfavorable study
design limits the value of a number of animal studies reported. Thus, it is not wise
to feed animals with quercetin. Although quercetin belongs to the most abundant
flavonols in foods, it is never contained as free compound in sizable amounts. In
relevant sources such as onions or buckwheat it is contained as glycosides, which
are absorbed from the intestine via special pathways. For this reason, intake of
onions and that of free quercetin lead to different profiles of quercetin metabolites.
Moreover, free quercetin is quite more toxic than the corresponding flavan-3-ols,
(–)-epicatechin and (+)-catechin, and must not be administered to humans. Anoth-
er limitation is the species-dependence of flavonoid metabolism. While in humans
a major (–)-epicatechin plasma metabolite is (–)-epicatechin-3’-glucuronide, the
respective metabolite in rats is (–)-epicatechin-7-glucuronide [Natsume et al,
2004]. This structural difference has profound consequences for the chemical be-
havior of the two metabolites. The rat metabolite has retained the catechol struc-
ture responsible for radical-scavenging and metal-chelating properties, whereas
these features are lost for the human metabolite.


3. High-flavanol cocoa drink ameliorates endothelial function in vivo
through improved bioactivity and bioavailability of nitric oxide
A variety of cardio- and cerebrovascular diseases such as coronary heart disease
and stroke are closely connected with arterial endothelial dysfunction, which is
also a pre-stage of atherosclerosis. Stability and functionality of the vascular en-
dothelium essentially depends on multiple functions of nitric oxide (•NO, former-
ly designated as “endothelium-derived relaxing factor”), which is formed mainly
in endothelial cells and serves at the same time as mediator of cell signaling, e.g.
for smooth muscle cells. It is responsible for widening of arterial vessels to permit
sufficient blood flow and, hence, continuous oxygen supply for the aerobic energy
metabolism of heart, brain, extremities and other organs. Although chemically
being a relatively stable radical, •NO is capable of reacting with a number of dif-
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ferent compounds such as thiols and amines as well as with •O2
– forming nitro-


sothiols, nitrosoamines and peroxynitrite, respectively. For this reason, •NO is a
short-lived mediator in living systems. The maintenance of a sufficiently high
steady-state level of •NO is a prerequisite for preservation of endothelial function.
The steady-state level of bioavailable •NO is determined by two processes, syn-
thesis of •NO mainly from l-arginine, and elimination of •NO via several reac-
tions. The aim of any dietary or pharmacologic intervention is to improve the ben-
eficial bioactivity of •NO without enhancement or even with attenuation of the
formation of •NO-derived deleterious compounds like peroxynitrite and •NO2.


This scenario prompted us to look at a presumed modulation of bioactivity and
bioavailability of •NO by high-flavanol cocoa. A double-blind placebo-controlled
crossover study was performed in Duesseldorf in collaboration with the cardiolo-
gists of the same university [Heiss et al, 2003]. 20 individuals (11 males, 9 fe-
males) at risk for cardiovascular diseases (assignment according to the presence of
risk factors such as history of coronary artery disease, hypertension, hypercholes-
terolemia, diabetes mellitus or smoking) received either a high-flavanol cocoa
drink or a low-flavanol control drink. Before and 2 h after intake of the beverage
the flow-mediated dilation (FMD) of the brachial artery was non-invasively
measured with high-resolution ultrasonography after 5 min forearm occlusion by
means of a cuff. This method is a well established approach to assess the vascular
endothelial function in cardiology. A low FMD value indicates diminished func-
tion or even endothelial dysfunction. Besides FMD, the plasma concentration of
organo-nitroso compounds (RNO) was determined, which are known to originate
mainly from oxidative protein nitrosation. The data are summarized in Fig. 1. Be-
fore administration of the cocoa drinks, the FMD values were lower than those of
healthy subjects defining the test persons to be afflicted by endothelial dysfunc-
tion. Upon intake of the high-flavanol drink, but not of the low-flavanol control
drink, there was a highly significant increase in FMD (from 3.4 ± 0.5% to 6.3 ±
0.6%; P < 0.001), which was dependent on the dose of high-flavanol cocoa and
peaked after about 2 h, thus intermittently approximating the average value of
healthy control individuals. The plasma RNO levels behaved quite similar. The
maximums coincided with that of the plasma levels of (–)-epicatechin metabolites.


Fig. 1. Summary of the Duesseldorf double-blind randomized crossover study (n = 20) demon-
strating for the first time that high-flavanol cocoa improves endothelial function through elevation
of bioactivity and bioavailability of •NO. For details, see text as well as [Heiss et al, 2003] and
[Sies et al, 2005b].
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In a later study with smokers was shown that the increase in FMD upon intake of
high-flavanol cocoa was abolished by administration of L-N(G)-monomethyl ar-
ginine (L-NMMA), an oral •NO synthase inhibitor [Heiss et al, 2005]. This obser-
vation indicates that the FMD mirrors the bioactivity of •NO in the arterial vascu-
lar endothelium. The dependence on •NO is also supported by the parallel in-
crease in the plasma level of RNO. Although some authors believe that RNO
would be an indirect source of bioactive •NO, it appears more likely that the RNO
level is simply an indicator for •NO bioavailability, inasmuch as the generation of
RNO requires a certain level of •NO.


Similar responses of FMD of the brachial artery were observed subsequently
by [Engler et al, 2004], who administered high- and low-flavanol chocolates to
healthy individuals over a two-week period. Vasodilation in healthy humans by
high-flavanol cocoa drink has also been reported by Fisher et al, 2003. Here again,
cocoa-augmented dilation was reversed by an inhibitor of •NO-synthases, L-
NAME, which also led to increase in blood pressure. In another study, in elderly
individuals afflicted with isolated systolic hypertension, dark chocolate (po-
lyphenol-rich), but not white chocolate (polyphenol-free) caused pronounced low-
ering of blood pressure [Taubert et al, 2003]. A vasodilatory effect of dark, poly-
phenol-rich chocolate was also demonstrated for coronary arteries [Flammer et al,
2007], thus substantiating a role in cardiac protection. The multitude of clinical
studies with high-flavanol cocoa products has been reviewed by [Ding et al, 2006]
as well as by [Cooper et al, 2008].


Three major flavan-3-ols are contained in cocoa products, (–)-epicatechin, (+)-
catechin and procyanidin B2 (formulas, see foregoing article). Since procyanidin
B2 is very poorly absorbed from the intestine and (+)-catechin reaches lower
plasma levels of its metabolites than (–)-epicatechin, the latter was the most prob-
able candidate for being responsible for the biological actions on endothelial •NO.
Final evidence came from a further clinical study performed in U.S.A. in collabo-
ration with the Duesseldorf group [Schroeter et al, 2006]. In this study, (–)-
epicatechin was isolated in pure form from high-flavanol cocoa and administered
to the test subjects. At doses as low as 1 or 2 mg per kg body weight (–)-
epicatechin produced comparable elevation of FMD as high-flavanol cocoa did
[Schroeter et al, 2006]. In this context must be stressed that not every sort of
chocolate is rich in polyphenols. Traditional processing of cocoa beans includes
high temperature and alkali treatment, which destroys a large part of the polyphe-
nols including the valuable (–)-epicatechin. More gentle procedures have mean-
while been developed, which preserve a high polyphenol content during pro-
cessing.


Unfortunately, the rise in FMD upon single administration of high-flavanol co-
coa is only transient; 6 h after intake the initial value is reached again. In a later
study, the daily consumption of a flavanol-rich cocoa drink (3 x 306 mg fla-
vanols/d) over 7 days was examined [Heiss et al, 2007]. Under these conditions
FMD at baseline (after overnight fast and before flavanol ingestion) increased
continuously from 3.7 ± 0.4% on day 1 to 6.6 ± 0.5% on day 8 and returned to 3.3
± 0.3% after a washout week of cocoa-free diet (day 15). It was concluded from
this study that the action of (–)-epicatechin on the bioactivity of •NO in the vascu-
lar endothelium involves two components: a short-term effect and a longer-term
effect. Table 2 describes the characteristics of these effects also considering the
data from our in vitro investigations.
Taken together, from in vivo studies the following conclusions could be drawn:
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(i) (–)-Epicatechin is a bioactive ingredient of cocoa polyphenols.
(ii) Vascular endothelium of conduit, capillary and coronary arteries is target


of (–)-epicatechin.
(iii) Dietary (–)-epicatechin improves bioavailability and bioactivity of •NO by


short-term and longer-term mechanisms.


Table 2: Dissection of a short-term effect from a longer-term effect of (–)-


epicatechin


 ‚Short-term‘ is the FMD response more or less online with the flavanol


metabolite time-course in plasma (peaks at ca. 2 h, back to baseline at


ca. 6 h)


 ‚Longer-term‘ is reflected by the baseline FMD as a consequence of re-


petitive flavanol intake over several days/weeks


Mechanisms:


Short-term: Inhibition of endothelial NADPH oxidase activity


Longer-term: Gene expression,


e.g. eNOS protein level , arginase 


Table 3: The vascular endothelium as target for polyphenol research


 In man it comprises an area of up to 240 m2


 Major site of •NO synthesis and action


 Borderline between plasma and vascular tissue


 Dysregulation of endothelial function may lead to cardiovas-


cular diseases


 Endothelial cells accumulate (–)-epicatechin
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4. Searching for modes of action of (–)-epicatechin
4.1 Why is the vascular endothelium a promising target for (–)-epicatechin?


The identification of (–)-epicatechin as bioactive ingredient of cocoa polyphenols
as well as of the •NO metabolism of the vascular endothelium prompted us to
conduct appropriate in vitro experiments to elucidate the mode of action of (–)-
epicatechin. Cultured vascular endothelial cells were chosen. In Table 3 plausible
arguments in favor of this choice are compiled. Both aortic endothelial cells of
various species and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were used.


4.2 How does epicatechin improve bioavailability of •NO in the vascular


endothelium?


Other authors including some of our collaboration partner speculated from the in
vivo observations that the cocoa flavanols would stimulate endothelial •NO syn-
thase (eNOS). In fact, the dilatory effect in the FMD method is due to phosphory-
lation of Ser-1177 of eNOS protein leading to activation of this enzyme and, in
turn, to increase in •NO synthesis. Therefore it appeared at first sight plausible
that (–)-epicatechin could act at the same level. It must be stressed, however, that
the steady-state concentration of a metabolite is not only determined by the rate of
synthesis but also by the elimination rate. Hence it follows that there are two pos-
sibilities to explain the effect(s) of (–)-epicatechin: elevated production or dimin-
ished elimination of •NO in endothelial cells or even both. For this reason, our
concept was addressed in two directions: (i) effects on •NO-generating enzymes
(eNOS, iNOS), (ii) effects on •NO-diminishing enzymes (NADPH oxidases).


A careful study was performed by the group of R. Heller in Jena, to examine
whether treatment of HUVEC with (–)-epicatechin or (+)-catechin leads to activa-
tion of eNOS by any mode of action. The following observations were achieved
(data not published): (i) Epicatechin and catechin do not alter basal and shear
stress-induced eNOS phosphorylation. (ii) Epicatechin does not activate either
eNOS or soluble guanylyl cyclase in cell extracts. (iii) Epicatechin and catechin
do not increase intracellular levels of tetrahydrobiopterin, a cofactor of eNOS.
Thus, any effect at the level of •NO synthesis was excluded. Using aortic endothe-
lial cells similar data were independently obtained by an Austrian group [Wippel
et al, 2004].


Looking at the level of •NO elimination, we studied the effect on superoxide
generation in HUVEC because •O2


– reacts rapidly in a diffusion-controlled fash-
ion with •NO to peroxynitrite that in turn isomerizes to nitrate. The •O2


– release
by endothelial cells was stimulated by either oxLDL or angiotensin II, which also
belong to the physiologic agents to evoke atherogenesis and hypertension, respec-
tively (see foregoing article). The data are shown in Fig. 2.
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Fig. 2. Generation of •O2
– in HUVEC elicited by myeloperoxidase/H2O2/nitrite-oxLDL and


angiotensin II and the effects of (–)-epicatechin, apocynin and 2-deoxyglucose (from [Steffen et al,
2007a]).


In both systems pretreatment of the cells with (–)-epicatechin suppressed the su-
peroxide release [Steffen et al, 2007a]. A similar effect was achieved with
apocynin, a well established inhibitor on NADPH oxidase, but (–)-epicatechin
was even active at a lower concentration. 2-Deoxyglucose, an anti-metabolite for
glucose and metabolic inhibitor of the NADPH-generating oxidative pentose
pathway, also strongly suppressed the superoxide release. These data clearly
demonstrate that the •O2


– release from endothelial cells requires both NADPH
supply and active NADPH oxidase. In further experiments we have found that
pretreatment of HUVEC with (–)-epicatechin protected the cells against angioten-
sin II-elicited protein carbonyl formation, whereas external superoxide dismutase
did not protect, suggesting that •O2


– generation, oxidative damage to proteins and
protection by (–)-epicatechin occurred intracellularly, whereas the released por-
tion of total •O2


– was not involved [Steffen et al, 2008].
The protection against agonist-elicited •O2


– generation and their pro-oxidative
consequences required a pretreatment of the cells with (–)-epicatechin for several
hours. Several possibilities had to be regarded to explain this time-dependence.
We obtained evidence that intracellular metabolic conversion of the flavanol is
implicated. (–)-Epicatechin is converted in HUVEC to 3’-O-methyl-epicatechin
and 4’-O-methyl-epicatechin with the former predominating. These products were
identified by LC/MS-MS and comparison with authentic standards [D. Sendker,
unpublished data]. Moreover, catechol-O-methyltransferase (COMT) was identi-
fied as the enzyme involved. Two isoforms of COMT protein were found to be
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expressed in HUVEC with the 30-kDa membrane-bound isoform (MB-COMT)
predominating over the 25-kDa soluble isoform (S-COMT). Isolated COMT prep-
arations converted (–)-epicatechin to the same product pattern as HUVEC did [E.
Kravets, Master thesis, University of Duesseldorf, 2008]. This finding was sur-
prising, since up to that time the formation of methylated flavonoid metabolites,
which also belong to the abundant metabolites in blood plasma, was believed to
be restricted to intestinal and liver cells, but not occurring in the vascular endothe-
lium.


Next we addressed the issue whether the protection of endothelial cells by (–)-
epicatechin and/or its B-ring methylethers elevates the steady-state level of •NO
in these cells. For intracellular detection of •NO we applied the diaminofluoresce-
in DAF-2 diacetate, which reacts after intracellular ester cleavage with •NO yield-
ing a green-fluorescent triazolofluorescein [Nakatsubo et al, 1998]. Thus, the in-
tensity of the green fluorescence within the cells correlates with the intracellular
NO level. An increase in intracellular •NO was expected as being in line with the
data from clinical studies using high-flavanol cocoa (see Section 3). As shown in
Fig. 3, this was actually the case. Treatment of HUVEC with angiotensin II low-
ered the •NO level below the detection limit (control sample, left panel). Pre-
treatment with (–)-epicatechin, however, yielded a marked signal, which was at-
tenuated when the COMT inhibitor 3,5-dinitrocatechol was present during pre-
incubation. A similar effect was achieved with the established NADPH oxidase
inhibitor apocynin without pre-incubation, and the strongest signal occurred with
3’-O-methyl-epicatechin, the authentic major (–)-epicatechin metabolite in HU-
VEC.


Fig. 3. Epicatechin elevates the •NO level in angiotensin II-stimulated HUVEC via conversion
to an apocynin-like metabolite. Explanations see text. Note the structural similarity between
apocynin and the epicatechin metabolite 3’-O-methyl-epicatechin (from [Steffen et al, 2007b]).


Although the data in Fig. 3 suggest improvement of bioavailability of •NO by
treatment with (–)-epicatechin, this observation does not compellingly mean that
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the higher •NO level also implies higher bioactivity of this mediator. •NO signal-
ing involves activation of guanylyl cyclase, which in turn generates cyclic GMP
as second messenger that is also responsible for the vasodilatory effect of •NO.
Hence, we also investigated the effect on the cyclic GMP level of the cells (Fig.
4). Here again, treatment of HUVEC with (–)-epicatechin (Epi) caused elevation
like apocynin (Apo) did. The effect by (–)-epicatechin was abolished by the eNOS
inhibitor l-NAME showing •NO dependence or by 3,5-dinitrocatechol (DNC)
showing involvement of COMT.


Fig. 4. Epicatechin elevates the cyclic GMP level in HUVEC. Explanations see text. Concen-
trations of agents were chosen as in Fig. 3. It must be considered that a basal value of ~2 pmol/mg
protein is due to an •NO-independent portion of the cyclic GMP pool and does not reflect •NO
response (from [Steffen et al, 2007b]).


Taken together, we have demonstrated that the improvement of bioavailability and
bioactivity of •NO by high-flavanol cocoa is most likely due to (–)-epicatechin,
which acts as a ‘prodrug’ for an inhibitor of endothelial NADPH oxidase that is
endogenously generated in vascular endothelial cells.


4.3 Structural requirements for inhibition of NADPH oxidase by dietary poly-
phenols
It became evident from the foregoing data that endothelial NADPH oxidase activi-
ty must be the immediate target of the epicatechin metabolite. To gain deeper in-
sight into the mechanism of action and structure-activity relations of the inhibitory
effect, a reliable test system was needed. Most test systems from the literature are
not suitable for this purpose. Many of them are based on quantification of •O2


–


generation. Applying such systems it would be impossible to discriminate be-
tween NADPH oxidase inhibition and •O2


– scavenging, a property that is well
known for a number of polyphenols, in particular of those having a catechol ar-
rangement of the hydroxyl groups. Therefore we decided to measure the con-
sumption of NADPH (Fig. 5). Such an assay is only possible in lysed cells be-
cause NADPH does not penetrate intact cells. Moreover, conditions must be cho-
sen to achieve full enzymatic capacity. The NADPH oxidases constitute a family
of multi-component complexes consisting of both membrane-bound and soluble
protein components, and activation is achieved by binding of soluble components
to the membrane complex (for review, see [Brown & Griendling, 2009]). For the
isoform Nox2, activation is assumed to be initiated by phosphorylation of the cy-
tosolic component p47phox via cell signaling followed by binding of the latter to
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the membranous component p22phox and subsequent steps eventually leading to
the membrane-associated enzymatically active multi-complex. The actiation
routes of this or other NADPH oxidase isoforms can be short-circuited in vitro by
the presence of 90 µM sodium dodecylsulfate, which acts under these conditions
as anionic amphiphile to assemble the active complex [Park & Park, 1998].


Fig. 5. Principle of measurement of NADPH oxidase activity in homogenates of endothelial
cells for inhibitor studies without disturbance by superoxide-scavenging activities. Unlike with
measurement of •O2


– release from intact cells (Fig. 2), ferricytochrome c serves here as •O2
– scav-


enger preventing accumulation of this dioxygen radical followed by conversion to deleterious
species such as hydrogen peroxide and peroxynitrite.


Applying the NADPH oxidase assay outlined in Fig. 5, we tested (–)-epicatechin
and its mono-methyl ethers for both NADPH oxidase inhibitory and •O2


– scaveng-
ing activities. As shown in Table 4, (–)-epicatechin proved to be an •O2


– scaven-
ger as reported before by other authors, but did not inhibit NADPH oxidase activi-
ty, whereas the converse pattern was observed for the endothelial cell and plasma
metabolites 3’ and 4’-O-methyl epicatechin.
Table 4: Anti •O2


– activities of epicatechin and its methyl ethers (from [Stef-


fen et al, 2008]3)


Compound
NADPH oxidation


(disintegrated HUVEC)


IC50 (µM)


•O2
– scavenging


(xanthine oxidase)


IC50 (µM)


(–)-Epicatechin > 100 5.1  2.1


3’-O-Methyl epicatechin 7.9  2.6 > 100


4’-O-Methyl epicatechin 20.7  3.7 > 100


Apocynin 50.0  9.1 > 100


3 This original paper was awarded by Elsevier Publisher as “Top Cited Article 2008 – 2010”
in Arch. Biochem. Biophys.
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Furthermore, 45 phenolics were tested, most of them being of dietary importance.
From these data, an apocynin-like mode of NADPH oxidase inhibition has been
concluded [Steffen et al, 2008].
The structural requirements are compiled in Table 5. It should be noted that there
exist both selective •O2


– scavengers and selective NADPH oxidase inhibitors, but
also compounds that combine both activities such as the (–)-epicatechin dimer
procyanidin B2 or the gallic-type flavan-3-ols. Taken together, it can be conclud-
ed, that anti •O2


– activities are widely distributed among food micronutrients.


Table 5: Structure-activity relationship of NADPH oxidase inhibition and
•O2


–-scavenging by polyphenols (from [Schewe et al, 2008])


Structural feature Examples NADPH oxi-
dase inhibitor


O2·–


scavenger


3-Methoxy-4-hydroxyphenyl Apocynin, ferulic acid,


vanillic acid, + –


Flavonoids with unsubstituted


catechol arrangement at the B


ring


Epicatechin, catechin,


quercetin, fisetin, luteo-


lin


– +


Mono-O-methylation of the cate-


chol at the B ring


Isorhamnetin, dios-


metin,


hesperitin, 3`- and 4`-O-


methyl-epicatechin,


+ –


Flavonoids of non-catechol type


with a single 4`-OH group at the B


ring


Apigenin, kaempferol,


naringenin + –


Hydrogenation of the C2=C3-


double bond at the C ring


Taxifolin, dihydro-


kaempferol, dihydro-


tamarixetin, naringenin


+ –/+


Flavan-3-ols of gallic type Epicatechin gallate,


epigallocatechin,


epigallocatechin gallate


+ +


Procyanidin-like flavan-3-ol di-


mers


Procyanidin B2, myelo-


peroxidase-generated


epicatechin dimer


+ +
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4.3 Longer-term effect of (–)-epicatechin includes suppression of pro-
teasomal breakdown of eNOS protein


As mentioned in Section 3, (–)-epicatechin exerts in vivo both short-term and
longer-term effects (see Table 2). The longer-term effects are believed to occur at
the level of gene expression. With respect to endothelial •NO metabolism the ex-
pression level of eNOS protein is relevant. Although other authors have reported
up-regulation of eNOS protein synthesis by flavanols, we have observed that the
latter effect requires very long pre-incubations for at least 36 h. By contrast, atten-
uation of eNOS protein breakdown was already detectable after 12 h. We have
provided evidence that the breakdown of eNOS protein in endothelial cells occurs
via proteasomal degradation when the cells are subjected to oxidative stress by
treatment with oxLDL [Steffen et al, 2005; Steffen et al, 2007a]. As mentioned in
the foregoing article, oxLDL gives rise to oxidative and nitrating modification of
endothelial proteins. Modified proteins are known to be preferably degraded by
the 20S proteasome, and eNOS protein was found to be both carbonylated and
nitrated upon exposure to oxLDL [Steffen et al, 2007a]. As shown in Table 6,
exposure of bovine aortic endothelial cells to oxLDL caused sizable loss of eNOS
protein, which was prevented by two structurally different proteasome inhibitors,
MG132 and lactacystin. Treatment of the cells with (–)-epicatechin prevented the
eNOS loss as well, although it does not inhibit proteasomal activity. Notably, the
water-soluble vitamin E-like free radical scavenger trolox failed to prevent the
eNOS loss. These observations are in line with the assumption that (–)-epicatechin
after methylation prevents modifications of eNOS protein through inhibition of
NADPH oxidase, thus eliminating the signal for proteasomal degradation.


Table 6: Loss of eNOS protein is prevented by two different inhibitors of


the chymotrypsin-like activity of 20S proteasomes as well as by (–
)-epicatechin (from [Steffen et al, 2007a])


Exposure of cells to eNOS level
(% of control)


Untreated LDL 97 ± 6


oxLDL 34 ± 4 **


oxLDL + MG132 (10 µM) 101 ± 7


oxLDL + lactacystin (100 nM) 99 ± 4


oxLDL + epicatechin (30 µM) 102 ± 6


oxLDL + trolox (30 µM) 40 ± 7 **
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5. Serum albumin modulates the biological activity of dietary poly-
phenols and their metabolites. Reappraisal of the role of flavonoid
glucuronides
As described above, we conducted many experiments at the cellular level with
(–)-epicatechin. Even though relevant results were achieved, this approach proved
to be an artificial system because these experiments were conducted in the com-
plete absence of serum or serum albumin, which does not mirror the in vivo condi-
tions. Thus, we have observed that 1 mM serum albumin prevented the protection
of HUVEC against protein modification elicited by angiotensin II or oxLDL. By
contrast, epicatechin glucuronide protected the cells both in the absence and in the
presence of serum albumin. Apparently, strong binding of the flavanol to serum
albumin prevents the entry into the cells, whereas the albumin binding of the glu-
curonide seems to be weaker, thus allowing uptake by cells [Steffen et al, 2008].
This assumption was confirmed in subsequent experiments, in which the metabo-
lism of (–)-epicatechin and epicatechin glucuronide was studied in the absence
and presence of serum albumin (Fig. 6).


Fig. 6. Metabolism of (–)-epicatechin (EC) and (–)-epicatechin glucuronide (ECgl) in the ab-
sence and presence of 1 mM human serum albumin (HSA). The products were identified as 3’-O-
methyl epicatechin (3’MEC) and 4’-O-methyl epicatechin (4’MEC). (Unpublished data, 2008).


From these data the following conclusions are drawn:
 Uptake of (–)-epicatechin glucuronides by HUVEC involves cleavage by


endothelial β-glucuronidase.
 Glucuronides of (–)-epicatechin and related flavonoids may serve as


transport metabolites in plasma obviating strong binding to serum albu-
min.


 Intestinal metabolism of (–)-epicatechin, in particular glucuronidation,
may be assigned for targeting to the vascular endothelium.


Thus, flavonoid glucuronides must not regarded any longer as common urinary
excretion products. Instead, sulfate esters appear to fulfill the latter role.
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6. Synopsis: How does (–)-epicatechin preserve endothelial •NO?
In Fig. 7 the scenario of the mode of action of dietary (–)-epicatechin in endothe-
lial cells is illustrated based of the data described in this article.


Fig. 7. •NO metabolism of endothelial cells and its interaction with (–)-epicatechin. •NO is
generated by endothelial •NO synthase (eNOS) or upon proinflammatory stimulation also by in-
ducible •NO synthase (iNOS). Receptor-mediated stimulation of the cell by either oxLDL or angio-
tensin II (red route) leads to assembling of the NADPH oxidase multi-component complex via cell
signaling, thus activating it. The active NADPH oxidase dehydrogenates NADPH supplied by the
oxidative pentose pathway of glucose metabolism, thereby reducing dioxygen to superoxide anion
radical (•O2


–). This species, which can also be formed by uncoupled eNOS reaction if arginine
supply is limited, is capable of rapidly reacting with •NO in a diffusion-controlled reaction to
peroxynitrite, thus leading to lowering of the intracellular steady-state level of •NO and, conse-
quently, of the bioavailability and bioactivity of •NO in the vascular endothelium. Peroxynitrite
either isomerizes to nitrate or modifies intracellular proteins including eNOS, the proteasomal
degradation of which is accelerated under these conditions. The diminished eNOS level further
contributes to the lowered •NO level. The cells take up (–)-epicatechin from epicatechin glucu-
ronide circulating in plasma two hours after intake of a flavanol-rich meal. The uptake of epicate-
chin glucuronide proceeds under cleavage of the glucuronate moiety, so that (–)-epicatechin ac-
cumulates in endothelial cells. Epicatechin is capable of scavenging part of the •O2


– (blue route).
A more effective protection is achieved, however, via methylation by membrane-bound catechol-O-
methyltransferase (MB-COMT) generating 3’-O-methyl epicatechin, an NADPH oxidase inhibitor
(green route). By this manner, the deleterious O2


– generation is attenuated, which in turn pre-
serves a higher •NO level.
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7. Outlook: Open issues to be investigated
Although our work has enlarged the present knowledge on the beneficial role of
dietary polyphenols, a number of new questions have arisen, which need to be
addressed in future studies:
 Molecular mechanism of inhibition of NADPH oxidase activity by 3‘-O-


methyl epicatechin and related polyphenols,
 Elucidation of oxidative bioconversions of (–)-epicatechin induced by oxi-


dative stress,
 Regulation of bioconversions of flavanols in endothelial and other target


cells,
 Reaction of myeloperoxidase with (–)-epicatechin and other flavonoids,
 Influx and efflux mechanisms of flavonoid transport in target cells.


In future flavonoid research some general rules should be observed:
(i) Administration of flavonoids or flavonoid-rich food to human subjects or


laboratory animals should never be done without identification of the pro-
file of plasma metabolites and pursuit of the time-course of their plasma
levels. Application of labeled compounds may facilitate the methodologi-
cal approach. Metabolite analyses should be conducted not only in plasma
but also in cells and tissues, in particular in those that are the putative tar-
get of an assumed biologic action.


(ii) Plasma levels must never be overrated. Except for rare cases, plasma is not
the space, in which the biologic action of flavonoids or their metabolites
takes place. The intracellular concentrations, however, do not only depend
on the plasma levels, but also on transport mechanisms, accumulation in
cells via binding to intracellular proteins as well as intracellular metabo-
lism. Caution is advised as to comparisons of ED50 or IC50values of in
vitro assays with plasma levels, since the conditions of an in vitro assay
never correctly mirror the interactions of cells with plasma. Moreover, in
cellular in vitro assays the doses should be related to a defined number of
cells rather than expressed in µM or another concentration unit. It should
be emphasized that in vivo a continuous supply of a compound from plas-
ma to cells is possible even if the concentration is low, whereas in vitro
such conditions are difficult to mimic. As an example, we have observed
that 10 additions of 0.3 µM of a polyphenol every 10 min produced ap-
proximately the same effect as a single incubation with 3 µM of this poly-
phenol for 100 min.


(iii) Many flavonoids bind to serum albumin, but the binding affinities of fla-
vonoids and their metabolites may vary and are determinants whether or
not these compounds are taken up by cells. For this reason, in vitro assays
should be largely conducted in the presence of 1 mM serum albumin, ap-
proximating the physiologic concentration in plasma.


(iv) A number of flavonoids such as procyanidins and anthocyanins are not or
very poorly absorbed. Nevertheless, these compound classes seem to yield
a health benefit, which occurs at two levels: First, during the gastrointesti-
nal passage of food they reduce organic hydroperoxides and chelate toxic
heavy metal ions owing to innate chemical properties. By this fashion,
postprandial oxidative stress is counteracted. Second, they are nutrients for
the colonic microflora, thus generating other phenolics, which are ab-







Tankred Schewe Leibniz Online, 10/2011
Inhibition of endothelial NADPH oxidase.… S. 17 v. 19


sorbed and metabolized and may exert beneficial biologic effects [Del Rio
et al, 2010].
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Hemmung der intestinalen Tumorentwicklung
durch Cyanidin-3-O-Rutinosid


Einleitung und Zielstellung
Anthocyane sind wasserlösliche blau gefärbte sekundäre Pflanzenstoffe. Ihre Bezeichnung
leitet sich von den griechischen Wörtern anthos (Blüte) und kyanos (blau) ab. Diese Verbin-
dungen werden vorrangig in Beerenfrüchten, Blumen und einigen Gemüsearten gebildet.
Über 400 Anthocyane lassen sich anhand ihrer Substituenten unterscheiden, die entweder
Hydroxy- und Methylgruppen, Zucker oder organische Säuren sind, die an verschiedenen
Stellen des Ringsystems gebunden werden können. Die Anzahl der Aglykone ist mit 18 ver-
schiedenen Verbindungen wesentlich geringer. Die am häufigsten gebildeten Anthocyane sind
Cyanidinverbindungen. Sie kommen besonders reichlich vor in Aronia, Holunder, Brombee-
ren, schwarzen Johannisbeeren, schwarzen Himbeeren, Kirschen und Rotkohl. Abb. 1 zeigt
die Grundstruktur des Anthocyanidins und Beispiele für Substitutionen am C-und B-Ring des
Moleküls von 6 häufigen Aglykonen. Durch die Esterbildung mit Zuckern (Glucose, Galacto-
se, Rhamnose oder Arabinose) am C3- und/oder freien OH-Gruppen am C5, C7, C3′ und C5′
gewinnen die Verbindungen an Stabilität. Die Substitutionsmuster sind oft noch durch die
Bindung mehrerer aneinander gereihter Zucker oder eine Veresterung mit verschiedenen or-
ganischen Säuren erweitert, dadurch nimmt die Stabilität der Verbindungen weiter zu. Cha-
rakteristisch für Anthocyane ist die positive Ladung in Position 1 des C-Ringes; dadurch wird
das Aglykon zu einem Flavylium-Kation [1].


Abb. 1  Grundstruktur der Anthocyane nach Wang und Stoner [3]
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Durch den Nachweis einer Reihe gesundheitsfördernder Effekte, die überwiegend aus In-
vitro-Experimenten abgeleitet wurden, nahm das Interesse an dieser Stoffklasse im letzten
Jahrzehnt stark zu [2]. Die publizierten Befunde vieler Arbeiten beziehen sich auf Experimen-
te mit Zellkulturen, bei denen Konzentrationen von Anthocyanen eingesetzt wurden, die z. T.
um mehrere Größenordnungen höher waren als die, die in vivo erreichbar sind, was eine
Übertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Bedingungen einschränkt. Sie bildeten aber die
Grundlage für das über viele Jahrzehnte vertretene Konzept der antioxidativen Effekte dieser
Stoffklasse [3]. Um die Ergebnisse von In-vivo-Studien richtig einschätzen zu können, ist die
Kenntnis der Stabilität von Anthocyanen im Gastrointestinaltrakt, ihre Bioverfügbarkeit und
Halbwertszeit im Organismus sowie der Umsatz von Anthocyanen durch die intestinale Mi-
krobiota und die dabei gebildeten Metaboliten erforderlich.


Die Struktur der Anthocyane hängt in wässrigen Lösungen entscheidend vom pH- Wert ab
(Abb. 2). Während im sauren Milieu (pH <2) eine rot gefärbte Flavyliumstruktur vorliegt, tritt


Abb. 2  Einfluss des pH-Wertes auf die Struktur und Färbung der Anthocyane nach Prior und Wu [2]


bei höheren pH-Werten eine blaue chinoide Basenform auf. Durch Hydratation kann das farb-
lose Hemiketal gebildet werden, aus dem durch Tautomerisierung eine Öffnung des C-Ringes
erfolgt, wodurch ein gelb gefärbtes Chalcon entsteht [1, 4].Weiterhin ist zu berücksichtigen,
dass die Stabilität von Aglykonen der Anthocyane geringer als die der anderen Flavonoide ist.
Die genannten Faktoren entscheiden unter In-vivo-Bedingungen darüber, welcher Anteil der
aufgenommenen Menge an Antocyanen bereits im Gastrointestinaltrakt instabil und damit
unwirksam wird, welcher unresorbiert das Kolon erreicht, dort mikrobiell abgebaut und ver-
wertet wird oder nach der Resorption über den Blutkreislauf von den Gewebszellen aufge-
nommen und systemisch wirkt.


Es ist nicht überraschend, dass die in der Literatur zu findenden Angaben von An-
thocyankonzentrationen im Blutplasma stark variieren. Sie liegen im Bereich von 1 bis 100
nmol/L [2, 4, 5]. Realistisch sind Spiegel von 1-2 nmol/L. Die höchsten zellulären Konzentra-
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tionen wurden in den Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Niere und in
Zellen verschiedener Gehirnregionen festgestellt [5, 6, 7]. Die Ausscheidung von resorbierten
Anthocyanen erfolgt in Form von glucuronidierten, methylierten, selten sulfatierten Metaboli-
ten über die Niere mit dem Harn. Darüber hinaus gelangen Anthocyane und ihre Metabolite
aus der Leber auch in den enterohepatischen Kreislauf und kommen damit wieder in Kontakt
mit der intestinalen Mikrobiota.


Maximale Konzentrationen von Anthocyanen werden im Plasma 2 bis 3 Stunden nach ih-
rer oralen Aufnahme erreicht, die Halbwertszeit beträgt 1,5 bis 3 Stunden und die Wiederfin-
dungsrate ist mit etwa 1 % sehr gering [8]. Die Resorption von Anthocyanen erfolgt schneller
als die von Flavonolen. Sie beginnt im Magen, erreicht im Dünndarm ihr Maximum, ist aber
auch noch im Kolon nachweisbar [9]. Anthocyane können aktiv als Glucoside oder nach einer
Hydrolyse der β-glykosidischen Bindung und nachfolgender Glucuronidierung der Aglykone
aufgenommen werden [10]. Eine rasche Resorption ist von Cyanidin-3-Glucosid und Cyani-
din-3,5-diglucosid bekannt. Beide Verbindungen wurden in geringen Konzentrationen im
Blutplasma nachgewiesen [5, 8, 11]. Es ist möglich, dass diese Cyanidinglucoside auch direkt
über die Pfortader aufgenommen werden. Generell existieren zwei Resorptionsmechanismen:
1. Transport von Anthocyanglucosiden mit Hilfe eines Natrium-Glucose-Cotransporters in


die Epithelzellen der Schleimhaut, wo sie durch zytosolische β-Glucosidasen hydrolysiert
werden und anschließend glucuronidiert in den Blutkreislauf gelangen [11, 12]. Aglykone
treten im Blutplasma nicht auf. Die Glucuronidierung wird durch UDP-
Glucuronyltransferasen katalysiert. Diese Enzyme sind nicht nur in Enterozyten sondern
auch in hoher Aktivität in Leber- und Nierenzellen vorhanden. Die in der Niere gebildeten
Produkte werden direkt mit dem Harn ausgeschieden.


2. Hydrolyse von Anthocyanglycosiden durch eine Laktat Phlorizin Hydrolase, die in der
Bürstensaummembran lokalisiert ist [13]. Die dabei freigesetzten Aglykone werden ent-
weder im Darmlumen weiter abgebaut oder diffundieren in Enterozyten, von wo sie nach
Glucuronidierung über die basolaterale Membran in die serologische Flüssigkeit gelangen.
Bei einer Zufuhr von größeren Mengen an Anthocyanen, werden die freigesetzten Agly-
kone durch Methyltransferasen unter Nutzung von S-Methylmethionin als Cofaktor me-
thyliert [8, 14, 15]. Über diesen Mechanismus schützt sich der Organismus vor einer zu
hohen oxidativen Belastung. Methylierte Cyanidine treten auch in der Leber und in der
Niere, nicht aber im Blutplasma auf [10].


Im Kolon werden Anthocyanverbindungen sehr schnell durch bakterielle β-D-Glucuronidasen
oder β-D-Glucosidasen wieder dekonjugiert. Danach wird der C-Ring der Aglykone gespalten
und zu Aldehyden und Phenolsäuren abgebaut. Diese werden entweder mit den Faeces ausge-
schieden oder auch resorbiert und somit im Blutplasma nachweisbar. [16] (Abb. 3). Das am
häufigsten gebildete Abbauprodukt ist die 3,4-Dihydroxybenzoesäure. Diese Phenolsäure
erreicht bereits 2 Stunden nach einer oralen Aufnahme von Anthocyanen maximale Werte im
Kolon und im Blutplasma.


Das Ziel dieser Arbeit war es, an einem In-vivo-Modell die antikarzinogene Wirkung von
Cyanidin-3-O-Rutinosid zu überprüfen und den dadurch zu erreichenden Effekt mit dem des
Cyclooxygenaseinhibitors Sulindac und dem des Flavonols Quercetin zu vergleichen. Außer-
dem wurde versucht, die Abbauprodukte, die durch die intestinale Mikrobiota aus diesem
Anthocyan gebildet werden, zu analysieren.
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Abb. 3  Abbau der Anthocyane durch die intestinale Mikrobiota


Tiermodell
Als Tiermodell wurde die apc-Gen defekte Min+/-Maus gewählt (C57BL67-Min+/- Maus). Es
ist ein klinisch relevantes Modell, dem ein hereditärer Defekt zugrunde liegt, der zur Entwick-
lung einer intestinalen Polyposis führt. Der apc-Gendefekt wurde durch eine Behandlung von
männlichen Tieren C57BL/6JL (B6) mit Ethylnitroharnstoff erzeugt und durch Züchtung in
die Keimbahn übertagen [17]. Es handelt sich um eine Punktmutation des murinen apc-Gens
im Chromosom 1. Durch den erfolgten Basenaustausch im Codon 850 wird nicht mehr die
Aminosäure Leuzin in die Polypeptidkette eingebaut sondern, da ein Stoppcodon entstanden
ist, die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen. Die daraus resultierende Verkürzung
umfasst fast zwei Drittel des APC-Proteins. Damit ist ein Verlust von mehreren funktionalen
Domänen verbunden, die normalerweise Wechselwirkungen mit mehreren Proteinen einge-
hen, und dadurch Einfluss auf die chromosomale Stabilität, die Kontrolle des Zellzyklus, die
Zelladhäsion u. a. Prozesse nehmen. Die apc-Gene von Maus und Mensch verfügen beide
über 15 Exons und stimmen in der Aminosäuresequenz der APC-Proteine zu 92% überein
[18]. Das APC-Protein ist eine Schlüsselverbindung im WNT-Signalweg. Heterozygote
Min+/-Mäuse entwickeln eine Polyposis mit mehr als 60 – 70 Adenomen, die aber, im Gegen-
satz zum Krankheitsbild beim Menschen, überwiegend im Dünndarm und nicht im Kolon
lokalisiert sind. Im Dickdarm entstehen meistens nicht mehr als 2 Adenome (Abb. 4). Oft sind
die Polypen gestielt wie in Abb. 4 dargestellt. Die Lebenserwartung der Min+/-Mäuse beträgt
maximal 120 Tage. Die ersten Symptome werden 5-6 Wochen nach der Geburt manifest. Die
Min-Mäuse bleiben im Vergleich zu gesunden Tieren im Wachstum und im Gewicht deutlich
zurück. Nicht alle Adenome entarten gleichzeitig, aber mit ihrer Anzahl erhöht sich das Risi-
ko für die Herausbildung eines Karzinoms. Mit der Entdifferenzierung der zunächst kleinen
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Adenome geht eine stärker werdende Blutung einher, die den Darminhalt dunkel färbt. Die
Folge der Blutungen ist eine Verringerung des Hämatokritwertes und eine kompensatorische
Zunahme an jungen erythroiden Zellen im Blut. Auch die Milzgewichte nehmen signifikant
zu.


Abb. 4  Gestielter Darmpolyp der Min+/-Maus (Längsschnitt, HE-Färbung)


Das APC-Protein steht am Anfang einer Tumorkaskade, in der durch eine bevorzugte Zelltei-
lung von Zellklonen mit mehreren mutierten Tumorgenen die Akkumulation von Mutationen
rasch ansteigt. Da die Polyposis im Gegensatz zur FAP (familiäre adenomatöse Polyposis) des
Menschen bei den Min+/-Mäusen vom Kolon in den Dünndarm verlagert ist, bietet dieses
Modell die Möglichkeit, die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen weitgehend ohne
Beeinflussung durch die intestinale Mikrobiota zu untersuchen.


Studiendesign und Methoden
Die Experimente wurden mit 5 Wochen alten Tieren gestartet. 20 Min+/-Mäuse erhielten eine
semisynthetische Standardkost; bei 8 Min+/-Mäusen war sie zusätzlich mit Cyanidin-3-O-
Rutinosid Chlorid (Keracyaninchlorid) angereichert. 180 mg (0,285 mmol) wurden für die
Herstellung von 1 kg Futter verwendet, davon ließen sich in den fertigen Pellets nur noch
14,25mg (0,022mmol) wiederfinden, was die erwähnte Instabilität der Anthocyane unter-
streicht. Bei 8 Min+/-Mäusen war die Diät durch 14 Mikrogramm Quercetin ergänzt und bei
weiteren 8 Min+/-Mäusen war dem Trinkwasser Sulindac in einer Dosierung von  270 mg/L
zugesetzt.


Nach 65 Versuchstagen wurden die Mäuse getötet, die intestinalen Polypen gezählt und ihr
Entdifferenzierungsgrad histologisch ermittelt. In einem weiteren Testansatz wurde die Meta-
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bolisierung des Anthocyans  durch die intestinale Mikrobiota geprüft. Dazu wurde eine frisch
gewonnene Faecesprobe von einer gesunden männlichen Person verwendet, die eine normale
Diät konsumierte. Diese wurde in einem Fermentationsmedium in Hungate-Gefäßen suspen-
diert, die bis zu 8 Stunden bei pH 7,2-7,5 bei 37 °C in einer anaeroben Arbeitsstation
(N2/CO2/H2 = 90:10:10) inkubiert wurden. Die Kontrollprobe enthielt keinen Zusatz von Ant-
hocyanen, die Testprobe dagegen 4,1mg Keracyaninchlorid pro 100 mg Faeces. Nach 0 und 8
Stunden wurden Aliquots aus dem Inkubat entnommen, mit H2/CO2 (80:20, v/v) begast und
sofort bei –20 °C eingefroren. Zur Analyse der Abbauprodukte des Anthocyans wurden die
Proben in handwarmen Wasser aufgetaut, zentrifugiert, mit Ameisensäure versetzt und eine
Filtration über PTFE vorgenommen. Die Anthocyanprodukte wurden auf einer C-18 Lichro-
spher Säule durch HPLC bei 20 °C unter Verwendung eines Acetonnitrilgradienten (von 10
bis 60 %) in 0,5 % Ameisensäure getrennt und mit einem Dioden-array Detektor identifiziert .


Ergebnisse und Diskussion
Auf Grund des relativ niedrigen Anthocyangehaltes im Futter stieg der Spiegel von An-
thocyanglucuroniden im Blutplasma nur leicht an. Trotzdem war ein signifikanter antikarzi-
nogener Effekt nachweisbar. Die Anzahl der Polypen war bei den Min+/-Mäusen, deren Futter
Anthocyan enthielt, um nahezu 70 % geringer als bei denen, die nur mit Standardfutter er-
nährt wurden (Tab. 1). Die Anzahl der Polypen nahm nur im Dünndarm und nicht im Kolon
ab. Histologisch waren alle Polypen, die bei den Anthocyan-Mäusen zu finden waren, Ade-
nome. Bei den Min+/-Mäusen, deren Futter kein Anthocyan enthielt, wurden dagegen außer
Adenomen 3 bis 5 Karzinome pro Tier identifiziert. Kein einziges Adenom war aber sowohl
im Dünndarm als auch im Kolon von Min+/-Mäusen festzustellen, die Sulindac mit dem
Trinkwasser aufnahmen. Durch Quercetin wurde im Min+/-Maus-Modell die Karzinogene
noch effektiver als durch Cyanidin-3-O-Rutinosid gehemmt, allerdings in höheren Konzentra-
tionen [19]. Diese Befunde unterstützen die Schlussfolgerung, dass die Unterdrückung der
intestinalen Tumorentwicklung durch Flavonoide, wenn bereits eine Mutation im apc-Gen
vorliegt, nur noch über systemische Effekte zu erreichen ist.


Tab.1 Einfluss von Keracyaninchlorid, Quercetin und Sulindac auf die intestinale
Polyposis von Min+/-Mäusen nach 70 Versuchstagen


Anzahl der Polypen


Standarddiät Standarddiät +


Keracyaninchlorid


Standarddiät +


Quercetin


Standarddiät + Su-


lindac


Mw SD n Mw SD n Mw SD n Mw SD n


71 28 20 24 9 8 8 4,2 8 0 - 8


Werte sind Mittelwerte  SD; n = 8 bzw. 20


Über 70 % aller sporadischen kolorektalen Karzinome des Menschen weisen eine Mutation
im apc-Gen auf. Für den Stoffwechsel und die Differenzierung der Kolonepithelzellen ist die
Resorption von Butyrat, einem Endprodukt der mikrobiellen Fermentation, essentiell. Der
dafür verantwortliche Natrium-abhängige Monocarboxylattransporter-1 wird jedoch bereits
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im Frühstadium der Entdifferenzierung, noch vor dem Auftreten von Mutationen im apc-Gen,
inaktiviert. Ist dieses Ereignis eingetreten, ist eine Unterdrückung der Karzinogenese durch
Flavonoide im Kolon nicht mehr möglich. Präventiv schützen Flavonoide jedoch auch die
Epithelzellen der Dickdarmschleimhaut vor einer Entdifferenzierung. So konnte z.B. mit dem
Azoxymethan- (AOM) Modell bei F344 Ratten gezeigt werden, dass durch eine 33-wöchige
Zufuhr einer Diät, die 2.5, 5 oder 10 % lyophilisierte schwarze Himbeeren (Rubus occidenta-
lis) enthielt, die Anzahl an Polypen konzentrationsabhängig um 42, 45 und 71 % gesenkt und
die Bildung von Adenokarzinome um 28, 35 und 80 % unterdrückt werden konnte [20]. Auch
die Anzahl der aberranten crypt foci (ACF) nahm in Abhängigkeit von der aufgenommenen
Beerenmenge um 36, 24 bzw. 21 % ab. Eine weitere Studie wurde mit dem Dimethylhydra-
zin- (DMH) Modell mit F344 Ratten durchgeführt [21]. Hierbei wurden Anthocyane in Form
von blauem Mais (5 % in der Diät) verwendet; 73 % der Flavonoide entfielen hierbei auf 8
verschiedene Cyanidinderivate. Auch sie bewirkten eine weitgehende Unterdrückung der ko-
lorektalen Karzinogenese.


Diese Befunde unterstreichen, dass sowohl Flavonole als auch Anthocyane für eine
Chemoprävention der intestinalen Karzinogenese geeignet sind. Die Wasserlöslichkeit der
Anthocyane erleichtert ihren Einsatz. Wegen der hohen Instabilität sollten aber möglichst nur
frisch geerntete Beeren oder frisch hergestellte Säfte vor einer Mahlzeit aufgenommen wer-
den, um die für eine antikarzinogene Wirkung notwendige Konzentration an Anthocyanen im
Blutplasma zu erreichen.


Wodurch lässt sich die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen erklären? Weitgehend
auszuschließen ist die häufig diskutierte antioxidative Wirkung von Anthocyanen, denn 1. ist
dafür die Konzentration im Blutplasma viel zu gering und 2. üben die vorwiegend im Plasma
auftretenden Glucuronide der Anthocyane keine antioxidativen Effekte aus.


Rolle der Cyclooxygenase-2 (COX-2) in der Karzinogenese
Ein frühes Ereignis in der intestinalen Karzinogenese ist die Hochregulation der COX-2 (Abb.
5). Während die COX-1 konstitutiv ist, wird die Expression der COX-2 nur bei einer Aktivie-
rung des NF-κB-Weges induziert. Die COX-Isoenzyme kontrollieren die Umsetzung der un-
gesättigten Arachidonsäure zu Prostanoiden, die als Signalmoleküle in viele Stoffwechselwe-
ge eingreifen.


Abb. 5  Histochemischer Nachweis der COX-2 anhand der Immunreaktivität (POD/DAB).
Von links nach rechts: gesunde Balb c-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac


Sulindac, zählt zur Gruppe der nichtsteroidalen antiinflammatorischen Verbindungen
(NSAID). Es unterdrückt nicht nur die Expression der COX-2 (Ptgs2-Gen) sondern hemmt
auch vollständig die Entwicklung der Polyposis bei Min+/-Mäusen (Tab. 1). Sulindac hat ge-
genüber wesentlich spezifischeren COX-2-Inhibitoren den Vorteil, dass seine Anwendung
nicht mit kardiovaskulären Nebenwirkungen einhergeht. Sulindac wird deshalb auch weiter-
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hin in der Therapie bei FAP-Patienten eingesetzt. Einen weiteren experimentellen Beleg für
eine Schlüsselfunktion der COX-2 bei Entdifferenzierungsprozessen lieferten Studien, bei
denen Apc Δ716 Mäuse mit Tieren gekreuzt wurden, die kein funktionelles Ptgs2-Gen hatten.
Die Nachkommen dieser Tiere entwickelten wesentlich weniger und kleinere Polypen als die
Apc Δ716 Mäuse. Auch eine Ausschaltung des Prostaglandinrezeptors EP2 senkte die Anzahl
der Polypen [22]. Anthocyane können ebenso wie Quercetin die Induktion der COX-2 über
verschiedene Wege verhindern. Gehemmt wird:
1. konzentrationsabhängig die Bildung von Entzündungsmediatoren, vor allem die des Tu-


mornekrosefaktor α (TNFα) und die von Interleukin-1α (IL-1α) [23]. Dadurch wird der
NF-κB-Weg gedrosselt und gleichzeitig die Bildung antiinflammatorischer Cytokine sti-
muliert.


2. Mit der Unterdrückung der Bildung von IL-1α entfällt dessen Stabilisierungseffekt auf die
COX-2 mRNA, der auch durch das onkogene ras-Protein zustande kommen kann [24].
Diese Stabilisierung erfolgt über eine konservierte 116 Nukleotide umfassende AU-reiche
Region (AU-Rich Element = ARE), die in der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) der
COX-2 mRNA lokalisiert ist.


3. Ein weiterer Angriffspunkt liegt bei den Tumorpromotoren und Wachstumsfaktoren, die
ebenfalls über den NF-κB-Weg eine Expression der COX-2 bewirken [25]. Flavonoide
beeinflussen direkt die Funktion der NF-κB-Proteine. Diese verfügen über eine zu einem
Protoonkogen homologe Domäne mit einer Sequenz für ihre Kernlokalisation. Sie wird zu
Beginn der Karzinogenese aktiviert und führt über die Erhöhung der NF-κB-
Konzentration zur COX-2-Expression.


4. In Wechselwirkung mit dem NF-κB-Weg steht auch die Signalkaskade der AKT (Serin-
Threonin-Proteinkinase B) und ERK (Extrazellular Regulierte Mitogen Aktivierte Pro-
tein-Kinase). Die Gene der AKT-Gruppe weisen eine Homologie zu einem viralen Onko-
gen auf, die zum Tragen kommt, wenn AKT die IκB-Kinase aktiviert [26]. Der Hemmfak-
tor IκB wird dann verstärkt phosphoryliert und kann somit durch das Proteasom abgebaut
werden. Das hat zur Folge, dass der nun freigesetzte Transkriptionsfaktor NFκB in den
Zellkern translozieren kann, dort an spezifische Motive von Zielgenen bindet, zu denen
auch das Ptgs2-Gen zählt und damit die COX-2 hochreguliert wird. Anthocyane und
Quercetin bewirken eine Hemmung der AKT- und ERK-Phosphorylierung. Dadurch wird
nicht nur die Expression der COX-2 verhindert, sondern es werden auch die pathologisch
gesteigerte Zellteilung und das Zellwachstum unterdrückt und die Aktivierung von Caspa-
sen, die die Apoptose einleiten können, bleibt erhalten.


Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose
Flavonoide greifen auch in die Wechselwirkung der AKT mit dem WNT-Signalweg ein. Hier
hemmt AKT die Phosphorylierung von β-Catenin, wodurch dieses zytosolische Protein nicht
proteolytisch abgebaut werden kann und deshalb verstärkt in den Zellkern transportiert wird.
Dadurch wird die Expression von Genen, die die Tumorbildung  steigern, vorangetrieben.
Unter diesen Bedingungen wird das Tumorwachstum außerdem durch Wachstumsfaktoren
und das ras-Onkogen, die den  PI3K/AKT-Signalweg aktivieren, verstärkt [27].
1. AKT beeinflusst auch die Kontrolle des Zellzyklus. Es aktiviert durch Phosphorylierung


das Protoonkogen Mdm2 (Murine double minute Chromosom 2). Dadurch werden die
Kontrollfunktionen des p53 Proteins auf den Ablauf des Zellzyklus eingeschränkt


2. AKT hemmt außerdem Cyclin D 1. Dadurch wird der Kontrollmechanismus beim Über-
gang von der G1- in die S-Phase aufgehoben und die Zellteilung beschleunigt.


Anthocyane können die Störung im Ablauf des Zellzyklus abschwächen, indem sie die Ex-
pression von p21WAF induzieren. Dieses Protein ist ein Inhibitor von Cyclin-CK-Komplexen
und kann einen Stopp in der G1-Phase herbeiführen.
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Charakteristisch in der Tumorentwicklung ist die Hemmung der Apoptose, die zu Wachs-
tumsvorteilen bei Zellklonen mit Mutationen in Tumorgenen führt; denn sie werden nicht
mehr durch die Apoptose eliminiert. Die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen
an Kolonschnitten von Min+/-Mäusen zeigen, dass die Apoptose im Verlaufe der Karzinoge-
nese stark gehemmt wird und dieser Effekt durch Sulindac und Flavonoide verhindert werden
kann (Abb. 6).


Abb. 6  Immunhistochemische Darstellung der Apoptoseintensität in Kolonschnitten (Klenow-Technik)
Von links nach rechts: gesunde Balbc-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac


Eine Apoptose kann über intrinsische (mitochondrial) und extrinsiche (FAS-Rezeptor, CD95,
TNF-Rezeptor) Wege ausgelöst werden. Signale zur Initiierung der Apoptose können von
unterschiedlichen Ereignissen ausgehen, ebenso ihre Hemmung. Ursachen für eine Verminde-
rung der Apoptose in Tumorzellen können sein [27]:
1. ein Ausfall des TNF-Rezeptors, der für die Weiterleitung von Apoptosesignalen verant-


wortlich ist
2. eine verstärkte Expression von antiapoptotischen Genen durch Aktivierung des NF-κB-


Weges
3. Tp53 Mutationen im fortgeschrittenen Tumorstadien, wodurch die Apoptosestimulation


durch BCl-2 entfällt. Das Protoonkogen kann aber auch unabhängig von p53 durch
miRNA gehemmt werden. Gegenspieler von BCl-2 ist das BAX-Protein. Seine Transkrip-
tion wird durch den p53-Widtyp aktiviert, was zur Aufhebung der apoptotischen Wirkung
von BCl-2 führt. Mutiertes p53 kann dagegen die Transkription von BAX nicht mehr rea-
lisieren. In beiden Fällen hat das zur Folge, dass eine Öffnung von Mitochondrienkanälen
nicht mehr zustande kommt und damit der intrinsische Apoptoseweg ausgeschaltet wird.
Bei einer Aktivierung des Signalweges der MAPK wird dagegen die Expression der
Caspase 8 verhindert, über die eine Apoptose extrinsisch initiiert werden kann.


Anthocyane erhöhen in Tumorzellen das mitochondriale  Membranpotential und induzieren
die proapoptotischen BCL-2-Proteine BAX und BAD. Diese sind für die Bildung von Poren
in der Mitochondrienmembran verantwortlich, durch die dann Cytochrom C ins Zytosol über-
tritt und eine intrazelluläre Proteolysekaskade in Gang setzt. Durch eine Phosphorylierung
kann dabei die Caspase 9 aktiviert werden, die wiederum weitere Effektorcaspasen zur Einlei-
tung der Apoptose aktiviert. Anthocyane können aber auch den extrinsischen Apoptoseweg
erhöhen, indem sie die Expression von FAS und Fas-Ligand steigern. Durch die Bindung des
Liganden an den Fas-Rezeptor kommt es zur Anlagerung eines Adaptermoleküls. An diesen
Komplex bindet dann die Initiatorcaspase 8 und kann dadurch proteolytisch aktiviert werden
und  anschließend weitere Effektorcaspasen zur Einleitung der Apoptose in Gang setzen. Es
ist zu vermuten, dass diese protektiven Effekte der Anthocyane vorrangig durch eine Blockie-
rung des NF-κB-Weges sowie der AKT zustande kommen.
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Angiogenese
Eine weitere Voraussetzung für das Wachstum von Tumorzellen ist die Aufrechterhaltung der
erforderlichen Sauerstoffzufuhr. Das geschieht zum einen durch die Wanderung von Karzi-
nomzellen in Randgebiete des Tumors oder ein verstärktes invasives Wachstum und zum an-
deren durch die Entwicklung neuer Blutgefäße. Erreicht die Sauerstoffversorgung kritische
Werte (einen O2-Partialdruck <40mmHg) nimmt die Aktivität von Hypoxie-induzierbaren
Faktoren (HIF) zu. Das sind basische Transkriptionsfaktoren, die an Promotoren von Zielge-
nen binden, die Hypoxie-regulierte Elemente (HREs) enthalten [28]. Diese Transkriptionsfak-
toren bestehen aus einer β-Untereinheit, an die je eine der 3 α-Untereinheiten bindet. Dadurch
bilden sich die Dimere HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α. Entscheidend für die HIF-Aktivität ist
jeweils die α-Untereinheit. Bei einem hohen Sauerstoffangebot wird  sie abgebaut, bei O2-
Mangel bleibt sie dagegen stabil und aktiv. Die Kontrolle erfolgt über Sauerstoffsensoren.
Diese Funktion wird von Dioxygenasen ausgeübt. Dazu zählen
1. die Prolyl-Hydroxylasen (PHDs). Bei ausreichender Sauerstoffversorgung hydroxylieren


sie in der HIF-1α-Untereinheit zwei Prolinreste. Dadurch wird der HIF-Faktor von einem
Tumorsuppressorprotein erkannt und an ihn gebunden; in dieser Form kann er ubiquiti-
niert und im Proteasom abgebaut werden.


2. Außerdem reguliert eine Asparagin-Hydroxylase die Aktivität der HIF-Untereinheit. Sie
wird als HIF-1 inhibierender Faktor (FIH) bezeichnet. Dieses Enzym hydroxyliert einen
Asparaginrest in einer Transaktivierungsdomäne von HIF-1α, die sich am C-Terminus be-
findet. In Tumoren, ebenso in gesunden Geweben nimmt bei unzureichender Sauerstoff-
zufuhr die Hydroxylierung von HIF-1α wieder ab, der Faktor wird dadurch stabilisiert und
die HREs werden aktiviert [29]. Daraus resultiert eine Akkumulation und Dimerisierung
von HIF-1β, was zu einer transkriptionalen Aktivierung von Zielgenen führt. Dabei kön-
nen auch Wechselwirkungen mit Genen auftreten, deren Expression Voraussetzungen für
ein progressives und invasives Tumorwachstum schaffen. Dazu zählen u. a. der vaskuläre
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), Faktoren für eine Zunahme der Erythropoese,
Proteine für die extrazelluläre Matrix, die Proliferation und den Zellzyklus sowie Schlüs-
selenzyme für den Kohlenhydratstoffwechsel.


Können Flavonoide auch Mechanismen beeinflussen, die durch HIFs gesteuert werden?  Er-
gebnisse liegen dazu bisher nur aus Untersuchungen mit Zellkulturen (z.B. HepG2 Zellen)
vor. Sie wurden ausschließlich mit sehr hohen Quercetinkonzentrationen von 100 μM durch-
geführt, die im Blutplasma nie erreicht werden [29]. Da jedoch das Aglykon Quercetin im
neutralen pH-Bereich recht instabil ist und die Versuche sich über mehrere Stunden erstreck-
ten, ist die aktuelle Quercetinkonzentration während der Versuchsdauer schwer einschätzbar.
Aus den Ergebnissen dieser Studien wurde abgeleitet, dass Quercetin
1. die Stabilität von HIF-1α durch Hemmung der Prolinhydroxylasen erhöht
2. die HIF-1-Aktivität hemmt durch Blockierung der MAPK-abhängigen Phosphorylierung


von HIF-1α und die Akkumulation dieses Transkriptionsfaktors im Zellkern verringert
3. sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie die Zellzyklusprogression hemmt über eine


HIF-1-abhängige Induktion des Cyklin abhängigen Inhibitors p2 1 WAF.


Aus den Befunden vergleichender Studien mit verschiedenen Flavoniden, außer Anthocyanen,
wurde  abgeleitet, dass die aufgezeigten positiven Effekte nur durch Quercetin bewirkt wer-
den, da sie die Gegenwart von Hydroxylgruppen in der 3'- und 4'-Position im B-Ring erfor-
dern [29]. Diese Bedingung würde aber auch Cyanidin erfüllen. Es ist deshalb zu vermuten,
dass Cyanidin die gleichen positiven Effekte auf die Angiogenese ausüben kann wie Querce-
tin.
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Intestinale Mikrobiota
Die bisher aufgezeigten antikarzinogenen Effekte kamen ausschließlich durch systemische
Wirkungen von Flavonoiden nach ihrer Resorption zustande. Sie sind von solchen zu trennen,
die auf die hohe Aktivität der intestinalen Mikrobiota zum Abbau von Anthocyanen zurück-
zuführen sind. Vergleiche der UV/VIS-Spektren von Proben, Kontrollen und Blindwerten
zeigten, dass Keracyaninchlorid vollständig durch die intestinalen Bakterien unter anaeroben
Bedingungen innerhalb von 8 Stunden abgebaut wird (Abb. 7). Die Abb. 7 A, B, C veran-
schaulichen den Abbau von Keracyaninchlorid durch Faeces des Menschen zum Zeitpunkt 0
(A) und nach 8 Stunden (B) sowie in zweifach autoklaviertem Faeces nach 8 Stunden (C). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Chromatogramm bei 279,7 nm und als Konturdiagramm von
240 bis 520 nm zwischen 7 bis 14 Minuten. Die Pfeile zeigen die Positionen der Abbaupro-
dukte von Keracyaninchlorid an. Es wurden 4 Metabolite gefunden. Ein Metabolit hatte ein
Absorptionsmaximum bei 260 und 294 nm, ein 2. Metabolit wies ein Maximum bei 281 nm
auf. Die Metabolite 3 und 4 hatten ein Absorptionsmaximum bei 400 nm. Aus einem Ver-
gleich mit Retentionszeiten und UV/VIS Spektren von mehreren verwendeten Standards
konnte abgeleitet werden, dass das Hauptprodukt des mikrobiellen Abbaus bei 8,44 Minuten
3,4-Dihydroxybenzoesäure (3,4-DBA) ist (Abb.7B). Die 3 übrigen Produkte konnten ohne
Massenspektrometrie nicht identifiziert werden.
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Abb. 7  UV/VIS Spektren und Konturdiagramme des mikrobiellen Abbaus von Keracyaninchlorid durch die
intestinale Mikrobiota des Menschen


A: Oben: Inkubation der frischen Faecessuspension zum Zeitpunkt 0
B: Mitte: Inkubat der Faecessuspension nach 8 Stunden. Die Pfeile weisen auf die Positionen der Abbauproduk-
te des Keracyanins hin


C: Unten: Inkubat mit autoklavierter humaner Faecesprobe


Neuere HPLC/MS/MS-Befunde anderer Arbeitsgruppen ergaben eindeutig, dass 3.4-DBA das
hauptsächliche Endprodukt beim mikrobiellen Abbau von Anthocyanen ist [30]. Auf diese
durch die intestinale Mikrobiota gebildete Phenolsäure entfallen >70 % der oral aufgenom-
menen Menge an Anthocyanen. Sie wird nicht nur mit den Faeces (Konzentration etwa
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2nmol/g) ausgeschieden, sondern kann auch bereits im Dünndarm und im Kolon resorbiert
werden, wodurch eine relativ hohe Konzentration im Blutplasma  erreicht wird. Sie kann bei
der Ratte und beim Menschen ca. 8-fach höher sein als die der Cyaninglucuronide. Beim
Menschen wurden im Blutplasma 3,4-BPA-Werte bis zu 500 nmol/L zwei Stunden nach einer
oralen Aufnahme von Anthocyanen bestimmt [31]. Danach fällt der 3,4-DBA-Plasmaspiegel
wieder rasch ab, schneller als der der Cyaninglucuronide. Da 3,4-DBA stark antioxidativ
wirkt, hat der Nachweis dieser Phenolsäure im Blutplasma die Diskussion antikarzinogener
Effekte durch Antioxidantien wieder belebt [31,32]. Gegen eine solche Interpretation spricht
aber die Tatsache, dass Quercetin, dessen mikrobieller Abbau nicht zu 3.4-DBA führt, sogar
stärkere antikarzinogene Wirkungen zeigt als Cyanidine.


Insgesamt belegen die Ergebnisse aber, dass die intestinale Mikrobiota über eine hohe Ka-
pazität zum Abbau von Anthocyanen verfügt. Sie nutzt die Anthocyane als Substrate zum
Energiegewinn und die Abbauprodukte als Bausteine für zahlreiche Synthesen. Anthocyane
tragen deshalb ebenso wie andere mikrobiell gut abbaubare Flavonoide zur Stabilisierung
einer nicht pathogenen intestinalen Mikrobiota bei und verstärken das Immunsystem.
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Hemmung der intestinalen Tumorentwicklung
durch Cyanidin-3-O-Rutinosid


Einleitung und Zielstellung
Anthocyane sind wasserlösliche blau gefärbte sekundäre Pflanzenstoffe. Ihre Bezeichnung
leitet sich von den griechischen Wörtern anthos (Blüte) und kyanos (blau) ab. Diese Verbin-
dungen werden vorrangig in Beerenfrüchten, Blumen und einigen Gemüsearten gebildet.
Über 400 Anthocyane lassen sich anhand ihrer Substituenten unterscheiden, die entweder
Hydroxy- und Methylgruppen, Zucker oder organische Säuren sind, die an verschiedenen
Stellen des Ringsystems gebunden werden können. Die Anzahl der Aglykone ist mit 18 ver-
schiedenen Verbindungen wesentlich geringer. Die am häufigsten gebildeten Anthocyane sind
Cyanidinverbindungen. Sie kommen besonders reichlich vor in Aronia, Holunder, Brombee-
ren, schwarzen Johannisbeeren, schwarzen Himbeeren, Kirschen und Rotkohl. Abb. 1 zeigt
die Grundstruktur des Anthocyanidins und Beispiele für Substitutionen am C-und B-Ring des
Moleküls von 6 häufigen Aglykonen. Durch die Esterbildung mit Zuckern (Glucose, Galacto-
se, Rhamnose oder Arabinose) am C3- und/oder freien OH-Gruppen am C5, C7, C3′ und C5′
gewinnen die Verbindungen an Stabilität. Die Substitutionsmuster sind oft noch durch die
Bindung mehrerer aneinander gereihter Zucker oder eine Veresterung mit verschiedenen or-
ganischen Säuren erweitert, dadurch nimmt die Stabilität der Verbindungen weiter zu. Cha-
rakteristisch für Anthocyane ist die positive Ladung in Position 1 des C-Ringes; dadurch wird
das Aglykon zu einem Flavylium-Kation [1].


Abb. 1  Grundstruktur der Anthocyane nach Wang und Stoner [3]
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Durch den Nachweis einer Reihe gesundheitsfördernder Effekte, die überwiegend aus In-
vitro-Experimenten abgeleitet wurden, nahm das Interesse an dieser Stoffklasse im letzten
Jahrzehnt stark zu [2]. Die publizierten Befunde vieler Arbeiten beziehen sich auf Experimen-
te mit Zellkulturen, bei denen Konzentrationen von Anthocyanen eingesetzt wurden, die z. T.
um mehrere Größenordnungen höher waren als die, die in vivo erreichbar sind, was eine
Übertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Bedingungen einschränkt. Sie bildeten aber die
Grundlage für das über viele Jahrzehnte vertretene Konzept der antioxidativen Effekte dieser
Stoffklasse [3]. Um die Ergebnisse von In-vivo-Studien richtig einschätzen zu können, ist die
Kenntnis der Stabilität von Anthocyanen im Gastrointestinaltrakt, ihre Bioverfügbarkeit und
Halbwertszeit im Organismus sowie der Umsatz von Anthocyanen durch die intestinale Mi-
krobiota und die dabei gebildeten Metaboliten erforderlich.


Die Struktur der Anthocyane hängt in wässrigen Lösungen entscheidend vom pH- Wert ab
(Abb. 2). Während im sauren Milieu (pH <2) eine rot gefärbte Flavyliumstruktur vorliegt, tritt


Abb. 2  Einfluss des pH-Wertes auf die Struktur und Färbung der Anthocyane nach Prior und Wu [2]


bei höheren pH-Werten eine blaue chinoide Basenform auf. Durch Hydratation kann das farb-
lose Hemiketal gebildet werden, aus dem durch Tautomerisierung eine Öffnung des C-Ringes
erfolgt, wodurch ein gelb gefärbtes Chalcon entsteht [1, 4].Weiterhin ist zu berücksichtigen,
dass die Stabilität von Aglykonen der Anthocyane geringer als die der anderen Flavonoide ist.
Die genannten Faktoren entscheiden unter In-vivo-Bedingungen darüber, welcher Anteil der
aufgenommenen Menge an Antocyanen bereits im Gastrointestinaltrakt instabil und damit
unwirksam wird, welcher unresorbiert das Kolon erreicht, dort mikrobiell abgebaut und ver-
wertet wird oder nach der Resorption über den Blutkreislauf von den Gewebszellen aufge-
nommen und systemisch wirkt.


Es ist nicht überraschend, dass die in der Literatur zu findenden Angaben von An-
thocyankonzentrationen im Blutplasma stark variieren. Sie liegen im Bereich von 1 bis 100
nmol/L [2, 4, 5]. Realistisch sind Spiegel von 1-2 nmol/L. Die höchsten zellulären Konzentra-
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tionen wurden in den Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Niere und in
Zellen verschiedener Gehirnregionen festgestellt [5, 6, 7]. Die Ausscheidung von resorbierten
Anthocyanen erfolgt in Form von glucuronidierten, methylierten, selten sulfatierten Metaboli-
ten über die Niere mit dem Harn. Darüber hinaus gelangen Anthocyane und ihre Metabolite
aus der Leber auch in den enterohepatischen Kreislauf und kommen damit wieder in Kontakt
mit der intestinalen Mikrobiota.


Maximale Konzentrationen von Anthocyanen werden im Plasma 2 bis 3 Stunden nach ih-
rer oralen Aufnahme erreicht, die Halbwertszeit beträgt 1,5 bis 3 Stunden und die Wiederfin-
dungsrate ist mit etwa 1 % sehr gering [8]. Die Resorption von Anthocyanen erfolgt schneller
als die von Flavonolen. Sie beginnt im Magen, erreicht im Dünndarm ihr Maximum, ist aber
auch noch im Kolon nachweisbar [9]. Anthocyane können aktiv als Glucoside oder nach einer
Hydrolyse der β-glykosidischen Bindung und nachfolgender Glucuronidierung der Aglykone
aufgenommen werden [10]. Eine rasche Resorption ist von Cyanidin-3-Glucosid und Cyani-
din-3,5-diglucosid bekannt. Beide Verbindungen wurden in geringen Konzentrationen im
Blutplasma nachgewiesen [5, 8, 11]. Es ist möglich, dass diese Cyanidinglucoside auch direkt
über die Pfortader aufgenommen werden. Generell existieren zwei Resorptionsmechanismen:
1. Transport von Anthocyanglucosiden mit Hilfe eines Natrium-Glucose-Cotransporters in


die Epithelzellen der Schleimhaut, wo sie durch zytosolische β-Glucosidasen hydrolysiert
werden und anschließend glucuronidiert in den Blutkreislauf gelangen [11, 12]. Aglykone
treten im Blutplasma nicht auf. Die Glucuronidierung wird durch UDP-
Glucuronyltransferasen katalysiert. Diese Enzyme sind nicht nur in Enterozyten sondern
auch in hoher Aktivität in Leber- und Nierenzellen vorhanden. Die in der Niere gebildeten
Produkte werden direkt mit dem Harn ausgeschieden.


2. Hydrolyse von Anthocyanglycosiden durch eine Laktat Phlorizin Hydrolase, die in der
Bürstensaummembran lokalisiert ist [13]. Die dabei freigesetzten Aglykone werden ent-
weder im Darmlumen weiter abgebaut oder diffundieren in Enterozyten, von wo sie nach
Glucuronidierung über die basolaterale Membran in die serologische Flüssigkeit gelangen.
Bei einer Zufuhr von größeren Mengen an Anthocyanen, werden die freigesetzten Agly-
kone durch Methyltransferasen unter Nutzung von S-Methylmethionin als Cofaktor me-
thyliert [8, 14, 15]. Über diesen Mechanismus schützt sich der Organismus vor einer zu
hohen oxidativen Belastung. Methylierte Cyanidine treten auch in der Leber und in der
Niere, nicht aber im Blutplasma auf [10].


Im Kolon werden Anthocyanverbindungen sehr schnell durch bakterielle β-D-Glucuronidasen
oder β-D-Glucosidasen wieder dekonjugiert. Danach wird der C-Ring der Aglykone gespalten
und zu Aldehyden und Phenolsäuren abgebaut. Diese werden entweder mit den Faeces ausge-
schieden oder auch resorbiert und somit im Blutplasma nachweisbar. [16] (Abb. 3). Das am
häufigsten gebildete Abbauprodukt ist die 3,4-Dihydroxybenzoesäure. Diese Phenolsäure
erreicht bereits 2 Stunden nach einer oralen Aufnahme von Anthocyanen maximale Werte im
Kolon und im Blutplasma.


Das Ziel dieser Arbeit war es, an einem In-vivo-Modell die antikarzinogene Wirkung von
Cyanidin-3-O-Rutinosid zu überprüfen und den dadurch zu erreichenden Effekt mit dem des
Cyclooxygenaseinhibitors Sulindac und dem des Flavonols Quercetin zu vergleichen. Außer-
dem wurde versucht, die Abbauprodukte, die durch die intestinale Mikrobiota aus diesem
Anthocyan gebildet werden, zu analysieren.
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Abb. 3  Abbau der Anthocyane durch die intestinale Mikrobiota


Tiermodell
Als Tiermodell wurde die apc-Gen defekte Min+/-Maus gewählt (C57BL67-Min+/- Maus). Es
ist ein klinisch relevantes Modell, dem ein hereditärer Defekt zugrunde liegt, der zur Entwick-
lung einer intestinalen Polyposis führt. Der apc-Gendefekt wurde durch eine Behandlung von
männlichen Tieren C57BL/6JL (B6) mit Ethylnitroharnstoff erzeugt und durch Züchtung in
die Keimbahn übertagen [17]. Es handelt sich um eine Punktmutation des murinen apc-Gens
im Chromosom 1. Durch den erfolgten Basenaustausch im Codon 850 wird nicht mehr die
Aminosäure Leuzin in die Polypeptidkette eingebaut sondern, da ein Stoppcodon entstanden
ist, die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen. Die daraus resultierende Verkürzung
umfasst fast zwei Drittel des APC-Proteins. Damit ist ein Verlust von mehreren funktionalen
Domänen verbunden, die normalerweise Wechselwirkungen mit mehreren Proteinen einge-
hen, und dadurch Einfluss auf die chromosomale Stabilität, die Kontrolle des Zellzyklus, die
Zelladhäsion u. a. Prozesse nehmen. Die apc-Gene von Maus und Mensch verfügen beide
über 15 Exons und stimmen in der Aminosäuresequenz der APC-Proteine zu 92% überein
[18]. Das APC-Protein ist eine Schlüsselverbindung im WNT-Signalweg. Heterozygote
Min+/-Mäuse entwickeln eine Polyposis mit mehr als 60 – 70 Adenomen, die aber, im Gegen-
satz zum Krankheitsbild beim Menschen, überwiegend im Dünndarm und nicht im Kolon
lokalisiert sind. Im Dickdarm entstehen meistens nicht mehr als 2 Adenome (Abb. 4). Oft sind
die Polypen gestielt wie in Abb. 4 dargestellt. Die Lebenserwartung der Min+/-Mäuse beträgt
maximal 120 Tage. Die ersten Symptome werden 5-6 Wochen nach der Geburt manifest. Die
Min-Mäuse bleiben im Vergleich zu gesunden Tieren im Wachstum und im Gewicht deutlich
zurück. Nicht alle Adenome entarten gleichzeitig, aber mit ihrer Anzahl erhöht sich das Risi-
ko für die Herausbildung eines Karzinoms. Mit der Entdifferenzierung der zunächst kleinen







Gisela Jacobasch u.a. Leibniz Online, 10/2011
Hemmung der intestinalen Tumorentwicklung S. 5 v. 15


Adenome geht eine stärker werdende Blutung einher, die den Darminhalt dunkel färbt. Die
Folge der Blutungen ist eine Verringerung des Hämatokritwertes und eine kompensatorische
Zunahme an jungen erythroiden Zellen im Blut. Auch die Milzgewichte nehmen signifikant
zu.


Abb. 4  Gestielter Darmpolyp der Min+/-Maus (Längsschnitt, HE-Färbung)


Das APC-Protein steht am Anfang einer Tumorkaskade, in der durch eine bevorzugte Zelltei-
lung von Zellklonen mit mehreren mutierten Tumorgenen die Akkumulation von Mutationen
rasch ansteigt. Da die Polyposis im Gegensatz zur FAP (familiäre adenomatöse Polyposis) des
Menschen bei den Min+/-Mäusen vom Kolon in den Dünndarm verlagert ist, bietet dieses
Modell die Möglichkeit, die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen weitgehend ohne
Beeinflussung durch die intestinale Mikrobiota zu untersuchen.


Studiendesign und Methoden
Die Experimente wurden mit 5 Wochen alten Tieren gestartet. 20 Min+/-Mäuse erhielten eine
semisynthetische Standardkost; bei 8 Min+/-Mäusen war sie zusätzlich mit Cyanidin-3-O-
Rutinosid Chlorid (Keracyaninchlorid) angereichert. 180 mg (0,285 mmol) wurden für die
Herstellung von 1 kg Futter verwendet, davon ließen sich in den fertigen Pellets nur noch
14,25mg (0,022mmol) wiederfinden, was die erwähnte Instabilität der Anthocyane unter-
streicht. Bei 8 Min+/-Mäusen war die Diät durch 14 Mikrogramm Quercetin ergänzt und bei
weiteren 8 Min+/-Mäusen war dem Trinkwasser Sulindac in einer Dosierung von  270 mg/L
zugesetzt.


Nach 65 Versuchstagen wurden die Mäuse getötet, die intestinalen Polypen gezählt und ihr
Entdifferenzierungsgrad histologisch ermittelt. In einem weiteren Testansatz wurde die Meta-
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bolisierung des Anthocyans  durch die intestinale Mikrobiota geprüft. Dazu wurde eine frisch
gewonnene Faecesprobe von einer gesunden männlichen Person verwendet, die eine normale
Diät konsumierte. Diese wurde in einem Fermentationsmedium in Hungate-Gefäßen suspen-
diert, die bis zu 8 Stunden bei pH 7,2-7,5 bei 37 °C in einer anaeroben Arbeitsstation
(N2/CO2/H2 = 90:10:10) inkubiert wurden. Die Kontrollprobe enthielt keinen Zusatz von Ant-
hocyanen, die Testprobe dagegen 4,1mg Keracyaninchlorid pro 100 mg Faeces. Nach 0 und 8
Stunden wurden Aliquots aus dem Inkubat entnommen, mit H2/CO2 (80:20, v/v) begast und
sofort bei –20 °C eingefroren. Zur Analyse der Abbauprodukte des Anthocyans wurden die
Proben in handwarmen Wasser aufgetaut, zentrifugiert, mit Ameisensäure versetzt und eine
Filtration über PTFE vorgenommen. Die Anthocyanprodukte wurden auf einer C-18 Lichro-
spher Säule durch HPLC bei 20 °C unter Verwendung eines Acetonnitrilgradienten (von 10
bis 60 %) in 0,5 % Ameisensäure getrennt und mit einem Dioden-array Detektor identifiziert .


Ergebnisse und Diskussion
Auf Grund des relativ niedrigen Anthocyangehaltes im Futter stieg der Spiegel von An-
thocyanglucuroniden im Blutplasma nur leicht an. Trotzdem war ein signifikanter antikarzi-
nogener Effekt nachweisbar. Die Anzahl der Polypen war bei den Min+/-Mäusen, deren Futter
Anthocyan enthielt, um nahezu 70 % geringer als bei denen, die nur mit Standardfutter er-
nährt wurden (Tab. 1). Die Anzahl der Polypen nahm nur im Dünndarm und nicht im Kolon
ab. Histologisch waren alle Polypen, die bei den Anthocyan-Mäusen zu finden waren, Ade-
nome. Bei den Min+/-Mäusen, deren Futter kein Anthocyan enthielt, wurden dagegen außer
Adenomen 3 bis 5 Karzinome pro Tier identifiziert. Kein einziges Adenom war aber sowohl
im Dünndarm als auch im Kolon von Min+/-Mäusen festzustellen, die Sulindac mit dem
Trinkwasser aufnahmen. Durch Quercetin wurde im Min+/-Maus-Modell die Karzinogene
noch effektiver als durch Cyanidin-3-O-Rutinosid gehemmt, allerdings in höheren Konzentra-
tionen [19]. Diese Befunde unterstützen die Schlussfolgerung, dass die Unterdrückung der
intestinalen Tumorentwicklung durch Flavonoide, wenn bereits eine Mutation im apc-Gen
vorliegt, nur noch über systemische Effekte zu erreichen ist.


Tab.1 Einfluss von Keracyaninchlorid, Quercetin und Sulindac auf die intestinale
Polyposis von Min+/-Mäusen nach 70 Versuchstagen


Anzahl der Polypen


Standarddiät Standarddiät +


Keracyaninchlorid


Standarddiät +


Quercetin


Standarddiät + Su-


lindac


Mw SD n Mw SD n Mw SD n Mw SD n


71 28 20 24 9 8 8 4,2 8 0 - 8


Werte sind Mittelwerte  SD; n = 8 bzw. 20


Über 70 % aller sporadischen kolorektalen Karzinome des Menschen weisen eine Mutation
im apc-Gen auf. Für den Stoffwechsel und die Differenzierung der Kolonepithelzellen ist die
Resorption von Butyrat, einem Endprodukt der mikrobiellen Fermentation, essentiell. Der
dafür verantwortliche Natrium-abhängige Monocarboxylattransporter-1 wird jedoch bereits
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im Frühstadium der Entdifferenzierung, noch vor dem Auftreten von Mutationen im apc-Gen,
inaktiviert. Ist dieses Ereignis eingetreten, ist eine Unterdrückung der Karzinogenese durch
Flavonoide im Kolon nicht mehr möglich. Präventiv schützen Flavonoide jedoch auch die
Epithelzellen der Dickdarmschleimhaut vor einer Entdifferenzierung. So konnte z.B. mit dem
Azoxymethan- (AOM) Modell bei F344 Ratten gezeigt werden, dass durch eine 33-wöchige
Zufuhr einer Diät, die 2.5, 5 oder 10 % lyophilisierte schwarze Himbeeren (Rubus occidenta-
lis) enthielt, die Anzahl an Polypen konzentrationsabhängig um 42, 45 und 71 % gesenkt und
die Bildung von Adenokarzinome um 28, 35 und 80 % unterdrückt werden konnte [20]. Auch
die Anzahl der aberranten crypt foci (ACF) nahm in Abhängigkeit von der aufgenommenen
Beerenmenge um 36, 24 bzw. 21 % ab. Eine weitere Studie wurde mit dem Dimethylhydra-
zin- (DMH) Modell mit F344 Ratten durchgeführt [21]. Hierbei wurden Anthocyane in Form
von blauem Mais (5 % in der Diät) verwendet; 73 % der Flavonoide entfielen hierbei auf 8
verschiedene Cyanidinderivate. Auch sie bewirkten eine weitgehende Unterdrückung der ko-
lorektalen Karzinogenese.


Diese Befunde unterstreichen, dass sowohl Flavonole als auch Anthocyane für eine
Chemoprävention der intestinalen Karzinogenese geeignet sind. Die Wasserlöslichkeit der
Anthocyane erleichtert ihren Einsatz. Wegen der hohen Instabilität sollten aber möglichst nur
frisch geerntete Beeren oder frisch hergestellte Säfte vor einer Mahlzeit aufgenommen wer-
den, um die für eine antikarzinogene Wirkung notwendige Konzentration an Anthocyanen im
Blutplasma zu erreichen.


Wodurch lässt sich die antikarzinogene Wirkung von Anthocyanen erklären? Weitgehend
auszuschließen ist die häufig diskutierte antioxidative Wirkung von Anthocyanen, denn 1. ist
dafür die Konzentration im Blutplasma viel zu gering und 2. üben die vorwiegend im Plasma
auftretenden Glucuronide der Anthocyane keine antioxidativen Effekte aus.


Rolle der Cyclooxygenase-2 (COX-2) in der Karzinogenese
Ein frühes Ereignis in der intestinalen Karzinogenese ist die Hochregulation der COX-2 (Abb.
5). Während die COX-1 konstitutiv ist, wird die Expression der COX-2 nur bei einer Aktivie-
rung des NF-κB-Weges induziert. Die COX-Isoenzyme kontrollieren die Umsetzung der un-
gesättigten Arachidonsäure zu Prostanoiden, die als Signalmoleküle in viele Stoffwechselwe-
ge eingreifen.


Abb. 5  Histochemischer Nachweis der COX-2 anhand der Immunreaktivität (POD/DAB).
Von links nach rechts: gesunde Balb c-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac


Sulindac, zählt zur Gruppe der nichtsteroidalen antiinflammatorischen Verbindungen
(NSAID). Es unterdrückt nicht nur die Expression der COX-2 (Ptgs2-Gen) sondern hemmt
auch vollständig die Entwicklung der Polyposis bei Min+/-Mäusen (Tab. 1). Sulindac hat ge-
genüber wesentlich spezifischeren COX-2-Inhibitoren den Vorteil, dass seine Anwendung
nicht mit kardiovaskulären Nebenwirkungen einhergeht. Sulindac wird deshalb auch weiter-
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hin in der Therapie bei FAP-Patienten eingesetzt. Einen weiteren experimentellen Beleg für
eine Schlüsselfunktion der COX-2 bei Entdifferenzierungsprozessen lieferten Studien, bei
denen Apc Δ716 Mäuse mit Tieren gekreuzt wurden, die kein funktionelles Ptgs2-Gen hatten.
Die Nachkommen dieser Tiere entwickelten wesentlich weniger und kleinere Polypen als die
Apc Δ716 Mäuse. Auch eine Ausschaltung des Prostaglandinrezeptors EP2 senkte die Anzahl
der Polypen [22]. Anthocyane können ebenso wie Quercetin die Induktion der COX-2 über
verschiedene Wege verhindern. Gehemmt wird:
1. konzentrationsabhängig die Bildung von Entzündungsmediatoren, vor allem die des Tu-


mornekrosefaktor α (TNFα) und die von Interleukin-1α (IL-1α) [23]. Dadurch wird der
NF-κB-Weg gedrosselt und gleichzeitig die Bildung antiinflammatorischer Cytokine sti-
muliert.


2. Mit der Unterdrückung der Bildung von IL-1α entfällt dessen Stabilisierungseffekt auf die
COX-2 mRNA, der auch durch das onkogene ras-Protein zustande kommen kann [24].
Diese Stabilisierung erfolgt über eine konservierte 116 Nukleotide umfassende AU-reiche
Region (AU-Rich Element = ARE), die in der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) der
COX-2 mRNA lokalisiert ist.


3. Ein weiterer Angriffspunkt liegt bei den Tumorpromotoren und Wachstumsfaktoren, die
ebenfalls über den NF-κB-Weg eine Expression der COX-2 bewirken [25]. Flavonoide
beeinflussen direkt die Funktion der NF-κB-Proteine. Diese verfügen über eine zu einem
Protoonkogen homologe Domäne mit einer Sequenz für ihre Kernlokalisation. Sie wird zu
Beginn der Karzinogenese aktiviert und führt über die Erhöhung der NF-κB-
Konzentration zur COX-2-Expression.


4. In Wechselwirkung mit dem NF-κB-Weg steht auch die Signalkaskade der AKT (Serin-
Threonin-Proteinkinase B) und ERK (Extrazellular Regulierte Mitogen Aktivierte Pro-
tein-Kinase). Die Gene der AKT-Gruppe weisen eine Homologie zu einem viralen Onko-
gen auf, die zum Tragen kommt, wenn AKT die IκB-Kinase aktiviert [26]. Der Hemmfak-
tor IκB wird dann verstärkt phosphoryliert und kann somit durch das Proteasom abgebaut
werden. Das hat zur Folge, dass der nun freigesetzte Transkriptionsfaktor NFκB in den
Zellkern translozieren kann, dort an spezifische Motive von Zielgenen bindet, zu denen
auch das Ptgs2-Gen zählt und damit die COX-2 hochreguliert wird. Anthocyane und
Quercetin bewirken eine Hemmung der AKT- und ERK-Phosphorylierung. Dadurch wird
nicht nur die Expression der COX-2 verhindert, sondern es werden auch die pathologisch
gesteigerte Zellteilung und das Zellwachstum unterdrückt und die Aktivierung von Caspa-
sen, die die Apoptose einleiten können, bleibt erhalten.


Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose
Flavonoide greifen auch in die Wechselwirkung der AKT mit dem WNT-Signalweg ein. Hier
hemmt AKT die Phosphorylierung von β-Catenin, wodurch dieses zytosolische Protein nicht
proteolytisch abgebaut werden kann und deshalb verstärkt in den Zellkern transportiert wird.
Dadurch wird die Expression von Genen, die die Tumorbildung  steigern, vorangetrieben.
Unter diesen Bedingungen wird das Tumorwachstum außerdem durch Wachstumsfaktoren
und das ras-Onkogen, die den  PI3K/AKT-Signalweg aktivieren, verstärkt [27].
1. AKT beeinflusst auch die Kontrolle des Zellzyklus. Es aktiviert durch Phosphorylierung


das Protoonkogen Mdm2 (Murine double minute Chromosom 2). Dadurch werden die
Kontrollfunktionen des p53 Proteins auf den Ablauf des Zellzyklus eingeschränkt


2. AKT hemmt außerdem Cyclin D 1. Dadurch wird der Kontrollmechanismus beim Über-
gang von der G1- in die S-Phase aufgehoben und die Zellteilung beschleunigt.


Anthocyane können die Störung im Ablauf des Zellzyklus abschwächen, indem sie die Ex-
pression von p21WAF induzieren. Dieses Protein ist ein Inhibitor von Cyclin-CK-Komplexen
und kann einen Stopp in der G1-Phase herbeiführen.
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Charakteristisch in der Tumorentwicklung ist die Hemmung der Apoptose, die zu Wachs-
tumsvorteilen bei Zellklonen mit Mutationen in Tumorgenen führt; denn sie werden nicht
mehr durch die Apoptose eliminiert. Die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen
an Kolonschnitten von Min+/-Mäusen zeigen, dass die Apoptose im Verlaufe der Karzinoge-
nese stark gehemmt wird und dieser Effekt durch Sulindac und Flavonoide verhindert werden
kann (Abb. 6).


Abb. 6  Immunhistochemische Darstellung der Apoptoseintensität in Kolonschnitten (Klenow-Technik)
Von links nach rechts: gesunde Balbc-Maus, Min+/-Maus, Min+/-Maus plus Sulindac


Eine Apoptose kann über intrinsische (mitochondrial) und extrinsiche (FAS-Rezeptor, CD95,
TNF-Rezeptor) Wege ausgelöst werden. Signale zur Initiierung der Apoptose können von
unterschiedlichen Ereignissen ausgehen, ebenso ihre Hemmung. Ursachen für eine Verminde-
rung der Apoptose in Tumorzellen können sein [27]:
1. ein Ausfall des TNF-Rezeptors, der für die Weiterleitung von Apoptosesignalen verant-


wortlich ist
2. eine verstärkte Expression von antiapoptotischen Genen durch Aktivierung des NF-κB-


Weges
3. Tp53 Mutationen im fortgeschrittenen Tumorstadien, wodurch die Apoptosestimulation


durch BCl-2 entfällt. Das Protoonkogen kann aber auch unabhängig von p53 durch
miRNA gehemmt werden. Gegenspieler von BCl-2 ist das BAX-Protein. Seine Transkrip-
tion wird durch den p53-Widtyp aktiviert, was zur Aufhebung der apoptotischen Wirkung
von BCl-2 führt. Mutiertes p53 kann dagegen die Transkription von BAX nicht mehr rea-
lisieren. In beiden Fällen hat das zur Folge, dass eine Öffnung von Mitochondrienkanälen
nicht mehr zustande kommt und damit der intrinsische Apoptoseweg ausgeschaltet wird.
Bei einer Aktivierung des Signalweges der MAPK wird dagegen die Expression der
Caspase 8 verhindert, über die eine Apoptose extrinsisch initiiert werden kann.


Anthocyane erhöhen in Tumorzellen das mitochondriale  Membranpotential und induzieren
die proapoptotischen BCL-2-Proteine BAX und BAD. Diese sind für die Bildung von Poren
in der Mitochondrienmembran verantwortlich, durch die dann Cytochrom C ins Zytosol über-
tritt und eine intrazelluläre Proteolysekaskade in Gang setzt. Durch eine Phosphorylierung
kann dabei die Caspase 9 aktiviert werden, die wiederum weitere Effektorcaspasen zur Einlei-
tung der Apoptose aktiviert. Anthocyane können aber auch den extrinsischen Apoptoseweg
erhöhen, indem sie die Expression von FAS und Fas-Ligand steigern. Durch die Bindung des
Liganden an den Fas-Rezeptor kommt es zur Anlagerung eines Adaptermoleküls. An diesen
Komplex bindet dann die Initiatorcaspase 8 und kann dadurch proteolytisch aktiviert werden
und  anschließend weitere Effektorcaspasen zur Einleitung der Apoptose in Gang setzen. Es
ist zu vermuten, dass diese protektiven Effekte der Anthocyane vorrangig durch eine Blockie-
rung des NF-κB-Weges sowie der AKT zustande kommen.
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Angiogenese
Eine weitere Voraussetzung für das Wachstum von Tumorzellen ist die Aufrechterhaltung der
erforderlichen Sauerstoffzufuhr. Das geschieht zum einen durch die Wanderung von Karzi-
nomzellen in Randgebiete des Tumors oder ein verstärktes invasives Wachstum und zum an-
deren durch die Entwicklung neuer Blutgefäße. Erreicht die Sauerstoffversorgung kritische
Werte (einen O2-Partialdruck <40mmHg) nimmt die Aktivität von Hypoxie-induzierbaren
Faktoren (HIF) zu. Das sind basische Transkriptionsfaktoren, die an Promotoren von Zielge-
nen binden, die Hypoxie-regulierte Elemente (HREs) enthalten [28]. Diese Transkriptionsfak-
toren bestehen aus einer β-Untereinheit, an die je eine der 3 α-Untereinheiten bindet. Dadurch
bilden sich die Dimere HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α. Entscheidend für die HIF-Aktivität ist
jeweils die α-Untereinheit. Bei einem hohen Sauerstoffangebot wird  sie abgebaut, bei O2-
Mangel bleibt sie dagegen stabil und aktiv. Die Kontrolle erfolgt über Sauerstoffsensoren.
Diese Funktion wird von Dioxygenasen ausgeübt. Dazu zählen
1. die Prolyl-Hydroxylasen (PHDs). Bei ausreichender Sauerstoffversorgung hydroxylieren


sie in der HIF-1α-Untereinheit zwei Prolinreste. Dadurch wird der HIF-Faktor von einem
Tumorsuppressorprotein erkannt und an ihn gebunden; in dieser Form kann er ubiquiti-
niert und im Proteasom abgebaut werden.


2. Außerdem reguliert eine Asparagin-Hydroxylase die Aktivität der HIF-Untereinheit. Sie
wird als HIF-1 inhibierender Faktor (FIH) bezeichnet. Dieses Enzym hydroxyliert einen
Asparaginrest in einer Transaktivierungsdomäne von HIF-1α, die sich am C-Terminus be-
findet. In Tumoren, ebenso in gesunden Geweben nimmt bei unzureichender Sauerstoff-
zufuhr die Hydroxylierung von HIF-1α wieder ab, der Faktor wird dadurch stabilisiert und
die HREs werden aktiviert [29]. Daraus resultiert eine Akkumulation und Dimerisierung
von HIF-1β, was zu einer transkriptionalen Aktivierung von Zielgenen führt. Dabei kön-
nen auch Wechselwirkungen mit Genen auftreten, deren Expression Voraussetzungen für
ein progressives und invasives Tumorwachstum schaffen. Dazu zählen u. a. der vaskuläre
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), Faktoren für eine Zunahme der Erythropoese,
Proteine für die extrazelluläre Matrix, die Proliferation und den Zellzyklus sowie Schlüs-
selenzyme für den Kohlenhydratstoffwechsel.


Können Flavonoide auch Mechanismen beeinflussen, die durch HIFs gesteuert werden?  Er-
gebnisse liegen dazu bisher nur aus Untersuchungen mit Zellkulturen (z.B. HepG2 Zellen)
vor. Sie wurden ausschließlich mit sehr hohen Quercetinkonzentrationen von 100 μM durch-
geführt, die im Blutplasma nie erreicht werden [29]. Da jedoch das Aglykon Quercetin im
neutralen pH-Bereich recht instabil ist und die Versuche sich über mehrere Stunden erstreck-
ten, ist die aktuelle Quercetinkonzentration während der Versuchsdauer schwer einschätzbar.
Aus den Ergebnissen dieser Studien wurde abgeleitet, dass Quercetin
1. die Stabilität von HIF-1α durch Hemmung der Prolinhydroxylasen erhöht
2. die HIF-1-Aktivität hemmt durch Blockierung der MAPK-abhängigen Phosphorylierung


von HIF-1α und die Akkumulation dieses Transkriptionsfaktors im Zellkern verringert
3. sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie die Zellzyklusprogression hemmt über eine


HIF-1-abhängige Induktion des Cyklin abhängigen Inhibitors p2 1 WAF.


Aus den Befunden vergleichender Studien mit verschiedenen Flavoniden, außer Anthocyanen,
wurde  abgeleitet, dass die aufgezeigten positiven Effekte nur durch Quercetin bewirkt wer-
den, da sie die Gegenwart von Hydroxylgruppen in der 3'- und 4'-Position im B-Ring erfor-
dern [29]. Diese Bedingung würde aber auch Cyanidin erfüllen. Es ist deshalb zu vermuten,
dass Cyanidin die gleichen positiven Effekte auf die Angiogenese ausüben kann wie Querce-
tin.
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Intestinale Mikrobiota
Die bisher aufgezeigten antikarzinogenen Effekte kamen ausschließlich durch systemische
Wirkungen von Flavonoiden nach ihrer Resorption zustande. Sie sind von solchen zu trennen,
die auf die hohe Aktivität der intestinalen Mikrobiota zum Abbau von Anthocyanen zurück-
zuführen sind. Vergleiche der UV/VIS-Spektren von Proben, Kontrollen und Blindwerten
zeigten, dass Keracyaninchlorid vollständig durch die intestinalen Bakterien unter anaeroben
Bedingungen innerhalb von 8 Stunden abgebaut wird (Abb. 7). Die Abb. 7 A, B, C veran-
schaulichen den Abbau von Keracyaninchlorid durch Faeces des Menschen zum Zeitpunkt 0
(A) und nach 8 Stunden (B) sowie in zweifach autoklaviertem Faeces nach 8 Stunden (C). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Chromatogramm bei 279,7 nm und als Konturdiagramm von
240 bis 520 nm zwischen 7 bis 14 Minuten. Die Pfeile zeigen die Positionen der Abbaupro-
dukte von Keracyaninchlorid an. Es wurden 4 Metabolite gefunden. Ein Metabolit hatte ein
Absorptionsmaximum bei 260 und 294 nm, ein 2. Metabolit wies ein Maximum bei 281 nm
auf. Die Metabolite 3 und 4 hatten ein Absorptionsmaximum bei 400 nm. Aus einem Ver-
gleich mit Retentionszeiten und UV/VIS Spektren von mehreren verwendeten Standards
konnte abgeleitet werden, dass das Hauptprodukt des mikrobiellen Abbaus bei 8,44 Minuten
3,4-Dihydroxybenzoesäure (3,4-DBA) ist (Abb.7B). Die 3 übrigen Produkte konnten ohne
Massenspektrometrie nicht identifiziert werden.
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Abb. 7  UV/VIS Spektren und Konturdiagramme des mikrobiellen Abbaus von Keracyaninchlorid durch die
intestinale Mikrobiota des Menschen


A: Oben: Inkubation der frischen Faecessuspension zum Zeitpunkt 0
B: Mitte: Inkubat der Faecessuspension nach 8 Stunden. Die Pfeile weisen auf die Positionen der Abbauproduk-
te des Keracyanins hin


C: Unten: Inkubat mit autoklavierter humaner Faecesprobe


Neuere HPLC/MS/MS-Befunde anderer Arbeitsgruppen ergaben eindeutig, dass 3.4-DBA das
hauptsächliche Endprodukt beim mikrobiellen Abbau von Anthocyanen ist [30]. Auf diese
durch die intestinale Mikrobiota gebildete Phenolsäure entfallen >70 % der oral aufgenom-
menen Menge an Anthocyanen. Sie wird nicht nur mit den Faeces (Konzentration etwa
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2nmol/g) ausgeschieden, sondern kann auch bereits im Dünndarm und im Kolon resorbiert
werden, wodurch eine relativ hohe Konzentration im Blutplasma  erreicht wird. Sie kann bei
der Ratte und beim Menschen ca. 8-fach höher sein als die der Cyaninglucuronide. Beim
Menschen wurden im Blutplasma 3,4-BPA-Werte bis zu 500 nmol/L zwei Stunden nach einer
oralen Aufnahme von Anthocyanen bestimmt [31]. Danach fällt der 3,4-DBA-Plasmaspiegel
wieder rasch ab, schneller als der der Cyaninglucuronide. Da 3,4-DBA stark antioxidativ
wirkt, hat der Nachweis dieser Phenolsäure im Blutplasma die Diskussion antikarzinogener
Effekte durch Antioxidantien wieder belebt [31,32]. Gegen eine solche Interpretation spricht
aber die Tatsache, dass Quercetin, dessen mikrobieller Abbau nicht zu 3.4-DBA führt, sogar
stärkere antikarzinogene Wirkungen zeigt als Cyanidine.


Insgesamt belegen die Ergebnisse aber, dass die intestinale Mikrobiota über eine hohe Ka-
pazität zum Abbau von Anthocyanen verfügt. Sie nutzt die Anthocyane als Substrate zum
Energiegewinn und die Abbauprodukte als Bausteine für zahlreiche Synthesen. Anthocyane
tragen deshalb ebenso wie andere mikrobiell gut abbaubare Flavonoide zur Stabilisierung
einer nicht pathogenen intestinalen Mikrobiota bei und verstärken das Immunsystem.
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Flavonoide und Pektin in den essbaren Ebereschenfrüchten


1. Einleitung
Die essbaren Ebereschen, Sorbus aucuparia var. Edulis, zählen zur Familie der Rosenge-
wächse und zwar zur Unterfamilie Spiraeodeae mit der Gattung Maulbeere und der Art Vo-
gelbeere [1]. Die relativ anspruchslosen und widerstandfähigen Bäume mit ihrer pyramidalen
Kronenbildung eignen sich besonders für Obstalleen aber auch für die Anpflanzung im Gar-
ten. Im Frühling bilden sie schirmartige, weiße Blütenrispen, die aus 200 bis 300 Einzelblüten
bestehen. Im August reifen die in Büscheln angeordneten korallenroten Früchte, die einen
Durchmesser bis zu etwa 1 cm erreichen und vielfältig verwendet werden können (Abb. 1).
Der Vogelbeerbaum, dessen Holz eine sehr schöne Maserung zeigt, wurde 1997 zum Baum
des Jahres gewählt.


Abb. 1. Essbare Ebereschenfrüchte (Sorbus aucuparia var. Edulis).
Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Eberesche
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Die mediterrane und japanische Ernährung gilt als gesundheitsfördernd, da sie u. a. reich an
Inhaltsstoffen von Obst und Gemüse ist. Dazu zählen auch die Flavonoide und Phenolsäuren
einschließlich ihrer Biotransformationsprodukte [2]. Die Konzentration dieser Verbindungen
ist besonders hoch in den äußeren, der Sonne ausgesetzten Gewebeschichten, da Flavonoide
eine Schutzfunktion gegenüber UV-Strahlen ausüben.


Abb.2. Grundstruktur der Flavonoide mit den Ringen A, B und C sowie der Nummerierung der Atome in den
Ringen


Abb. 2 zeigt die Grundstruktur der Flavonoide. Die Vielzahl an Flavonoiden (>4000 Verbin-
dungen) ist auf Modifizierungen in den Positionen 5, 7, 3 und 3`, 4`und 5` durch Hydroxy-,
Methoxy- und O-glykosidische Gruppen zurückzuführen. Die Aglykone der Flavonoide las-
sen sich 7 Hauptgruppen zuordnen:


1. Flavanone (Zitrusfrüchte)
2. Flavone (Sellerie, Petersilie, Möhren, Pfeffer)
3. Isoflavone (Sojabohnen, Kichererbsen, Tofu)
4. Flavanole (Kakao, Schokoladen, grüner, schwarzer Tee, Bohnen)
5. Flavonole (Äpfel, Zwiebeln, Salat, Buchweizen, Brokkoli, Erbsen, schwarzer Tee)
6. Anthocyane (Beerenfrüchte, Rotwein, Kirschen, Pflaumen, Rotkohl)


In einigen Ländern ist die Flavonoidzufuhr mit der Nahrung besonders hoch, z. B. in Japan,
Kroatien, Italien, Griechenland und in den Niederlanden. Zu den Hauptquellen zählt in Japan
und in den Niederlanden, außer unterschiedlichem Gemüse und Obst, der Tee. In Italien und
Kroatien wird dagegen ein großer Anteil des Flavonoidbedarfs durch den Konsum von Rot-
wein gedeckt. In Finnland sind neben Zwiebeln die Hauptquellen Beerenfrüchte und Tee [3].
Durchschnittlich werden in diesen Ländern etwa 20 mg Flavonoide pro Tag (berechnet auf
den enthaltenen Anteil an Aglykonen) aufgenommen. Fast die Hälfte davon entfällt auf
Flavonole, vor allem auf Quercetinglykoside. Nach Hertog und Hollman [2] wurden 179 ver-
schiedene Quercetinglykoside identifiziert. Aufgrund der nachgewiesenen antiinflammatori-
schen und positiven kardiovaskulären Effekte von Quercetin sowie seiner chemopräventiven
Wirkung bei Tumorerkrankungen hat dieses Flavonol ein besonderes wissenschaftliches Inte-
resse erlangt [4]. Zu verweisen ist außerdem auf die bakteriostatischen Effekte von Quercetin,
u. a. auf die Mikroorganismen Staphylococcus aureus, Salmonella sv. Typhimurium und E.
coli [5]. Quercetinreiche Nahrungsmittel, wie z. B. Zwiebeln, Buchweizen und zahlreiche







G. Jacobasch, G. Dongowski, J. Hempel Leibniz Online, 10/2011
Flavonoide und Pektin in den essbaren Ebereschenfrüchten S. 3 v. 9


Früchte, spielen deshalb in einer gesunden Ernährung eine besondere Rolle. Quercetin (que-
rus, lateinisch Eiche) ist ein gelber Naturfarbstoff.


Die in den Zellwänden von Obst und Gemüse vorkommenden Pektinstoffe besitzen eine
sehr komplexe Heteropolysaccharidstruktur. Der wichtigste Baustein ist die Galakturonsäure,
daneben sind verschiedene neutrale Saccharide in den Pektinstoffen vorhanden. Das so ge-
nannte Homogalakturonan (Galakturonan), aus dem etwa 60 % der Pektinstoffe bestehen, ist
aus langen Ketten von α-1,4-verknüpften Galakturonsäure-Einheiten aufgebaut. Die Car-
boxylgruppen der Galakturonsäuren können teilweise mit Methanol verestert sein (Abb. 3).
Pektine werden als Ballaststoffe von den Enzymen des Dünndarms nicht gespalten. Im Dick-
darm werden sie jedoch von der Mikroflora sehr gut fermentiert, wobei als Hauptprodukt der
Fermentation Azetat entsteht.


Abb. 3. Grundstruktur des Galakturonans mit teilweise veresterten Carboxylgruppen


Wichtige physiologische Wirkungen von Pektinen sind eine erhöhte Bindung und Ausschei-
dung von Gallensäuren und neutralen Sterolen und damit in Zusammenhang stehend eine
Senkung des LDL-Cholesterolspiegels bei Hypercholesterolämikern, die Erhöhung der Visko-
sität im Chymus und eine geringere Verwertung der Nahrungsenergie. Weiterhin bewirken sie
eine Abflachung des postprandialen Anstiegs der Glukosekonzentration im Blut, höhere Fae-
cesgewichte und die Bindung von toxischen Metallen. Pektine üben auch einen Einfluss auf
die Barrierefunktion der Darmschleimhaut aus und sind an verschiedenen biochemischen Re-
aktionen beteiligt [6].


Pektine werden in großtechnischem Maßstab vor allem aus Äpfeln und Zitrusfrüchten ge-
wonnen und in der Lebensmittelindustrie als Geliermittel, Stabilisator oder zur Viskositätser-
höhung eingesetzt.


Ebereschenfrüchte sind besonders reich an Polyphenolen. Deshalb wurden in mehreren
Ländern Hybride der wilden, bitteren Eberesche mit Malus, Pyrus, Aronia und Mespillus kul-
tiviert, die im Norden und Osten Europas gut wachsen und „süße“ für den Menschen gut ge-
nießbare Früchte liefern. Beispiele dafür sind die Varianten Burka, Dessertnaja, Eliit, Granat-
naja, Kubovaja, Rosina, Rubmovaja, Titan und Zoltaja [7].


Das Ziel dieser Arbeit war es, den Anteil an Quercetinglykosiden und Pektin in den nicht
bitteren, essbaren mährischen Ebereschenfrüchten, die in Tschechien, der Slowakei und im
Osten Deutschlands bevorzugt zu finden sind, zu bestimmen. Außerdem sollte geprüft wer-
den, ob der Erntezeitpunkt und eine einjährige Lagerung der Früchte bei -20 °C den Gehalt an
Flavonoiden verändert.
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2. Bestimmung der Quercetinglykoside


Zur Bestimmung der Quercetinglykoside wurden vier eingefrorene Ernteproben der essbaren
Ebereschenfrüchte, aus eigener Ernte in Brandenburg, analysiert. Die Beeren wurden getrennt
in flüssigem Stickstoff fixiert, anschließend im Warring Blender zerkleinert, lyophilisiert und
fein gemahlen. Je 1 g der Proben wurden zur Entfernung der Lipide vierfach mit je 50 ml sie-
dendem Methanol am Rückflußkühlkolben extrahiert. Der Extrakt wurde abfiltriert. Die ver-
einigten Filtrate wurden im Rotationskolbenverdampfer bei 40 °C bis zur Trockne eingeengt.
Der Rückstand wurde in 80%igem Methanol gelöst und filtriert. 2 ml des Filtrates wurden an
einer konditionierten C-18-Kartusche gereinigt und mit 5 ml 75%igem Methanol/0,3%iger
H3PO4 nachgewaschen. Das Eluat wurde auf 10 ml aufgefüllt und vor der HPLC-Bestimmung
über ein 0,2 μm PTFE -Filter gegeben. Die Flavonoidanalyse erfolgte mittels einer RP-HPLC-
Anlage der Fa. Jasco (Großbritannien) und Diodenarray-Detektion (DAD). Zur Trennung der
phenolischen Verbindungen wurde eine LiChrospher 100 RP-18-Säule (Fa. Merck, Darm-
stadt) bei 30 °C verwendet. Als mobile Phase diente ein Gradient aus H2O und 2%iger Essig-
säure (Puffer A) sowie Acetonitril und 2%ige Essigsäure (Puffer B) mit einem Fluss von 0,8
ml/min. Anhand der Retentinonszeiten (RT 13,9; 21,5; 23,6) wurde im Chromatogramm der
Rutinpeak (Quercetin-3-rutinosid) identifiziert und die Fläche berechnet. Das Chromato-
gramm zeigte neben dem Rutinpeak noch einen kleinen Anthocyanpeak sowie 3 Mikropeaks,
die nicht zugeordnet werden konnten. Die erhaltenen Befunde von 4 Ebereschenernten sind in
Tab. 1 zusammengefasst.


Tabelle 1. Rutingehalt in essbaren Ebereschenfrüchten aus vier Ernteproben


Ernteprobe* Erntedatum Rutingehalt


(mg/g TM)


1 5. August** 0,776


2 26. Juli 0,855


3 9. August 0,645


4 16. August 0,529


* Zwischenlagerung im gefrorenen Zustand


** Probennahme: Vorjahr


TM = Trockenmasse


Die Rutinkonzentration unterschied sich in den Früchten, die zu unterschiedlichen Zeiten ge-
erntet wurden, nur geringfügig. Aus den Befunden ließ sich lediglich eine Tendenz zur Ab-
nahme des Flavonoidgehaltes bei Überreife der Früchte ableiten. Dagegen konnte bei einer
einjährigen Lagerung der Früchte bei -20 °C kein wesentlicher Verlust an Rutin festgestellt
werden.


Von der Ernteprobe 3 wurde außerdem ein Hydrolysat hergestellt und in diesem mittels
HPLC der Aglykonbereich analysiert. Dazu wurde die Hydrolyse nach Hertog und Mitarb. [8]
durchgeführt.Dazu wurden 0,5 g Trockenmasse (TM) der fein gemahlenen Ebereschen mit 20
ml 62,5%igem Methanol versetzt und anschließend 5 ml 6 M HCl zugefügt. Diese Probe
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wurde dann 1 Stunde bei 90 °C im Wasserbad unter Rückfluss erhitzt. Nach dem Abkühlen
wurden die Proben neutralisiert, lyophilisiert, in Methanol gelöst, über PTFE-Filter filtriert
und die HPLC-DAD-Analyse durchgeführt. Im Chromatogramm wurden 2 bis 3 Verbindun-
gen gefunden. Der Peak bei RT 33,5 entsprach Quercetin. Die Konzentration lag bei 0,32 mg
Quercetin/g TM Ebereschen. Außerdem konnten kleinere Mengen an Hydroxyzimtsäure und
Neochlorogensäure nachgewiesen werden. Aus den Befunden lässt sich ableiten, dass das
dominierende Quercetinglykosid in Ebereschen Rutin ist. Die Strukturformel von Rutin ist in
Abb. 4 dargestellt. Die Flavonoidkonzentration in Ebereschen ist damit etwa fünfmal höher
als in  Äpfeln, außerdem weisen die Früchte weniger unterschiedliche Quercetinglykoside als
Äpfel auf.


Abb. 4. Strukturformel von Rutin


3. Bestimmung des Pektingehalts


Um Ähnlichkeiten an Inhaltsstoffen in Äpfeln und Ebereschen herausstellen zu können, wur-
de auch der Pektingehalt der Ebereschen in den 4 Ernteproben bestimmt. Von jeder Probe
wurde zunächst eine Alkohol-unlösliche Substanz (AUS) gewonnen. Dazu wurden 250 g der
eingefrorenen Früchte mit der doppelten Menge an 96%igem Ethanol versetzt und in einem
Ultra-Turrax zerkleinert. Anschließend wurden die Proben in 1,5 l 66%igem Ethanol unter
Rückfluss gekocht. Nach dem Absaugen wurden zwei weitere Extraktionen über 15 min mit
kochendem 66%igem Ethanol vorgenommen. Der Rückstand wurde dann mit 80- und
90%igem Ethanol sowie Aceton gewaschen und an der Luft und im Vakuum getrocknet.
Durch die beschriebenen Aufarbeitungsschritte ließ sich eine lagerfähige, pulverförmige AUS
herstellen, in der die niedermolekularen und in Ethanol löslichen Substanzen abgetrennt und
die pflanzeneigenen Enzyme inaktiviert waren. Tab. 2 zeigt den Anteil der analysierten Aus-
beuten an AUS.
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Tabelle 2. Ausbeute an Alkohol-unlöslicher Substanz (AUS) in den Ernteproben von essba-
ren Ebereschenfrüchten sowie Gehalt an Pektinfraktionen in den AUS


Ernteprobe Ausbeute an Pektin (Galakturonan) in der AUS (g/100 g)*


AUS


(%)


Gesamt-
pektin


EDTA-lösliches


Pektin


Wasserlösliches


Pektin


1 7,08 12,71  0,53 5,28  0,16 1,64  0,17


2 5,93 12,50  0,32 5,39  0,50 1,36  0,03


3 5,67 12,45  0,60 4,56  0,35 1,41  0,21


4 5,33 12,31  0,47 4,70  0,32


* Werte sind Durchschnittswerte  SD; n = 5-8


Die Werte in Tab.2 deuten auf eine leichte Abnahme an AUS-Ausbeuten mit zunehmender
Reife der Ebereschen hin. In den gewonnenen AUS der vier Ernteproben wurde auch der Ge-
halt an Gesamtpektin sowie an EDTA-löslichem und wasserlöslichem Pektin (jeweils als Ga-
lakturonan) [9] mit der meta-Hydroxydiphenylmethode bestimmt. Die Analyse des Vereste-
rungsgrades des Galakturonans mit Methanol erfolgte nach der Chromotropsäuremethode
[10]. In Tab. 2 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Weder der Gesamtpektingehalt noch
der prozentuale Anteil an EDTA- und wasserlöslichem Pektin unterschied sich in den Eber-
eschen, die zu verschiedenen Zeiten geerntet wurden, signifikant. Berücksichtigt man, dass
durchschnittlich etwa 12,5 % der AUS auf Galacturonan entfallen, ergibt sich eine Konzentra-
tion von 0,90 bis 0,66 g Pektin/100 g frischen Ebereschenfrüchten (Tab. 3). Dabei zeigt sich
in der Tendenz eine leicht abnehmende Konzentration sowohl an Gesamtpektin als auch in
den löslichen Pektinfraktionen mit der Erntezeit.







G. Jacobasch, G. Dongowski, J. Hempel Leibniz Online, 10/2011
Flavonoide und Pektin in den essbaren Ebereschenfrüchten S. 7 v. 9


Tabelle 3. Gehalt an Gesamtpektin und an löslichen Pektinfraktionen, bezogen auf frische


Ebereschenfrüchten


Ernteprobe Gesamt-


pektin*


EDTA-lösliches


Pektin*


Wasserlösliches


Pektin*


(g/100 g) (g/100 g) (g/100 g)


1 0,900 0,374 0,116


2 0,741 0,352 0,081


3 0,706 0,259 0,080


4 0,656 0,251 0,080


4. Schlussfolgerungen


Die Ergebnisse der durchgeführten Analysen belegen, dass die essbaren mährischen Eber-
eschenfrüchte im Gehalt an Polyphenolen, Vitamin C und Pektin Ähnlichkeiten zum Apfel
aufweisen. In Äpfeln wurden durchschnittlich 1-1,5 g Pektin und 4 mg Quercetin/100 g
Frischsubstanz gefunden. Bei den Ebereschen dominiert das Quercetin als Rutin (>85%), des-
sen Konzentration fünfmal höher als im Apfel ist; der Rest des Flavonoidgehaltes entfällt auf
Anthocyane. Der Vitamin C-Gehalt variiert stark in Abhängigkeit von der Apfelsorte. Er be-
trägt durchschnittlich in beiden Früchten etwa 12 mg/100 g Frischsubstanz. Nur die wilden
Ebereschen sind mit 49 mg/100 g Früchten an Vitamin C reicher. Der Veresterungsgrad des
Pektins (Galakturonan) im Gesamtpektin der AUS mit Methanol betrug bei den untersuchten
Ebereschenfrüchten 70,5 % und bei Äpfeln 85,4 %. Somit sind die Pektine als hoch verestert
einzuschätzen. Der Galakturonangehalt in der AUS von Äpfeln ist mit über 20 % fast doppelt
so hoch wie in der AUS von Ebereschenfrüchten. Dieser hohe Galakturonangehalt ist ein
Grund für den Einsatz der Pressrückstände nach der Apfelsaftgewinnung für die industrielle
Pektinproduktion. Andererseits waren die Anteile an löslichen und unlöslichen Ballaststoffen,
bestimmt nach der AOAC-Methode [11], ähnlich. In Apfel-AUS wurden 72 % unlösliche und
16 % lösliche Ballaststoffe und in der AUS aus Ebereschenbeeren wurden 60 % unlösliche
und 18 % lösliche Ballaststoffe gefunden. Die Bindung verschiedener Gallensäuren (Gly-
cocholsäure, Glycochenodesoxycholsäure, Glycodesoxycholsäure) war in einem In-vitro-Test
sowohl bei pH 5, 0 als auch bei pH 6,5 bei beiden AUS sehr ähnlich [12]. Diese Wechselwir-
kungen sind eine Voraussetzung für die erhöhte Exkretion von Gallensäuren in Gegenwart
Ballaststoffen und damit für die Senkung des Cholesterolspiegels.


Die Befunde unterstreichen, dass die Ebereschen nicht zu den Beerenfrüchten sondern zu
den Kernobstgewächsen (Pyrinae), d. h. zu den Apfelfrüchten, zählen. Im Gegensatz zu Äp-
feln lassen sich aber Ebereschenfrüchte hervorragend einfrieren. Sie können zu jedem ge-
wünschten Zeitpunkt aufgetaut und für die Zubereitung der verschiedensten Gerichte genutzt
werden. Während der Lagerung im gefrorenen Zustand tritt kein Verlust an Flavonoiden auf.
Obwohl essbare Ebereschen ähnlich wie Preiselbeeren (Heidekrautgewächse) zubereitet wer-
den, unterscheiden sich beide Pflanzen nicht nur durch ihre botanische Zuordnung sondern
auch durch ihren Flavonoidgehalt. Im Gegensatz zur Eberesche sind Preiselbeeren noch rei-
cher an Flavonoiden, da sie außer Flavonolen sehr viel höhere Konzentrationen an Anthocya-
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nen enthalten. Weiterhin unterscheidet sich die Zusammensetzung der Flavonole; in Preisel-
beeren wird außer Quercetin auch Myristin gebildet [13].


Besonders schmackhaft sind Ebereschen zu Wild-, Fleisch- und Fischgerichten. Sie eignen
sich aber auch zum Backen von englischem Kuchen oder einer Weihnachtsstolle sowie zum
Verzieren von Marzipankonfekt. Der Pektingehalt der Früchte fördert das Gelieren bei der
Herstellung von Konfitüren und Gelees. Ebereschenfrüchte werden darüber hinaus auch zur
Herstellung von Wein und Likör sowie zum Brennen von Wodka verwendet. Die essbaren
Ebereschenfrüchte finden aber nicht nur zunehmend mehr Liebhaber unter den Menschen,
sondern die Delikatesse wird auch von Singvögeln, Insekten und einigen Säugetieren gerne
verspeist.
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G. Jacobasch, J. Hempel


Buchweizen, ein fast vergessenes Grundnahrungsmittel mit großem
Gesundheitspotential


Buchweizen (Fagopyrum) ist eine Pflanzengattung aus der Familie der Knöterichgewächse
(Polyganaceae). Der Name leitet sich von den Worten fagus (lat.) für Buche und pyrus
(griech.) für Weizen ab. Das ist irreführend; denn Buchweizen ist kein Getreide, sondern ist
verwandt mit Rhabarber (Rheum rhabarbarum) und Sauerampfer (Rumer acetosa).


Es wird in Deutschland rechtlich dem Getreide zugeordnet, ist aber ein Nichtbrotgetreide,
da die Pflanze Körner ohne Kleber bildet. Buchweizen ist je nach Art eine ein- oder mehrjäh-
rige Pflanze, die eine Pfahlwurzel bildet und eine Höhe bis zu 60cm erreicht. Die Pflanze ist
leicht an den wechselseitig am Stängel angeordneten herzförmigen Blättern zu erkennen (sie-
he Abb. 1 am Ende des Beitrags). Auffallend ist weiterhin, dass die Blätter nahe dem Boden
der Pflanze gestielt wachsen, während die höher angeordneten direkt am Hauptstängel lokali-
siert sind. Aus der Blätterachse erheben sich die traubenartigen Blütenstände, die jeweils fünf
leicht rosa gefärbte Blüten umfassen. Mit der Reife nehmen die Stängel eine rötliche Färbung
an. Die dreikantigen Früchte ähneln kleinen Bucheckern, die von einer derben, bitteren Schale
umgeben sind (1). Buchweizen reift innerhalb von 10 bis 12 Wochen und gedeiht am besten
bei Temperaturen von 17-190C. Da Temperaturen <30C nicht vertragen werden, keimt Buch-
weizen relativ spät. Die Pflanze beansprucht keine hohe Bodenqualität, keine Düngung, ge-
deiht ohne Pflanzenschutzmittel und fördert sogar die Fruchtbarkeit von Böden (2).


Buchweizen wurde schon vor etwa 5000 Jahren in China als gesundes Nahrungsmittel ge-
schätzt und kultiviert. Später widmete man sich auch in Japan, Tibet, Nepal, Indien und osteu-
ropäischen Ländern dem Anbau von Buchweizen, in Deutschland allerdings erst im 14. Jahr-
hundert (3). Nach der Einführung der Kartoffel ging der Anbau von Buchweizen in Deutsch-
land vor allem in den letzten 100 Jahren zurück und ist heute nur noch auf kleinen Flächen in
Brandenburg und Norddeutschland zu finden. Angebaut wird er gegenwärtig vor allem in
Kanada, China, Japan, Russland, in der Ukraine, in Polen und Ostafrika.


Was zeichnet Buchweizen als Grundnahrungsmittel aus? Die Körner enthalten viel Stärke
(71%) und wenig nieder-molekulare Zuckerverbindungen. Sie sind außerdem reich an Eiweiß
(9,8 %), das auf Grund seines beträchtlichen Lysingehaltes über eine hohe biologische Wer-
tigkeit (>90) verfügt. Der Anteil an Prolaminen und Ballaststoffen (3%) ist dagegen gering.
Niedrig ist mit 2-3g/100g ebenfalls der Gehalt an Fett, das aber mit Linol- und Ölsäure unge-
sättigte Fettsäuren enthält. Buchweizen ist auch eine gute Quelle für Vitamine der B-Gruppe
wie Niacin, Thiamin, Pyridoxin. Auch Tocopherol und Panthothensäure sind enthalten, aber
kein Vitamin C und β-Carotin. Hervorzuheben sind außerdem der Reichtum an Spurenele-
menten wie Eisen, Zink, Fluor, Selen, Jodid, Mangan; nicht zu unterschätzen sind auch die
vorhandenen Mengen an Kalzium. Der Gehalt an Kalium ist hoch, der an Natrium gering (4).
Besonders herauszustellen ist das Fehlen von Gliadin in Buchweizenkörnern. Brot mit Kruste
kann deshalb aus Buchweizenmehl, da es keinen Kleber enthält, nicht hergestellt werden. Es
bietet sich aber wegen seiner Glutenfreiheit besonders als vollwertiges Nahrungsmittel für
Zöliakiepatienten an. Aus Buchweizen lassen sich nicht nur Kascha und schmackhafte Blini
zubereiten  sondern auch  Pfannkuchen, Pasteten, Kuchen, Bozener Torte, Nudeln u. a.. Für
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Zöliakiepatienten sind auch Buchweizenerzeugnisse gemischt mit Mais und Reis zu empfeh-
len.


Buchweizen ist außerdem ein Nahrungsmittel, das nicht zu Übergewicht führt. Die Gründe
dafür sind folgende: 1. Grütze und Mehl haben mit 340kcal/100g einen geringen Energiege-
halt; 2. Buchweizen senkt die Konzentrationen von Triglyzeriden, Cholesterol und Gallensäu-
ren im Blutplasma und steigert die Ausscheidung von neutralen Sterolen mit den Fäzes. Un-
beeinflusst bleibt die Ausscheidung von sauren Sterolen. Auch in der Leber wird die Konzen-
tration von Cholesterol und Phospholipiden durch den Konsum von Buchweizen vermindert.
Da Buchweizengerichte außerdem vermehrte fäkale Ausscheidung an Stickstoff hervorrufen,
wurde ein Zusammenhang dieser Effekte zum Proteinprodukt des Buchweizens postuliert (5).
Tatsächlich wird dieses Proteinprodukt auf Grund der Wirkung eines im Buchweizen enthal-
tenen Trypsininhibitors langsamer als z. B. Casein verdaut (6). Dieser Effekt lässt sich durch
eine Vorbehandlung des Proteinproduktes mit Pepsin oder Pankreatin aufheben und wird auch
durch Dämpfen des Buchweizens verringert.


Besonders herauszustellen ist, dass Buchweizen das Nahrungsmittel mit dem höchsten
Flavonoidgehalt ist. Flavonoide werden sowohl in der Samenschale als auch in den Körnern
und Blättern der Pflanze synthetisiert. Die Zusammensetzung der Flavonoide unterscheidet
sich zwischen Samenhülle und Körnern. In der Samenhülle werden außer dem Flavonol Rutin
auch die Flavonone Orientin, Isoorientin, Vitexin und Isovitexin gebildet, während Körner
und die daraus nach der Schälung hergestellten Grützen und Mehle fast ausschließlich Rutin
und nur noch Spuren von Isovitexin enthalten (7) (Tab. 1). Nur in der Aleuronschicht der
Buchweizenkörner tritt auch Anthocyanidin auf (8).


Flavonoid Samenschale Korn


Rutin 35,7 17,8
Orientin 8,1 0
Vitexin 14,9 0
Isorientin 8,1 0
Isovitexin 7,2 1,0
∑ 74,0 18,8


Tab. 1  Flavonoidkonzentrationen in Buchweizen ( F. esculentum Möench, var. Hruszowska ) Angaben in g/100g
nach Dietrych-Szostak, Oleszak (7)


Generell sind die Konzentrationen von Flavonoiden in der Samenschale 50-100% höher als in
den Körnern. Die Ergebnisse vergleichender Untersuchungen lassen darauf schließen, dass
Bodenbeschaffenheit, Wetterbedingungen insbesondere die Länge der Sonneneinstrahlung
und die Art des Buchweizens die Intensität der Flavonoidsynthese beeinflussen (9). Immer
bleibt aber Rutin (Quercetin-3-rutinosid) die dominierende Flavonoidverbindung. In den Kör-
nern entfallen 94-98% auf Rutin, in den Samenschalen nur rund 48%. Diese Anteile verän-
dern sich kaum zwischen den verschiedenen Buchweizenkulturen und bei ihrem Anbau in
verschieden klimatischen Gebieten (10).
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Kultur / Anbaugebiete: Morden Brooks Scott


AC Manisola 32,0 45,5 56,7


BS 585601 31,5 47,5 60,2


CM-15 35,5 37,8 59,7


Manor 38,3 41,7 37,3


Tab. 2  Rutingehalt (mg/100g) in Buchweizenkörnern von 4 kanadischen Kulturen nach Ernten in verschiedenen
Anbaugebieten, nach Oomak, Mazza (10)


Die in Tab. 2 aufgeführten Werte belegen, dass der Rutingehalt in den 4 kanadischen Buch-
weizenkulturen sich in gleichen Anbaugebieten relativ wenig unterscheidet; wesentlich größer
sind die Unterschiede für Rutin in den Buchweizenkörners der 4 Kulturen, wenn die Pflanzen
in verschiedenen Gegenden wachsen. Den höchsten Rutingehalt wiesen die Körner aller 4
Kulturen auf, die in Scott (Saskatchewan) reiften, der geringste bei ihrem Anbau in Morden.
Im Durchschnitt war der Rutinertrag des Buchweizens in Scott 75% höher als in Morden. Aus
diesen Befunden wurde die Schlussfolgerung abgeleitet, dass der Rutingehalt um so höher ist,
je später die Blüte einsetzt, wodurch dann die Reife bei besonders langen Tageslängen erfolgt.
Der Rutingehalt spielt in Kanada für den Export von Buchweizen eine große Rolle, denn der
wichtigste Abnehmer, Japan, bevorzugt für seine Nudelproduktion Buchweizenkörnern mit
einem besonders hohen Rutingehalt (11).


Wir überprüften den Gehalt an Rutin in Buchweizenblättern von Pflanzungen in Branden-
burg, die wir für experimentelle Tier- und Humanstudien verwendeten. Dazu wurden Blätter
von Buchweizenpflanzen im blühenden und fruchtenden Zustand geerntet, getrocknet und
anschließend pulverisiert. Je 1g der jeweils frisch gemahlenen Buchweizenblätter wurden 4
mal mit 50ml Methanol unter Rückfluss bei 740C extrahiert und filtriert. Die vereinigten Filt-
rate der einzelnen Proben wurden dann bei 400C getrocknet. Der Rückstand wurde in 4ml
Methanol aufgenommen und filtriert. 0,5ml des Filtrates wurden danach auf eine konditionier-
te C18-Kartusche aufgetragen, mit 5ml 75%igem Methanol in 0,3%iger H3PO4 nacheluiert und
auf 10ml aufgefüllt. Dann wurden die Proben 1:20 verdünnt und über PTFE Filter in Vials
überführt und der Rutingehalt mittels HPLC mit Diodenarraydetektion (DAD) an einer Jasco-
Anlage bestimmt.


Kultur Rutin mg/1g BWB-Pulver


blühend 25,2


fruchtend 37,2


Tab. 3  Rutingehalt in Pulver von Buchweizenblättern ( BWB )


Aus den Ergebnissen wurden folgende Schlussfolgerungen abgeleitet:


 In Blättern ist der Rutingehalt, bezogen auch auf das Feuchtgewicht, wesentlich höher als
in Samenschalen oder Körnern.


 Die Rutinkonzentration nimmt in den Blättern während der Fruchtreife im Vergleich zum
Blütenstadium um fast 50% zu.


 Außer Rutin wurde kein weiteres Flavonoid in Buchweizenblättern gefunden. Sie sind
deshalb 1. eine ausgezeichnete Quelle zur Isolierung von Rutin. 2. Das Material ist beson-
ders gut zum Studium der Bioverfügbarkeit von Rutin unter Berücksichtigung der Matrix
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geeignet, die einen großen Einfluss auf die Freisetzung und Resorption von Queretin aus
Rutin im Gastrointestinaltrakt und damit auch auf systemisch und bakteriell vermittelte
Effekte eines Flavonoids hat. 3. Ein Vorteil für experimentelle Arbeiten besteht weiterhin
darin, dass sich in der Analytik Metabolite und Abbauprodukte des Rutins bzw. Querce-
tins wesentlich leichter in Chromatogrammen zuordnen lassen als in Material, das mehre-
re unterschiedliche Flavonoide enthält.


Reines Rutin ließ sich aus Buchweizenblättern gut gewinnen. Dazu wurden getrocknete Blät-
ter von BWB mit hochprozentigem Isopropanol behandelt, die Lösung von Fettbestandteilen
befreit und das Filtrat anschließend eingeengt und Rutin auskristallisiert (12). Eine Probe da-
von wurde der Arbeitsgruppe Ebner & Tomaschewski, PROTEKUM Umweltinstitut GmbH
in Oranienburg für ihre geplanten experimentellen Arbeiten zur Verfügung gestellt. Für die
industrielle Gewinnung von Rutin z. B. in Brasilien und China werden als Ausgangsmaterial
sowohl eine brasilianische Urwaldpflanze als auch die Knospen des japanischen Schnurbau-
mes (Sophera japanica) genutzt.


1999 wurde Buchweizen zu Recht als Arzneipflanze des Jahres gekürt. Zu dieser Bewer-
tung trug auch der hohe Rutingehalt in Teilen der Pflanze bei.


Rutin wird im Verdauungstrakt hydrolysiert und das freiwerdende Quercetin in den Mikro-
somen der Mucosazellen vorwiegend im Dünndarm glucuronidiert bevor es in den Blutkreis-
lauf abgegeben und als Aglykon von Gewebszellen aufgenommen werden kann (13). Da
Flavonoide die Blut-Gehirn-Schranke passieren können, üben sie auch Effekte auf Gehirn-
funktionen aus. Der Teil des Rutins, der nicht resorbiert wird, gelangt in den Dickdarm und
wird dort unter Energiegewinn degradiert und das C-Skelett außerdem als Baustein für Syn-
thesen von der intestinalen Mikrobiota genutzt. Das Eubakterium ramulus, ein Butyratbildner,
zählt zu den Mikroorganismen, die für ihre Vermehrung Rutin benötigen (14). Flavonoidme-
tabolite gelangen zusätzlich aus dem Organismus über den enterohepatischen Kreislauf in das
Kolon. Die Verteilung von Flavonoiden im Organismus macht verständlich, dass sowohl sys-
temische als auch bakteriell vermittelte Effekte nachzuweisen sind. Zu den wichtigsten pro-
tektiven Wirkungen von Rutin bzw. Quercetin zählen folgende:


 In einer bereits über 10 Jahre laufenden Humanstudie konnte nachgewiesen werden, dass
Patienten mit schwerer klinischer Manifestation der Colitis ulcerosa durch Gabe einer
Kombination von resistenter Stärke Typ 3 und Rutin in einem Remissionsstadium gehal-
ten werden können. Dieser Effekt ist auf eine Normalisierung der Dysbiose der Mikrobio-
ta und Verbesserung der Barrierenfunkton der Darmschleimhaut zurückzuführen. Außer-
dem wird die Hemmung des Natrium-abhängigen Monocarboxylattransporters-1, die
durch TNF-α   hervorgerufen wird, in der luminalen Plasmamembran der Epithelzellen
aufgehoben. Dadurch wird das Auftreten von akuten Colitisschüben bei den Patienten un-
terbunden. Die Bakterien können wieder Butyrat aus der Fermentation gewinnen, das von
den Kolonozyten resorbiert und verwertet wird (15).


 Rutin unterdrückt über einen systemischen Effekt bei Vorliegen eines apc-Gen-Defektes
die intestinale Karzinogenese. Dieser Befund konnte bei entsprechenden Experimenten
mit apc-Gen defekten Min+/- -Mäusen nachgewiesen werden (16).


 Quercetin übt auch eine protektive Wirkung bei Patienten mit Herzkreislauferkrankungen
aus. Ein kritischer Schritt bei Entzündungsprozessen ist die Anheftung von Leukozyten an
Endothelzellen in Blutgefäßen; sie leitet die Infiltration von Leukozyten an Orten der Ge-
fäßschädigung ein. An diesem Prozess sind mehrere Adhäsionsproteine beteiligt. Eines
der wichtigsten ist dabei das intrazelluläre Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1). Die Bildung
von ICAM-1 wird vor allem durch den inflammatorischen Tumornekrosefaktor TNF-α in-
duziert. Die daraus resultierende erhöhte ICAM-1-Konzentration hat maßgeblichen Ein-
fluss auf die Entwicklung der Arteriosklerose und des Rheumatismus. Quercetin vermin-
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dert sowohl die ICAM-1-Konzentration als auch den ICAM-1-mRNA- Spiegel in huma-
nen Endothelzellen (17). Ein Anstieg der ICAM-1-Expression, der durch Tumorzellen
bewirkt werden kann, erleichtert auch die Metastasierung.
 Im Zentralen Nervensystem fördern Flavonoide die synaptische Plastizität, das Ge-


dächtnis und die kognitiven Fähigkeiten (18)). Quercetin triggert z. B. c-AMP-abhängige Ge-
ne von Nerven, die in ihrer Promotorregion als Enhancer Element eine spezifische Basense-
quenz enthalten (c-AMP Response Element, CRE). Über den Transkriptionsfaktor CREB (c-
AMP Response Element Bindingprotein) kann dadurch der MAPK- (Mitogen Aktivierte Pro-
teinkinase) Weg ( ERK2, JNK1, p38) aktiviert werden. Das führt zu einer Expression von
Überlebens- (c-Fos, c-Jun) und Abwehrgenen (Phase II detoxifizierende Enzyme, Glutathion-
S-Transferase). Sie üben eine Schutzfunktion auf das Gehirn aus und verhindern den Unter-
gang von Neuronen (19).


Buchweizen ist zu Unrecht als Grundnahrungsmittel in den Hintergrund gedrängt worden.
Gerade in heutiger Zeit, wo die Überwindung des global zunehmenden Übergewichtes der
Menschen eine zentrale gesellschaftliche Aufgabe ist, sollte auf dieses wertvolle Nahrungs-
mittel, das viele Eigenschaften aufweist, die die Gesunderhaltung fördern, nicht verzichtet
werden. Durch seinen Reichtum an Rutin ist Buchweizen eine vorzügliche Quelle für das po-
tentielle bioaktive Aglykon Quercetin, das zahlreiche zelluläre Signalübertragungen modellie-
ren kann.


Abb. 1: Buchweizen
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Flavonoide - Gewinnung aus den Trestern gekelterter roter Weintrauben


Vorbemerkung
Der Weinanbau, die Weingewinnung gehören zum ältesten menschlichen Kulturgut. Schon
aus der Antike ist Rotwein als wichtiges Getränk bekannt. Zur damaligen Zeit stellte Wein
nicht das Genussmittel von heute dar, sondern war vielmehr ein Getränk, dem man stärkende
und heilende Wirkung zusprach.


So war beispielsweise römischen Legionären der Weinkonsum ausdrücklich vorgeschrie-
ben, und von Hippokrates (460 - 377 v.Chr.) wurde der Wein therapeutisch als Beruhigungs-
und Schlafmittel, bei Herz-Kreislauf-Störungen und selbst bei Augenerkrankungen eingesetzt.


Die Nützlichkeit des Weines wird auch im Neuen Testament überliefert. Im 1. Brief an
Thimotheus schreibt der Apostel Paulus (Kap. 5 Vers 23):


„Trinke nicht mehr Wasser, sondern brauche ein wenig Wein
um deines Magens willen, und weil du oft krank bist.“


Plutarch (46-120 n.Chr.), der griechische Dichter und Philosoph, beschrieb den Wein auf
diese Weise:


„Der Wein ist unter den Getränken das nützlichste,
unter den Arzneien die schmackhafteste und


unter den Nahrungsmitteln das angenehmste.“
Und William Shakespeare schrieb:


”Wein macht das Gehirn sinnig, schnell und erfinderisch,
voll von lebenden, feurigen und ergötzlichen Gedanken”.


Um die ersten widersprüchlichen Studien über die Wirkung von Rotwein auf Herz-Kreislauf-
Erkrankungen vergleichbar zu machen, hat in den 80er Jahren die WHO in vielen Ländern der
Erde ein wissenschaftliches Untersuchungsprogramm durchgeführt. Im MONICA-Projekt
(World Health Organisation Multinational Monitoring of Trends and Determinants of Car-
diovascular Disease) wurden die Ernährungsgewohnheiten und die HK-Mortalität (Herz-
Kreislauf Mortalität) in verschiedenen Ländern der Welt verglichen. Die HK-Mortalität
nimmt in Europa von Nord nach Süd ab. Als Maß für die Ernährungsgewohnheiten der Be-
völkerung wurde der tägliche Verbrauch an Milchfett in Kalorien verglichen und der HK-
Mortalität gegenübergestellt. Zu den Ergebnissen wurden  von französischen Forschern diffe-
renzierte Aussagen getroffen [1]. Aus diesen epidemiologischen Untersuchungen ergibt sich,
dass die Häufigkeit der Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Europa und selbst innerhalb Frank-
reichs von Norden nach Süden abnimmt. Auf Grund des täglichen Verzehrs von Milchfett in
Frankreich, vergleichbar mit dem in Deutschland, müssten die Franzosen auch die gleiche
Häufigkeit an Herz-Kreislauf-Erkrankungen haben. Das ist aber nicht der Fall, die Sterblich-
keitsrate ist in Deutschland etwa doppelt so hoch. Allgemein wird das Phänomen von Medizi-
nern und Ernährungsphysiologen als „French Paradoxon“ bezeichnet. Der Nord-Süd Abfall
bei den Herz-Kreislauferkrankungen wird auf den höheren Verzehr von Obst/Gemüse, Fisch,
Olivenöl, und auf den Genuss von Wein, insgesamt die „mediterrane Ernährung“, in den süd-
lichen Ländern Europas zurückgeführt.
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In der Abbildung 1 wird der direkte Zusammenhang zwischen Milchfett-Verzehr und der
Sterblichkeit an Herz-Kreislauf-Erkrankungen dargestellt:


Abb. 1: Epidemiologische Studie über den Zusammenhang von Herz-Kreislauf-Mortalität und Verzehr von
Milchfett in Europa


Hinweise auf die besondere Wirkung des Rotweins hinsichtlich einer Prophylaxe bei Herz-
Kreislauf-Erkrankungen lieferte ein ungewöhnliches Tierexperiment, das vor fast dreißig
Jahren von amerikanischen Forschern durchgeführt wurde. Sie fütterten 48 männliche Kanin-
chen mit typisch amerikanischer Kost, teilten die Tiere in 6 Gruppen und gaben an die Tiere
außerdem Wasser, Bier, Whisky, Ethanol, Weiß- und Rotwein zur Ernährung hinzu.


Nach 3 Monaten wurden die Kaninchen geschlachtet und die Arterien genauer untersucht.
Im Vergleich zu Wasser (= 100 %) und den anderen alkoholischen Getränken erwies sich,
dass die Wein trinkenden Kaninchen die geringsten Schädigungen/Ablagerungen (40-67 %)
an den Gefäßwänden hatten [2].


Abb. 2: Schädigung der Arterien bei Kaninchen durch alkoholische Getränke
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In den letzten Jahrzehnten haben sich Chemiker, Biochemiker, Pharmakologen und Mediziner
der besonderen Wirkung des Weines zugewandt und mit modernen Methoden der jeweiligen
Wissenschaft viele neue Erkenntnisse zusammengetragen.


Im Ergebnis dieser umfangreichen Forschungsarbeiten zeigte sich aus in vitro Untersu-
chungen, dass die Inhaltsstoffe der roten Weintraube ein antioxidatives Potential aufweisen. Die
Inhaltsstoffe aus roten Weinbeeren wirken weiterhin:


- kardioprotektiv durch ACE-Hemmung [4-6],
- antimikrobiell (antibakteriell, fungizid, antiviral),
- immunomodulierend und antiinflammatorisch,
- anticancerogen [7-11]
- antiallergene Wirkung, anti-Histamin-Wirkung,
- antidiabetisch.


Wesentliche Hauptinhaltsstoffe des Extraktes aus gekelterten roten Weinbeeren sind vorran-
gig Phenole und polyphenolische Verbindungen. Diese aktiven Verbindungen lassen sich ver-
schiedenen Substanzklassen zuordnen, wie den Phenolen und Phenolsäuren, Zimtsäurederiva-
ten, den Flavonoiden / Flavononen / Flavonolen (insbesondere Flavonole), den Anthocyanen
den Catechinen, und essentiellen Ölen. Diese bioaktiven Substanzen zählen zu den sekundä-
ren Pflanzenstoffen, die als Abwehrmechanismen der Pflanzen gegen mikrobiellen Befall,
Insekten und Pflanzenfresser gebildet werden. Die Verteidigungsstoffe der Pflanze häufen
sich deshalb besonders in Zellen der äußeren Schichten oder Geweben an [3].


Entwicklung eines Extraktionsverfahrens
Die wertvollen sekundären Pflanzenstoffe sind aus den  Schalen der roten Trauben zu gewin-
nen. Die Schalen von Obst- und Gemüsepflanzen bestehen hauptsächlich aus Strukturen mit
Zellulosecharakter. In der Regel sind die Inhaltsstoffe in den Zellulosepflanzenzellen einge-
schlossen und müssen sozusagen aus den Zellwänden freigelegt werden.


Um einen Extrakt aus roten Weintrauben mit einem hohen Gehalt an Polypheno-
len/Bioflavonoiden zu gewinnen, sind mehrere Aspekte von besonderer Bedeutung. Einmal
ist die Rebsorte auszuwählen, die einen hohen Gehalt an Bioflavonoiden hat. Zweitens hän-
gen die Gehalte an Bioflavonoiden von den Standorten der Rebsorte ab.


Um die geeignete rote Rebsorte aus deutschen Anbaugebieten zu ermitteln, haben wir eine
größere Anzahl deutscher Weine verschiedener Rebsorten von unterschiedlichen Standorten
auf ihren Polyphenolgehalt untersucht.
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Abb. 3: Gehalt an phenolischen Gruppen in verschiedenen deutschen Weinen bestimmt nach FOLIN-
CIOCALTEU in Gallussäure-Einheiten (GAE) in mg GAE/l


Auf Grund dieser Ergebnisse haben wir uns auf die Extraktion von gekelterten Trauben des
Spätburgunders und dem Standort Heilbronn in Baden-Württemberg konzentriert.


Weiterhin ist zu berücksichtigen, welche Trester roter Weintrauben wir zur Extraktion ein-
setzen. Unter Berücksichtigung der Technologie der Rotweinherstellung, ist klar, dass man
die Trester aus der Rotweingewinnung nicht benutzen darf. Durch die Maischegärung wird
der überwiegende Teil der Inhaltsstoffe den Trestern entzogen. Wir haben deshalb nur Trester
der roten Weintrauben für unsere Extraktgewinnung eingesetzt, die aus der Weißherbsther-
stellung stammen.


Mit diesen gekelterten roten Weintrauben haben wir umfangreiche Extraktionsversuche
durchgeführt, um ein Maximum an Bioflavonoiden zu gewinnen. Die Extraktion sollte scho-
nend erfolgen, um die Inhaltsstoffe nicht durch die thermische Belastung zu zerstören und
auch die natürliche Glycosidstruktur der Inhaltsstoffe sollte erhalten bleiben.


Wir führten vielfältige Versuche zur Extraktion durch, bei der die Temperatur, das Lö-
sungsmittel, die Extraktionsdauer variiert wurden. Schließlich wurde ein Percolationsverfah-
ren mit Isopropanol als Lösungsmittel favorisiert. Wir haben so ein schonendes Verfahren zur
Gewinnung eines naturbelassenen Extraktes aus roten Weintrauben entwickelt.


Abb. 4: Zeitlicher Verlauf der Extraktion von Rotweintrestern mit Isopropanol bei Raumtemperatur, Bestimmung
des  Polyphenolgehaltes  nach FOLIN-CIOCALTEU
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Die Abbildung 4 zeigt, dass die Extraktionsdauer sehr lang ist. Eine optimale Ausbeute erhal-
ten wir nach ca. 20 Tagen der Percolation. Natürlich ist für die Wirtschaftlichkeit des Verfah-
rens auch von Bedeutung welche Menge an Extrakt zu gewinnen ist.


Abb.5  Extraktmenge aus gekelterten Trestern von Spätburgundertrauben. Ernte 2008


In der Abbildung 5 ist die Menge an isoliertem Extrakt in Abhängigkeit von der Extraktions-
dauer dargestellt. Es zeigt sich, dass nach ca. 20 Tagen die übliche Extraktmenge von ca. 4 %
gewonnen wird.


Zusammenfassend ist festzustellen, dass es der Firma PROTEKUM nach mehrjähriger
Forschungs- und Entwicklungsarbeit gelungen ist, ein schonendes Verfahren zur Gewinnung
eines naturbelassenen Extraktes aus roten Weintrauben zu entwickeln.


Unser Extrakt enthält [12]:
 Die Anthocyane ‒ Cyanidin, Delphinidin, Pelargonidin
 die Flavonoide ‒ Myricetin, Quercetin, Kämpferol und Catechin
 die Phenolcarbonsäuren Gallussäure, Protecatechusäure, p-Hydroxybenzoesäure,


Vanillinsäure, Kaffeesäure, Syringasäure, Ferulasäure,
 als Minorkomponente das Resveratrol.


Die Inhaltsstoffe liegen, wie in der Weinrebe, weitgehend als Glycoside vor.
Für alle diese Stoffe ist charakteristisch, dass sie phenolische Gruppen enthalten. Den Ge-


halt an Polyphenolen in unserem Extrakt bestimmen wir nach FOLIN-CIOCALTEU. Diese
Gallussäureeinheiten (GAE) geben auch das antioxidative Potential des Extraktes wieder.


Durch das von uns entwickelte spezielle Extraktionsverfahren enthält unser Extrakt dar-
über hinaus noch


 7,5 % Weinkernöl mit hohem Anteil (40 %) von cis18:2
 216, 2 mg/100 g -Tocopherol
 2,7  mg/100 g -Tocopherol
 351,4 mg/100 g -Tocopherol-acetat.


Vorteile des Verfahrens
Dieses Extraktionsverfahren zeichnet sich aus durch Gewinnung eines qualitativ hochwerti-
gen naturbelassenen Extraktes:
 mit den Glycosiden der Bioflavonoide,
 mit einem hohen Gehalt an oben charakterisierten Polyphenolen,
 mit einem Anteil an Traubenkernöl und Vertretern des Vitamin E.
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Nachteile des Verfahrens
Aus nachstehenden Gründen ist der Preis des Extraktes aus gekelterten roten Weintrauben
relativ hoch und bringt daher Wettbewerbsnachteile:
 Verwendung des brennbaren Lösungsmittels Isopropanol und damit verbunden not-


wendige Schutzmaßnahmen (Explosionsschutz) bei der Extraktion und beim Ein-
dampfen des Extraktes,


 extrem lange Extraktionsdauer,
 hoher energetischer und technischer Aufwand zur Rückgewinnung des Lösungsmit-


tels.
Aufgrund dieser Tatsachen soll ein neues Verfahren zur Isolierung der Inhaltsstoffe der roten
Weintraube entwickelt werden, welches auf den Einsatz eines organischen, brennbaren Lö-
sungsmittels verzichtet.


Entwicklung eines neuen, biotechnischen Verfahrens zur Gewinnung eines Ex-
traktes aus gekelterten roten Weintrauben
Das zu entwickelnde Verfahren soll auf biotechnischer Basis arbeiten und folgende Kriterien
erfüllen:
 Enzymatischer Aufschluss der Zellwände der roten gekelterten Weintrauben (Trester)
 Extraktion mit Hilfe von Wasser unter Variation der Temperatur
 Festtstofftrennung in wässrigem Milieu.


Der Hauptbestandteil der Traubenschalen ist wie bereits erwähnt die Cellulose. Dabei handelt
es sich um ein unverzweigtes Polymer aus Glucoseeinheiten, die durch β-1,4-Bindungen mit-
einander verknüpft sind. Die enzymatische Spaltung durch Cellulasen ist ein komplexer Vor-
gang, der in drei Schritten abläuft:


1. Endo- β-1,4-glucanasen greifen die β-1,4-Bindungen innerhalb des   Makromoleküls
gleichzeitig an und erzeugen große Kettenabschnitte


2. Exo- β-1,4-glucanasen spalten vom Ende der Kette her das Disaccharid Cellobiose ab
3. β-Glucosidasen hydrolysieren Cellobiose unter Bildung von Glucose.


Durch diese „Auflösung“ des Cellulose-Gerüstes können die darin gebundenen Polyphenole
schließlich in die wässrige Umgebung austreten.


Zum Einsatz kommen dabei drei verschiedene Cellulasen, die sich hinsichtlich Aktivität
und Komplex unterscheiden:


C1: Trichoderma viridae lyop. (fest)


C2: Trichoderma viridae (flüssig)


C3: Cellulase penicillium (fest)


Die hier eingesetzten Cellulase-Systeme wurden jedoch alle methodisch gleich unter definier-
ten Standardbedingungen untersucht, um die Einwaagen der verschiedenen Versuchskolben
hinsichtlich der Enzymaktivität  konstant zu halten.
Die ermittelten Aktivitäten sind folgende:


C1: 3060 U/g,


C2: 750 U/g,


C3: 12993 U/g.


Ausschlaggebend für den biotechnischen Aufschluss sind allerdings die Komplexe/Systeme
der Cellulasen. Das Cellulase-System besteht aus wenigstens drei Enzymen: Endoglucanasen,
Exoglucasen und β-Glucosidasen. Daneben sind häufig Hemicellulasen oder auch andere En-
zyme wie Pectinasen, Xylanasen, Amylasen usw. enthalten. Letztendlich sind bei konstanten
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„Aktivitätseinwaagen“ und Umgebungsbedingungen ausschließlich die verschiedenen En-
zymkombinationen für unterschiedliches Aufschlussverhalten verantwortlich.


Ein weiterer Einflussfaktor auf die zu wählenden Konzentrationen sind die unterschiedli-
chen spezifischen Aktivitäten der drei Cellulasen. Infolgedessen müssen die Einwaagen für
vergleichbare Aktivität wie folgt gewählt werden:
C1: Trichoderma viridae (fest), 3060 U/g wird als „Vergleichscellulase“ mit Faktor 1 ange-
setzt; somit ergibt sich für
C2: Trichoderma viridae (flüssig), 750 U/g mit 3060/750 der Faktor 4,08 und für
C3: Cellulase penicillium (fest), 12993 U/g mit 3060/12993 der Faktor 0,24.
Um die Einwaagen schließlich in vertretbarem Rahmen zu halten wird von Cellulase C1 eine
Menge von 1g eingesetzt, von C2 somit 4,08g und von C3 0,24g.
In das Untersuchungsprogramm wurden Cellulasen einbezogen.


Bei den Cellulasen kommt es darauf an, die breite Palette der kommerziellen Enzyme in
einer Art Screening zu erproben. Bei diesem Screening gilt es, ein unkompliziertes System zu
entwickeln, um die Konzentration der Inhaltsstoffe der roten Weintrauben während des Auf-
schlusses zu bestimmen und in kurzer Zeit einen hohen Probendurchsatz zu ermöglichen. Da-
für bieten sich photometrisch analytische Verfahren an.


Die Laboruntersuchungen hatten zum Ziel, das Maximum der Freisetzung der Inhaltsstoffe
der roten Weintraubenschalen zu finden.


Für die Untersuchungen wurden 100 g Trester von roten Weintrauben eingesetzt und mit
200 ml destilliertem Wasser vermischt.


Der pH-Wert ist zu kontrollieren und, wenn nötig, in den sauren Bereich zwischen pH 3
und 5 einzustellen.


Die jeweilig festgelegte Cellulasemenge wird in den Kolben gebracht. Anschließend wird
der mit einem Gärröhrchen verschlossene Kolben in den Schüttelinkubator gebracht. Unter
Einhaltung des Temperaturoptimums und zur Vergleichbarkeit mit den Hefeversuchen wird
dieser auch hier auf 50 rpm und 35°C programmiert.


Die Dauer der Versuche ist auf 6 Stunden festgelegt. Die enzymatische Reaktion wird
durch Erhitzen der Proben, des Laborversuchsmaterials auf 100 °C beendet.


Im Laufe der Versuchsdauer  sind 1, 2, 4 und 6 Stunden nach Versuchsstart Proben gezo-
gen. Diese werden abzentrifugiert und 1ml vom klaren Überstand in Eppendorfcups pipettiert.
Zur Verdünnung und Stabilisierung wird jeweils 1ml einer 50%-igen Isopropanollösung zu-
gegeben.


Als Screening werden die Extinktionen der Gärproben im UV/VIS-Spektralphotometer
ausgemessen. Somit können Verlauf und Erfolg des Aufschlusses kontrolliert und verglichen
werden.
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Abb. 6: UV/VIS Absorption während des Aufschlusses mit Cellulase C1


Diese Abbildung zeigt, dass nach einer Aufschlusszeit von fünf Stunden mit Cellulase C1
kein weiterer Anstieg der Extinktionen mehr erfolgte und somit die Zeit des Abbruches nach
sechs Stunden für alle weiteren Aufschlüsse mit Cellulasen beizubehalten war.


Die Proben der sich anschließenden Versuche mit Cellulase C2, Trichoderma viridae (flüs-
sig), und C3, Penicillium, lagen hinsichtlich ihrer Extinktionen im selben Bereich.


Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach FOLIN-CIOCALTEU lieferte keine zu-
friedenstellenden Ergebnisse:


Abb. 7:  Polyphenolgehalt der Versuchsreihen mit Cellulasen C1, C2 und C3
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Es ist zu erkennen, dass alle Aufschlüsse mit Cellulasen in ihrem Gehalt an Polyphenolen
nicht wesentlich höher als bei der Extraktion mit Isopropanol sind. Hinzu kommt, dass Cellu-
lasen im Allgemeinen sensibler auf Umgebungsbedingungen reagieren (z.B. pH-Wert) und
auch in ihrem Anschaffungspreis sehr teurer sind. Außerdem ist zu bedenken, dass die Reste
der Cellulasen nach Beendigung der Reaktion als Proteinbruchstücke in dem Extrakt verblei-
ben.


Aufgrund dieser genannten Nachteile wurden keine weiteren Versuchsreihen mit Cellula-
sen durchgeführt.


Zusammenfassung
Nach den verschiedenen Untersuchungen zur Gewinnung eines Extraktes aus gekelterten ro-
ten Weintrauben ist festzustellen, dass das Verfahren unter Verwendung von Isopropanol als
Lösungsmittel, zwar wegen der explosionsgeschützten Technologie großen Aufwand erfor-
dert, jedoch ein sehr sauberes, naturbelassenes Produkt liefert. Dieser Extrakt ist sicherlich
relativ problemlos als Nahrungsergänzungsmittel einsetzbar.


Der biotechnische Aufschluss der Rotweintrester mit Hilfe von Cellulasen liefert hinsicht-
lich der Ausbeute keinen besonderen Vorteil. Der Nachteil ist der Verbleib von Proteinrück-
ständen im Extrakt. Die zwar inaktiven Cellulasebruchstücke, lassen den Einsatz des Extrak-
tes als Nahrungsergänzungsmittel deshalb als fragwürdig erscheinen.
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