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1. Finleitung 1

1. Einleitung

Flavonoide und Phenolsduren stellen mit Tausenden bisher identifizierten Einzelsubstanzen die
grofite und bedeutendste Gruppe der sekundéren Pflanzenstoffe dar (Herrmann, 1993). In den
letzten Jahren riickten die sekundédren Pflanzenstoffe und besonders die Klasse der Polyphenole
verstarkt in das Interesse der Wissenschaften. Als iiberzeugend gelten die Ergebnisse
verschiedener Untersuchungen, die zeigen, dass eine obst- und gemiisereiche Erndhrung und
somit eine ausreichende Aufnahme dieser Polyphenole vor verschiedenen Krankheiten schiitzen
konnen (Block et al., 1992; Freudenheim et al., 1996; Braga et al., 1997; Witte et al., 1997; Smith-
Warner et al., 2000). Heute werden vor allem die Flavonoide intensiv untersucht, da einige ihrer
Vertreter starke antioxidative Wirkungen zeigen und sich sowohl in vitro als auch in
Tierversuchen als antikanzerogen erwiesen haben (Huang et al., 1992 und Rice-Evans, 2001).
Polyphenole sind in Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs weit verbreitet und tragen dort zur
Farb- und Geschmacksbildung bei (Herrmann, 1989, Haslam et al., 1988). Man findet sie in hoher
Konzentration in der Schale und den Zwischenmembranen der Pflanzen. Bei sehr ungleicher
Verteilung in der Pflanze fungieren die Polyphenole als Sekunddrmetaboliten in verschiedenster
Weise, wie etwa als Farb- und Lockstoffe, Antioxidantien oder als FraBlschutz. Der Begriff
Polyphenole benennt eine breite Gruppe von Stoffen, die auf der Grundstruktur des Phenols
aufgebaut sind. In dieser Gruppe werden die Flavonoide und die Phenolséduren zusammengefasst.
Zu dieser Stoffgruppe werden auch die in geringerem Malle in pflanzlichen Lebensmitteln
vorkommenden Lignane, Lignine und Cumarine gezahlt. Die Flavonoide leiten sich vom Flavan-
Grundgeriist (2-Phenyl-benzodihydropyran) mit zwei Benzolringen (A und B) und einem
heterozyklischen Ring (C) ab (siche Abbildung 1). Durch Modifizierungen an diesem

Grundgeriist entstehen die ca. 6000 bisher bekannten Flavonoide.

Abb. 1: Das Flavan-Grundgertist (2-Phenylchroman) der Flavonoide
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Flavonoide lassen sich in die sechs Subklassen Flavone, Flavonole, Flavanone, Flavan-3-ole
(Catechine), Isoflavone und Anthocyanidine unterteilen (Bors et al., 1990) (siche Abbildung 2).
Die Vertreter der Flavonoide sowie die strukturell von ihnen abgeleiteten Anthocyanidine gehoren
zur groBen Gruppe der Phenylpropane. Sie zéhlen neben den Phenolsduren, Carotinoiden,

Alkaloiden, Terpenoiden und Glucosinolaten zu den am weitesten verbreiteten Pflanzenphenolen.

Flavones Flavonols

OH OH
HO o} HO o .

OH O OH
Flavanones Catechins

HO. O@
s
Z oH
H
Anthocyanidins Isoflavones

Abb. 2: Ubersicht der grundlegenden Unterklassen der Flavonoide basierend auf Variationen am
heterocyclischen C-Ring (Hollman und Katan, 1999)

Die Flavonoide bilden davon die grofite und auch die bedeutendste Gruppe der Sekundir-
metaboliten in Pflanzen. Die groe Zahl an Einzelsubstanzen beruht vor allem auf den
unterschiedlichen Glykosydierungsmustern (Kiithnau, 1976; Herrmann, 1993; Middleton et al.,
1994; Harborne et al., 2000).

Einerseits ldsst sich ihre grofe Differenziertheit auf die Kombination mit unterschiedlichen
Substituenten zuriickfiihren. Dabei handelt es sich vornehmlich um Hydroxylierung und/oder
Methylierung der drei Ringe sowie Art, Anzahl und Anordnung verschiedener moglicher
Glycoside. Andererseits liegt die enge Verwandtschaft der unterschiedlichen Flavonoide im
gemeinsamen Biosyntheseweg in der Pflanze begriindet (Hollman et al., 1997; Bors et al., 1992;

Agullo et al., 1996; Bravo, 1998; Berhow und Vaughn, 1999).
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Mit dem Begriff ,,Phenolsduren werden Hydroxyzimtsduren und Hydroxybenzoesiduren
zusammengefasst. Diese Phenolsduren liegen oft verestert vor z.B. mit organischen Sduren (z.B.
Chinasdure) oder mit Zuckern (z.B. Arabinose). Der am héufigsten vorkommende
Hydroxyzimtsdureester ist Chlorogenséure, die aus Kaffeesdure und Chinasdure gebildet wird.
Wichtige Hydroxybenzoesduren sind z.B. Vanillinsdure oder Gallussdure (siche Abbildung 3).

Die Hydroxyzimtsédure, die in Getreide (vor allem in Vollkorn) dominiert, ist Ferulasdure

Hydroxyzimtsauren Hydroxybenzoesiuren
R, Rq
CQOH
HO 74 HO COOH
Rj R

p-Cumarsiure Ry =H, R;=H Gallussdure Ry = CH, &, =OH
Ferulasaure Ry = H, R, = OCH, Protocatechusiure Ry = OH, R;= H
Sinapinsaure Ry = OCH; R;= OCH, Syringasiure Ry = OCH;, Ry= OCH,
Kaffeesaure Ry=H R;=0H Vanillinsaure Ry = OCH; R;=H

Abb. 3: Ubersicht der grundlegenden Klassen der Phenolsiuren (Watzl und Rechkemmer, 2001).

Die Berechnung der téglichen Aufnahme von Polyphenolen ist auf eine genaue Beschreibung der
Erndhrungsweise und auf die Kenntnis der genauen Polyphenolgehalte der verzehrten
Lebensmittel angewiesen. Daher ist die Berechnung der téglichen Aufnahme von Polyphenolen
oft schwer zu bestimmen. Durch Ungenauigkeiten bei der Erndhrungserhebung und in den
verwendeten Lebensmitteldaten konnen Zufuhrberechnungen oft mit erheblichen methodischen
Fehlern behaftet sein. Biomarkermessungen werden deshalb als sinnvolle Alternative bzw.
notwendige Ergiinzung fiir die Uberpriifung postulierter Effekte am Menschen angesehen.

Die Untersuchung von Polyphenolen und anderen Antioxidantien im Blutplasma stellt somit eine
geeignete Methode dar, um den Versorgungszustand mit diesen Nahrungsinhaltsstoffen zu
erfassen. Aufgrund fehlender Daten zu den verschiedenen Polyphenolen in einer Plasmaprobe
sind Wechselwirkungen interessierender Polyphenole jedoch noch sehr wenig untersucht und
bestehende Untersuchungen beriicksichtigen meist nur einzelne Polyphenole oder ganz bestimmte

Unterklassen der Flavonoide oder Phenolsduren.
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Der Bedarf an sensitiven Methoden zur simultanen Bestimmung wichtiger Vertreter der fiinf
Flavonoid-Unterklassen (Catechine, Flavonole, Flavanone, Flavone, Isoflavone) und beider
Phenolsdure-Unterklassen (Hydroxyzimtsduren und Hydroxybenzoesduren) aus geringen
Plasmavolumina sowie die Notwendigkeit zur Fortsetzung weiterfithrender Humanstudien wird in

der Literatur jedoch wiederholt betont (Robbins, 2003; Merken und Beecher, 2000).

Daher ist das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung

e ciner sensitiven, validierten Methode zur Aufarbeitung von Lebensmitteln, Blutplasma,
Erythrozyten und Urinproben

e bei gleichzeitiger Bestimmung von 14 Flavonoiden aus 5 Subklassen sowie 6

Hydroxybenzoesduren und 3 Hydroxyzimtsduren mit Einsatz geringer Probevolumina.

Dariiber hinaus soll diese Methode angewendet werden, um

e die ausgewihlten Polyphenole als Aglykon bzw. als freie Sdure im Humanplasma im Rahmen
der BVS II — Studie qualitativ und quantitativ zu untersuchen und zu bewerten,

e die Gehalte ausgewdhlter Polyphenole in Plasma von Teilnehmerinnen einer Fall-Kontroll-
Studie zu pramenopausalem Brustkrebs im Rahmen der EPIC-Studie zu priifen und mogliche
Effekte auf das Brustkrebsrisiko zu untersuchen,

e die Apigeninkonzentration im Plasma, in den Erythrozyten und im Urin zu ermitteln sowie die
interpersonelle Variation fiir Apigenin bei elf gesunden Probanden im Rahmen einer

Absorptionsstudie zu bestimmen und die Bioverfiigbarkeit von Apigenin zu testen.

AbschlieBend soll untersucht werden, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen den
Plasmawerten der Flavonoide, Phenolsduren, der Carotinoiden, Tocopherole, Vitamin C und den
anthropometrischen ~ sowie  soziookonomischen = Daten  besteht.  Die  ermittelten

Plasmakonzentrationen werden kritisch gepriift und im thematischen Zusammenhang diskutiert.
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2. Polyphenole

2.1  Biosynthese
Die Biosynthese der Polyphenole findet im Cytoplasma der Zelle statt (siche Abbildung 4). Im

Phenylpropanstoffwechsel wird L-Phenylalanin (aus dem Shikimisdureweg) unter trans-
Eliminierung von der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (E.C. 4.3.15) zur frans-Zimtsdure
desaminiert (Schuster und Retey, 1995). Mit Hilfe der Zimtsdure-4-Hydroxylase (E.C. 1.14.13.11)
kann die trans-Zimtsdure zur trans-4-Cumarsiure hydroxyliert werden, die dann durch die 4-
Cumarat-CoA Ligase (E.C. 6.2.1.12) in einer Mg”/ATP-abhingigen Reaktion zu 4-Cumaroyl-
CoA umgesetzt wird. In einigen Pflanzen konnen weitere Hydroxyzimtsduren auf diesem Weg
synthetisiert werden (Ehlting et al., 2001; Rechner et al., 2001; Foley et al., 1999). Durch eine der
B-Oxidation der Fettsduren analoge Reaktionsfolge konnen Hydroxybenzoesduren aus den
Hydroxyzimtsduren resultieren (Croft, 1998). Die aktivierten Ester der Phenolsduren bilden
Vorstufen fiir Flavonoide und andere Sekundirmetabolite, wie z.B. Lignane (siche Abbildung 4).
Die Flavonoidbiosynthese beginnt mit der schrittweisen Kondensation von 4-Cumaroyl-CoA mit
drei Malonyl-CoA. Dabei entsteht durch Einwirkung von Chalkonsynthase (E.C. 2.3.1.74) und
unter Decarboxylierung ein lineares Tetraketid, das unter Claisen-Kondensation zum priméren
Reaktionsprodukt Naringeninchalkon zyklisiert (Heller und Forkmann, 1993; Forkmann und
Heller, 1999). Das entstehende Chalkon zyklisiert zu (2R/S)-Naringenin und wird durch die
Aktivitit der Chalkonisomerase (E.C. 5.5.1.6) spezifisch zu (2S)-Naringenin umgesetzt (Pelletier
et al., 1997). (2S)-Flavanon ist dann Ausgangssubstanz fiir weitere Flavonoide (siche Abbildung
4). Das Hydroxylierungsmuster an den Ringen A und B wird von Flavonoidhydroxylasen
reguliert. (Martens und Forkmann, 1999; Martens et al., 2001). Wiahrend eine 2-Oxoglutarat-
abhingige Flavonol-6-Hydroxylase den A-Ring hydroxyliert (Anzellotti und Ibrahim, 2000), wird
der B-Ring Cytochrom-P450-abhéngig von Flavonoid 3',5'-Hydroxylase (E.C. 1.14.13.21) und
Flavonoid-3'-Hydroxylase hydroxyliert (Forkmann und Heller, 1999). Diese Dihydroflavonole
konnen schlieflich entweder von der Flavonolsynthase (FLS) zu Flavonolen oxidiert werden oder
es kann der Weg iiber die Leucoanthocyanidine zu den Anthocyanen eingeschlagen werden

(Turnbull et al., 2004).
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Abb. 4: Grundziige der Biosynthese von Polyphenolen (Rechner et al., 2001)

2.2 Vorkommen

Flavonoide werden bei Mikroorganismen und Algen nur sporadisch gefunden. Im Pflanzenreich
treten sie bei Moorpflanzen (Bryophyta) und Farnpflanzen (Pteridophyta) hdufig auf, bei den
Samenpflanzen (Spermatophyta) sind sie ubiquitdr verbreitet. Der tierische und menschliche
Organismus kann sie jedoch nicht bilden. Die Bildung der hellgelben Flavonolglykoside ist von
der Lichtzufuhr abhingig, sodass es nicht erstaunt, dass diese Substanzgruppe hauptsédchlich in
der Schale von Friichten vorgefunden wird. Flavonoide liegen in pflanzlichen Lebensmitteln
hauptsdchlich konjugiert vor, wobei Mono- (Genistin = 7-O-BGlucopyranosylgenistein) oder
Disaccharide (Rutin = Quercetin-3-Rutinosid), meist B-glykosidisch an das Aglykon gekniipft
sind. Der Glykosidanteil liegt iiberwiegend in Form von Glucose, Galactose oder Rutinose vor.

Man findet 3-glykosid, oft aber auch 7-glykosid oder 4’-glykoside. Von manchen Flavonoiden



2. Polyphenole 7

sind auch C-glykoside bekannt, z.B. Apigenin 6-C-glucosid-7-O-(6"-caffeoyl)-glucosid (Krauze-
Baranowska und Cisowski, 1995). Die Glykosidierung der Flavonoide erhdht ihre
Wasserloslichkeit und stabilisiert sie gegeniiber Licht und enzymatischen Abbauvorgingen
(Salunkhe et al., 1990; Aherne und O’Brien, 2002). Die einfachen Phenolséduren sind in der
Pflanzenwelt sehr weit verbreitet. Natiirliche Quelle fiir Polyphenole in der menschlichen
Erndhrung sind pflanzliche Lebensmittel, Obst- und Gemiiseprodukte, oder Getrinke, Wein und
Tee. Lebensmittel mit besonders hohen Flavonoidgehalten sind z.B. Apfel, Zwiebeln, Brokkoli,
Aprikosen, Kirschen, Johannisbeeren, griiner Kopfsalat, griiner Tee und Rotwein (Linseisen et al.,
1997; Radtke et al., 1998; Herrmann, 1988; Herrmann, 1990; Hertog et al., 1992; Duthie et al.,
2000; Hollman und Arts, 2000; Béhm et al., 1998; Bohm, 2000; Schieber et al., 2001).

Auffallend ist die Tatsache, dass bestimmte Flavonoidsubklassen bevorzugt in bestimmten
Pflanzengruppen vorkommen. Die Flavone Apigenin und Luteolin sind hauptsédchlich in Kriutern
und Doldengewichsen (Apiaceae) zu finden (Herrmann, 1995). Die Flavanone Naringenin oder
Hesperetin, deren Glykoside Naringin (Naringenin-7-O-rhamnoglucosid) und Hesperidin
(Hesperetin-7-O-rutinosid) aufgrund ihres Bittergeschmacks bekannt sind (McIntosh und Mansell,
1997), kommen in hohen Konzentrationen fast ausschlieflich in Zitrusfriichten, Orangen oder
Grapefruit, vor (Kanaze et al., 2004). Isoflavone, etwa Daidzein und Genistein, sind nur in
bestimmten pflanzlichen Lebensmitteln zu finden. Es handelt sich hierbei im Wesentlichen um
Sojaprodukte (Bravo, 1998; Verkasalo et al., 2001). Hohe Konzentrationen an Anthocyanidinen
treten z.B. in Beerenfriichten oder in Kirschen auf (Herrmann, 1990; Hékkinen et al., 1999).
Flavan-3-ole (Catechine und dessen Derivate) kommen insbesondere in griinem Tee, Rotwein und
in Obst (z.B. Apfeln) vor (Del Rio et al., 2004; Yang et al., 2000). Die Proanthocyanidine,
oligomere Catechinderivate, findet man genauso wie die monomeren Catechine in Apfeln und
Rotwein (Treutter, 1995; Wittig et al., 2002).

Flavonole sind in fast allen Pflanzen, v.a. in Obst und Gemiise, enthalten, wobei Quercetin und
Kémpferol bzw. deren Glykoside die am héufigsten vorkommenden Flavonole sind (Herrmann,
1988; Hertog et al., 1993). Es existiert zwar derzeit eine grole Anzahl an Veroffentlichungen zum
qualitativen und quantitativen Polyphenolgehalt vieler Pflanzen und Lebensmittel, doch die
wenigen verfligbaren allgemeingiiltigen Daten in der Literatur sind erst kiirzlich erstellt worden.
Einige Flavonoidgehalte pflanzlicher Lebensmittel sind in Datenbanken zusammengefasst worden
(Linseisen et al., 1997; USDA Database, 2003; Manach et al., 2004).

Uber die Phenolsiuregehalte ausgewihlter Nahrungsmittel pflanzlichen Ursprungs liegen kaum
Daten vor. Die bekannten Gehalte sind bisher lediglich fiir einzelne Pflanzen oder einzelne
Phenolsduren dargestellt worden. So dienen als Quelle fiir viele Hydroxybenzoesduren

hauptséchlich Kernobst, Beerenobst und Niisse (v.a. fiir Ellagsdure). Protocatechusdure und
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Gentisinsdure kommen als Metabolite der Salicylsdure vor oder werden mit Wein zugefiihrt.
Vertreter der Hydroxyzimtsduren kommen in nennenswerten Mengen in Gemiise, Getreide oder
Kaffee vor. Trotzdem sind umfassende Datenbanken {liber die Gehalte an Hydroxybenzoesiduren
und Hydroxyzimtsduren in verbreiteten Lebensmitteln erst in wenigen Untersuchungen erfasst
worden (Herrmann, 1989; Radtke et al. 1998).

Da die Flavonoidkonzentrationen innerhalb einer Pflanzenart von vielen Parametern wie z.B.
Genotyp der Pflanze und Bodentyp des Standortes, Witterung und Jahreszeit, Reifegrad und
GroBe der Friichte sowie Behandlungs- und Lagerungsbedingungen beeinflusst werden,
unterliegen die entsprechenden Daten teilweise groBen Schwankungen (Hertog et al., 1992;
Hollman und Arts, 2000; McIntosh und Mansell, 1997; Linseisen und Wolfram, 1997; Crozier et
al., 1997).

2.3  Reaktionen von Polyphenolen in Lebensmitteln

Die Flavonoide und vor allem ihre Oxidationsprodukte, die Chinone, sind sehr reaktive Stoffe. Sie
konnen mit anderen Stoffgruppen wie Proteinen und Kohlenhydraten sowie innerhalb der eigenen
Stoffgruppe unterschiedliche Reaktionen eingehen. Wéhrend der gesamten Lagerungsdauer vor
dem Verzehr der Lebensmittel, wie auch spiter wiahrend der Aufarbeitung der Plasmaproben,
unterliegen die Polyphenole durch enzymatische und nicht-enzymatische oxidative Reaktionen
standigen Verdanderungen (Macheix et al., 1991). Beginnend bei der Zerstorung der Zellen durch
Mahlen und Entsaften der Friichte und der damit verbundenen Freisetzung der Polyphenole,
stellen diese Substanzen potentielle Reaktionspartner fiir andere Inhaltsstoffe dar, was die Qualitét
des Produktes beeinflussen kann oder die Polyphenole in metabolischen Reaktionsschritten
intrinsisch weiter umwandelt. Daher unterscheidet sich die Zusammensetzung der Polyphenole in
den Friichten, aus denen sie hergestellt wurden, immer von der Zusammensetzung der Fruchtséifte
und von der Verteilung der Polyphenole im Plasma. Gleichwohl koénnen sich Zusammensetzung
und Gehalte an Flavonoiden und Phenolséuen in den verschiedenen Obstprodukten untereinander
in Abhéngigkeit von der Art ihrer Herstellung und ihrer Lagerungsdauer stark unterscheiden.
Diese Verdnderungen der Polyphenole in Fruchtsidften beeinflussen nicht nur die Qualitit des
Produktes, sondern sicherlich auch ihre biologischen Eigenschaften wie die Bioverfiigbarkeit und
die antioxidative Kapazitit. Durch Reduktion der Carboxylgruppe der Hydroxyphenolsduren
beispielsweise konnen die entsprechenden Aldehyde und Alhohole entstehen, z.B.
Coniferylalkohol aus Ferulasdure sowie Vanillin und Vanillylalkohol aus 3-Methoxy-4-
hydroxybenzoeséure. Die cis-o-Cumarsédure kann nach Freisetzung aus ihren Glykosiden spontan

cyclisieren und stellt somit die Vorstufe zu den aromaaktiven Cumarinen dar (siche Abbildung 5).
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Abb. 5: Cyclisierung der freien cis-o-Cumarséure

Die ortho-Chinone sind wichtige Reaktionszwischenstufen der Polyphenole und vermdgen
sowohl mit Polyphenolen als auch mit anderen organischen Saftinhaltsstoffen zu reagieren, wie in

den Abbildungen 6 und 7 dargestellt wird.
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Abb. 6: Reaktionen von o-Chinonen mit Polyphenolen

Die enzymatische oder nicht enzymatische Bildung von o-Chinon ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt aller ankniipfenden Reaktionen. Enzyme, die Polyphenole
oxidieren konnen, werden als Polyphenoloxidasen (PPO) bezeichnet. Die Reaktionen der

dargestellten primdren Reaktionsprodukte sind aufgrund der Vielfalt der Ausgangsstoffe sehr
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komplex, fiihren aber in den meisten Féllen zu hoheren Polymeren mit brauner Farbe (z.B.
Theaflavin, Epitheaflavinsdure). Die wichtigsten Reaktionensmechanismen der Flavonoide

konnen daher in folgende Gruppen eingeteilt werden:

* Enzymatische Oxidation (Mostoxidation)

* Nichtenzymatische Reaktionen (Kondensation, Polymerisation)
* Polyphenol-Protein Bindung

* Polyphenol-Polysaccharid Bindung

Enzymatische Oxidation

Die enzymatische Oxidation umfasst sowohl enzymatische (katalysiert durch PPO’s wie Laccase
oder Tyrosinase) als auch nicht enzymatische Redoxreaktionen (Abbildung 7). Die Startreaktion
ist die durch Enzyme katalysierte Oxidation zum o-Chinon, wihrend die Reaktionen, die
schlieBlich zur Bildung von braunen Pigmenten fithren, hauptsidchlich nichtenzymatischer Natur
sind. Die Mostoxidation ist die Hauptursache der Abnahme des Polyphenolgehaltes wéhrend der
Herstellung eines Fruchtsaftes. Die titigen Enzyme weisen dabei eine besonders hohe Affinitit zu
Hydroxyzimtsdureverbindungen, vor allem zu Kaffeesdure-Derivaten, auf, wihrend die
Flavonoide weniger schnell umgesetzt werden. Neben der Oxidation von o-Diphenolen zu o-
Chinonen konnen Polyphenoloxidasen auch die Hydroxylierung eines Monophenols wie
Cumarsédurederivate, Phloretinderivate oder Pelargonidinderivate zu einem o-Diphenol
katalysieren. Bei ausreichender Enzymaktivitit und ausreichendem Polyphenolgehalt ist der
limitierende Faktor einer enzymatischen Oxidation hauptsichlich die Sauerstoffkonzentration in

einer Losung.

Gekoppelte Oxidation

Das Chinon ist ein starkes Oxidans und kann durch Reduktionsmittel, wie L-Ascorbinsdure oder
andere Reduktone, wieder reduziert werden. Sind diese allerdings verbraucht oder nur in geringer
Konzentration vorhanden, besteht die Moglichkeit, mit einem anderen o- oder p-Diphenol
(,,Gekoppelte Oxidation®) zu reagieren (Abbildung 7). Durch diese Reaktion kénnen auch
Polyphenole, die keine oder schlechte Substrate fiir Polyphenoloxidasen sind, beispielsweise
Procyanidine, oxidiert werden. Die gekoppelte Oxidation zwischen Chinonen und Phenolen lauft

ohne die Katalyse von Enzymen und ohne Sauerstoff ab.
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Abb. 7: Reaktionen von o-Chinonen mit verschiedenen Substanzen (L-Asc. = L-Ascorbinséure,
Dehydroasc. = Dehydroascorbinsdure, AS-NH2 = Aminosdure, Pr-NH2 und Pr-SH = Protein,
Pro-NH = Prolin, R"’-SH = z.B. Cystein, Glutathion, Ox. = weitere Oxidation)
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2.4  Zufuhr von Polyphenolen

Die Aufnahme von Flavonoiden erfolgt hauptséchlich durch Getrdnke, etwa Tee, Kaffee, Kakao,
Fruchtséfte und Wein. Andere wichtige Flavonoidquellen sind Zwiebeln, Friichte, Zitrusfriichte,
Gemiise, Gewlirze und Soja (Kiithnau, 1976).

Die durchschnittliche tégliche Flavonoidzufuhr pro Person in Bayern liegt nach Linseisen et al.
(1997) bei ca. 54 mg, wobei die Anteile bei 12 mg fiir Flavonole, 8 mg fiir Catechine, und 13 mg
fiir Flavanone liegen. Die Hauptquelle fiir Flavonoide in Bayern sind Obst und Obstprodukte.
Flavonole werden vor allem durch Gemiiseprodukte zugefiihrt. Die durchschnittliche tégliche
Phenolsdaurezufuhr pro Person in Bayern betrigt 211 mg. Den groften Anteil dabei hat
Kaffeesdure mit 206 mg/d. Von der Gesamtzufuhrmenge fallen 211 mg/d auf die
Hydroxyzimtsduren und auf die Hydroxybenzoesduren 11 mg/d (Linseisen et al. 1997; Radtke et
al., 1998). Andere Untersuchungen geben die durchschnittliche Flavon- und Flavonolzufuhr in
den Niederlanden mit 23 mg pro Tag an, wobei der Anteil an Quercetin ca. 16 mg pro Tag betragt

(Hertog et al., 1993).

2.5 Resorption und Metabolismus von Polyphenolen

Klinische Studien zur Absorption von Quercetin beim Menschen belegen Resorptionsraten von
anndhernd 1 % (Griffith, 1982). Im Gegensatz dazu zeigten Ratten fiir oral verabreichtes, 14C
markiertes Quercetin eine mit 20 % deutlich héhere Resorption, wobei die Produkte jedoch nicht
weiter untersucht werden konnten. Neuere Studien deuten darauf hin, dass bestimmte
Flavonolglukoside iiber einen aktiven Transport im Diinndarm aufgenommen werden. Bei
Ileostomie-Patienten wurde nach standardisierter oraler Zufuhr von Quercetinglykosiden aus
Zwiebeln eine doppelt so hohe (52 %) Resorption von Quercetin ermittelt wie nach der Aufnahme
von Quercetinaglykon (24 %) (Hollman et al., 1995; Hollman und Katan, 1997). Man nimmt an,
dass Flavonoidglykoside durch die Mikroflora im Dickdarm hydrolysiert werden und die Aglyka
anschlieBenddurch passive Diffusion absorbiert werden. In der Leber glukuroniert, sulfatiert oder
methyliert, werden sie dann mit dem Gallensaft ausgeschieden. In mehreren Untersuchungen
wurde beschrieben, dass oral zugefiihrte Flavonoide bereits im Darmlumen in gewissem Ausmall
einer praabsorptiven Metabolisierung unterliegen konnen. Neben der Laktase-Phlorizin-
Hydrolase, die sich in der Biirstensaummembran befindet und die die B-glykosidische Bindung
von Flavonoidglykosiden zu hydrolysieren vermag, geht bei der Metabolisierung der Polyphenole

also vermutlich von der Darmflora ein durchaus bedeutender Einfluss aus (Gee et al., 2000).
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In der Darmflora des Menschen wurden mehrere Bakterienstimme isoliert (unter anderem
Bakterien der Gattung Clostridium und Eubacterium), die verschiedene Flavonoide und deren
Glykoside bis hin zu den Phenolsduren metabolisieren konnten. Die Bildung dieser
Phenolsdurederivate entsteht durch Spaltung des C-Ringes an den Positionen 1 und 2 sowie 3 und
4 und anschlieBender Dehydroxylierung bzw. Methylierung. Die aus dem B-Ring
hervorgegangenen Spaltprodukte von Quercetin waren vor allem 3-Hydroxybenzoesdure, 3,4-
Dihydroxyphenylessigsdure und 3-(3-Hydroxyphenyl)-Propionsdure (Nielson et al., 1998).
Demzufolge kann man davon ausgehen, dass bei einer hinreichend langen Retention der
Flavonoide im Gastrointestinaltrakt bei gleichzeitigem Vorhandensein einer intakten Darmflora
ein betrachtlicher Teil der Flavonoidglykoside und der Flavonoidaglyka zu Phenolsiduren
umgewandelt werden konnen (Heilmann und Merfort, 1998a; Heilmann und Merfort, 1998b). Die
postabsorptive Metabolisierung der Polyphenole findet iiberwiegend in der Leber und den
Diinndarm-Mukosazellen statt. Die Flavonoid-Metabolite und -Konjugate werden teilweise von
der Leber aus dem Darm partiell riickresorbiert und unterliegen somit dem enterohepatischen
Kreislauf. Mittels der enzymatischen Aktivitdt der Mukosazellen kdnnen resorbierte Stoffe in
einem sogenannten ,,First-Pass-Effekt* verandert werden. In einer Absorptionsstudie an Ratten,
deren Diinndarm mit einer quercetinhaltigen Losung behandelt wurde, konnte bereits gezeigt
werden, dass in den Mukosazellen eine intensive Glukuronidierung, Sulfatierung und
Methylierung des Flavonolaglykons stattfindet. Mehr als 95 % des Quercetins und der Quercetin-
Metabolite lagen in konjugierter Form vor. Auf der apikalen und der basolateralen Seite wurden
dann eben diese Konjugate detektiert. Eine Beteiligung der Leber bei der Synthese dieser
Verbindungen konnte ausgeschlossen werden (Crespy et al., 1999). Boulton et al. (1999) priiften
die Metabolisierung von Quercetin an humanen Hepatokarzinomazellen. Nach Akkumulation von
Quercetin in den Zellen konnten sie die Entstehung eines durch O-Methylierung verdnderten
Metaboliten nachweisen und als Isorhamnetin identifizieren.

All diese Untersuchungen sprechen dafiir, dass Polyphenole zum einen bei der Absorption an der
Darmwand, zum anderen wéhrend der Leberpassage einer Metabolisierung bzw. Konjugation im
Sinne des ,,First-Pass-Effektes” unterliegen (Hollman und Katan, 1997; Manach et al., 1997;
Graefe et al., 1999). Auch Ader et al. (2000) interpretierten ihre Versuchsergebnisse auf diese
Weise.

Spencer et al. (1999) vermuten bei der Absorption von Flavonen und Flavonolen (Glykoside und
Aglyka) in den Enterozyten des Diinndarmes die Aktivitit einer Uridindiphosphat-Glukuronyl-
Transferase. Sie konnten zeigen, dass die Glykoside auch bei fehlender Mikroflora des Darmes
hydrolysiert wurden, was die Existenz endogener Glukosidasen vermuten ldsst. Die

Versuchsergebnisse zeigen, dass beim Vorhandensein von Flavonoiden im Darmlumen
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(vorliegend als Glykoside oder Aglyka) im Pfortaderblut iiberwiegend Flavonoid-Glukuronide
und Flavonoid-Sulfate auftauchen. Direkt nach dem Ubergang ins Blut werden sie dann fast
vollstindig an Plasmaproteine gebunden (Manach et al., 1995; Gugler et al., 1975).

Durch Untersuchungen mit 4C-markiertem Quercetin wurden diese Versuchsergebnisse weiter
unterstiitzt. Dabei wurde Quercetin Humanplasmaproben zudotiert. Nach anschlieBender
Ultrazentrifugation wurde festgestellt, dass sich fiir Quercetin eine Plasmaprotein-Bindung von
99,1 £ 0,5 % ergab.

Bindungsproteine waren hauptsédchlich Albumin und in sehr geringem MafBle auch Glykoprotein
und Very-Low-Density-Lipoproteine. Eine Aufnahme von Quercetin in Erythrozyten wurde durch
Bindung an Plasmaproteine signifikant reduziert (Boulton et al., 1998). Die Ergebnisse von
Fiorani et al. (2003) beleuchten die Absorptionsverhdltnisse von Quercetin in Erythrozyten noch
genauer. Demnach wird Quercetin durch passive Diffusion in menschliche Erythrozyten
aufgenommen. Dieser Prozess wird durch reversible Bindungen des Polyphenols an Himoglobin
angetrieben und unterstiitzt. In Hamoglobin-freien Erythrozyten werden Polyphenole
ausschlieBlich in der Membran angereichert. In beiden Féllen sind gebundene Polyphenole
biologisch aktiv und unterstiitzen die Reduktion extrazelluldrer, oxidativ wirksamer Substrate
durch Mithilfe einer Transplasma-Membran-Oxidoreduktase. In Anwesenheit von Albumin (z.B.
im Plasma) wird die Aufnahme von Quercetin in die Zellen drastisch reduziert. Aber die
Wiederaufnahme von Quercetin in die Zelle, auch in Anwesenheit von Albumin, scheint moglich
zu sein. Es besteht also ein Austausch von albumingebundenem und hdmoglobingebundenem
Quercetin in  Abhédngigkeit von der Erythrozytenanzahl und der Konzentration an
albumingebundenem Quercetin. Die Eliminationshalbwertzeit fiir die Ausscheidung von
Quercetinglukosiden, aufgenommen aus Zwiebeln, betrdgt etwa 24 Stunden. Im Plasma liegt
Quercetin zu 99 % an Albumin gebunden vor. Diese hohe Affinitét erkldrt moglicherweise die
sehr langsame Elimination von Quercetin (Hollman und Katan; 1997, Hollmann et al., 1996). In
einer Ubersichtsarbeit von Griffith wurde der Transport konjugierter Flavonoide und deren
Metaboliten iiber die Galle als ein Hauptweg der Exkretion dargestellt.

Die Untersuchungen bei Ratten mit kanuliertem Gallengang, denen oral oder parenteral radioaktiv
markierte Flavan-3-ole verabreicht wurden, zeigten, dass bis zu 44 % der zugefiihrten Menge als
Flavonol-Konjugate iiber die Galle ausgeschieden wurden (Griffith, 1982). Dabei handelte es sich
hauptsdchlich um die Glukuronide der Polyphenole. Ueno et al. (1983) bestétigten diese Resultate
anhand eines dhnlichen Versuchsansatzes. Oral verabreichtes 14,C-Quercetin wurde innerhalb von
48 h tliber Galle und Urin als Glukuronat- oder Sulfat-Konjugat ausgeschieden. Jedoch scheint die
Elimination {iber die Niere grundsétzlich nur eine untergeordnete Rolle bei der Exkretion von

Polyphenolen zu spielen.
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So wurde beispielsweise in einer Untersuchung mit ileostomierten Testpersonen, denen gebratene
Zwiebeln (entspricht 89 mg Quercetinaglykon) oral verabreicht wurden festgestellt, dass nur etwa
0,5 % der absorbierten Polyphenol-Menge iliber den Harn ausgeschieden wurde (Hollman und
Katan, 1997). Auch Choudhury et al. (1999) legten schlussfolgernd dar, dass die renale Exkretion
der Flavonoide bei der Ratte kein Hauptweg zur Ausscheidung von Quercetin, Isoquercitrin und
Rutin nach deren oraler oder parenteraler Applikation ist. Sie konnten 2,4 % der intravends

verabreichten Menge Quercetin sowie 6,7 % Isoquercitrin und 9,2 % Rutin im Urin wiederfinden.

2.6  Wirkungen von Polyphenolen

Es ist bereits gut erforscht, dass pflanzliche Lebensmittel einen hohen Gehalt an antioxidativ
wirksamen Verbindungen enthalten, die das Risiko flir das Auftreten einer Reihe von
Erkrankungen reduzieren konnen (Block et al., 1992). Als sekundédre Pflanzeninhaltsstoffe werden
somit auch den Polyphenolen eine Reihe physiologischer Wirkungen zugeschrieben.
Experimentelle Untersuchungen zeigen, dass phenolische, antioxidative Lebensmittelinhaltsstoffe
protektive Wirkung gegeniiber den sogenannten ,,free radical diseases®, z.B. Artheriosklerose und
damit verbundenen Herzkreislauferkrankungen oder bestimmten Tumorformen, ausiiben konnen.
Unter den vielen verschiedenen positiven Wirkungen, die fiir Polyphenole postuliert werden,
spielen die antioxidative Wirksamkeit, ihre Aktivitit als Antikanzerogen und ihre
antimikrobilellen Eigenschaften die wohl bedeutendste Rolle in der Diskussion um diese
sekunddren Pflanzenstoffe (Graf und Eaton, 1993; Huang et al., 1992; Wang et al., 1992; Rice-
Evans et al., 1995). Daneben werden auch antithrombotische, antivirale, antiinflammatorische,

immunmodulierende und synergistische Effekte der Polyphenole gepriift.

Die antioxidative Eigenschaft vieler Polyphenole beruht sowohl auf ihrer Wirkung als
Radikalfanger, Chelatbildner fiir Metalle und Oxidationsschutz durch Singulettsauerstoff wie auch
auf ihrer Féhigkeit, durch ihre antioxidativen Eigenschaften die Bildung von kanzerogenen
Nitrosaminen aus der Reaktion von Nitrit mit sekunddren Aminen zu inhibieren (Brandl und
Herrmann, 1984; Shahidi und Wanasundara, 1992). Die Stirke der antioxidativen Eigenschaft von
Phenolsduren héngt in starkem Malle von der Anzahl der Hydroxylgruppen im Molekiil ab.
Kaffeesdure beispielsweise gilt als potenter Inhibitor der Hydroxylradikalbildung bei der
Lipidperoxidation (Morton et al., 2000). Fiir Ellagsdure konnte gezeigt werden, dass sie reaktive
Sauerstoffmolekiile abfangen und dadurch oxidative DNA-Schédden in vitro verhindern kann
(Cozzi et al., 1995). Es wird in vielen Fillen vermutet, dass synergistische Wechselwirkungen fiir
die gesteigerten Effekte verantwortlich sind, die durch die Wirkung der isolierten Phenolsiduren

nicht zu erkléren sind (Onyeneho und Hettiarachchy, 1992).
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Flavonoide nehmen als antioxidative Lebensmittelinhaltsstoffe eine Sonderstellung ein, da sie
aufgrund ihrer chemischen Struktur sowohl in hydrophilen als auch in lipophilen Systemen aktiv
sein konnen (Kiihnau, 1976). Diese Eigenschaft einerseits und ihre enge Verwandtschaft
andererseits stellen die gleichzeitige Analytik verschiedener Polyphenole jedoch vor besondere

Schwierigkeiten.

Die antioxidative Eigenschaft der Flavonoide beruht auf ihrer chemischen Struktur. Aufgrund der
Delokalisation der Ringelektronen sind sie in der Lage, mit Radikalen unter Bildung stabiler,
wenig reaktiver Phenoxyradikale zu reagieren. Die dafiir verantwortlichen strukturellen
Vorraussetzungen sind vor allem die Anwesenheit einer C-C-Doppelbindung zwischen C, und Cs

sowie Hydroxylgruppen an den aromatischen Ringen (Rice-Evans et al., 1996).

Man kennt die antimutagene und antikanzerogene Wirkung natiirlich vorkommender
Phenolsduren, etwa Ellagsdure, Kaffeesdure, Gallussdure und Ferulasdure, bereits gegeniiber
aggressiven Kanzerogenen, wie Nitrosaminen und Mykotoxinen (Mukhtar et al., 1986; Dixit und
Gold, 1986). Als wesentlicher Bestandteil des Mechanismus fiir die antikanzerogene Wirkung der
Phenolsduren werden die Hydroxylgruppen verantwortlich gemacht (Wattenberg, 1985). Bislang
wurde Ellagsdure als Vertreter der Phenolsduren am besten untersucht. In der verfiigbaren
Literatur wurden bisher jedoch noch keine Studien am Menschen durchgefiihrt, in denen die
Phenolsdaureaufnahme und deren FEinfluss auf die Entwicklung verschiedener Krebsarten
untersucht wurden. Am Tiermodell und anhand von in vitro Versuchen wurde jedoch bereits
bestdtigt, dass Phenolsduren die Kanzerogenese sowohl wihrend der Initiation als auch wahrend
der Promotion hemmen konnen (Huang et al., 1988). Dabei werden folgende Mechanismen

hervorgehoben (Wattenberg, 1985; Watzl und Rechkemmer, 2001):

e Hemmung von Phase-I-Enzymen
e  Wechselwirkungen mit dem aktivierten Kanzerogen
e  Wechselwirkungen mit der DNA
e Induktion von Phase-II-Enzymen

e Antioxidative Wirkung
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Zur antikanzerogenen und antimutagenen Wirksamkeit von Flavonoiden gibt es etliche Hinweise
in vivo, sodass eine hohe Aufnahme von Obst und Gemiise fiir ein verringertes Magen-,
Dickdarm- und Brustkrebsrisiko verantwortlich gemacht wird (Hermann et al., 2002). Auch in
tierexperimentellen Versuchen wurde eine antikanzerogene Wirkung von Flavonoiden gegeniiber
Brust-, Dickdarm-, Haut-, Magenkrebs sowie oralen Krebsformen festgestellt (Markaverich et al.,
1988; Fergusson et al., 2004). Da die Entstehung solcher Erkrankungen im Detail noch nicht
geklart ist, man aber von einem multifaktoriellen Geschehen ausgehen muss, werden verschiedene
Mechanismen diskutiert. Durch ihre strukturelle Ahnlichkeit mit Nukleotiden koénnen sich einige
Flavonoide moglicherweise direkt an die DNA anlagern und dadurch Bindungsstellen fiir
Kanzerogene maskieren (Ahmed et al., 1994; Wiltrout und Hornung, 1988). Es wurde auch
herausgefunden, dass Flavonoide aufgrund ihrer Redoxaktivitit DNA-Schidden verhindern
konnen. Sowohl in Leberzellen (HepG2) und menschlichen Lymphozyten, in denen durch
Behandlung mit H,O, DNA-Schidden induziert wurden, als auch in monozytischen Zellen (U-
937), die mit tert-Butylhydroperoxid behandelt wurden, konnten signifikante Effekte festgestellt
werden (Johnson und Loo, 2000).

Die Flavonoide Quercetin, Kdmpferol und Morin kénnen die Aktivitdt von Cytochrom-P450-
abhingigen Monooxygenasen beeinflussen. Die Hemmung solcher Enzyme aus dem Phase-I-
Metabolismus durch Xenobiotika kann eine Aktivierung moglicher Kanzerogene verzogern oder
sogar verhindern. Allerdings sind diese Ergebnisse oftmals dosisabhéngig und moglicherweise
spielen auch synergistische Effekte dabei eine wesentliche Rolle (Siess et al., 1992). Der
protektive Mechanismus vieler Flavonoide, Phase-1I-Enzyme (z.B. Glutathion-S-transferase) zu
induzieren, kann zudem die Entgiftung von Kanzerogenen erh6hen (Hodek et al., 2002).

Fiir Tangeritin und Quercetin konnte in vitro eine dosisabhingige Induktion der Apoptose
nachgewiesen werden, die allerdings auch stark vom verwendeten Zelltyp abhingt (Wie et al.,
1994; Hirano et al., 1996). Zudem konnen Flavonoide in vitro die Proliferation von
Krebszelllinien hemmen, indem sie die Expression von Protoonkogenen vermindern (Csokay et
al., 1997). Einige Flavonoide konnen die Aktivitit bzw. die Wirkung von Ostrogen modulieren.
Daneben beeinflussen Polyphenole (z.B. Isoflavone) durch reversible Hemmung der Aromatase
die Ostrogen-Plasmakonzentration (Yang et al., 2001; Hodek et al.2002). Daher werden Priiparate
auf Basis pflanzlicher Polyphenoler mit Ostrogenen Effekten seit einiger Zeit als potentielle
Nahrungserginzungsmittel gegen Wechseljahresbeschwerden angeboten.

Die Fihigkeit von Flavonoiden, als Antagonisten von Ostrogen zu wirken, hiingt von der Anzahl
und der Position der Hydroxylgruppen ab, wobei eine steigende Zahl von Hydroxylgruppen an
Ring A und B die Hemmwirkung vermindert, wéhrend eine Anordnung in ortho-Stellung die

Hemmwirkung verstirkt (Hodek et al., 2002).
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3. Material, Methoden und Studien

3.1 Material

3.1.1 Reagenzien

Aceton, LiChrosolv (Merck 100020)
2,4-Dinitrophenylhydrazin, purissimum p.a. (Sigma 2630)
Acetonitril, HPLC Ultra Gradient Grade (Baker 9017)
Chloroform, Analysed (Baker)

Dichlormethan, LiChrosolv (Merck 106044)
Enzymatischer Farbtest zur Triglyceridbestimmung (Boehringer 701912)
Essigsdure 100 % (Merck 818755)

Ethanol, absolut, p.a. (Merck 100983)

Kontrollserum Precinorm L (Boehringer 781827)
Kupfersulfat, p.a. (Merck 2790)

L(+)Ascorbinsdure, p.a.(Merck 127)

Methanol, LiChrosolv (Merck 106018)

Natriumacetat, p.a. (Merck 6268)

n-Hexan, LiChrosolv (104391)

ortho-Phosphorsiure 85 % (Merck 573)

Salzsdure, p.a.(Merck 319)

Schwefelsdure 96%, purum (Roth 9316)

Stickstoff 4.8 (Linde)

Sulfatase mit sekunddrerAktivitit: f-Glucuronidase (Sigma S9626)
Thioharnstoff, p.a. (Merck 7979)

Trichloressigsdure, p.a. (Merck 807)
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3.1.2 Standardsubstanzen

Die eingesetzten Standardsubstanzen sind in Tabelle 1 und 2 beschrieben.

Tab. 1: Verwendete Standardsubstanzen fiir die Polyphenolbestimmung

Standardsubstanz Bezugsauelle Reinheit
(-)-Epicatechin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 99 %
(3,3'.4',5,7-Flavanpentol) Nr. E-1753

(-)-Epigallocatechin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 98 %
(3,3',.4',5',5,7-Flavanhexol) Nr. E-3768

(-)-Epigallocatechingallat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 95 %
(3',4',5',5,7-Flavanpentol-3-gallussiureester) Nr. E-4143

(-)-Gallocatechin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 98 %
(3,3',.4',5',5,7-Flavanhexol) Nr. G-6657

(+)-Catechin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 98 %
(3,3'.4',5,7-Flavanpentol) Nr. C-1215

Apigenin Fluka Chemie AG, Buchs CH, 98 %
(5,7,4’-Trihydroxyflavon) Nr. 10798

Daidzein Fluka Chemie AG, Buchs CH, 98 %
(4',7-Dihydroxyisoflavon) Nr. 30405

Ellagsdure (2,3,7,8-Tetrahydroxy-1-benzopyrano | Fluka Chemie AG, Buchs CH, 98 %
[5,4,3]-[1]-benzopyran-5,10- dion) Nr. 45140

Ferulasdure Fluka Chemie AG, Buchs CH, 99 %
(4-Hydroxy-3-methoxyzimtsiure) Nr. 46278

Fisetin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 93 %
(3,3',4',7-Tetrahydroxyflavon) Nr. F50-5

Genistein Fluka Chemie AG, Buchs CH, 98 %
(4',5,7-Trihydroxyisoflavon) Nr. 91955

Gentisinsdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 98 %
(2,5-Dihydroxybenzoesdure) Nr. 14,935-7

Hesperetin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 95 %
(3',5,7-Trihydroxy-4'-methoxyflavanon) Nr. H-4125

Isorhamnetin Roth GmbH, Karlsruhe, 98 %
(3,5,7,4’-Tetrahydroxy-3’-methoxyflavon) Nr. 7589

Kaffeesdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 99 %
(3,4-Dihydroxyzimtsdure) Nr. C-0625

Kéampferol Fluka Chemie AG, Buchs CH, 96 %
(3,4°,5,7-Tetrahydroxyflavon) Nr. 60010

Luteolin Fluka Chemie AG, Buchs CH, 99 %
(3',4',5,7-Tetrahydroxyflavon) Nr. 62696

Naringenin ICN Biomedicals GmbH, Eschwege, 97 %
(4°,5,7-Trihydroxyflavanon) Nr. 102430

p-Cumarsdure Fluka Chemie AG, Buchs CH, 98 %
(4-Hydroxyzimtséure) Nr. 28200

Protocatechusdure Fluka Chemie AG, Buchs CH, 97 %
(3,4-Dihydroxybenzoesdure) Nr. 37580

Quercetin Fluka Chemie AG, Buchs CH, 99 %
(3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavon) Nr. 83370

Salicylsdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 99 %
(2-Hydroxybenzoesiure) Nr. S-5922

Syringaséure Fluka Chemie AG, Buchs CH, 97 %
(4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesiure) Nr. 86230

Vanillinsdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 98 %

(4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure)

Nr. V-2250
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Tab. 2: Standardsubstanzen zur Carotinoid- und Tocopherolbestimmung

Standardsubstanz Bezugsquelle Reinheit
(£)-a-Tocopherol Sigma-Aldrich (3251) 95 %
(+)-y-Tocopherol Sigma-Aldrich (1782) 99 9,
(+)-a-Tocopherylacetat Sigma-Aldrich (3376) 98 %
Canthaxanthin Hoffmann-La Roche, Basel CH, Nr. A 9413781 99 %
Lutein Fluka Chemie AG, Buchs CH, Nr. 95507 90 %
Lycopin Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Nr. L 9879 90 %
o-Carotin Hoffmann-La Roche, Basel CH, Nr. Ro-01-9175/000 97 %
B-Apo-8’Carotinsdureethylester | Hoffmann-La Roche, Basel CH, Nr. A 9520313 97 %
B-Carotin Fluka Chemie AG, Buchs CH, Nr. 22040 97 %
B-Cryptoxanthin Hoffmann-La Roche, Basel CH, Nr. Ro-04-0763/001 98,7 %

3.1.3 Laborgeriite und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage AT 261 DeltaRange (Mettler GmbH, Giel3en)
EDTA-Réhrchen (Monovette®, Sarstedt)

Elektrochemischer Detektor ED 40 (Dionex Softron, Idstein)

HPLC-Degasser Liliput (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Detektor UV/VIS UVD 170 S (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Detektor UV/VIS UVD 340 S (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Dilutor 401 C (Gilson, Villiers le Bel, Frankreich)

HPLC-Probengeber Gina 50 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Pumpe M480 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)

HPLC-Pumpe P 580 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Sampling Injector 231 XL (Gilson, Villiers le Bel, Frankreich)
HPLC-Sdule Luna C18, 4.6 mm x 150 mm, 5 pym (Phenomenex)

HPLC-Sédule Zorbax Eclipse XDB-C18, 3.0 mm x 150 mm, 3.5 pm (Agilent Technologies)

HPLC-Saulenthermostat STH 585 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Software Chromeleon Version 4.32 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Software Chromeleon Version 6.03 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
Kiihlzentrifuge 2K 15 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterrode)

Membranfilter Spartan, (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Mikroréhre mit Verschluss; Sarstedt (Niimbrecht) No./Ref. 72.694

pH-Meter (Wissenschaftlich-technische Werkstétten, Weilheim i. OB)

Photometer UV/VIS Spektrometer Lambda 2S (Perkin Elmer GmbH, Bodenseewerk)
Rotationsverdampfer Rotavapor-R114 (Biichi, Konstanz)

Safe- Lock Tubes 0,5 ml, Eppendorf (Hamburg); No. 0030121.023

S-Monovette ® Blutentnahmesystem 9 ml KE; Sarstedt (Niimbrecht); No. 02.1066.001
SPE-Séule Oasis HLB 1cc; Waters (Milford, Massachusetts); Part No. WAT094225
Temperatur Regulator 832 (Gilson, Villiers le Bel, Frankreich)

Thermostat Haake CH Fisons (Haake Mess-Technik GmbH & Co., Karlsruhe)
Tischzentrifuge Z 200 M/H (Hermle, Wehingen)

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 510 H (Bandelin Electronic GmbH & Co., Berlin)
Ultra-Turax T 25 (Jahnke & Kunkel, Staufen i. Br.)

Vakuumkammer (Macherey-Nagel, Diiren)

Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG, Ziirich/Schweiz)
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3.2 Methoden

3.2.1 Plasmagewinnung

Zur Plasmagewinnung wurde vendses Blut in EDTA-ROhrchen bzw. Serumrdhrchen
(Monovette®, Sarstedt) abgenommen. Nach sorgfiltigem Umschwenken zur vollstindigen
Durchmischung und Abkiihlung wurden die Blutproben 15 Minuten bei 4000 U/min. (1500 g)
zentrifugiert und das Plasma bzw. Serum mittels Pasteurpipette abgenommen. Die Proben
wurden iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt, am folgenden Tag fraktioniert und bei -80°C
gelagert. Bei Lagerung und Transport der Blutproben ins Labor wurden Temperaturen von 4 bis

8 °C nicht uberschritten.

3.2.2 Polyphenolbestimmung in Plasma und Urin mittels HPLC

Es wurden 1 ml Plasma bzw. Urin in ein Reagenzglas gegeben. Dann wurden 110 pl
Natriumacetat (0,78 M) und 100 pl Ascorbinsdure (0,1 M) sowie 100 pl des internen Standards
Fisetin (1934,4 ng/ml; 6,75 mmol/l) zugeben. Nach Zugabe von 232,5 U Sulfatase wurde der
Ansatz am Vortexer griindlich gemischt. AnschlieBend wurde die Probe 30 Minuten bei 37 °C
im Wasserbad inkubiert. Zum Stopp der enzymatischen Reaktion und zur Protonierung der
freien Sduren wurden der Probe 20 pl H;PO, (85%ig) zugeben. Zur Vorbereitung der SPE-
Extraktions-Sdule wurde die Kartusche mit 1 ml Methanol konditioniert und mit 1 ml aqua dest.
equillibriert, wobei die Flussrate 10 ml/min. nicht {iberstieg. Dann wurde die so vorbereitete
Kartusche mit der zuvor priparierten Probe bei einem Fluss von < 2 ml/min. beladen. Die Probe
wurde zunichst mit 1 ml einer Waschldsung (Mischung aus 5% Methanol und 2% Essigsdure in
aqua dest.) bei einem Fluss von < 10 ml/min. aufgereinigt. AnschlieBend wurden die
interessierenden Probebestandteile mit zweimal 1 ml Methanol in einen Spitzkolben eluiert (< 2
ml/min.). Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Dann wurde der
Riickstand in 100 pl Methanol/aquages. (60/40; v/v) aufgenommen und zum Losen am Vortexer
kréftig geschiittelt. Die Losung wurde 3 Minuten bei 12000 U/min. zentrifugiert und der
Uberstand zur Analyse in die HPLC injiziert.

3.2.3 Polyphenolbestimmung in Erythrozyten mittels HPLC

Bei der Bestimmung von Apigenin in Erythrozyten wurden in einem Reagenzglas 4 ml Aceton
vorgelegt. In einem weiteren Reagenzglas wurde zur Hamolyse 1 ml entionisiertes Wasser mit 1
ml Erythrozytensuspension vermischt. Dann wurden der Erythrozytenldsung 100 pl Fisetin

(1934,4 ng/ml) als ISTD und 200 pl Ascorbinsdure (0,1 M) sowie 220 ul Natriumacetatlosung
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(0,78 M) beigefiigt. Die Losung wurde am Vortexschiittler kurz durchmischt. Anschlieend
wurde das Gemisch langsam in das Aceton pipettiert, um das in der Erythrozytenldosung
enthaltene Hidmoglobin auszufillen. Das Gemisch wurde erneut am Vortexer griindlich
durchmischt und dann 5 Minuten lang mit 5000 U/min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber
einen Faltenfilter in ein Reagenzglas mit Schliff abfiltriert und die Extraktion des Sediments mit
Aceton wurde wiederholt. Nach Vereinigung wurden die Uberstinde am Rotationsverdampfer
auf etwa 0,9 ml eingeengt, um sicher zugehen, dass kein Aceton mehr in der Probe vorhanden
ist und somit das im nichsten Schritt beigefiigte Sulfatase-Glucoronidase-Enzymgemisch nicht
prézipitiert. Nachdem der Probe 232,5 U Sulfatase zugegeben worden sind, wurde das System
zur enzymatischen Hydrolyse 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, die Reaktion danach durch
Zugabe von 20 pl o-Phosphorsdure (85%) gestoppt und am Laborschiittler griindlich
durchgemischt. Die an diese Bearbeitungsschritte anschlieBende Festphasenextraktion {iber
SPE-Siulen, die Einengung der Probe am Rotationsverdampfer, die Aufnahme des Riickstandes
in Methanol, die Zentrifugation, die Abfiillung der Losung in das HPLC-Fldschchen, die
Untersuchung mittels RP-HPLC-ECD und die Auswertung entsprechen der fiir Plasma und

Urin beschriebenen Methode.

3.2.4 Polyphenolbestimmung im Lebensmittel mittels HPL.C

Zur quantitativen Bestimmung von Apigenin wurden Petersilienblitter ohne Stiel mit dem
Ultra-Turrax griindlich homogenisiert. 500 mg davon wurden in ein Reagenzglas eingewogen.
Die Proben wurden als Doppelansatz untersucht. Nach einer abgednderten Methode von Mayr
et al. (1995) wurden zu jeder Petersilieneinwaage 5 ml Methanol sowie 100 pl ISTD Fisetin-
Losung (1934,4 ng/ml) zugegeben und die Probe am Laborschiittler sorgfiltig vermischt.
Danach wurden die Reagenzgldser mit einem Stopfen verschlossen und fiir 30 Minuten zur
Extraktion ins gekiihlte Ultraschallbad gestellt. Nach Beendigung der Extraktion wurde der
Ansatz 10 Minuten bei 4 °C mit 5000 U/min. zentrifugiert und der Uberstand durch einen
Faltenfilter in ein Schraubverschlussreagenzglas iiberfiihrt. Nach einer modifizierten Methode
von Hertog et al. (1992) wurden die Proben nach Zugabe von 5 ml Salzsdure (2,4 M) zur
Saurehydrolyse fiir 2 Stunden auf 90 °C im verschlossenen Reaktionsgefdall im Trockenschrank
erhitzt. Nach dem Abkiihlen der Losungen wurden die in Reagenzgldser umgefiillten Proben
erneut zentrifugiert (4 °C, 5000 U/min., 10 min) und membranfiltriert (0,45 um). Die Losung
wurde in einem 10 ml Messkolben auf Volumen gebracht, von welchem 100 pl in ein HPLC-
Flaschchen pipettiert wurden. Die Untersuchung mittels RP-HPLC-ECD und die Auswertung

entsprechen der Methode von Plasma und Urin.
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3.2.5 HPLC-Bedingungen

Pro Einspritzung wurden 30 pl des Probenextraktes injiziert. Als Elutionsmittel wurde in
Anlehnung an die Methode von Maiani et al. (1997) ein Gemisch aus entionisiertem Wasser
(pH = 2,07) und Methanol verwendet. Das entionisierte Wasser war mit o-Phosphorsiure
angesduert. Die genaue Beschreibung der HPLC-Bedingungen und das Gradientenprogramm

gehen aus Tabelle 3 und Tabelle 4 hervor.

Tab. 3: Gradientenprofil der HPLC-FlieBmittel zur Polyphenolbestimmung

Zeit (min) 0 I5 50 65 109 110 115 120
FlieBmittel A (%) 100 82 75 60 44 0 0 100
FlieBmittel B (%) 0 18 25 40 56 100 100 0

Flussrate pl/min

400

Tab. 4: HPLC-Bedingungen zur Bestimmung der Polyphenole

Parameter

Bedingungen

HPLC-Séulen

Vorsdule

Probenschleife

Fliessmittel A

Fliessmittel B

Flussrate
Saulentemperatur
Detektoren:

UV-DAD: (Wellenldngen)

ECD: (MeBspannung)
Laufzeit

Luna C18, 4.6 mm x 150 mm, 5 um

Zorbax Eclipse XDB-C18, 3.0 mm x 150 mm, 3.5 um
Eclipse XDB-C8 Narrow-Bore, Spm (2.1 mm x 12.5 mm)
250 pl

Bidest. Wasser / Phosphorsdure (99,9/0,1; v/v)

Methanol

0,4 ml/min

60°C

225 nm (Flavanole, Isoflavone, Phenolsduren)
287 nm (Flavanone)
360 nm (Flavonole, Flavone)

+ 1100 mV (Gleichspannungsamperometrie)
120 min
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Identifikation

Die qualitative Bestimmung der Polyphenole erfolgte anhand ihrer Retentionszeiten im
Vergleich mit den Standardsubstanzen sowie iiber den Vergleich der UV-Spektren des Analyten
in der Probe mit dem UV-Spektrum der Standardsubstanz. Typische Chromatogramme von
Standardsubstanzen der Flavonoide und Phenolséuren sowie der Analyten in Plasmaproben sind

in den Abbildungen 8 und 9 dargestellt.
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Abb. 9: HPLC-Chromatogramm einer Humanplasma-Probe mit zugesetzten Referenzstandards
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Quantifizierung

Die quantitative Bestimmung der enthaltenen Polyphenolmenge (Cx) erfolgte anhand der
Methode des internen Standards (ISTD) iiber die Menge des zugesetzten internen Standards
(Cistp), der Peakflache des Analyten (Ax), der Peakflache des internen Standards (Ajstp) und
der ermittelten Responsefaktoren (Rfx). Die Responsefaktoren (siche Tabelle 16) wurden mit
Standardsubstanzen mit Hilfe der Software Microsoft Office Excel 2000 Version 9.0 nach

folgender Formel berechnet:

A C
fo — 114STD . C X
X ISTD

Zur Berechnung der Responsefaktoren wurden die Standardsubstanzen doppelt eingespritzt und
der Mittelwert aus beiden fiir die Berechnungen verwendet. Aus den resultierenden
Responsefaktoren wurden die Mittelwerte gebildet.

Die Peakflichen wurden mit Hilfe der Software Chromeleon Version 4.32 (Gynkotek GmbH,
Germering/Miinchen) integriert. Die entsprechenden Konzentrationen wurden mit Excel nach

folgender Formel errechnet:

A
C, = - 'fo'C1STD

X
ISTD

Jede Probe wurde in Doppeleinspritzung gemessen. Die resultierenden Mittelwerte und die
entsprechenden Konzentrationen wurden mit Excel berechnet und in Nanomol pro Liter

(nmol/l) angegeben.

3.2.6 Carotinoid- und Tocopherolbestimmung im Plasma mittels HPLC

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte nach einer modifizierten Methode von Hess et al. (1991).
Das FlieBmittel wurde nach der Methode von Ito et al. (1987) bereitet. Die Analyse der
Carotinoide und Tocopherole erfolgte mittels HPLC unter den in Tabelle 5 angefiihrten

Bedingungen.
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Tab. 5: HPLC-Bedingungen der Carotinoid- und Tocopherolbestimmung in Plasma

Parameter Bedingungen

HPLC-Saule Ultraspher ODS, C;s, 4,6 x 150 mm, Beckmann, Miinchen
HPLC-Vorséule Ultraspher ODS, C;s, 4,6 x 150 mm, Beckmann, Miinchen
FlieBmittel Acetonitril/Dichlormethan/Methanol 7/2/1 (v/v/v) - isokratisch
Flussrate 1200 pl/min

Saulentemperatur | 18°C

Wellenldnge 292 nm fiir Tocopherole, 450 nm fiir Carotinoide

Laufzeit 19 Minuten

Identifikation

Die qualitative Bestimmung der Carotinoide und Tocopherole erfolgte anhand ihrer
Retentionszeiten im Vergleich mit Standardsubstanzen. Typische Chromatogramme der
Standardsubstanzen sowie der Analyten in Plasmaproben sind in den Abbildungen 10 bis 13
dargestellt. Mit der verwendeten HPLC-Methode konnten Lutein und Zeaxanthin nicht getrennt
werden. Die ermittelten Lutein-Konzentrationen beinhalten deshalb auch immer die nicht

gesondert berechneten Zeaxanthin-Konzentrationen, deren Menge sehr gering ist.
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Abb. 10: HPLC-Chromatogramm der Carotinoide als Standardmischung unter den oben
beschriebenen Geriteparametern (ISTD = 3-Apo-8 -carotinsdureethylester)
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Abb. 11: HPLC-Chromatogramm der Carotinoide im Plasma unter den oben beschriebenen

Geriteparametern (ISTD = 3-Apo-8 -carotinsdureethylester)
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Abb. 12: HPLC-Chromatogramm der Tocopherole als Standardmischung unter den oben

beschriebenen Gerdteparametern (ISTD = (+)-a-Tocopheryl-acetat)
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Abb. 13: HPLC-Chromatogramm der Tocopherole im Plasma unter den oben beschriebenen

Geréateparametern (ISTD = (+)-a-Tocopherylacetat)
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Quantifizierung
Die quantitative Bestimmung der enthaltenen Carotinoid- und Tocopherolmenge (Cx) erfolgte

anhand der Methode des internen Standards (ISTD). Mit Standardsubstanzen wurden die

Responsefaktoren (sieche Tabelle 6) mit Excel nach folgender Formel berechnet:

A
fo — jjTD . CCx
ISTD

X

Zur Berechnung der Responsefaktoren wurden die Standardsubstanzen doppelt eingespritzt und

der Mittelwert aus beiden fiir die Berechnungen verwendet.

Tab. 6: Standardsubstanzen und Responsefaktoren der Carotinoide und der Tocopherole

Standardsubstanz Rfx

v-Tocopherol 0,154
a-Tocopherol 0,293
Lutein 1,014
Canthaxanthin 1,042
Cryptoxanthin 1,066
Lycopin 2,594
o-Carotin 1,679
B-Carotin 1,418

Die Peakfldchen wurden mit Hilfe der Software Chromeleon Version 4.32 (Gynkotek GmbH,
Germering/Miinchen) integriert. Die entsprechenden Konzentrationen wurden mit Excel nach

folgender Formel errechnet:

A
Cx = * 'fo 'CISTD

ISTD

Jede Probe wurde in Doppeleinspritzung gemessen. Die resultierenden Mittelwerte und die
entsprechenden Konzentrationen wurden mit Excel berechnet und in mikromol pro Liter

(umol/l) angegeben.
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Wiederfindung und Reproduzierbarkeit

Durch Zudotieren der Standardsubstanzen zu Plasmaproben (n=5) derselben Person wurden bei
doppelter Einspritzung durchschnittliche Wiederfindungsraten von 92 % fiir Lutein/Zeaxanthin,
99 % fiir Canthaxanthin, 107 % fiir Cryptoxanthin, je 96 % fiir a-Carotin und B-Carotin, 102 %
fiir y-Tocopherol und 94 % fiir a-Tocopherol ermittelt. Die Reproduzierbarkeit wurde mit
Plasmaproben (n=7) iberpriift. Mit den ermittelten Variationskoeffizienten von 4,52 % fiir
v -Tocopherol, 4,44 % fiir a -Toco-pherol, 4,76 % fiir Lutein, 3,83 % fiir Canthaxanthin, 2,54 %
fiir Cryptoxanthin, 4,47 % fiir Lycopin, 4,48 % fiir a -Carotin und 4,54 % fiir B -Carotin ergab

sich eine gute Reproduzierbarkeit.

3.2.7 Vitamin C-Bestimmung im Serum

Die Vitamin C-Bestimmung im Serum erfolgte nach der Methode von Lowry et al. (1943), die
in der VERA-Studie von Kiibler et al. (1992) beschrieben wurde. Zur Qualititskontrolle wurde
bei jeder Probenanalyse ein Standard mitgefiihrt. Dazu wurden 10 mg Ascorbinsédure in 100 ml
TCA gelost. Diese Stammlosung wurde mit TCA 1/10 verdiinnt. 400 ul dieser Verdiinnung
wurden mit 600 pl TCA versetzt, kréftig geschiittelt und wie die Proben analysiert (3-fach-
Ansatz). Die Extinktion der Proben wurde bei einer Wellenldinge von 520 nm am Photometer
gegen Melschwefelsdure gemessen. Die Extinktion des Blindwertes wurde von den
Extinktionen der Proben und der Kalibrierstandards subtrahiert. Die Extinktion der
Kalibrierlosungen wurden gegen deren Konzentrationen aufgetragen und die Kalibriergerade
durch lineare Regression ermittelt. Fiir Vitamin C wurde eine Wiederfindungsrate von 101,6 %
und ein Variationskoeffizient von 0,7 % ermittelt, indem Standardsubstanzen zu Plasmaproben
(n=7) zugesetzt und nach dem oben beschriebenen Verfahren untersucht wurden (Linseisen

1999).
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3.3 Studien

3.3.1 Bayerische Verzehrsstudie I1

Die Bayerische Verzehrsstudie II ist eine reprdsentative Querschnittsstudie von in
Privathaushalten lebenden, deutsch sprechenden Personen in Bayern. Das Gemeinschaftsprojekt
wird von der Arbeitsgruppe Humanerndhrung und Krebspriavention in Zusammenarbeit mit dem
Lehrstuhl fiir Wirtschaftslehre des Haushalts der Technischen Universitit Miinchen-
Weihenstephan durchgefiihrt. Im Auftrag der Technischen Universitit Miinchen ist NFO
Infratest Gesundheitsforschung Miinchen fiir die Stichprobenplanung und -ziehung, die
Entwicklung der Erhebungsinstrumente (in Zusammenarbeit mit der TU Miinchen), die
Feldarbeit sowie die Datenaufbereitung (Datenerfassung, Datenpriifung, Datengewichtung und
Grundauswertung) zustindig. Das Projekt wird mit Mitteln des Bayerischen Staatsministeriums
fiir Gesundheit, Erndhrung und Verbraucherschutz finanziert. Fiir die Durchfithrung der Studie
liegt ein positives Votum der zustdndigen Ethikkommission vor. Ankniipfend an die Nationale
Verzehrsstudie (1985-1988) und die erste Bayerische Verzehrsstudie (1995) soll in der zweiten
Bayerischen Verzehrsstudie (2002/2003) anhand einer reprédsentativen Stichprobe das
Erndhrungsverhalten in Bayern untersucht werden. Um dieses Studienziel zu erreichen und
darauf basierend Richtlinien fiir gezielte Maflnahmen zur Vorbeugung erndhrungsbedingter
Erkrankungen zu erarbeiten, werden ergédnzend zu der Erhebung des Erndhrungsverhaltens in
gleichzeitig gewonnenen Blutproben Nihrstoffe und Biomarker fiir chronische Krankheiten

gemessen.

Die Ziehung der Stichproben erfolgte durch ein dreistufiges Random-Route-Verfahren. Der
personliche  Erstkontakt ~wurde durch  Mitarbeiter der Firma NFO Infratest
Gesundheitsforschung Miinchen hergestellt. Dabei wurden in einem computergestiitzten Erst-
Interview allgemeine Daten zur Person, soziookonomische und anthropometrische Daten sowie
Antworten auf spezielle Fragen zu Erndhrungswissen und -einstellungen erfasst. Innerhalb von
vier Wochen nach diesem Erstkontakt wurde jede Person dreimal telefonisch kontaktiert, um
computergestiitzt und damit standardisiert mit Hilfe der Software EPIC-SOFT 24-Stunden-
Erinnerungsprotokolle iiber die Erndhrung am jeweiligen Vortag (zwei Werktage, ein
Wochenend- oder Feiertag) aufzunehmen. Die Auswertung der erhobenen Daten hinsichtlich
Lebensmittelaufnahme und Nahrstoffzufuhr erfolgte, im Anschluss an die Feldphase, an der TU
Miinchen. Zusitzlich dazu wurde von jedem volljdhrigen Studienteilnehmer eine Blutprobe

innerhalb von sechs Wochen nach dem Erstkontakt erbeten. In dem jeweils zustindigen
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Gesundheitsamt wurden den Personen dazu kurze Fragebogen ausgehindigt und
anthropometrische Messungen durchgefiihrt.

Die Grundgesamtheit der Bayerischen Verzehrstudie II umfasst alle, zum Zeitpunkt der
Stichprobenziehung in bayerischen Privathaushalten lebenden, deutschsprechenden Personen
ménnlichen und weiblichen Geschlechts, die zum Zeitpunkt der Erhebung (September 2002 bis
Juli 2003) zwischen 14 und 80 Jahre alt waren. Die Teilnehmerrate der Studie betrug 71 % (n =
1050). Von diesen nahmen 1008 Personen aus 42 bayerischen Gemeinden an den telefonischen
24-Stunden-Erinnerungsprotokollen iiber ihre Erndhrung am Vortag teil. Alle Erwachsenen
(élter als 18 Jahre), die wenigstens ein 24-Stunden-Erinnerungsprotokoll vollendet hatten (n =
879) wurden zu einem Blutabnahmetermin eingeladen. Von diesen nahmen wiederum 65 % (n
= 568) an der Blutabnahme teil. Fiir diese Arbeit wurden alle Plasmaproben auf ihre Gehalte an
Polyphenolen, Carotinoiden, Tocopherolen und Vitamin C hin untersucht und statistisch
ausgewertet. Wichtige Kenndaten dieses Studienkollektives sind Tabelle 7 zu entnehmen. Das
Korpergewicht wurde ohne Schuhe gemessen und als fixe Variable fiir Kleidung wurde 1 kg
vom gemessenen Wert abgezogen. Die Messung der Korpergrofe erfolgte ebenfalls ohne
Schuhe. Aus den beiden vor Ort gemessenen Werten wurde der Body-Mass-Index (BMI =
Korpergewicht in kg / Quadrat der Korpergrofle in m) berechnet. Fiir beide Messungen wurden

jeweils geeichte Messgerdte verwendet.



3. Material, Methoden und Studien

32

Tab. 7: Verteilung der soziodemographischen und anthropometrischen Variablen (Mean + SD,

Minimum und Maximum in Klammern) des Studienkollektives (BV'S II)

Gesamt (n =568) Miénner (n =243) Frauen (n = 325) p- Wert'
n % n % n %
Altersgruppen < 0,001
18 — <30 58 10,2 23 9,5 35 10,8
30 — <40 130 22,9 44 18,1 86 26,5
40 — <50 125 22,0 41 16,9 84 25,8
50 — <65 157 27,6 81 333 76 23,4
> 65 98 17,3 54 22,2 44 13,5
BMI - Gruppen 0,005
Untergewicht 7 1,2 1 0,4 6 1,8
Normalgewicht 229 40,3 81 33,3 148 45,5
Ubergewicht 218 38,4 110 453 108 33,2
Adipositas 114 20,1 51 21,0 63 19,4
WHR - Gruppen* < 0,001
"< 0,85 /"< 1,0 404 72,1 203 83,9 201 63,2
>0,85/%>1,0 156 27,9 39 16,1 117 36,8
Rauchstatus <0,001
Nichtraucher 294 51,9 98 40,3 196 60,5
Ex-Raucher 133 23,5 72 29,6 61 18,8
Raucher 140 24,7 73 30,0 67 20,7
Schichtzugehorigkeit 0,184
Unterschicht 79 13,9 32 13,2 47 14,5
Untere Mittelschicht 137 24,1 58 23,9 79 243
Mittelschicht 177 31,2 74 30,5 103 31,7
Obere Mittelschicht 120 21,1 47 19,3 73 22,5
Oberschicht 55 9,7 32 13,2 23 7,1
Alter (Jahre) 48,5+ 15,3 51,3+15,7 46,4 + 14,5 < 0,001
(19 -81) (19 - 80) (19 -81)
Gewicht ~ (kg) 75,6 +15,1 83,3+ 13,9 699+ 134 < 0,001
(43,3 -126,7) (52,4-126,7) (43,4 -121,7)
GriBe (cm) 168,2 + 8,7 174,7+ 7,1 163,3+6,4 < 0,001
(135,5-198,0) (155,0—198,0) (135,5-181,5)
BMI (kg/mz) 26,7+5,0 273+4.2 26,2 +5,5 0,014
(16,6 — 50,5) (16,8 —43,2) (16,6 — 50,5)
WHR* 0,88 + 0,86 0,94 £ 0,07 0,83 £0,07 < 0,001
(0,68 —1,10) (0,76 — 1,10) (0,68 — 1,00)
'Chi® - Test

*Unabhingiger t-Test

*Werte von acht Probanten fehlen

# e HH# ee -
fir Frauen, ™ fiir Ménner

“bei 4 Schwangeren wurde das Gewicht vor der Schwangerschaft verwendet
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3.3.2 Brustkrebsstudie im Rahmen der EPIC-Studie

Wegen des betrichtlichen Einflusses der Erndhrung auf die Primérpravention von
Erkrankungen wurde die ,,European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition®
(EPIC) mit dem Richtungspunkt initiiert, die Beziechung zwischen Erndhrung und Krebs sowie
zwischen Erndhrung und anderen chronischen Erkrankungen, unter FEinbeziehung von
Umweltfaktoren und genetischer Veranlagung, weiterfiihrend aufzukldren. EPIC, welche von
der ,International Agency for Research on Cancer” (IARC) koordiniert wird, ist eine der
grofiten epidemiologischen Studien zu diesem Thema weltweit und ist angelegt als
multizentrische, prospektive Kohortenstudie. In 23 Studienzentren in zehn europdischen
Landern (Dénemark, Deutschland, Frankreich, Griechenland, GroBbritannien, Italien,
Niederlande, Norwegen, Schweden, Spanien) wurden tiber 520.000 Probanden iiberwiegend im
Alter von 35 bis 70 Jahren rekrutiert.

Mit der Heterogenitit der Stichprobe (z.B. hinsichtlich der Erndhrungsmuster) und durch die
Anwendung biologischer Marker sollen Beschrinkungen fritherer epidemiologischer Studien
hinsichtlich der Préazision und Validitdt klassischer Erndhrungsfragebogen iiberwunden werden.
Deutschland ist an diesem Konzept mit zwei Studienzentren, Heidelberg und Potsdam, beteiligt.
In beiden Zentren wurde die Rekrutierung in den Jahren 1994 bis 1998 durchgefiihrt, wobei die
Einladung zur Teilnahme an der Studie durch Ziehung einer Zufallsstichprobe aus den
Einwohnermeldedaten erfolgte. Die Heidelberger EPIC-Kohorte umfasst insgesamt 13.615
Frauen im Alter von 35 bis 65 Jahren. Bei der Basiserhebung wurden von den
Teilnehmerimmen Daten zu Erndhrungsgewohnheiten, Lebensstil, Rauchgewohnheiten,
korperlicher Aktivitit, subjektivem Empfinden, Krankheitsgeschichte und
Medikamenteneinnahme erhoben. Ergédnzend zu der Befragung wurden Blutdruck- und
Korpermessungen durchgefiihrt. Wichtige Kenndaten des Studienkollektives sind Tabelle 8 zu

entnehmen.

Von fast allen Studienteilnehmern konnte eine Blutprobe genommen werden, die fiir kiinftige
Forschungsvorhaben sofort fraktioniert und in Fliissigstickstoff (196 °C) eingelagert wurde.
Diese Proben bilden auf Grund des Umfanges eine einzigartige biologische Datenbank.
Regelméfige Nachbeobachtungen der Kohorte werden mit dem Ziel durchgefiihrt, die im Laufe
der Zeit auftretenden Krebsfille zu identifizieren. Das Risiko fiir die Entstehung von
Krankheiten kann dann in Bezugnahme auf die (vor der Erkrankung) ermittelten Daten zur
langfristigen Nahrungsaufnahme bewertet werden. Der hier angewendete, prospektive

Studienansatz kombiniert mit der Untersuchung von Plasmaproben ist im Gegensatz zu den
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hiufigeren Fall-Kontroll-Studien zu bevorzugen, da dieses Modell nicht anfillig fiir
Verzerrungen durch Erinnerungsfehler (,recall bias®) ist. In vielen der europdischen EPIC-
Zentren werden fiir diese Nachbeobachtung Krebsregister eingesetzt. Da in der Studienregion
kein betriebsbereites Register existiert, ist das Heidelberger Zentrum auf die aktive
Erkundigung bei den Studienteilnehmern zu neu aufgetretenen Erkrankungen angewiesen, um
anschlieBend durch Verifizierung bei den betreffenden Arzten die inzidenten Krebsfille selbst
zu ermitteln (,,aktives Follow-up®). In der Heidelberger Kohorte wurden bisher iiber 1200
Neuerkrankungen an Krebs erfasst und zum groBen Teil unter Mithilfe der behandelnden Arzte
verifiziert. Die gewonnenen Blutproben dienen in erster Hinsicht als biologisches Material zur

Untersuchung mdéglicher Biomarker.

Mit EPIC wurde folglich ein einzigartiger Fundus an Daten und biologischem Material
geschaffen, von welchem ein wesentlicher Beitrag zur Klarung des Zusammenhangs zwischen
Erndhrung und Krebs sowie anderen chronischen Erkrankungen zu erwarten ist. Die
Fragestellungen dieser ,,Brustkrebsstudie im Rahmen der EPIC-Studie“, die hier bearbeitet
werden sollen, bestehen insbesondere darin, in welchem Ausmal} die ausgewahlten Polyphenole
als spezifische Nahrungskomponenten mit der Entstehung von Brustkrebs assoziiert sind und

welche protektive Rolle die hier betrachteten Flavonoide und Phenolsduren spielen konnten.
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Tab. 8: Verteilung der soziodemographischen und anthropometrischen Variablen (Mean + SD,
Minimum und Maximum in Klammern) bei Fillen und Kontrollen in der Brustkrebsstudie im
Rahmen von EPIC

Fiille (n = 198) Kontrollen (n =204) p-Wert'
n % n %
Altersgruppen 0,993
Min. — 39 14 7,1 14 6,9
40-49 48 242 52 25,5
50-59 94 47,5 96 47,1
60 — Max. 42 21,2 42 20,6
BMI - Gruppen 0,838
Untergewicht 4 2,0 3 1,5
Normalgewicht 99 50,3 109 53,4
Ubergewicht 63 32,0 58 28.4
Adipositas 31 15,7 34 16,7
Sport im letzten Jahr? 0,029
Ja 96 48,5 121 59,3
Nein 102 51,5 83 40,7
1. Regelblutung 0,371
<12 Jahre 57 28,9 72 35,5
13 Jahre 52 26,4 50 24,6
> 13 Jahre 88 447 81 39,9
Anzahl der Kinder 0,988
Keine Kinder 41 20,8 41 20,2
1 — 2 Kinder 123 62.4 128 63,1
> 2 Kinder 33 16,8 34 16,7
Stilldauer 0,041
< 3 Monate 63 50,0 56 42,4
3 — 6 Monate 26 20,6 24 18,2
6 — 12 Monate 10 7.9 27 20,5
> 12 Monate 27 21,4 25 18,9
Schulbildung 0,240
Hauptschulabschluss 77 38,9 76 37,3
Realschulabschluss 53 26,8 66 324
Fachhochschulreife 5 2,5 11 5,4
Hochschulreife 60 30,3 50 24.5
Kein Schulabschluss 3 1,5 1 0,5
Rauchstatus 0,565
Nichtraucher 120 60,6 113 554
Ex-Raucher 48 24,2 57 27,9
Raucher 30 15,2 34 16,7
Menopause 0,886
Pramenopausal 45 24,6 52 27,8
Postmenopausal 118 64,5 115 61,5
nach Ovarektomie 4 2,2 5 2,7
Perimenopausal 16 8.7 15 8.0
Alter (Jahre) 53+8 53+8 0,809
(36 — 65) (36 — 65)
BMI (kg/cm?) 25,5+49 25,6 +4.4 0,894°
(17.9 —44.9) (18.0 —43.6) ,
. 13£1 13£2 0,292
Zeitpunkt der 1. Regelblutung 9-18) (R 19)
) 7+8 7+8 0,549°
Stilldauer (Monate) (0 —36) (0 — 48)
. 14+ 10 13+ 10 0,4492
gerauchte Zigaretten/Tag (0 — 40) (0 — 50)

'Chi’>— Test , “Unabhingiger t—Test
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3.3.3 Studie zur Absorption von Apigenin beim Menschen

Ziel der Studie war es, die Frage zu kldren, ob Apigenin iiber den menschlichen
Gastrointestinaltrakt absorbiert wird und wie viel des zugeflihrten Apigenin nach
vorbestimmten Zeitabstinden im Plasma nachgewiesen werden kann. Zudem wurden die
Erythrozyten und der Urin (24 Stunden) der Probanden auf Apigenin untersucht. Als
Apigeninquelle wurde Petersilie (Petroselinum crispum var. crispum) verwendet.

Zur Uberpriifung der Bioverfiigbarkeit von Apigenin nach Verzehr einer Portion Petersilie
wurde eine Interventionsstudie mit einmaliger Bolusgabe von 2 g Petersilie pro kg
Korpergewicht an elf Probanden durchgefiihrt und Plasma-, Erythrozyten- sowie Urinproben
iiber 24 Stunden hinweg gesammelt. Die erhaltenen Proben wurden mit der entwickelten
HPLC-Methode fiir Polyphenole ausgewertet.

Zur Festlegung des Studienablaufs war die Wahl eines geeigneten Zeitfensters zur Erfassung
des Maximums der Apigeninresorption von grofler Bedeutung. Nachdem Apigenin noch wenig
untersucht ist, gab es kaum Daten dariiber, wann eine maximale Konzentration im Plasma zu
erwarten ist. Aziz et al. (1998) machen Angaben iiber die Maxima von Quercetinglykosiden im
humanen Plasma (0,5 - 4 Stunden nach Lebensmittelverzehr. Die interpersonellen
Schwankungen dabei werden jedoch als sehr hoch beschrieben.

Nach den Auswertung der Voruntersuchungen wurde der endgiiltige Ablauf der Blutabnahmen

festgelegt. In Abbildung 14 werden die Zeitpunkte der Blutabnahmen beschrieben.

Bolusgabe
v

Vortag: Versuchstag:

niichtern 6:00 2.Tag, niichtern

Blutabnahmen

2 N N N N S~ \
0 4 6 7 8 9 10 11 24
h h h h h h h h h

Abb. 14: Zeitlicher Ablauf des Absorptionsversuches

Studienkollektiv

Das Studienkollektiv der Interventionsstudie bestand aus elf offensichtlich gesunden Personen.
Das durchschnittliche Alter der Probanden lag bei 28,8 + 5,4 Jahren (Mean + SD), das mittlere
Gewicht bei 75,4 + 17,3 kg (Mean + SD) und die mittlere GroBe bei 1,77 + 0,11 m (Mean +



3. Material, Methoden und Studien 37

SD). Gewicht und Grof3e der Versuchspersonen wurden als Selbstangabe erfasst. Der mittlere

BMI des Kollektivs war 23,9 + 4,1 kg/m? (Mean + SD). Die Daten sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tab. 9: Lebensalter und anthropometrische Daten des Studienkollektives (n= 11 mit
N Frauen = 9, N Manner = 0) Unter Angabe von Mittelwert, Standardabweichung (SD), Standardfehler
des Mittelwertes (SEM), Median, Min. und Max.

Mittelwert SD SEM Median Min Max
mannlich 29,0 43 1,8 28,0 23,0 35,0
Alter

weiblich 28,6 6,9 3,1 26,0 25,0 41,0

(Jahre)
gesamt 28.8 5,4 1,6 27,0 23,0 41,0
mannlich 1,84 0,11 0,04 1,86 1,64 1,95

Grofie
) weiblich 1,69 0,03 0,02 1,72 1,65 1,73

m

gesamt 1,77 0,11 0,03 1,73 1,64 1,95
mannlich 89,3 8,4 3.4 87,0 80,0 100,0

Gewicht
ke) weiblich 58,8 4.4 2,0 59,8 52,0 64,0
& gesamt 75,4 17,3 5,2 80,0 52,0 100,0
mannlich 26,6 34 1,4 264 23,1 31,6

BMI

weiblich 20,6 1,2 0,6 21,3 18,6 21,6

(kg/m?)
gesamt 23,9 4.1 1,2 23,1 18,6 31,6

Die Probanden wurden in einem Vorgesprich iiber den Ablauf des Versuches informiert und
auf die Beachtung der Negativliste (sieche Abbildung 15) hingewiesen. Alle gaben ihr

Einverstiandnis zur Teilnahme an der Studie.

Erndhrung der Studienteilnehmer wihrend der Studiendauer

Da die Erndhrung der Probanden einen direkten Einfluss auf das Ergebnis der Studie hat,
musste die Auswahl der Lebensmittel wiahrend der Studiendauer kontrolliert werden. Sowohl
am Vortag als auch am Versuchstag selbst verzehrten die Studienteilnehmer keines der
Lebensmittel der in Abbildung 15 dargestellten Negativliste, um zu gewéhrleisten, dass durch
ihre reguldre Erndhrung kein zusitzliches Apigenin zugefiihrt wird. Dariliber hinaus war am

Vortag der Untersuchung keine bestimmte Kostform vorgeschrieben.
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Gem

iise / Obst

(Blatt-) Salate
Blumenkohl
Chilischoten
Chinakohl
Eisberg
Fenchel
Griinkohl
Karotte
Knollensellerie
Kohlrabi
Kiirbis
Oliven
Paprika
Peperoni
Rosenkohl
Rotkohl
Runkelriibe
Spinat, roh
Staudensellerie
weille Bohnen
Weillkohl
Grapefruit

Kriauter (frisch und getrocknet)

- Estragon

- Meerrettich

- Oregano

- Petersilie

- Pfefferminze
- Rosmarin

- Schnittlauch
- Thymian

Getrinke

- Grapefruitsaft
- Gemiisesaft

- Kamillentee

- Griiner Tee

Sonstiges

- Buchweizen
- Génsebliimchen
- Mohn

Abb. 15: Negativliste fiir Apigenin und Luteolin zur Vermeidung durch die Probanden (nach
Linseisen et al. (1997) und USDA-Flavonoid (2003))

Energiezufuhr und Anteil der Formularnahrung

Die mittlere Tagesenergiebedarf (Schiatzwert mit 30 kcal/ kg Korpergewicht, siche Tabelle 10)

betrug im untersuchten Kollektiv 2680 + 102,96kcal/ Tag (Mean + SD) fiir das ménnliche und
1762,80 + 58,62 kcal/ Tag (Mean = SD) fiir das weibliche Teilkollektiv.

Tab. 10: Geschitzter Energiebedarf und Anteil der Formularnahrung des Studienkollektives
(N Gesamt = 11, N Frauen = 3, N Miinner = 6)

Mittelwert SD Median SEM
Minner 2680 102,96 2610 102,96
Geschiitzter Energiebedarf
Frauen 1763 58,62 1794 58,62
[kcal]

Gesamt 2263 156,12 2400 156,12
Ménner 1608 61,77 1566 61,77

60% des Energiebedarfs
Frauen 1058 35,17 1076 35,17

durch Formularnahrung
Gesamt 1358 28,24 1440 28,24

Fiir den Zeitraum zwischen den einzelnen Blutabnahmen am Versuchstag war es erforderlich,

die Erndhrung der Probanden zu standardisieren, da sich verschiedene Nahrungskomponenten

auf die Absorption von Flavonoiden auswirken konnen (Birt et al., 2001). Aus diesem Grund
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wurden die Probanden zwischen den Blutabnahmezeitpunkten 2 bis 8 (4 bis 11 Stunden nach
Verzehr der Petersilientestmahlzeit) mit Formulanahrung erndhrt. Da die Probanden am
Versuchstag abends ab libitum unter Beachtung der Negativliste essen konnten, wurde
angenommen, dass noch 60 % des Tagesenergiebedarfs durch Formularnahrung geliefert
werden mussten. Diese Energiemenge wurde auf vier Zeitpunkte aufgeteilt: 4, 6, 8 und 10
Stunden nach Verzehr der Petersilie. Somit wurden im Mittel 1608 + 151,31 kcal fiir die
Mainner und 1057,68 £+ 78,64 kcal (Mean + SD) fiir die Frauen mit Formularnahrung zugefiihrt.
Als Formulanahrung wurde der normkalorische Fresubin®-0riginal Drink in den
Geschmacksrichtungen Vanille, Schokolade, Pfirsich, Nuss und Waldfrucht angeboten, um den
Versuchpersonen eine personliche Auswahl der Geschmacksrichtung zu ermdglichen und zu
gewdhrleisten, dass die Formularnahrung verzehrt wird. Nihrstoffzusammensetzung und
Energiegehalt der Formularnahrung waren fiir die Bediirfnisse eines gesunden Menschen

ausgerichtet und sind in Tabelle 11 und in Anhangstabelle A1 aufgefiihrt.

Tab. 11: Nihrstofftriger der Formularnahrung (Fresubin®-Original) und Nihrstoffrelation

Nihrstoff Nihrstofftriger Nihrstoffrelation
Eiweil3 Milcheiweil3, Sojaeiweil3 15 Energie %
Fett Pflanzliche Ole 30 Energie %
Kohlenhydrate Maltodextrin, Saccharose 55 Energie %

Quelle: Gebrauchsinformationen Fresenius Kabi

Zubereitung der Petersilie

In Vorversuchen wurden die Apigeningehalte verschiedener Petersilie-Sorten untersucht. Es
zeigte sich sowohl in den Vorversuchen als auch in der Literatur, dass krause Petersilie hohere
Konzentrationen an Apigenin besitzt als glatte, weshalb den Studienteilnehmern krause

Petersilie aus Italien zum Verzehr dargereicht wurde (siehe Tabelle 12).
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Tab. 12: Apigeningehalte in Petersilie in Abhingigkeit vom Sorte und Herkunft

mg Apigenin /
Quelle Petersilie 100 g frischer = Anmerkung
Petersilie
Literatur USDA Datenbank (2003): Petersilie, roh 302,00 Mittelwert
Justesen et al. (1998) 185 (+ 5) ?ftstle)l;” ert
Tiirkische Petersilie, (glatt) 48,25 Bund
Freisinger Wochenmarkt (25.11.2003), (glatt) 70,69 Bund
E;gsge Freisinger Wochenmarkt (30.11.2003), (glatt) 26,52 Bund
Freisinger Petersilie (8.12.2003), (krause,) 146,88 Topf
Ital. Petersilie, Absorptionsstudie, (krause) 11,89 Bund

Da Mullen et al. (2002) bestétigten, dass Gefrierlagerung den Flavonoidgehalt nicht negativ
beeinflusst, wurden die gewaschenen Blétter der Petersilie ohne Stangel in Portionen von 100 g
abgefiillt und bis zur Zubereitung fiir den Verzehr bei -18 °C im Gefrierschrank gelagert. Die
Petersilie wurde am Versuchsvortag nachmittags zubereitet und dann bis zum Verzehr durch die
Probanden im Kiihlschrank gelagert. Um die Aufnahme der Inhaltsstoffe zu verbessern, wurde
die Petersilie zum Zellenaufschluss bei geschlossenem Deckel und mittlerer Hitze zehn Minuten

mit Butter (10 % des Petersiliengewichts) erhitzt. Dann wurde die Petersilie mit Salz gewlirzt.

Tab. 13: Menge an Petersilie und Butter pro Bolus (n Gesamt= 11, 1 Fraven = 5, N Minner = 6)

Person verzehrte Petersilie [g] Butteranteil [g]
1 200 20
2 170 17
3 166 16,6
5 104 10,4
6 116 11,6
7 116 11,6
8 144 14,4
9 120 12
10 128 12,8
11 180 18
12 200 20
Mean 149,45 14,95
SD 35,21 3,52
SEM 10,62 1,06
Min 104,00 10,40

Max 200,00 20,00




3. Material, Methoden und Studien 41

Die Probanden durften die Petersilie wahlweise kalt oder warm verzehren, wobei auch
Mikrowellen-Erwdrmung zuldssig war, da Flavone stabil gegeniiber Mikrowellenstrahlung sind
(Nielsen et al, 1999). Zur Erleichterung der Einnahme der Testmahlzeit durften die
Versuchspersonen zusétzlich Weillbrot ad libitum verzehren und die Petersilienportion mit Salz
nachwiirzen. Wasser, Kaffee und Schwarztee ohne Milch war als morgendliches Getrank
erlaubt.

Von den Probanden wurden 2 g Petersilie/kg Korpergewicht verzehrt (entsprechend 0,24 mg
Apigenin/kg KG), was im Mittel einer Menge von 149,45 + 35,21 g Petersilie (Mean + SD)
entsprach, die mit 14,95 + 3,52 g Butter (Mean £+ SD) gediinstet worden war (siche Tabelle 13).
Das ménnliche Teilkollektiv verzehrte im Mittel 176,67 + 21,57 g Petersilie (Mean + SD), das
weibliche Teilkollektiv durchschnittlich 116, 80 + 8,67 g Petersilie (Mean + SD). Da die
verwendete italienische, krause Petersilie 11,89 mg Apigenin / 100 g frischem Lebensmittel
enthielt (siehe Tabelle 12), nahmen die Méanner im Durchschnitt 21,01 £ 2,56 mg Apigenin /
Bolus (Mean + SD) und die Frauen 13,89 + 1,03 mg Apigenin / Bolus (Mean + SD) auf, wie in
Tabelle 14 dargestellt wird.

Tab. 14: Petersilienmenge und Apigeningehalt pro Bolus angegeben als Mittelwerte,
Standardabweichung (SD), Standardfehler (SEM), Median, Min. und Max. der (n Gesam= 11, n

Frauen — 5, 1 Minner = 6)

Mittelwert SD SEM Median Min. Max.
Mainner 176,67 21,57 8,80 175,00 144,00 200,00
verzehrte
Frauen 116,80 8,67 3,88 116,00 104,00 128,00
Petersilie [g]
gesamt 149,45 35,21 10,62 144,00 104,00 200,00
Apigenin / Mainner 21,01 2,56 1,05 20,81 17,12 23,78
Bolusgabe Frauen 13,89 1,03 0,46 17,12 12,37 15,22
[mg/ Bolus] gesamt 17,77 4,19 1,26 17,12 12,37 23,78
Apigenin / Mainner 77,72 9,48 3,87 76,99 63,35 87,99
Bolusgabe Frauen 51,38 13,13 5,87 51,03 45,75 56,31
[umol/ Bolus] gesamt 65,75 15,49 4,67 63,35 45,75 87,99

Studienablauf — Versuchstag

Am Vortag der Studie wurde morgens (10:00 Uhr) nachtniichtern Blut abgenommen, um einen
Niichternwert zu ermitteln. (Blutabnahmezeitpunkt 1 = 0 h). Am Vortag orientierten sich die
Probanden bei der Wahl der zu verzehrenden Lebensmittel an der Negativliste.

Am Versuchstag verzehrte jeder Proband morgens um 6:00 Uhr in Eigenkontrolle die gesamte
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Menge Petersilie. Die Probanden sammelten ausgehend vom Studientag morgens nach dem
ersten Spontanurin bis zum nichsten Tag morgens inklusive des ersten Spontanurins Urin (24
Stunden-Urin). Ab 10:00 Uhr erfolgten die Blutabnahmen gemil Tabelle 15. Ab diesem

Zeitpunkt wurde alle zwei Stunden Formularnahrung zugefiihrt.

Tab. 15: Zeitlicher Ablauf am Versuchstag

Blutabnahme Uhrzeit Zeit [h] nach Bolusgabe
2. Blutabnahme + Mahlzeit 10:00 4
3. Blutabnahme + Mahlzeit 12:00 6
4. Blutabnahme 13:00 7
5. Blutabnahme + Mabhlzeit 14:00 8
6. Blutabnahme 15:00 9
7. Blutabnahme + Mahlzeit 16:00 10
8. Blutabnahme 17:00 11

Am Folgetag wurde morgens (10:00 Uhr) erneut Niichternblut abgenommen, um einen Endwert
ermitteln zu konnen (Blutabnahmezeitpunkt 9 = 24 h). Nach dem ersten Spontanurin war die 24

Stunden-Urinsammlung beendet.

Probengewinnung und Lagerung

Pro Versuchsperson wurden neun Plasmaproben und eine Urinprobe gewonnen und zur Analyse
aufbereitet. Von acht der elf Studienteilnehmer konnten je neun Erythrozytenproben gewonnen
werden. Den Probanden wurde zu jedem Zeitpunkt jeweils 15 ml vendses Blut abgenommen,
welches sofort in EDTA-R6hrchen (S Monovette®, 1,6 mg Kalium- EDTA/ml Blut; Sarstedt)
umgefiillt wurde. Die Rohrchen wurden mehrmals gekippt, um Blut und EDTA zu vermischen
und eine Agglutination des Blutes zu verhindern. Dann wurden die Rohrchen mindestens 45
Minuten im Kiihlschrank aufbewahrt, bevor sie mit 4000 U/min (1500 g) fiir 15 Minuten bei
10°C zentrifugiert wurden. Mit einer Pasteurpipette wurde das Plasma abgehoben und in
Mikrorohrchen mit Verschluss (Sarstedt, Niimbrecht) iibergefiihrt. So konnten je ca. vier
Aliquote 4 1 ml Plasma gewonnen werden. Die im EDTA-R6hrchen verbliebenen Erythrozyten
wurden zweimal mit je 5 ml physiologischer Kochsalzldsung (0,9 % NaCl-Losung) gewaschen,
jeweils bei 5000 U/min 5 Minuten lang zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Der
gesammelte Urin wurde im Kiihlschrank gelagert. Nach 24 Stunden wurde der Urin einer
Person jeweils vereinigt, das Volumen bestimmt und drei Aliquote & 100 ml abgefiillt. Bis zur

Analyse wurden die Plasma-, Erythrozyten- und Urinproben bei -80°C gelagert.



3. Material, Methoden und Studien 43

3.4  Statistische Auswertung

Die Polyphenolkonzentrationen der untersuchten Plasma-, Erythrozyten-, Urin- und
Lebensmittelproben wurden mit der Software Microsoft Office Excel 2000 Version 9.0
berechnet, die Graphiken wurden mit Excel erstellt. Die statistische Auswertung der erhobenen
Daten erfolgte mit Hilfe der Statistiksoftware SPSS Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago/USA).
Die Validititsparameter Linearitdt, Prazision und Richtigkeit wurden mit Excel berechnet, die
Graphiken wurden mit Excel erstellt. Die Polyphenolkonzentrationen im Plasma wurden in
nmol/l Plasma angegeben, die Carotinoid-, Tocopherol- und Vitamin C-Konzentrationen

wurden in pmol/l Plasma dargestellt.

Bei der Beschreibung der Unterschiede in den Polyphenolkonzentrationen zwischen zwei
Gruppen wird der p-Wert des Mann-Whitney U-Tests (Signifikanzniveau p < 0,05) verwendet.
Signifikant unterschiedliche Variablen sind gekennzeichnet (*). Bei der Beurteilung der
Signifikanz von Gruppen mit mehr als zwei Untergruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Zur Uberpriifung der Frage, zwischen welchen der Untergruppen signifikante
Unterschiede bestehen, wurde der verteilungsfreie Mann-Whitney U-Test verwendet
(Signifikanzniveau p < 0,05). Die Teilkollektive werden in folgender Art dargestellt:
Untergruppen (a - e), die einen Buchstaben (Index) enthalten, unterscheiden sich signifikant von
der durch den entsprechenden Buchstaben (Index) gekennzeichneten Gruppe. Untergruppen, die
keine Buchstaben (Indices) enthalten, sind zu keiner anderen Untergruppe signifikant
unterschiedlich.

Die Ergebnisse sind nicht nach Bonferoni korrigiert, da diese Statistik vorrangig
beschreibenden Charakter hat und weiterfilhrende statistische Untersuchungen nicht

durchgefiihrt wurden.
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Polyphenolbestimmung im Plasma der Studienteilnehmer/innen der Bayerischen

Verzehrsstudie I1

Die folgenden Parameter der deskriptiven Statistik wurden gepriift:

Arithmetischer Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD), Standardfehler des Mittelwerts
(SEM), die Perzentilen10 %, 25 %, 50 %, 75 % und 90 % sowie Minimum und Maximum der
Polyphenolkonzentrationen.

Die Uberpriifung auf Normalverteilung der Polyphenolkonzentrationen wurde anhand des
Kolmogorov-Smirnov-Tests mit Lillefors-Korrektur durchgefiihrt. Der Kolmogorov-Smirnov-
Test wurde auf der Basis entwickelt, dass die Populationsparameter Mittelwert und
Standardabweichung bekannt sind. Bei den vorliegenden Daten miissen diese Parameter jedoch
andand der Daten selbst geschétzt werden. Die Lilleforskorrektur zieht diese Schitzung der
Parameter bei der Berechnung der Signifikanz mit in Betracht. Die teststatistische Uberpriifung
zum Einfluss von Geschlecht und Waist-to-Hip-Ratio auf die Polyphenolkonzentration erfolgte
mit Hilfe des verteilungsfreien Mann-Whitney-U-Tests bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p <0,05.

Die teststatistische Uberpriifung zum Einfluss von Alter, Body-Mass-Index, Rauchstatus und
Schichtzugehorigkeit auf die  Polyphenolkonzentration erfolgte mit Hilfe des
nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests fiir multiple, gegenseitig abhdngige Tests bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. Die Unterscheidung der sich voneinander
unterscheidenden Gruppen erfolgte mittels des verteilungsfreien Mann-Whitney-U-Tests bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. Die Korrelationen zwischen den
Plasmakonzentrationen der Polyphenole und der Konzentrationen der Carotinoide, Tocopherole
und von Vitamin C sowie den Faktoren Alter, Body-Mass-Index, Waist-to-Hip-Ratio,
Rauchstatus  und  Schichtzugehorigkeit ~ wurden  anhand  der  Spearman’schen
Korrelationskoeffizienten fiir nicht normalverteilte Félle errechnet. Das Signifikanzniveau lag

bei p < 0,05 bzw. p <0,01.
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Polyphenolkonzentrationen im Plasma der Teilnehmerinnen einer Fall-Kontrollstudie zu
Brustkrebs im Rahmen der EPIC-Studie

Die folgenden Parameter der deskriptiven Statistik wurden gepriift: 10% — 90 % Perzentilen,
50 % Prezentile (Mean), Minimum und Maximum der Polyphenolkonzentrationen. Die
Uberpriifung auf Normalverteilung der Polyphenolkonzentrationen wurde anhand des
Kolmogorov-Smirnov-Tests mit Lilleforskorrektur — durchgefiihrt. Die teststatistische
Uberpriifung der signifikanten Unterschiede von Alter, BMI, Zeitpunkt der ersten Regelblutung,
Stilldauer, gerauchten Zigaretten/Tag der Fille und der Kontrollen wurden mit dem
unabhéngigen t-Test durchgefiihrt, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 untersucht.
Die Verteilung der anthropometrischen und soziodemographischen Variablen des
Studienkollektives wurde mit dem Chi’-Test (p < 0,05) erfasst. Der Vergleich der
Polyphenolkonzentrationen der Fille und der Kontrollen erfolgte mittels des verteilungsfreien
Mann-Whitney-U-Tests bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,30. Die
Risikoabschidtzung wurde iiber logistische Regression erfasst. Es werden hierfiir kategorielle
und kontinuierliche Werte (p trend) angegeben. Die Odds ratios sind roh und adjustiert fiir die
Quartilen Q1 - Q4 angefiihrt.

Polyphenolbestimmung in der Studie zur Absorption von Apigenin beim Menschen

Die Uberpriifung auf Normalverteilung der Polyphenolkonzentrationen wurden mittels des
Kolmogorov-Smirnov-Tests mit Lilleforskorrektur durchgefiihrt. Die folgenden Parameter der
deskriptiven Statistik wurden gepriift: Arithmetischer Mittelwert (Mean), Standardabweichung
(SD), Standardfehler des Mittelwerts (SEM), Median sowie Minimum und Maximum der
Apigeninkonzentrationen.

Der Apigeningehalt der Testmahlzeit und die Apigeninkonzentrationen in Plasma, Urin und
Erythrozyten wurden mit dem arithmetischen Mittelwert und der Standardabweichung der
Gruppe der Versuchspersonen angegeben. Zusidtzlich wurden die FEinzelwerte der
Versuchspersonen graphisch dargestellt bzw. im Anhang einzeln aufgefiihrt. Die vergleichende
Statistik wurde mit dem unabhangigen Student t-Test bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05
durchgefiihrt. Die Werte fiir die Flache unter der Kurve (AUC: Area Under the Curve) wurden
anhand der Integrationsfunktion der Software Origin Version 6 (Microcal Inc.,

Northampton/USA) ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1  Entwicklung der Nachweismethode

Bei der Bestimmung der Polyphenol-Konzentration in Blutplasma werden vorwiegend
chromatographische Systeme eingesetzt. Wie bereits in Kapitel 1 erldutert, wurden aber meist
nur wenige Vertreter unterschiedlicher Substanzklassen untersucht. Die spezielle
Problemstellung einer Methodenentwicklung fiir die beschriebenen Einsatzbereiche in
Humanstudien liegt in der teilweise sehr &hnlichen Leitstruktur einiger Flavonoide (z.B.
Flavone und Flavonole) und andererseits in den Unterschieden in Strukturen, und somit in den
Polaritdtsunterschieden der Flavonoide und Phenolsduren, begriindet. Daher miissen bei
Extraktion und Trennung einerseits breite Polaritdtsbereiche beriicksichtigt, andererseits hohe
Auflésung &dhnlicher Strukturen gewihrleistet werden. Die durch Verunreinigungen mit
Matrixbestandteilen auftretenden Interferenzen sollten dabei aber mdglichst gering gehalten
werden, ohne die Nachweisgrenzen drastisch zu verschlechtern.

Hieraus wird deutlich, dass bei Aufarbeitung und chromatographischer Trennung einige genau
abgestimmte Malnahmen durchgefiihrt werden miissen, um die geforderte Leistung der

Methode und verléssliche Ergebnisse zu liefern.

Folgende Ubersicht beschreibt die wesentlichen Schritte, die als Resultat der durchgefiihrten
Vorversuche zu stabilen Ergebnissen bei der Bestimmung der ausgewdhlten Polyphenole
fiihrten (Parameter siehe Kapitel 3.2.2 — 3.2.5). AnschlieBend werden die Ergebnisse der

Validierung vorgestellt.

1. Stabilisierung der in den Proben enthaltenen Polyphenole

2. Zugabe des Internen Standards (ISTD)
3. Hydrolyse

4. Extraktion

5.

High Performance Liquid Chromatographie
e Mobile Phase

e Stationédre Phase

e Temperatur

e Detektion
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Dieses Schema enthélt alle wesentlichen Schritte der Probenaufbereitung, die im Verlauf der
Methodenentwicklung {iberpriift wurden. Darauf folgend wird dann auf die Ergebnisse der
jeweiligen Punkte der Probenaufarbeitung eingegangen Die aufgefiihrten Schritte waren

besonders im Bezug auf die Aufgabenstellung wesentlich.

4.1.1 Stabilisierung der Polyphenole

Die Anfilligkeit von Polyphenolen gegeniiber oxidativen Prozessen (siche Kapitel 2.4) ist eine
der Ursachen fiir die bereits beschriebenen Probleme bei deren quantitativen Bestimmung.
Aufgrund ihrer Eigenschaften ist die Stabilisierung durch Zugabe von antioxidativ wirksamen
Hilfsstoffen ein naheliegender Losungsansatz. Die Stabilitdit von Polyphenolen wihrend den
Analysen wurde gepriift. Fiir weitere Untersuchungen wurden, representativ fiir alle
ausgewdhlten  Polyphenole, folgende fiinf Catechine kontrolliert:  Gallocatechin,
Epigallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat und Epicatechin. Um die Catechine iiber
einen Autosampler in automatisierten Serien iiber mehrere Stunden hinweg bestimmen zu
konnen, ist eine ausreichende Stabilitdt der Catechine in der Messlosung notwendig. Zur
Bestimmung der erforderlichen Parameter fiir die benétigte Stabilitit wurde eine wéssrig-
methanolische Mischstandardlosung in Klarglasvials iiber einen Zeitraum von 24 Stunden bei
Raumtemperatur mittels HPLC-ECD gemessen. In Abbildung 16 sind die Gehalte der Catechin-
Derivate nach 6, 12, 18 und 24 Stunden, bezogen auf die Anfangsgehalte, dargestellt.

Fir die untersuchten Catechine wurden bei Raumtemperatur deutliche Degradationen
festgestellt. Besonders Epigallocatechin war von diesen Abbaureaktionen betroffen. Nach 24
Stunden waren nur noch rund 25 % des Anfangsgehalts nachweisbar. Gallocatechin, Catechin,
Epigallocatechingallat und Epicatechin erwiesen sich in dieser Versuchsanordnung als stabiler.
Sie konnten mit tiber 50 % der Anfangsgehalte nachwiesen werden. Abbildung 16 zeigt klar,
dass eine reproduzierbare Messung der Catechine — als polare und oxidationssensible
Stellvertreter fiir alle ausgewihlten Polyphenole — ohne angemessene Stabilisierung iiber einen

langeren Zeitraum nicht mdglich ist.
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Abb. 16: Stabilitit der Catechine bei Raumtemperatur ohne Oxidationsschutz
(Gehalte bezogen auf die Anfangskonzentrationen)

Verbesserung der Stabilitit von Catechinen durch Zusétze

Zur Verbesserung der Stabilitdt wihrend der Messung wurden verschiedene Ansétze untersucht,
wobei Epigallocatechin, das in der vorherigen Testreihe die geringste Stabilitdt aufwies, als
Markersubstanz gewihlt wurde. Nachdem die Verwendung von Braunglasvials zu keiner
deutlichen Verbesserung der Stabilitit fiihrte, wurde der EinfluB von zugesetzten
Antioxidantien untersucht. Eine wissrig-methanolische Epigallocatechin-Standardlésung wurde
mit unterschiedlichen Konzentrationen an BHA, BHT und Ascorbinsdure versetzt. Die
erhaltenen Losungen wurden kurz nach der Herstellung sowie nach 6, 12, 18 und nach 24
Stunden gemessen. Das Ergebnis dieser Stabilisierungsversuche ist in Abbildung 17 dargestellt.
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf den Anfangsgehalt an Epigellocatechin.
Die Zusdtze an BHA und BHT (je 0,005 M bzw 0,05 M) zur Messlosung unterdriickten den
Abbau von Epigallocatechin in deutlich geringerem Malle als Ascorbinsdure. Die hohere
Konzentration der zugegebenen Ascorbinsdure (0,05 M) konnte die Wiederfindung noch weiter
verbessern, sodass in diesem Ansatz nach 24 Stunden noch 80,6 % der Ausgangskonzentration
an Epigallocatechin gefunden werden konnte. Der Zusatz von 0,5 M Ascorbinsdure hatte bei der
Bestimmung von Epigallocatechin keinen negativen Einfluss auf Trennung oder den

elektrochemischen Nachweis dieser Substanz.
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Abb. 17: Stabilitit von (-)-Epigallocatechin in einer wéssrig-methanolischen Testlosung mit
Zusitzen von Antioxidantien bei Raumtemperatur nach 6, 12, 18 und 24 Stunden

Stabilisierung aller untersuchten Polyphenole mit Ascorbinsdure

Der schiitzende Effekt von Ascorbinsédure (HAsc) auf die Stabilitdt der anderen interessierenden
Polyphenole wurde in einer weiteren Versuchsreihe bestitigt. Um den stabilisierenden Effekt zu
verstiarken, wurde die verwendete Konzentration auf 0,1 M Ascorbinsdure erhoht.

Wie aus Abbildung 18 zu entnehmen ist, wurden fiir die untersuchten Polyphenole nach 24
Stunden, Wiederfindungsraten von tiber 85 % ermittelt. Durch Zusatz von 0,1 M Ascorbinséure
konnte die Stabilitdit der oxidationsanfdlligen Polyphenole bei Raumtemperatur in der
Standardldsung bedeutend verbessert werden. Die Gehalte der interessierenden Polyphenole

nach 6, 12, 18 und 24 Stunden konnen der Anhangstabelle A2 entnommen werden.

Weitere Erh6hungen der Vitamin C-Konzentration fiihrten zu keiner messbaren Verbesserung
der Stabilitdit dieser Polyphenole. Daher wurden jeder Plasmaprobe zu Beginn der
Aufarbeitungsprozedur 0,1 M Ascorbinséure zugegeben. Zusitzlich wurden an dieser Stelle
0,78 M Natrium-Acetat zugegeben, um den pH-Wert zu regulieren, da die Aktivitdt der
verwendeten Sulfatase pH-abhidngige Aktivitdt aufweist. Diese Pufferlosung dient weiterhin
dazu, den pH-Wert des Extraktes gegeniiber den in der Probeldsung enthaltenen Phenolsdauren

zu stabilisieren.
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Abb. 18: Stabilitdit der wuntersuchten Polyphenole in einer waissrig-methanolischen
Standardlosung, stabilisiert mit 0,1 M Ascorbinsdure bei Raumtempertur nach 24 Stunden
(Gehalte bezogen auf die Anfangskonzentration)

4.1.2 Interner Standard

Als interner Standard fiir die chromatographische Untersuchung der Proben wurde Fisetin
verwendet. Fisetin gehort zu den Flavonolen und weist sowohl fiir die iibrigen Flavonoide als
auch flir die untersuchten Vertreter der Phenolsduren &hnliche chromatographische
Eigenschaften und somit akzeptable Response Faktoren (Rf) auf (siche Tabelle 16). Der
Responsefaktor wurde nicht aus einer Referenzstandardverdiinnung berechnet, sondern aus dem
Mittelwert der fiinf Arbeitsstandards im Bereich 1:10 bis 1:1000. Zur Bestimmung der Proben
wurden pro ml Plasma 100 pl einer Losung des internen Standards (Fisetin) mit der

Konzentration 1,93 pg/ml zugegeben.
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Tab. 16: Standardsubstanzen und Responsefaktoren

Standardsubstanz Rfx Standardsubstanz Rfx
Gallocatechin 1,35 Salicylsdure 1,35
Protocatechusdure 0,57 Ellagsiure 0,78
Epigallocatechin 4,89 Daidzein 0,69
Catechin 0,65 Quercetin 1,17
Gentisinsdure 0,56 Naringenin 0,63
Epigallocatechingallat 1,16 Luteolin 1,25
Kaffeesdure 0,80 Genistein 0,39
Vanillinsiure 0,45 Hesperetin 0,78
Epicatechin 0,60 Kéampferol 0,81
Syringasiure 0,92 Apigenin 0,59
p-Cumarsiure 0,32 Isorhamnetin 1,14
Ferulasdure 0,91

4.1.3 Hydrolyse

Flavonoide und Phenolsduren kommen im Lebensmittel meist als Derivate vor. So liegen
beispielsweise viele Hydroxyzimtsduren als Ester mit D-Chinasdure oder D-Glukose vor.
Hydroxybezoesiuren sind oftmals verestert mit verschiedenen Hydroxykomponenten wie -D-
Glucogallin, Theogallin oder auch Catechinen (z.B. Epigallocatechingallat). Flavonoide sind
héufig als Glykoside zu finden, z.B. die bitter schmeckenden Flavanon-7-neohesperidoside oder
die 3-Glykoside (z.B. Rutin = Quercetin-3-rutinosid) sowie die selteneren 7-Glykoside der
Flavonole.

Da vermutet wurde, dass viele der interessierenden Polyphenole in den Proben in teilweise
auBerordentlich geringen Mengen vorliegen, sollten die Polyphenole in Form ihrer Aglykone
bzw. als freie Sdure bestimmt werden. Die dafiir notwendige Hydrolyse wurde enzymatisch
mittels Sulfatase aus Helix pomatia von der Firma (E.C. 3.1.6.1, Sigma Aldrich) mit der
Sekundéraktivitit B-Glucuronidase (Sulfatase: 15 — 40 U/mg, B-Glucuronidase: 300 U/mg)
durchgefiihrt. Die bendtigten Parameter wie Sulfatasemenge und Inkubationszeit wurden
ermittelt, indem Quercetin-Sulfat und Quercetin-4'-Glucosid (e 0,22 mg/ml) mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Sulfatase aufgearbeitet wurden und jeweils 10, 30, 60
und 120 Minuten lang sowie liber Nacht inkubiert wurden.

Mit 232,5 U Sulfatase pro Probenansatz konnten nach 30 Minuten Inkubationszeit Quercetin-
Sulfat und Quercetin-4'-Glucosid im Chromatogramm nicht mehr gefunden werden. Als einzig
nachweisbare Substanz wurde Quercetin gefunden. Die Identitit des entstandenen
Substanzsignals wurde mittels Retentionszeit und UV-Spektrum gepriift (Chromatogramm,

siche Abbildung 19).



4. Ergebnisse 52

?'m'-'[-m'u.u — ——— S e e e D vﬁ-i;lﬁjrﬁ‘ﬁ
|

5,00
1[)5

i a b |
3,00 ﬂ/ / ’

| \ 1 III . |
2,00+ b MLTW*M WWW&"’ |

W.ﬁ | C |
- 1 !Ii/

| |
Dm_ijm‘mwr#-ﬂﬂrﬁ} Lhﬂw,-_. ST S— i -l e

min
-1,134— T T T T T T T J | J T 1 ] T T T

530 80,0 700 80,0 80,0 100.0 1113

Abb. 19: Chromatogramm zur Priifung der Hydrolyseaktivitit von Sulfatase vor Hydrolyse (2)
und nach Hydrolyse (1) von Quercetin-Sulfat (a) und Quercetin-4'-Glucosid (b); Quercetin (c);

Das verwendete Enzymprédparat enthielt Verschmutzungen an Ellagsdure, die in allen
verwendeten Chargen, innerhalb geringer Schwankungsbreiten, die gleiche Konzentration
aufwiesen. Um diesen Fehler bei der Berechnung der Ellagséure in der Probe zu entfernen,
wurde die Konzentration an Ellagsdure aus dem Enzympréparat (flir jede verwendete Charge
separat ermittelt) von der Konzentration an Ellagsédure, die fiir die Probe bestimmt wurde (unter

Verwendung der entsprechenden Charge Ellagsaure), abgezogen.

4.1.4 Extraktion

Die Auswahl des Adsorbens bei der Festphasenextraktion ist ein wesentlicher Arbeitsschritt, der
erheblich zum Ergebnis der Extraktion beitrdgt und dessen Eignung in einem System sich in
den erreichten Wiederfindungsraten niederschlégt.

Fiir diese Methode wurde die Festphasenextraktion mit einem makro-porésen Copolymer,
Poly(divinyl-benzol-co-N-vinylpyrrolidon), als Festphasenmaterial durchgefiihrt. Dieses
Copolymer, das sowohl hydrophile als auch lipophile Kapazitit aufweist (HLB-SPE,

Hydrophile-Lipophile-Balance), besteht aus zwei monomeren Komponenten: dem lipophilen
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Divenylbenzol und dem hydrophilen N-Vinylpyrrolidon (siehe Abbildung 20). Die Substanz
wurde speziell zur Anreicherung von phenolischen Verbindungen entwickelt und zeichnet sich
gegeniiber den gebriduchlicheren C18-Phasen aufgrund seiner groferen Adsorbensoberflidche

durch hohere Kapazitit und einfachere Handhabung aus.
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Abb. 20: Festphasenextraktions Sorbens Poly(divinyl-benzol-co-N-vinylpyrrolidon)

Diese SPE-Siulen wurden bereits erfolgreich von verschiedenen Forschungsgruppen eingesetzt
und zeigten dabei gute Ergebnisse (Pirker et al., 2004; Peruzzi et al., 2000; Blackwell et al.
2004). Die physikalischen Eigenschaften des verwendeten Adsorbermaterials sind in Tabelle 17
dargestellt.

Tab. 17: Physikalische Eigenschaften der HLB-SPE-Sdulen (Oasis HLB lcc; Waters)

Spezifische Oberflédche 810 m*/g
Mittlere Porengrof3e 80 A
Porengesamtvolumen 1,3 cm’/g
Mittlere Partikelgrof3e 30 um/60 um

Zwei-dimensionale Festphasenextraktions- und Aufreinigungsmethode

Um eine optimale Isolierung der Polyphenole zu erreichen, wurde eine spezifische Methode zur
Entfernung von Plasma- und Urin-Interferenzen erstellt. Die allgemeine 1-dimensionale
Festphasenextraktion wurde dabei so modifiziert, dass die Waschlosung, neben dem Anteil an
organischen Losungsmitteln, mit Essigsdure angesduert wurde. Dadurch kann der Extrakt
gereinigt werden, sowohl in Bezug auf die gegebene Polaritdt als auch in Bezug auf den
optimalen pH-Wert. Es wurde die hydrolisierte Probeldsung mit 20 pul H;PO4 (85 %ig) versetzt
und die Waschlosung der Festphasenextraktion wurde auf 2 % wissrige Essigsdure eingestellt,

um die Ionisierung der polaren Phenolsduren im Extrakt zu verhindern.
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Um die optimale Zusammensetzung der Waschlosung zu ermitteln, wurde folgende Testserie
durchgefiihrt. Die 2% wissrige Essigsdure-Waschlosung wurde darauthin mit Methanol
versetzt. Die Gehalte an Methanol wurden in 5 % Schritten erhoht. Nach diesen Waschschritten
wurden die Analyten jeweils mit 2 ml Methanol eluiert, da Methanol in den vorangegangenen
Fliissig-Fliissig-Extraktions-Versuchen die besten Ergebnisse zeigte. Abbildung 21 zeigt die
Ergebnisse der Methanol-Eluate fiir Quercetin und Salicylsdure als wichtigen Leitsubstanzen
fiir die Flavonole und Hydroxybenzoeséduren in Abhéngigkeit von den verschiedenen Gehalten

an Methanol in der Waschlosung.
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Abb. 21: Gehalte an Quercetin bzw. Salicylsédure im Methanolextrakt der Festphasenextraktion
bei den verschiedenen Mengen an Methanol in der Waschlosung

Mit 5 % Methanol in der Waschlosung war die Wiederfindung im methanolischen Extrakt
maximal. Daher wurde fiir alle weiteren Untersuchungen das in Abbildung 22 dargestellte
Extraktionsverfahren angewandt. Die so gewonnene Extraktionslosung wurde im

Rotationsverdampfer evakuiert.

Bei Aufnahme des Riickstandes der Extraktion in reinem Methanol konnte beobachtet werden,
dass die Substanzpeaks des Chromatogramms deutliches ,.fronting* aufwiesen und als
»Doppelpeaks* eluiert wurden (Chromatogramm nicht abgebildet). Der Effekt tritt auf, wenn
die Ionenstirke der Extraktionslosung (hier: Methanol) grofer ist als die Ionenstirke des

Eluenten zur Retentionszeit (maximal 56 % B, bei 109 Minuten). Durch Verwendung eines
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modifizierten Extraktionsgemisches (Methanol/Wasser (60/40; v/v)) konnte diese Erscheinung
unterdriickt werden. Der getrocknete Riickstand wurde daher in 100 pl Extraktionslosung
Methanol/Wasser (60/40; v/v) aufgenommen und in Probeflischen (Chromacol, Welwyn
Garden city, UK) zur HPLC Analyse gebracht. Von der so gewonnenen Extraktionslosung
wurden 30ul in die HPLC-Anlage injiziert.

Vorbereitung
der Proben

A 4

Konditionierung
1ml MeOH

Aquilibrieren mit
1ml Wasser

Beladen
(Flussrate: < 2ml/min)

Waschschritt
1ml 5% MeOH in
% CH;COO

A 4

Eluieren
2ml MeOH

Abb. 22: HLB-Festphasenextraktionsverfahren zur Bestimmung von Polyphenolen
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4.1.5 High Performance Liquid Chromatographie

Mobile Phase

In den voran gegangenen Schritten hat sich Methanol als geeignetes Losungsmittel sowohl fiir
die polaren Phenolsduren als auch fiir die unpolaren Flavonoide erwiesen. Daher wurde auch
bei der HPLC-Trennung der Polyphenole Methanol als organische Losungsmittelkomponente
verwendet (Eluent B). Als polare Eluentenkomponente wurde in Anlehnung an das
FlieBmittelsystem von Maiani et al. (1997) eine 0,1 %ige wéssrige Phosphorsdureldosung
eingesetzt (Eluent A). Aufgrund der Komplexizitit der zu untersuchenden Substanzen, ihrer
Ahnlichkeit in Struktur und Léslichkeit — bezogen auf die Gruppe der unpolareren Flavonoide
einerseits, aufgrund der Unterschiede zu den polareren Catechinen und Phenolsduren
andererseits — wurde zur Trennung der Polyphenole folgendes Gradientensystem eingesetzt
(sieche Kapitel 3.2.5; Tabelle 3). Die nachstehende Abbildung 23 zeigt das
Gradientenelutionsprogramm als Graph der Retentionszeit und der Zusammensetzung des

Eluenten.
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Abb. 23: Gradientenelutionsprogramm zur HPLC-Trennung der Polyphenole

Das Programm der Trennung beginnt 10 Minuten vor der Injektion der Probe (-10 min). Zu

diesem Zeitpunkt werden 100 % FlieBmittel A (0,1 %ige Phosphorsdure) isokratisch gefordert.
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Auf diese Weise werden organische Riickstinde von vorangegangenen Trennungen aus dem
System entfernt, damit die injizierten Polyphenole nicht mit Methanolresten mittransportiert
und somit zu friih eluiert werden. Zum Zeitpunkt 0 min erfolgt die Injektion des Probevolumens
(30 pl). Der Methanolgehalt steigt dann in 15 Minuten graduierlich bis auf 18 % FlieBmittel B
an. Dieser Zeitpunkt liegt kurz vor dem Augenblick, da die ersten Substanzen von der Séule
eluiert werden. Daher steigt der Gradient nun weniger steil, in den ndchsten 35 Minuten um 7 %
auf 25 % Methanol, an.

In diesem Abschnitt werden die polaren Catechine und Phenolsduren getrennt. Im den
folgenden 15 Minuten wird der Methanolgehalt vergleichsweise schnell um 15 % auf 40 %
Methanol erhoht. Auf dieser Teilstrecke werden Ferulasédure sowie die Hydroxybenzoesauren
Salicylsdure und Ellagsédure voneinander getrennt.

Im letzten Teil der Trennung — zwischen 65 und 109 Minuten — werden die Flavonole,
Flavanone, Flavone und die Isoflavone bei Methanolgehalten zwischen 40 % und 56 %
voneinander getrennt. Nach Ende der Separation wird der Methanolgehalt in einer Minute auf
100 % hochgepiilt. Die HPLC-Anlage wird 5 Minuten isokratisch auf 100 % Methanol
gehalten, um eventuell vorhandene unpolare Probenbestandteile aus dem System zu entfernen,
und dann in weiteren 5 Minuten wieder auf die Anfangszusammensetzung von 0 % Methanol

zuriickgesetzt.

Stationire Phase

Die stationdre Phase dieses Systems besteht aus zwei Reversed Phase Sdulen, Luna C18 (4.6
mm x 150 mm, 5 pm, Phenomenex) und Zorbax Eclipse XDB-C18 (3.0 mm x 150 mm, 3.5 pm,
Agilent Technologies), die in Reihe geschaltet wurden. Die beiden Sdulen werden von einer
Vorsdule geschiitzt (siehe Kapitel 3.2.5; Tabelle 4). Bei der Methodenerstellung wurde eine
Reihe von RP-HPLC-Siulen getestet, die in der Polyphenolanalytik hdufig Verwendung finden.
Die getesteten Sdulenmaterialien erwiesen sich bei dieser Methode jedoch nur als bedingt
einsatzfahig, weil Komponenten mit dhnlicher Polaritit, also Catechine und Phenolséuren sowie
Flavonole und Flavone, nicht getrennt werden konnten. Die Kombination von zwei Séulen
hingegen fiihrte zur Trennung der 23 Polyphenole mit einer ausreichenden Aufldsung in allen
Bereichen. Vor allem Peaks 6 — 9 und 17 — 21 (Kapitel 3.2.5; Abbildung 8) konnten auf diese
Weise gut getrennt werden. Durch den Einsatz von zwei Séulen erhoht sich allerdings der
Saulendruck soweit (320 — 375 bar), dass bei Dauerbetrieb Schiden am System zu befiirchten
sind. Daher wurde die Saulentemperatur auf 60°C erhoht, was die Viskositdt des

FlieBmittelsystem je nach Gradientenzeitpunkt verringerte und einen Sdulendruck zwischen 70
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und 130 bar ermdglichte. Das Sdulenmaterial beider Sdulen sowie der Vorséule war bei diesen
Temperaturen zum Dauerbetrieb geeignet. Tabelle 18 zeigt die untersuchten Polyphenole und

den Internen Standard in der Reihenfolge ihrer Retentionszeiten.

Tab. 18: Liste der untersuchten Polyphenole entsprechend ihrer Retentionszeiten unter Angabe
von Mittelwert und Standardabweichung (SD)

Nr. Name Retentionszeit SD
[min.]

1 Gallocatechin 18.20 + 0.03
2 Protocatechusiure 19.95 + 0.02
3 Epigallocatechin 23.75 +  0.02
4  Catechin 24.63 + 0.03
5  Gentisinsdure 26.98 + 0.04
6  Epigallocatechingallat 30.32 + 0.03
7  Kaffeesdure 30.94 + 0.03
8  Vanillinsdure 31.83 + 0.03
9  Epicatechin 32.50 + 0.04
10 Syringasdure 36.50 += 0.03
11 p-Cumarsiure 42.33 +  0.04
12 Ferulasdure 51.03 + 0.04
13 Salicylséure 63.19 +  0.06
14 Ellagsdure 66.38 +  0.03
15 Fisetin 74.26 + 0.03
16 Daidzein 78.32 + 0.02
17 Quercetin 82.28 +  0.03
18 Naringenin 83.22 + 0.02
19 Luteolin 86.24 + 0.03
20 Genistein 87.43 + 0.03
21 Hesperetin 88.90 +  0.02
22 Kémpferol 93.70 +  0.03
23 Apigenin 95.97 + 0.03
24 Isorhamnetin 98.18 + 0.04
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Detektor

Zur Detektion der Polyphenole wurden fiir diese Arbeit zwei Detektorsysteme verwendet. Mit
einem UV-spezifischen Dioden Array Detektor (UV-DAD) wurden die UV-Spektren der
detektierten Substanzen bestimmt.

Die Chromatogramme und Retentionszeiten der zu untersuchenden Substanzen wurden an
einem elektrochemischen Detector (ED40, Dionex) mittels Gleichspannungsamperometrie

bestimmt und iiber die Chromatographie-Software Chromeleon Version 6.03 ausgewertet.

Da der elektrochemische Detektor fiir die Bestimmung von Phenolen duflerst sensitiv ist, wurde
die MefBspannung des elektrochemischen Detektors fiir die Bestimmung von Flavonolen
optimiert. Aufgrund ihres hiufigen Vorkommens in pflanzlichen Lebensmitteln, wurden
Quercetin und Kampferol als Leitsubstanzen ausgewaihlt.

Da diese Methode in epidemiologischen Studien, bei denen oftmals nur geringe Mengen an
Probenmaterial zur Verfiihgung stehen, eingesetzt werden sollte, war es &ullerst wichtig,
moglichst geringe Nachweisgrenzen zu erreichen. Um die Nachweisgrenze zu verringern,
wurde anhand des in Abbildung 24 dargestellten Diagramms die Spannung, die das stéirkste
Signal fiir die beiden Leitsubstanzen ergab (+1100 mV), als MeBspannung fiir die

Untersuchung der Polyphenole ausgewihlt.
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Abb. 24: Bestimmung der optimalen MeBspannung am elektrochemischen Detektor anhand
von Quercetin und Kémpferol
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Identifizierung

Die Polyphenole wurden anhand ihrer Retentionszeiten und ihrer UV-Spektren sowie durch
deren Vergleich mit denen der Standardsubstanzen identifiziert. Der chromatographischen
Bestimmung der Proben ging jeden Tag die Untersuchung einer Losung aller
Standardsubstanzen voraus, um eventuelle Schwankungen erkennen zu konnen. Unter den
beschriebenen Bedingungen waren die Retentionszeiten der Analyten konstant (siche Tabelle
18). Aufgrund der hohen MeBspannung wiesen die Chromatogramme einige Interferenzen auf,
die die Analytenpeaks jedoch nur in Ausnahmefillen iiberdeckten. In diesen Féllen wurde die
fragliche Substanz nicht weiter ausgewertet. Zur Detektion der Polyphenole wurden, um die
Selektivitit der Methode zu priifen und die Identitdt der detektierten Substanzen zu bestitigen,
zusétzlich die UV-Spektren der Substanzpeaks mittels DAD aufgezeichnet und mit der UV-

Spektrenbiliothek, die zu diesem Zweck angelegt worden war, verglichen.

Das Chromatogramm in Abbildung 25 =zeigt die detektierten Polyphenole in einer
Niichternplasmaprobe (ECD). Die UV-Spektren der jeweiligen Peaks zeigen ausreichend gute
Selektivitdt fiir die Bestimmung der Analyten aus Niichternplasma. Um die Moglichkeit von
Interferenzen, die durch den Gebrauch einer hohen MeBspannung entsteht, zu verringern,

wurden die Proben mittels Festphasenextraktion gereinigt (siehe Kapitel 4.2.4).

ECD_1
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1, protocatechuic acid 2, catechin 3, ellagic acid 4, fisetin (ISTD) 5, quercetin

Abb. 25: Chromatogramm einer Niichternplasmaprobe mit den UV-Spektren der detektierten
Polyphenole
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Quantifizierung

Die Quantifizierung erfolgte iiber die Methode des internen Standards. Dadurch wurden
Empfindlichkeitsunterschiede des elektrochemischen Detektors auf die unterschiedlichen
Testsubstanzen und innerhalb verschiedener HPLC-Léufe beriicksichtigt. Wichtig bei der
Verwendung eines internen Standards war, dass jeder Probe die gleiche Menge zugesetzt
wurde. In diesem Zusammenhang sei auch auf die Qualititskontrolle bei der

Responsefaktorbestimmung hingewiesen (sieche Kapitel 4.1.2).

4.2  Validierung der Nachweismethode

Um die richtige Durchfilhrung der quantitativen Bestimmungen zu gewdhrleisten, ist eine
Validierung der verwendeten Methoden unerldsslich. Als Grundlage fiir die Validierung der
Methodik boten sich die Leitlinien ,,Analytical Validation: Methodology und Validation of
Analytical Procedures: Definition and Terminology* (2000) der ICH an. Art und Umfang der
Validierungsschritte sind jeweils abhdngig vom analytischen Problem. So konnte im Umfang
dieser Arbeit, soweit es sich als sinnvoll erwies, auf einige Schritte verzichtet werden. Die
linearen Bereiche wurden z.B. so weit tiberpriift, dass sich alle Messwerte moglichst innerhalb
dieser Bereiche befanden. Die Uberpriifung der Nachweisgrenzen war erforderlich, da nicht in
allen Fillen die interessierenden Inhaltsstoffe nachgewiesen werden konnten und es sich bei den

Studien um Grenzpriifungen handelte.

Bei der Durchfiihrung der Validierung wurde ein jeweils frisch bereiteter Extrakt verwendet.
Bei den gekauften Standards wurde die Reinheit mit dem dargestellten HPLC-System tiberpriift.
Die Identitdt der Polyphenole in der Testmatrix ergab sich aus der Lage der Peaks im
Chromatogramm im Vergleich zu einem Chromatogramm der Einzelstandards. Die Berechnung
der Polyphenole erfolgte als kristallwasserfrei. Dies wurde bei der rechnerischen Korrektur der
Einwaagen beriicksichtigt. Alle HPLC-Bestimmungen der Validierung wurden hintereinander
anhand eines Extraktes unter denjenigen Bedingungen bearbeitet, die auch bei den

Gehaltsbestimmungen vorlagen.
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4.2.1 Linearitit

Die Linearitdt gibt Aufschluss dariiber, in welchem Konzentrationsbereich der gepriiften

Substanzen die Substanzmenge mit der GroBBe des Messsignals linear ist. Die Linearitit der

verwendeten Substanzen im gemessenen Bereich wurde anhand von Eichgeraden tiberpriift. Die

Eichgeraden wurden mit Excel erstellt und sind in pmol/l dargestellt (siche Tabelle 19). Zur

Erstellung der Standardgeraden wurden je 30 ul der 5 Kalibrierdsungen jeweils dreimal

injiziert.

Tab. 19: Geradengleichung und Regressionskoeffizienten der Eichkurven fiir die untersuchten

Polyphenole
Name Geradengleichung Regressionskoeffizient r

Gallocatechin y = 1,009 x + 0,055 0,9991
Protocatechusaure y=1,299 x + 0,048 0,9989
Epigallocatechin y =1,006 x + 0,050 0,9988
Catechin y=0,945x+ 0,109 0,9993
Gentisinsdure y=1,507 x + 0,057 0,9998
Epigallocatechingallat y=0,886 x + 0,042 0,9993
Kaffeesdure y=1,035x+ 0,085 0,9992
Vanillinsdure y=0,991 x+ 0,031 0,9994
Epicatechin y=0,941 x+ 0,144 0,9989
Syringasédure y=0,571 x + 0,082 0,9993
p-Cumarsiure y=1,908 x + 0,109 0,9986
Ferulasdure y =0,847 x + 0,035 0,9994
Salicylsdure y=0,414x + 0,035 0,9999
Ellagséure y =10,894 x + 0,080 0,9996
Fisetin y=1,219 x + 0,096 0,9989
Daidzein y=0,788 x+ 0,271 0,9989
Quercetin y=1,390 x + 0,089 0,9991
Naringenin y=0,525x+ 0,082 0,9990
Luteolin y=0,734 x + 0,056 0,9997
Genistein y=0,919x+0,169 0,9990
Hesperetin y=0,475x+0,075 0,9991
Kéampferol y=0,988 x+ 0,102 0,9986
Apigenin y=0,627x+ 0,106 0,9987
Isorhamnetin y=1,429x+ 0,180 0,9990

Die Konzentrationsbereiche der Linearitdtsbestimmung sind in Tabelle 20 wiedergegeben. Die

Eichgeraden verliefen {iber einen groBen Bereich linear und es ergaben sich lineare

Regressionen mit hohen Regressionskoeffizienten (siche Tabelle 19), diese zeigen eine hohe

lineare Abhingigkeit zwischen injizierter Menge und Messsignal.
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Tab. 20: Konzentrationsbereiche der Linearititsbestimmung bei der Eichung der Polyphenole
Konzentrationsbereich

Polyphenole min. max.
[umol/1]
Gallocatechin 0,006 2,399
Protocatechusdure 0,003 6,743
Epigallocatechin 0,022 2,452
Catechin 0,003 5,090
Gentisinsiure 0,003 8,741
Epigallocatechingallat 0,005 2,002
Kaffeesdure 0,004 9,955
Vanillinsdure 0,002 5,293
Epicatechin 0,003 6,152
Syringasdure 0,004 9,571
p-Cumarsiure 0,002 10,540
Ferulasdure 0,004 9,570
Salicylsdure 0,006 15,038
Ellagsdure 0,003 6,105
Fisetin 0,003 6,462
Daidzein 0,005 6,872
Quercetin 0,003 5,685
Naringenin 0,005 7,148
Luteolin 0,003 3,332
Genistein 0,006 7,613
Hesperetin 0,002 7,048
Kéampferol 0,004 5,969
Apigenin 0,004 7,734
Isorhamnetin 0,003 4,439

4.2.2 Reproduzierbarkeit

Durch die Ermittlung der Prézision wird nachgewiesen, dass die jeweiligen Messwerte unter
den spezifischen Bedingungen der Analyse reproduzierbar sind.

Bei der Ermittlung der intra-day-Prdzision wurden acht Proben desselben Plasmapools
Standards zugesetzt, aufgearbeit und als Doppeleinspritzung analysiert (siche Tabelle 21).
Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung und der Variationskoeffizient. Die
Reproduzierbarkeit flir den inter-day-assay wurde an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen anhand
der Mittelwerte derselben Plasmaprobe (n=6) als Doppeleinspritzung tiiberpriift. Aus den
ermittelten und in Tabelle 21 dargestellten Variationskoeffizienten lésst sich eine gute Intra-

day- und Inter-day-Reproduzierbarkeit der Methode ableiten.
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Tab. 21: Reproduzierbarkeit [Mittelwert £ SD (umol/l) und VK (%)] zugesetzter Standards

Standardsubstanz Intra-day" Inter-day”
Mittelwert = SD VK % Mittelwert = SD VK %

Gallocatechin 1,18 £0,03 2,86 1,20 £+ 0,05 4,26
Protocatechusédure 2,36 £ 0,04 1,86 2,41+ 0,04 2,06
Epigallocatechin 1,62+0,10 6,19 1,46 + 0,03 2,61
Catechin 1,46 £ 0,02 1,56 1,49 £ 0,08 5,43
Gentisinsdure 2,77+ 0,04 1,54 2,84+0,13 4,85
Epigallocatechingallat 0,85+ 0,05 6,49 0,82+ 0,07 9,50
Kaffeesdure 1,98 £ 0,02 0,98 2,03+0,19 9,54
Vanillinsdure 2,42 £0,04 1,84 2,50 £0,23 9,58
Epicatechin 1,43 +0,03s 2,00 1,45 + 0,05 3,48
Syringasdure 2,21 £0,05 2,36 2,25+0,11 5,02
p-Cumarsédure 2,01 £0,04 2,00 2,07+0,12 6,24
Ferulasdure 1,86 + 0,05 2,50 1,89 £ 0,15 8,18
Salicylsdure 3,16 £ 0,09 2,87 3,18+ 0,12 3,82
Ellagsdure 3,86 0,10 2,54 3,97 £ 0,06 1,52
Daidzein 1,48 +£0,03 1,75 1,51+0,14 9,63
Quercetin 1,31 £0,06 4,64 1,31+ 0,08 6,26
Naringenin 1,33+ 0,03 2,62 1,36 +£ 0,09 7,26
Luteolin 4,58 £0,09 1,98 4,68 £0,24 5,31
Genistein 1,36 + 0,04 2,93 1,39 + 0,05 3,81
Hesperetin 1,41 £0,05 3,49 1,44 + 0,08 6,20
Kéampferol 1,47 £ 0,03 2,26 1,48 £ 0,08 5,88
Apigenin 1,58 £ 0,03 2,05 1,61 +0,11 7,40
Isorhamnetin 3,98 +£0,08 1,89 4,06 £ 0,08 2,07

% acht Proben, Doppeleinspritzung;
b Doppeleinspritzung, an fiinf Tagen, Mittelwert von je sechs Bestimmungen
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4.2.3 Wiederfindung

Der Nachweis der Richtigkeit wird durch Ermittlung der Wiederfindungsrate erbracht. Durch
Zudotieren definierter Mengen der Polyphenol-Standardmischung zu Wasser (n=6)
(theoretische Wiederfindung) und zu gepoolten Plasmaproben (n=8) (analytische
Wiederfindung), wurden bei doppelter Einspritzung die in Tabelle 22 beschriebenen
Wiederfindungsraten ermittelt. Die theoretische Wiederfindung aller untersuchten Polyphenole
aus Wasser betrdgt im Mittel 96,88 + 2,68%. Die analytische Wiederfindung aller untersuchten
Polyphenole aus Plasma betrdgt im Mittel 95,57 + 6,72 %. Wie aus den gezeigten Ergebnissen

hervorgeht, konnen die Ergebnisse der Methode als richtig bewertet werden.

Tab. 22: Wiederfindung einer Polyphenol-Standard-Mischung in Wasser und einer
Humanplasma-Probe mit zugesetzter Polyphenol-Standard-Mischung

Standardsubstanz Konz. Wiederfindung aus Wasser” Wiederfindung aus Plasma”
pmol/l % %

Gallocatechin 0,58 92,65 +3,11 81,32 £2,55
Protocatechusdure 1,59 94,85+ 1,62 93,10 £ 6,87
Epigallocatechin 0,59 98,94 + 4,38 97,01 £4,71
Catechin 1,22 96,43 + 1,39 98,55+ 8,19
Gentisinsiure 2,10 98,11 £ 3,80 102,52 £ 7,51
Epigallocatechingallat 0,45 97,20+ 2,92 100,89 + 7,69
Kaffeesdure 2,44 91,27 +£5,01 106,79 £ 5,63
Vanillinsdure 1,27 96,22 + 4,04 88,45+ 7,74
Epicatechin 1,51 97,73 £ 1,79 84,12 £ 5,95
Syringasédure 2,25 98,05+ 1,91 83,36 £ 5,55
p-Cumarsiure 2,53 9591+2,76 98,90 = 7,26
Ferulasiure 2,35 92,98 £4,42 102,58 £9,22
Salicylsdure 3,68 98,02 £ 3,37 105,43 £ 7,32
Ellagsdure 1,47 99,26 + 1,50 95,98 £9,44
Daidzein 1,65 98,49 + 1,22 96,14 + 6,56
Quercetin 1,39 97,36 + 3,25 101,30 + 5,37
Naringenin 1,68 98,92 +2,13 95,31 +9,34
Luteolin 0,82 95,61 +£1,22 94,73 +£7,29
Genistein 1,83 96,71 £2,85 98,82 £ 7,67
Hesperetin 1,59 98,84 + 3,04 85,84 + 6,63
Kéampferol 1,38 97,71 £ 2,06 102,79 £ 8,05
Apigenin 1,86 99,36 + 2,06 83,09 +£4,51
Isorhamnetin 1,07 97,61 + 1,68 101,03 +£ 3,43

# sechs Doppeleinspritzungen;

® acht Doppeleinspritzungen
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4.2.4 Nachweisgrenze

Unter der Nachweisgrenze eines Analysenverfahrens wird die niedrigste Konzentration eines
Analyten in der Probe verstanden, die noch detektierbar ist. Zur Bestimmung dieses
Validierungsparameters wird daher die Definition der Nachweisgrenze aus den IUPAC-
Richtlinien zur Nomenklatur in der Chromatographie herangezogen. Dabei ist die
Nachweisgrenze definiert als die Summe des Mittelwertes des Grundrauschens fiir das
Detektorsignal und dessen 3-facher Standardabweichung. Fiir die ECD-Detektion erfolgte die
Ermittlung des Grundrauschens anhand von 20 willkiirlich ausgewidhlten Chromatogrammen
von  Humanplasmaproben. Die  Nachweisgrenzen = wurden anhand von  acht
Doppeleinspritzungen ermittelt. Um die Selektivitit bei niedrigen Konzentrationen zu
beriicksichtigen, wurden die Untersuchungen in gepooltem ,,.Low-Polyphenol-Plasma‘“
durchgefiihrt. Die in Tabelle 23 dargestellten Nachweisgrenzen zeigen die

Polyphenolkonzentrationen bei elektrochemischer Detektion.

Tab. 23: Nachweisgrenzen der untersuchten Polyphenole

Name Nachweisgrenze = Name Nachweisgrenze
[nmol/l] [nmol/1]
Gallocatechin 5,14 Salicylsdure 6,16
Protocatechusdure 2,59 Ellagsdure 2,53
Epigallocatechin 22,27 Daidzein 1,54
Catechin 2,97 Quercetin 5,31
Gentisinsaure 2,56 Naringenin 2,85
Epigallocatechingallat 3,29 Luteolin 5,68
Kaffeesdure 3,63 Genistein 1,60
Vanillinsdure 2,05 Hesperetin 2,55
Epicatechin 1,72 Kéampferol 1,70
Syringaséure 4,18 Apigenin 2,39
p-Cumarsiure 1,45 Isorhamnetin 2,18

Ferulasdure 4,13
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4.3  Polyphenolkonzentrationen im Plasma eines représentativen

Kollektivs der Bayerischen Verzehrsstudie 11

4.3.1 Polyphenolkonzentrationen im Plasma gesamt und nach Geschlecht

Das vorliegende Studienkollektiv zeigt charakteristische Besonderheiten in seinen
soziodemographischen und anthropometrischen EinflussgroBen (siehe Tabelle 7). Die Manner
und Frauen dieser Population wiesen signifikante Unterschiede in Alter, Gewicht, Grofle, BMI
und WHR sowie Rauchstatus und Schichtzugehorigkeit auf (p < 0,05). Die weiblichen
Studienteilnehmer waren mit 46,4 + 14,5 Jahren signifikant jiinger als die Ménner mit 51,3 +
15,7 Jahren (Mean). 40,3 % aller untersuchten Ménner und 60,5 % der Frauen gaben an, noch
nie geraucht zu haben, wihrend 30 % der ménnlichen Studienteilnehmer und 20,7 % der Frauen

Raucher waren.

In allen Proben konnten Vertreter der Flavonoide und der Phenolséuren gefunden werden. Wie
erwartet, streuen die Ergebnisse aber iiber einen sehr breiten Konzentrationsbereich. In Tabelle
24 sind die Konzentrationen aller untersuchten Polyphenole des gesamten Studienkollektives
(Ngesamt = 568, Nyeiplich = 325, Nmanniich=243) unter Angabe von Mittelwert (Mean),
Standardabweichung (SD), Standardfehler des Mittelwertes (SEM), Minimalwert (Min),
Maximalwert (Max), Median (50. Perzentile) und den Perzentilen (10., 25., 75., 90.)
zusammengestellt. Die niedrigsten Konzentrationen wurden fiir Apigenin bzw. Daidzein
gefunden und liegen im Mittel bei 9,3 nmol/l bzw. 10,1 nmol/l. Die Minimum-Konzentrationen
fiir die Einzelsubstanzen liegen unterhalb der Nachweisgrenzen.

Die mit Abstand hochsten Mittelwerte im gesamten Kollektiv wurden fiir Stellvertreter der
Hydroxybenzoesduren ermittelt: fiir Salicylsdure 7456,71 nmol/l, fiir Syringasdure 2409,37
nmol/l und fiir Gentisinsdure 1678,28 nmol/l.

Die Plasmakonzentrationen der Flavonoide sind insgesamt deutlich unter den Konzentrationen
der  Phenolsduren  (Hydroxybenzoesduren @ und  Hydroxyzimtsduren)  angesiedelt.
Epigallocatechin jedoch liegt mit 904,96 nmol/l erkennbar iiber dem Durchschnitt der {ibrigen
Flavonoide. Die Verteilung der Polyphenole fallt sehr heterogen aus. Wihrend bei den meisten
der untersuchten Substanzen die 10. Perzentile unter der Nachweisgrenze liegt, sind fiir einige
Vertreter der Catechine (Epigallocatechingallat und Epicatechin) sowie fiir beide Isoflavone erst
in der 75. Perzentile messbare Konzentrationen zu ermitteln. Fiir Gentisinsdure, Vanillinsdure
und Kaffeesdure konnen jedoch bereits in der untersten Perzentile Ergebnisse gefunden werden.

Die jeweiligen Summen der Substanzklassen der untersuchten Flavonole, Flavanone und der
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Flavone liegen im Mittel in &hnlichen Konzentrationsbereichen (139,44 nmol/l bis 177,69
nmol/l). Die Summe der Isoflavone liegt im Mittel mit 48,31 nmol/l deutlich darunter, wihrend
die beiden Phenolsduregruppen im Durschschnitt betrdchtlich hoéhere Konzentrationen

aufweisen (12276,15 nmol bzw. 1130,6 nmol/l).

Die Flavonoidenkonzentrationen des ménnlichen Teilkollektives (siche Tabelle 25) liegen nahe
der Mittelwerte des gesamten Studienkollektives und unterscheiden sich auch bei den
Phenolsduren nur wenig von den Werten des gesamten Kollektives. Die Konzentration fiir
Salicylsdure liegt mit 2602,67 nmol/l jedoch erkennbar unter dem Mittel fiir beide Geschlechter
(7456,71 nmol/l). Derweil die Bereiche der Perzentilen gut iibereinstimmen, ist die maximal
erreichte Konzentration von Salicylsdure beim ménnlichen Teilkollektiv um das zehnfache

geringer (104,47 pmol/l) als im gesamten Studienkollektiv (1,12 mmol/l).

Im weiblichen Teilkollektiv (Tabelle 26) liegen die Plasmakonzentrationen der Flavan-3-ole,
Flavonole, Flavone und Isoflavone sowie beider Phenolsdureklassen iiber den jeweiligen
Summen des gesamten Studienkollektives. Die deutlichsten Unterschiede der Ergebnisse des
gesamten Kollektivs zeigt sich bei Salicylsdure mit einem Mittelwert von 11,09 umol/l und

einer maximalen Konzentration von 1,12 mmol/l.

Der Vergleich der Polyphenolkonzentrationen von miénnlichen und weiblichen
Studienteilnehmern (sieche Tabelle 27) zeigt signifikante Mittelwertsunterschiede in der Klasse
der Catechine fiir Epicatechin (0,010) sowie fiir die Summe der untersuchten Flavan-3-ole
(0,030). In der Klasse der Flavonole unterscheiden sich die Konzentrationen von Isorhamnetin
signifikant. Bei den Flavanone liegt der Wert fiir Naringenin bei den Frauen signifikant iiber
dem der Ménner. Hesperetin ebenso wie die Stellvertreter der Flavone und Isoflavone weisen
keine charakteristische Mittelwertsunterscheidung bei der geschlechtsspezifischen Priifung auf
(204,67 nmol/l). Die Hydroxybenzoesduren zeigen nur fiir Salicylsdure signifikante
Unterschiede (0,033) der Konzentrationen von Minnern und Frauen wie oben bereits
beschrieben. In der Gruppe der Hydroxyzimtsduren ist die Konzentration fiir Ferulasédure bei

den Frauen (269,02 nmol/l) signifikant hoher als bei den Ménnern.
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Tab. 24: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma des gesamten Studienkollektives der
BVS II-Studie (n = 568) unter Angabe von Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD),
Standardfehler des Mittelwertes (SEM), Minimum (Min.), Maximum (Max.) und Perzentilen

Poly- Mean SD SEM Min.  Max Percentilen

phenole 10 25 50 75 90
Flavan-3-ole:

GC 35,98 75,73 3,18 n.d. 620,41 n.d. n.d. 13,59 33,91 87,39
EGC 904,96 744,88 31,25 nd.  2916,34 nd. 324,82 700,02  1367,69  2075,51
Cat 49,88 97,51 4,09 nd. 687,52 n.d. n.d. 12,46 50,68 154,76
EGCG 69,07 139,91 5,87 nd. 906,60 n.d. n.d. n.d. 69,78 254,77
EC 34,74 95,94 4,03 n.d. 876,85 n.d. n.d. n.d. 20,79 102,56
Summe: 1094,63 797,81 33,48 n.d. 3646,77 181,49 476,30 929,24  1546,00  2299,22
Flavonole:

Quer 81,18 70,98 2,98 n.d. 563,79 nd. 36,55 70,24 112,17 162,55
Kam 43,96 115,40 484 nd. 1356,76 n.d. 5,83 13,90 37,14 88,52
Isorh 14,31 24,95 1,05 n.d. 308,45 n.d. 2,67 7,87 16,30 31,05
Summe: 139,44 160,77 6,75 n.d. 1777,81 20,88 59,93 102,43 168,38 255,68
Flavanone:

Nar 39,15 70,25 2,95 n.d. 580,75 n.d. n.d. 15,77 43,85 101,53
Hesp 103,09 158,70 6,66 n.d. 899,48 n.d. n.d. 26,78 159,56 309,04
Summe: 142,25 172,37 7,23  nd. 961,77 n.d. 8,41 84,70 212,15 373,94
Flavone:

Lut 163,94 351,73 14,76 n.d. 3405,95 n.d. 10,21 46,47 114,75 455,15
Api 13,75 34,83 1,46 n.d. 332,83 n.d. n.d. 3,49 11,85 32,33
Summe: 177,69 353,08 14,81 n.d. 3405,95 4,43 18,72 59,75 154,03 466,51
Isoflavone:

Dai 10,92 28,70 1,20 n.d. 432,57 n.d. n.d. n.d. 12,42 29,84
Gen 37,39 95,55 4,01 n.d. 821,22 n.d. n.d. n.d. 15,72 128,72
Summe: 48,31 101,58 4,26 n.d. 821,22 n.d. n.d. 9,95 41,86 137,11
Hydroxybenzoesiuren:

Proto 487,05 498,34 20,91 n.d. 3573,5 nd. 125,62 377,26 676,49  1065,85
Genti 1678,28  1377,15 57,78 n.d. 10136 476,21 879,08 133245 2065,37 3194,32
Van 214,55 404,01 16,95 n.d. 3913,5 6,76 35,10 93,31 205,61 484,08
Syr 2409,37  4265,57 178,98 n.d. 25478 nd. 91,36 598,79  2366,92 751391
Sal 7456,71 67693,31 2840,3 n.d. 1122686 nd. 68,21 258,79 648,78  1329,78
Ellag 30,21 76,21 3,20 n.d. 624,75 n.d. n.d. n.d. 14,31 116,51
Summe: 12276,15 68084,78 2856,7 26,82 1129418 1612,1 2374,7 3810,88  7267,09 15076,3
Hydroxyzimtsiuren:

Kaff 495,78 356,50 1496 nd. 2372,61 183,05 272,09 415,20 600,08 912,75
Cum 393,32 966,86 40,57 n.d. 6494,62 n.d. 7,09 32,43 273,09 993,20
Fer 241,49 425,02 17,83 nd. 339535 nd. 30,78 97,20 260,88 603,06
Summe: 1130,60  1270,83 53,32 12,01  9043,62 286,93 433,77 684,71 1275,97  2407,20
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Tab. 25: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der ménnlichen Studienteilnehmer (n =
243) der BVS II-Studie unter Angabe von Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD),
Standardfehler des Mittelwertes (SEM), Minimum (Min.), Maximum (Max.) und Perzentilen

Poly- Mean SD SEM Min.  Max. Percentilen

phenole 10 25 50 75 90
Flavan-3-ole:

GC 34,55 73,62 4,72 n.d. 620,41 n.d. n.d. 13,55 36,76 86,84
EGC 862,35 778,12 49,92 nd. 2916,34 nd. 23444 657,35 1350,57 2116,23
Cat 40,71 76,44 4,90 n.d. 457,49 n.d. n.d. 10,17 39,00 123,11
EGCG 50,62 114,43 7,34 n.d. 895,42 n.d. n.d. n.d. 38,14 178,73
EC 36,61 115,09 7,38 n.d. 876,85 n.d. n.d. n.d. 14,88 109,10
Summe: 1024,84 814,97 52,28 nd. 3582,61 77,00 384,15 860,57 1474,52 2290,66
Flavonole:

Quer 80,17 69,95 4,49 n.d. 563,79 2,13 39,77 66,25 107,75 160,84
Kim 41,22 118,12 7,58 nd. 1356,76 n.d. 5,33 13,20 34,47 83,33
Isorh 15,83 25,51 1,64 n.d. 204,76 n.d. 2,75 9,11 19,44 37,31
Summe: 137,22 166,13 10,66 3,26 1777,81 26,04 60,16 94,93 163,97 271,38
Flavanone:

Nar 34,16 72,67 4,66 n.d. 533,13 n.d. n.d. 11,05 32,97 95,67
Hesp 119,45 182,20 11,69 n.d. 899,48 n.d. n.d. 26,41 177,46 380,24
Summe: 153,61 196,74 12,62 n.d. 961,77 n.d. 3,99 70,09 230,58 425,60
Flavone:

Lut 135,01 294,97 18,92 nd. 255523 n.d. 11,90 41,87 100,27 345,04
Api 11,59 29,21 1,87 n.d. 332,83 n.d. n.d. 2,70 11,40 30,77
Summe: 146,61 295,63 18,96 nd.  2588,02 5,07 18,72 55,48 112,72 354,00
Isoflavone:

Dai 13,23 28,77 1,85 n.d. 275,97 n.d. n.d. n.d. 15,99 39,47
Gen 33,21 94,81 6,08 n.d. 639,73 n.d. n.d. n.d. 9,69 101,15
Summe: 46,44 100,89 6,47 n.d. 689,29 n.d. n.d. 9,42 41,44 123,93
Hydroxybenzoesiuren:

Proto 478,79 524,24 33,63 n.d. 3573,5 n.d. 111,03 366,26 633,26 1056,81
Genti 1751,57 1556,27 99,83 nd. 10136,8 187,15 798,33 1300,73 2254,41 3545,16
Van 184,80 337,81 21,67 n.d. 34754 n.d. 31,78 84,92 187,57 431,21
Syr 2652,15 4646,06 298,04 n.d. 25478 n.d. 118,35 559,37 2573,29 8656,95
Sal 2602,67 10578 678,61 n.d. 104468 n.d. 51,65 212,75 543,90 1477,64
Ellag 25,25 68,43 4,39 n.d. 513,96 n.d. n.d. n.d. 7,05 89,26
Summe: 7695,24 12010 770,50 186,81 110954 1507,1 2281,54 3917,32 7235,61 17045,43
Hydroxyzimtsiuren:

Kaff 511,96 375,17 24,07 nd. 2290,83 166,34 258,87 421,19 627,08 1051,63
Cum 379,59 896,15 57,49 nd. 6103,37 n.d. 9,71 47,78 304,89 971,80
Fer 204,67 346,86 22,25 nd. 290441 n.d. 19,15 80,40 249,12 520,69
Summe: 1096,22 1219,17 78,21 17,03  8384,55 256,45 425,54 698,01 1278,35 2151,46
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Tab. 26: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der weiblichen Studienteilnehmerinnen
(n = 243) der BVS II-Studie unter Angabe von Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD),
Standardfehler des Mittelwertes (SEM), Minimum (Min.), Maximum (Max.) und Perzentilen

Poly- Mean SD SEM Min.  Max Percentilen

phenole 10 25 50 75 90
Flavan-3-ole:

GC 37,05 77,36 4,29 nd. 580,44 n.d. n.d. 13,77 33,64 88,44
EGC 936,83 718,59 39,86 nd. 2868,66 11823 365,02 740,47  1384,72 2077,55
Cat 56,73 110,29 6,12 nd. 687,52 n.d. n.d. 15,67 5523 170,36
EGCG 82,87 155,02 8,60 n.d. 906,60 n.d. n.d. n.d. 108,53 280,94
EC 33,34 78,79 4,37 nd. 738,32 n.d. n.d. n.d. 27,66 95,86
Summe: 1146,81 781,92 43,37 nd. 3646,77 274,44 507,59 976,17 1616,30 2335,16
Flavonole:

Quer 81,93 71,83 3,98  nd. 525,88 nd. 34,06 73,12 113,70 163,82
Kim 46,00 113,46 6,29 nd. 1009,29 n.d. 5,93 14,04 39,33 91,14
Isorh 13,17 24,51 1,36 n.d. 308,45 n.d. 2,43 6,90 14,20 29,61
Summe: 141,11 156,88 8,70 n.d. 134326 18,90 58,45 110,03 170,70 245,68
Flavanone:

Nar 42,89 68,25 3,79 nd. 580,75 n.d. n.d. 19,56 53,20 114,46
Hesp 90,86 137,59 7,63 n.d. 856,69 n.d. n.d. 27,01 141,20 263,27
Summe: 133,75 151,37 8,40 n.d. 909,06 nd. 12,20 89,00 205,90 345,14
Flavone:

Lut 185,57 387,83 21,51 nd. 3405,95 n.d. 8,87 51,30 143,75 536,80
Api 15,36 38,46 2,13 nd. 312,90 n.d. n.d. 3,82 12,69 33,43
Summe: 200,94 389,38 21,60 n.d. 340595 3,72 18,57 65,47 186,36 554,17
Isoflavone:

Dai 9,19 28,56 1,58 nd. 432,57 n.d. n.d. n.d. 10,79 23,82
Gen 40,51 96,13 5,33 nd 821,22 n.d. n.d. n.d. 25,15 139,68
Summe: 49,70 102,22 5,67 n.d. 821,22 n.d. n.d. 10,41 43,06 156,04
Hydroxybenzoesiuren:

Proto 493,22 478,79 26,56 n.d. 3301,94 nd. 129,80 383,42 703,70 1077,86
Genti 1623,47 122593 68,00 nd. 9307,21 52291 921,54 1337,38  1963,72 2956,18
Van 236,79 446,37 24,76 nd. 3913,56 8,62 36,97 103,95 22233 517,63
Syr 2227,85  3954,92 219,38 n.d. 25360,74 nd. 86,66 620,10 2182,54 7292,54
Sal 11086,03 88908 4931,75 n.d. 1122686 nd. 91,99 299,00 688,33 1279,40
Ellag 33,91 81,44 4,52 nd. 624,75 n.d. n.d. n.d. 18,37 130,13
Summe:  15701,27 89313 495423 26,82 1129418 1619,68 2394,57 372247  7331,43 12999.,34
Hydroxyzimtsiuren:

Kaff 483,69 341,96 18,97 nd. 2372,61 194,10 279,32 400,27 597,48 868,70
Cum 403,60 1017,78 56,46 n.d. 6494,62 n.d. 6,14 27,88 248,80 1115,65
Fer 269,02 473,80 26,28 n.d. 339535 832 37,38 103,29 279,76 687,80
Summe: 1156,30  1309,40 72,63 12,01 9043,62 300,52 451,44 682,57 1272,36 2650,69
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Tab. 27: Polyphenolkonzentration (nmol/I) im Plasma von Ménnern (n,, = 243) und Frauen (n,,
= 325) der BVS II-Studie unter Angabe von Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD) und
p-Wert des Mann-Whitney U-Tests

Poly- Minner Frauen p-Wert*
phenole Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:

GC 34,55 73,62 37,05 77,36 0,622
EGC 862,35 778,12 936,83 718,59 0,077
Cat 40,71 76,44 56,73 110,29 0,066
EGCG 50,62 114,43 82,87 155,02 0,057
EC 36,61 115,09 33,34 78,79 0,010*
Summe: 1024,84 814,97 1146,81 781,92 0,030*
Flavonole:

Quer 80,17 69,95 81,93 71,83 0,627
Kém 41,22 118,12 46,00 113,46 0,255
Isorh 15,83 25,51 13,17 24,51 0,039*
Summe: 137,22 166,13 141,11 156,88 0,515
Flavanone:

Nar 34,16 72,67 42,89 68,25 0,006*
Hesp 119,45 182,20 90,86 137,59 0,594
Summe: 153,61 196,74 133,75 151,37 0,807
Flavone:

Lut 135,01 294,97 185,57 387,83 0,260
Api 11,59 29,21 15,36 38,46 0,112
Summe: 146,61 295,63 200,94 389,38 0,135
Isoflavone:

Dai 13,23 28,77 9,19 28,56 0,136
Gen 33,21 94,81 40,51 96,13 0,285
Summe: 46,44 100,89 49,70 102,22 0,998
Hydroxybenzoesiuren:

Proto 478,79 524,24 493,22 478,79 0,497
Genti 1751,57 1556,27 1623,47 1225,93 0,951
Van 184,80 337,81 236,79 446,37 0,131
Syr 2652,15 4646,06 2227.85 3954,92 0,756
Sal 2602,67 10578,51 11086,03 88908,45 0,033*
Ellag 25,25 68,43 33,91 81,44 0,090
Summe: 7695,24  12010,86 15701,27 89313,68 0,741
Hydroxyzimtsiuren:

Kaff 511,96 375,17 483,69 341,96 0,736
Cum 379,59 896,15 403,60 1017,78 0,196
Fer 204,67 346,86 269,02 473,80 0,039*
Summe: 1096,22 1219,17 1156,30 1309,40 0,661

* signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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4.3.2 Korrelation der Plasmakonzentrationen von Polyphenolen mit
anthropometrischen und sozio6konomischen Faktoren

Um zu priifen, ob ein Zusammenhang zwischen den Polyphenolkonzentrationen und den
Faktoren Lebensalter, Body-Mass-Index, Waist-to-Hip-Ratio, Schichtzugehdrigkeit und
Rauchstatus besteht, wurden die Korrelationskoeffizienten nach Spearman ermittelt (Tabelle
28).

Das Alter zeigt eine signifikante Korrelation mit Catechin (0,096). Mit den {ibrigen Flavan-3-
olen zeigt sich kein Zusammenhang. Das Alter der Probanten korreliert aulerdem auch mit den
Plasmakonzentrationen der Flavanole Kédmpferol und Isorhamnetin (0,092 und 0,170), mit der
Plasmakonzentration von Naringenin (0,091) sowie mit der Plasmakonzentrationen von
Daidzein (0,088). Dariiber hinaus ergaben sich signifikante Zusammenhédnge zwischen dem
Alter und den Plasmakonzentrationen von Gentisinsdure (0,240) und Salicylsdure (0,142) aus
der Gruppe der Hydroxybenzoesduren und den Plasmakonzentrationen der Hydroxyzimtsauren

(Kaffeesdure 0,162; p-Cumarsdure 0,085 und Ferulasdure 0,222; siche Abbildung 26).

4000,00—

3000,00—

2000,00—

Ferulasédure [nmol/l]

1000,00—

0,00

Abb. 26: Korrelation zwischen der Ferulasdurekonzentration und dem Lebensalter

Der Body-Mass-Index weist nur mit der Konzentration von Apigenin einen signifikanten
Zusammenhang auf (-0,130). Die Waist-to-Hip-Ratio korreliert positiv signifikant mit der

Plasmakonzentration von Isorhamnetin (0,131) und negativ signifikant mit der
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Plasmakonzentration von Ellagsdure (-0,101). Die Schichtzugehorigkeit korreliert negativ
signifikant mit der Plasmakonzentration von Gentisinséure (-0,086) und das Rauchverhalten
weist negativ signifikante Zusammenhénge mit Catechin (-0,110) und Hesperetin (-0,098) auf.

Der deutlichste Zusammenhang der Plasmakonzentrationen von Polyphenolen mit
anthropometrischen und sozio6konomischen Faktoren konnte in dieser Untersuchung fiir das
Alter der Probanten festgestellt werden. Dariiber hinaus sind alle signifikanten Korrelationen
des Alters mit den Polyphenolkonzentrationen positiv. Die Plasmakonzentrationen steigen also

mit steigendem Alter.

Tab. 28: Spearman’sche Korrelationskoeffizienten zwischen den Polyphenolkonzentrationen
[nmol/l] und dem Alter, Body-Mass-Index, Waist-to-Hip-Ratio, Schichtzugehorigkeit sowie
dem Rauchstatus des gesamten Studienkollektives (n = 568)

Alter BMI WHR Schicht Rauchen
Flavan-3-ole:
GC 0,048 -0,064 -0,067 0,068 0,043
EGC 0,030 -0,038 -0,052 0,059 -0,055
Cat 0,096" -0,045 -0,045 -0,037 -0,110"
EGCG 0,028 -0,055 -0,017 0,021 -0,006
EC 0,057 -0,071 -0,067 0,034 0,016
Flavonole:
Que 0,076 0,011 0,016 0,036 0,057
Kim 0,092" 0,009 0,032 0,018 0,006
Isorh 0,170™ 0,076 0,131° 0,001 0,055
Flavanone:
Nar 0,091" -0,068 -0,042 0,074 0,054
Hesp -0,008 -0,032 -0,031 0,062 -0,098"
Flavone:
Lut 0,061 -0,039 0,014 0,022 0,023
Api 0,033 -0,130" -0,052 0,009 -0,032
Isoflavone:
Dai 0,088" -0,022 0,052 0,023 -0,065
Gen 0,055 -0,027 0,015 0,014 -0,052
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 0,041 -0,082 -0,059 0,047 -0,036
Genti 0,240 0,077 0,064 -0,086" -0,040
Van 0,076 0,038 0,003 0,020 0,009
Syr 0,002 -0,022 0,015 0,007 -0,006
Sal 0,142 0,020 -0,018 -0,019 0,079
Ellag -0,014 -0,064 -0,101" 0,049 -0,013
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 0,162 -0,025 0,032 -0,002 0,063
Cum 0,085" -0,044 0,071 -0,005 0,026
Fer 0,222"" -0,022 0,022 0,035 0,071

* Korrelation ist signifikant mit p < 0.05 (2-seitig)
** Korrelation ist signifikant mit p < 0.01 (2-seitig)
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4.3.3 Polyphenolkonzentrationen im Plasma nach Altersgruppen
Um einen Einfluss des Alters auf die Plasmapolyphenolkonzentration zu liberpriifen, wurde das

Kollektiv in fiinf Altersgruppen eingeteilt:

Gruppe a — 18 — 30 Jahre
Gruppe b - 30 — 40 Jahre
Gruppe ¢ - 40 — 50 Jahre
Gruppe d - 50 — 65 Jahre
Gruppe ¢ — > 65 Jahre

Im gesamten (n = 568), nach Lebensalter unterteilten Studienkollektiv (siehe Tabelle 29) gibt es
signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05). Im Test
nach Kruskal-Wallis zeigen sich einige Unterschiede aufgrund der hohen Probandenzahl und
der daraus resultierenden groflen Streuung nicht. In den beiden jlingsten Altersgruppen und in
der dltesten Altersgruppe sind die Gallocatechinkonzentrationen signifikant niedriger als in der
zweitiltesten Gruppe. Die Catechinkonzentration im Plasma der éltesten Gruppe hingegen ist
signifikant hoher als in der Gruppe der 30 — 40-Jdhrigen und in der Gruppe der 40 — 50-
Jéhrigen. Die Epigallocatechingallatkonzentration der jiingsten Altersgruppe ist signifikant
hoher als die der élteren Gruppe (30 — 40-Jahrige) wohingegen die Epicatechinkonzentration
der 30 — 40-Jahrigen deutlich unter der Epicatechinkonzentration liegt, die in der Gruppe der 50
— 65-Jahrigen gefunden wurde. Die Kdmpferolkonzentration der 30 — 40-Jahrigen ist niedriger
als in den &lteren Gruppen und auch die Quercetinkonzentration in der Gruppe der 30 — 40-
Jahrigen ist niedriger als in den beiden &lteren Gruppen (40 — 50-Jéhrige und 50 — 65-J4hrige).
Die Plasmakonzentration von Isorhamnetin in der jiingsten Altersgruppe ist signifikant
niedriger als die Isorhamnetinkonzentration in der A&ltesten Altersgruppe und die
Isorhamnetinkonzentration der zweitjlingsten Gruppe ist signifikant niedriger als in allen &lteren
Gruppen. Die Naringeninkonzentration in der Gruppe der 30 — 40-Jdhrigen ist etwa halb so grof3
wie in der Gruppe der 50 — 65-Jdhrigen, und auch die Luteolinkonzentration in der Gruppe der
30 — 40-Jéhrigen ist etwa halb so gro wie in der Gruppe der 50 — 65-Jdhrigen. Die
Daidzeinkonzentration der éltesten Studienteilnehmer ist hoher als seine Konzentration bei den
40 — 50-Jéhrigen oder den jiingsten Studienteilnehmern (18 — 30 Jahre).

Die Protocatechusdurekonzentration der 40 — 50-Jdhrigen liegt niedriger als in der &lteren
Gruppe. Die Gentisinsdurekonzentration der 18 — 30-Jdhrigen ist niedriger als in den beiden
altesten Gruppen und in der Gruppe der 30 — 40-Jdhrigen niedriger als bei allen &lteren
Untersuchungsgruppen. Die Gentisinsdurekonzentration bei den 40 — 50-Jéhrigen und den 50 —
65-Jahrigen ist niedriger, als in der dltesten Gruppe. Die Salicylsdurekonzentration der jiingsten
Altersgruppe und der 30 — 40-Jdhrigen ist niedriger als in der éltesten Gruppe.

Die Kaffeesdurekonzentration in der dltesten Gruppe ist jeweils hoher als in den drei jlingsten



4. Ergebnisse 76

Gruppen und in der Gruppe der 50 — 65-Jéhrigen hoher als in der Gruppe der 30 — 40-Jéhrigen.
Die p-Cumarsdurekonzentration der Gruppe der 30 — 40-Jéhrigen ist niedriger als in den beiden
dltesten Gruppen. Die Ferulasdurekonzentration der beiden jlingesten Altersgruppen ist

signifikant niedriger als in den drei dltesten Gruppen.

Im ménnlichen (n = 243), nach Lebensalter unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle 30) gibt
es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05).

Die Catechinkonzentration der 30 — 40-Jdhrigen ist niedriger bei den A&ltesten
Studienteilnehmern (> 65 Jahre) und die Catechinkonzentration der 40 — 50-jdhrigen
Studienteilnehmern ist niedriger als die Catechinkonzentration in de beiden é&lteren
Gruppierungen. Die Konzentration an Epigallocatechingallat die fiir die jlingste
Teilnehmergruppe (18 — 30 Jahre) gefunden wurde, ist signifikant hoher als bei den zwei
darauffolgenden Altersgruppen. Die Epicatechinkonzentration der jiingsten Gruppe ist hoher als
bei der Gruppe der 30 — 40-Jdhrigen.

Die Konzentration an Quercetin im Plasma der 30 — 40-Jahrigen ist signifikant niedriger als die
Konzentration bei den zwei dlteren Gruppen (40 — 50-Jéhrige und 50 — 65-Jéhrige). Auch die
Konzentration an Kéampferol bei den 30 — 40-Jdhrigen ist niedriger als die
Kampferolkonzentration der 40 — 50jihrigen, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von der
Gruppe der 50 — 65-Jdhrigen, sondern von der éltesten Gruppe (= 65 Jahre). Die
Isorhamnetinkonzentration der Gruppe der 30 — 40-Jdhrigen ist signifikant niedriger bei den
zwei éltesten Gruppen (50 — 65 Jahre und élter als 65 Jahre) und die Isorhamnetinkonzentration
in der Gruppe der 40 — 50-Jdhrigen ist signifikant niedriger als in der éltesten Gruppe (élter als
65 Jahre). Die Naringeninkonzentration der 40 — 50-Jahrigen ist niedriger als in der darauf
folgenden Gruppe der 50 — 60-Jdhrigen. Die Luteolinkonzentration der 30 — 40-jdhrigen
Studienteilnehmer ist niedriger als in der jiingsten Gruppe und niedriger als bei den 50 — 65-
jahrigen Probanden. Die Isoflavone zeigen im ménnlichen Studienkollektiv keine signifikanten
Mittelwertsunterschiede.

Die Protocatechusdurekonzentration der 40 — 50-Jahrigen ist niedriger als in der Gruppe der 50
— 65-Jahrigen. Die Gentisinsdurekonzentrationen der jliingsten Gruppe und der 40 — 50-Jéhrigen
sind niedriger als bei der dltesten Gruppe. Die Gentisinsdurekonzentration der 30 — 40 -Jéhrigen
ist niedriger als bei den zwei dltesten Gruppen und die Gentisinsdurekonzentration der Gruppe
der 50 — 65 -Jahrigen ist niedriger als bei der éltesten Gruppe. Die Kaffeesdurekonzentration der
jingsten Gruppe ist niedriger als in der dltesten Gruppe. In der Gruppe der 30 — 40-Jahrigen
wurde signifikant weniger Kaffeesdure gefunden als bei den zwei dltesten Gruppen und fiir die

alteste Gruppe wurde signifikant mehr p-Cumarsdure gefunden als fiir die Gruppe der 40 — 50-



4. Ergebnisse 77

Jéhrigen. Die Ferulasdurekonzentration sowohl in der Gruppe der 30 — 40-Jdhrigen als auch in

der Gruppe der 40 — 50-Jdhrigen ist signifikant niedriger als in den zwei éltesten Gruppen.

Im weiblichen (n = 325), nach Lebensalter unterteilten Studienkollektiv (siehe Tabelle 31) gibt
es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05). Die
Gallocatechinkonzentration und die Epicatechinkonzentration der 30 — 40-Jéhrigen sind beide
signifikant niedriger als in der Gruppe der 50 — 65-Jahrigen. Die Isorhamnetinkonzentrationen
der jiingsten Untergruppe ist niedriger als bei der Gruppe der 40 — 50-Jdhrigen und die Werte
der 30 — 40-jahrigen Altersgruppe ist niedriger als bei allen élteren Gruppen. Die
Naringeninkonzentrationen der 30 — 40-Jahrigen ist deutlich niedriger als in den beiden édlteren
Gruppen (40 — 50-Jdhrige und 50 — 65-Jdhrige). Die Konzentrationen der untersuchten Flavone
sind bei den weiblichen Studienteilnehmern nicht signifikant unterschiedlich. Die
Daidzeinkonzentration der jlingsten Altersgruppe ist niedriger als bei der darauf folgenden
Altersgruppe und niedriger als bei der éltesten Gruppe. Die Gentisinsdurekonzentration der 30 —
40-Jahrigen und die Vanillinsdurekonzentration der 18 — 30-jdhrigen Probandinnen sind
niedriger als bei den drei dltesten Gruppen. Die Syringasdurekonzentration der 50 — 65-Jahrigen
ist signifikant hoher als bei der dltesten Gruppe. Die Salicylsdurekonzentrationen der 18 — 30-
Jahrigen und der 30 — 40-Jidhrigen sind niedriger als bei der dltesten Gruppe. Die
Ferulasdurekonzentration der jiingsten Altersgruppe ist niedriger als bei den drei dltesten
Gruppen, und die Ferulasdurekonzentration der 30 — 40-Jéhrigen ist niedriger als bei den beiden

darauffolgenden Altersgruppen.
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Tab. 29: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma des gesamten Studienkollektives der BVS II-Studie (n = 568) unterteilt nach Lebensalter (Jahre)
unter Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Poly-phenole Lebensalter p-Wert'
(a) 18 —30 (n=58) (b) 30 — 40 (n = 130) (c) 40 — 50 (n = 125) (d) 50 — 65 (n=157) (e) > 65 (n=98)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Flavan-3-ole:
GC 19,45 27,50 19,94° 26,23 42,18 92,57 57,10 106,56 25,31° 39,35 0,019
EGC 764,58 609,74 958,06 763,83 877,13 779,03 931,05 760,58 911,32 724,60 0,608
Cat 32,53 46,42 37,66° 73,90 54,15¢ 117,57 58,70 110,63 56,78" 95,51 0,027
EGCG 66,87" 111,20 48,37° 111,43 58,82 130,72 80,81 153,02 92,12 172,27 0,108
EC 26,90 70,00 16,73 76,89 34,16 90,27 50,98° 123,36 37,97 85,18 0,227
Flavonole:
Quer 73,31 67,71 67,87 60,32 87,78" 71,50 90,79° 84,39 79,64 58,69 0,039
Kim 24,60 37,50 24,03 4534 54,10° 138,98 55,42" 154,69 50,54" 99,79 0,057
Isorh 9,00¢ 10,56 8,56°" 12,78 13,15° 18,45 15,81" 21,29 24,17 45,03 < 0,001
Flavanone:
Nar 31,21 51,36 25,70 44,71 38,88 73,41 48,64° 82,62 46,86 79,27 0,127
Hesp 104,36 158,23 91,26 125,74 93,71 140,67 119,87 190,01 103,12 165,42 0,744
Flavone:
Lut 125,94 235,02 96,18" 184,27 162,55 355,00 220,44" 430,93 187,59 415,95 0,253
Api 26,40 67,72 10,99 23,70 12,42 36,10 13,19 28,55 12,51 23,70 0,922
Isoflavone:
Dai 6,56° 14,31 9,75 21,90 12,48° 44,04 9,92 18,47 14,66 31,56 0,097
Gen 29,56 68,17 19,12 48,55 33,83 80,93 53,85 123,35 44,43 116,94 0,572
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 573,60 617,63 448,72 412,41 439,81° 546,96 526,68° 517,75 483,41 419,38 0,377
Genti 1578,55% 1456,93 1264,39°% 940,84 1632,39% 1313,04 1735,45" 1385,81 2253,26" 1670,75 < 0,001
Van 224,06 366,39 239,39 503,98 231,04 442,72 194,14 359,16 187,63 277,07 0,386
Syr 2629,55 4760,72 1792,58 3134,11 2746,99 4372,36 244637 4409,86 2607,34 4851,15 0,679
Sal 313,45¢ 360,47 3781,17¢ 24076,77 10012,13 100577,51 11518,52 88374,57 6793,42° 20938,69 0,031
Ellag 37,12 77,29 23,61 76,42 29,02 70,59 30,96 71,22 35,16 89,59 0,766
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 451,34¢ 322,25 425,05% 287,26 479,21¢ 348,57 541,85° 420,99 563,26 339,88 0,006
Cum 276,07 567,01 276,65 715,13 290,15 732,66 526,37° 1284,76 535,94° 1079,44 0,133
Fer 209,96 521,49 152,96 261,90 291,63 554,73 269,55 413,06 268,68 347,52 < 0,001

" Kruskal- Wallis — Test
“b&4e signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 30: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der ménnlichen Studienteilnehmer der BVS II- Studie (n = 243) unterteilt nach Lebensalter (Jahre)
unter Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polyphenole Lebensalter p-Wert'
(a) 18 =30 (n=23) (b) 30— 40 (n=44) (c)40-50 (n=41) (d) 50 - 65 (n=281) (e) > 65 (n=54)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Flavan-3-ole:
GC 17,42 22,49 19,36 25,12 27,41 71,24 56,79 107,24 26,27 40,64 0,122
EGC 688,12 714,41 931,40 805,67 758,35 730,52 913,19 816,87 883,00 765,68 0,601
Cat 25,89 36,94 21,70° 40,73 25,24% 66,68 55,54¢ 96,40 52,01% 79,63 0,006
EGCG 77,32% 114,13 12,45 26,80 30,98 84,19 55,74 108,46 77,61 167,61 0,091
EC 30,90° 83,45 20,91° 123,96 18,99 45,73 56,54 150,63 35,34 90,70 0,364
Flavonole:
Quer 61,32 48,78 59,70 49,45 87,53" 61,43 94,23" 90,21 78,19 58,23 0,068
Kim 25,74 46,45 20,41 40,75 39,15° 42,45 59,39 190,89 39,09° 64,27 0,095
Isorh 12,11 12,80 8,37% 9,93 12,49¢ 23,21 15,13" 17,32 27,09% 42,11 0,018
Flavanone:
Nar 26,18 36,45 14,58 19,59 13,79¢ 19,84 48,67¢ 96,77 47,24 87,52 0,143
Hesp 121,84 208,12 112,31 137,13 133,44 182,69 119,94 197,81 112,88 184,00 0,954
Flavone:
Lut 125,76" 188,67 43,23 73,55 69,29 94,17 200,03" 343,86 166,13 418,47 0,016
Api 25,26 72,04 8,08 16,28 9,16 15,53 12,06 26,25 9,79 14,33 0,847
Isoflavone:
Dai 11,56 20,87 10,29 22,58 12,62 30,64 11,53 22,71 19,35 40,59 0,307
Gen 32,26 52,47 12,32 46,50 12,66 30,24 48,79 117,57 42,88 124,25 0,479
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 621,31 703,60 381,34 362,89 354,46° 590,44 562,94¢ 559,28 465,68 409,43 0,035
Genti 1340,12°¢ 104591 1127,29% 861,81 1456,12° 1254,54 1841,65% 1687,96 2524,71°% 1851,42 <0,001
Van 295,39 401,49 209,81 552,92 156,03 176,84 166,70 254,89 166,29 277,71 0,602
Syr 3141,14 6451,44 1956,46 3270,79 3500,76 4804,46 1733,99 3163,62 3743,64 6042,57 0,349
Sal 287,90 411,35 1518,05 8468,50 330,61 348,72 3390,80 10888,73 5015,26 16108,25 0,223
Ellag 38,08 67,41 17,23 75,49 13,76 39,71 23,80 53,80 37,23 94,53 0,363
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 435,18° 358,49 373,37% 221,71 493,67 311,35 559,77° 463,87 599,76 348,43 0,003
Cum 273,38 639,99 264,70 617,16 97,95°¢ 206,08 397,85 918,83 704,66° 1302,35 0,149
Fer 259,77 473,45 73,45% 98,36 121,78% 184,27 258,97 424,46 269,61 348,05 < 0,001

"' Kruskal- Wallis — Test
&b,¢cde signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 31: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der weiblichen Studienteilnehmerinnen der BVS II-Studie (n = 325) unterteilt nach Lebensalter
(Jahre) unter Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polyphenole Lebensalter p-Wert1
(a) 18 — 30 (n = 35) (b) 30 — 40 (n = 86) (c) 40 — 50 (n = 84) (d) 50 — 65 (n=176) (€)= 65 (n=44)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Flavan-3-ole:
GC 20,77 30,59 20,23" 26,92 49,39 100,97 57,43" 106,56 24,12 38,14 0,182
EGC 814,83 535,24 971,70 746,00 935,11 799,46 950,09 700,56 946,06 677,91 0,926
Cat 36,88 51,77 45,82 85,14 68,26 133,77 62,07 124,58 62,63 112,69 0,585
EGCG 60,00 110,36 66,74 132,18 72,40 146,77 107,54 186,42 109,92 178,13 0,236
EC 24,26 60,74 14,60 34,44 41,56 104,87 45,07" 85,92 41,20 78,80 0,137
Flavonole:
Quer 81,19 77,36 72,06 65,06 87,91 76,29 87,12 78,14 81,43 59,88 0,476
Kéim 23,84 30,99 25,89 47,65 61,40 166,80 51,19 104,25 64,60 130,41 0,251
Isorh 6,96¢ 8,37 8,66°" 14,07 13,47 15,76 16,54" 24,94 20,57° 48,64 0,013
Flavanone:
Nar 34,52 59,45 31,39 52,37 51,12° 86,01 48,61° 64,89 46,40 68,81 0,095
Hesp 92,87 116,65 80,48 118,89 74,32 110,99 119,80 182,65 91,15 140,48 0,436
Flavone:
Lut 126,05 263,74 123,26 215,88 208,08 421,44 242,20 509,12 213,93 416,13 0,310
Api 27,15 65,80 12,48 26,68 14,02 42,69 14,40 30,94 15,86 31,51 0,973
Isoflavone:
Dai 3,27% 5,78 9,47° 21,67 12,41 49,44 8,20 12,40 8,90° 12,44 0,212
Gen 27,78 77,47 22,60 49,47 44,16 94,95 59,23 129,80 46,34 108,69 0,604
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 542,24 562,71 483,19 433,53 481,47 523,05 488,04 470,11 505,17 435,02 0,989
Genti 1735,23 1669,43 1334,53°% 976,20 1718,43" 1339,55 1622,27° 964,49 1920,11° 1365,98 0,015
Van 177,19°% 339,18 254,52 479,72 267,65 523,08 223,38¢ 44422 213,82° 277,21 0,047
Syr 229337 3282,02 1708,74 3078,05 2379,08 4125,44 3205,61° 5351,77 1212,78" 2114,71 0,160
Sal 330,23¢ 328,06  4939,04° 28973,77 14737,63 122653,39 20180,96 126376,75 897570  25697,29 0,136
Ellag 36,49 84,11 26,87 77,12 36,47 80,71 38,60 85,72 32,62 84,13 0,521
Hydroxyzimtsiduren:
Kaff 461,96 301,08 451,50 313,49 472,14 366,94 522,75 372,03 518,47 327,44 0,530
Cum 277,51 523,41 282,77 763,76 383,95 868,52 663,35 1579,83 328,88 676,96 0,514
Fer 177,22 555,07 193,64 307,01 374,53 649,74 280,83 403,06 267,54" 350,88 0,001

"'Kruskal- Wallis — Test
signifikant nach Mann-Whitney U-Test

a,b,c,d, e
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4.3.4 Polyphenolkonzentrationen im Plasma nach Body-Mass-Index

Die Studienteilnehmer/innen wurden nach dem Body-Mass-Index eingeordnet in die Gruppen

Untergewicht  (Gruppe a) - BMI (kg/m?) < 18,5
Normalgewicht (Gruppe b) - BMI (kg/m?) 18,5 - 25
Ubergewicht  (Gruppe c) - BMI (kg/m?) 25 - 30
Adipositas (Gruppe d) - BMI (kg/m®) > 30,0

Im gesamten (n = 568), nach Body-Mass-Index unterteilten Studienkollektiv (sieche Tabelle 32)
gibt es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05) bei
den Catechinen, den Flavonolen und den Flavonen. Die Epigallocatechingallatkonzentration in
der Gruppe der Ubergewichtigen ist signifikant niedriger als in der Gruppe der
Normalgewichtigen, aber auch niedriger als in der Gruppe der adipdsen Studienteilnehmer, und
die Epigallocatechingallatkonzentration der normalgewichtigen (74,46 nmol/l) und der adip&sen
Studienteilnehmer (74,31 nmol/l) sind sich sehr dhnlich. Die ermittelten Gehalte an Kdmpferol
sind bei den untergewichtigen Probanden niedriger als bei den normalgewichtigen und auch
niedriger als bei den adipdsen Testpersonen. Die untergewichtige Gruppe weist dabei im Mittel
die niedrigste, die adipose Gruppe die hochste Kéampferolkonzentration auf. Die
Isorhametinkonzentration in der iibergewichtigen Gruppe ist hoher als in der Gruppe der
Normalgewichtigen. Die Apigeninkonzentration der Normalgewichtigen ist hoher als in der

Gruppe der iibergewichtigen und der adipdsen Personen.

Im ménnlichen (n = 243), nach Body-Mass-Index unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle 33)
gibt es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05). Die
Epigallocatechingallatkonzentration der adiposen Gruppe ist signifikant hoher als in der
normalgewichtigen und der iibergewichtigen Gruppe, und auch die Gentisinsdurekonzentration

der adiposen Studienteilnehmer ist signifikant hoher als in der libergewichtigen Gruppe.

Im weiblichen (n = 325), nach Body-Mass-Index unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle 34)
gibt es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05). Die
Gallocatechinkonzentration der normalgewichtigen Gruppe iibersteigen die Werte der adipdsen
Studienmitwirkenden  signifikant. Die Kémpferolkonzentration der untergewichtigen
Studienteilnehmerinnen ist niedriger als bei allen anderen Gruppen. Die mittlere
Apigeninkonzentration der Normalgewichtigen ist signifikant hoher als in der Gruppe der
fettsiichtigen  Studienteilnehmer. Die Gentisinsdurekonzentration in der Gruppe der
Normalgewichtigen ist allerdings niedriger als bei den Ubergewichtigen und die
Kaffesiurekonzentration der Ubergewichtigen ist hoher als in der die Gruppe der an Fettsucht

erkrankten Studienteilnehmer.
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Tab. 32: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma des gesamten Studienkollektives der BVS II- Studie (n = 568) unterteilt nach BMI-Gruppen unter
Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polyphenole BMI — Gruppen p-Wert1

(a) Untergewicht (n =7) (b) Normalgewicht (n =229) (c) Ubergewicht (n = 218) (d) Adipositas (n =114)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 14,10 17,06 38,94 85,81 39,75 75,84 24,16 51,38 0,340
EGC 807,86 451,20 906,47 745,90 981,58 782,76 761,38 664,33 0,125
Cat 25,19 2438 46,36 83,62 58,52 107,97 41,94 104,48 0,304
EGCG 44,22 60,15 74,46¢ 148,85 61,47" 122,64 74,31° 155,58 0,163
EC 44,96 93,18 36,23 97,97 33,58 95,42 33,33 94,09 0,764
Flavonole:
Quer 95,78 55,06 79,30 71,44 84,91 73,40 76,91 66,40 0,444
Kim 8,79 12,76 33,77° 67,55 54,56 134,87 46,31° 148,88 0,255
Isorh 13,28 15,05 11,00¢ 15,08 18,46" 33,83 13,10 19,97 0,149
Flavanone:
Nar 43,50 41,28 37,68 66,09 4131 76,54 37,72 67,75 0,505
Hesp 175,57 320,79 109,31 163,56 89,52 137,03 112,10 173,31 0,661
Flavone:
Lut 241,62 416,79 155,28 319,78 174,68 401,92 156,06 306,87 0,652
Api 6,82 5,87 16,54 41,71 13,91° 33,89 8,26" 17,88 0,015
Isoflavone:
Dai 5,45 14,42 12,71 36,27 9,93 23,58 9,54 19,65 0,363
Gen 51,28 115,54 34,17 77,57 40,65 112,11 36,78 93,69 0,603
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 366,28 324,71 548,86 551,85 448,98 463,26 443,07 447,80 0,172
Genti 1622,33 1269,25 1568,45 1277,73 1777,13 1491,77 1713,29 1348,50 0,332
Van 143,20 126,03 221,70 404,16 206,74 430,92 219,50 362,51 0,391
Syr 1201,00 1384,93 1953,22 3245,86 2785,79 4855,20 2680,06 4879,57 0,944
Sal 322,15 252,28 3202,57 18998,41 14071,85 106955,64 3790,39 12611,63 0,544
Ellag 49,19 79,15 34,05 83,39 28,25 70,82 25,07 71,12 0,526
Hydroxyzimtsiduren:
Kaff 551,00 452,44 486,59 339,12 523,62 376,48 457,64 345,41 0,553
Cum 420,57 889,19 340,32 890,18 412,17 912,56 462,09 1199,77 0,271
Fer 232,99 255,97 279,45 496,35 220,70 371,20 205,51 369,03 0,889

! Kruskal- Wallis — Test
a,b,c,d

signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 33: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der mannlichen Studienteilnehmer (n = 243) unterteilt nach BMI-Gruppen unter Angabe von
Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polyphenole BMI — Gruppen p-Wert1

(a) Untergewicht (n=1) (b) Normalgewicht (n = 81) (c) Ubergewicht (n = 110) (d) Adipositas (n=51)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC n.d. - 43,51 107,42 34,70 55,95 20,66 24,38 0,531
EGC 1649,09 - 910,85 789,40 920,39 813,06 644,71 648,37 0,089
Cat 15,02 - 45,45 94,15 42,16 71,94 30,56 51,58 0,688
EGCG 70,83 - 52,17¢ 113,58 41,71° 83,76 67,00" 164,26 0,146
EC 2,39 - 34,86 111,95 37,05 119,96 39,14 112,46 0,540
Flavonole:
Quer n.d. - 82,76 85,74 76,49 55,52 85,56 70,74 0,351
Kém 14,13 - 34,03 52,60 43,79 112,15 47,65 188,51 0,792
Isorh 2,29 - 12,08 15,70 19,31 31,73 14,56 22,49 0,347
Flavanone:
Nar 14,62 - 32,27 77,49 36,14 72,28 33,29 67,40 0,919
Hesp 312,20 - 140,15 190,40 99,01 162,41 126,85 206,78 0,163
Flavone:
Lut 39,25 - 115,82 221,31 142,27 349,14 151,73 275,34 0,524
Api 16,23 - 17,28 43,01 9,59 21,21 6,79 10,19 0,197
Isoflavone:
Dai n.d. - 12,93 27,12 13,37 31,16 13,67 26,64 0,797
Gen n.d. - 29,14 71,05 39,09 116,29 27,64 76,09 0,434
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 301,69 - 529,88 605,95 452,58 491,66 457,68 457,03 0,943
Genti 544,99 - 1666,40 1476,64 1677,88¢ 1550,79 2069,45¢ 1683,73 0,081
Van 41,42 - 201,11 308,74 169,77 371,96 194,11 311,08 0,731
Syr 2402,86 - 2283,77 4106,43 2585,16 4520,14 3386,58 5672,12 0,828
Sal n.d. - 1715,95 8847,59 3010,81 12286,13 3181,74 9229,61 0,318
Ellag n.d. - 28,66 73,96 21,73 56,95 27,93 82,32 0,935
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 158,16 - 518,65 356,47 510,13 373,61 512,22 413,60 0,535
Cum 15,79 - 252,32 506,01 472,87 992,52 387,66 1132,09 0,295
Fer 20,76 - 227,62 364,91 201,37 29921 178,95 414,56 0,738

"Kruskal- Wallis — Test
ab.c.d signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 34: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der weiblichen Studienteilnehmerinnen (n = 325) unterteilt nach BMI-Gruppen unter Angabe von
Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polyphenole BMI — Gruppen p-Wert1

(a) Untergewicht (n = 6) (b) Normalgewicht (n = 148) (c) Ubergewicht (n = 108) (d) Adipositas (n = 63)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 16,45 17,40 36,44" 71,58 44,90 91,77 26,99" 65,68 0,208
EGC 667,66 281,38 904,08 723,74 1043,90 749,27 855,83 667,15 0,304
Cat 26,89 26,25 46,85 77,59 75,19 133,47 51,15 132,50 0,344
EGCG 39,79 64,63 86,66 164,08 81,61 150,15 80,22 149,27 0,847
EC 52,06 99,98 36,98 89,80 30,04 61,49 28,63 76,73 0,976
Flavonole:
Quer 111,74 38,71 77,40 62,49 93,49 87,40 69,91 62,36 0,084
Kam 7,90 13,74 33,63° 74,64 65,52" 154,39 45,23 108,34 0,139
Isorh 15,11 15,61 10,41 14,75 17,59 35,97 11,92 17,77 0,405
Flavanone:
Nar 48,31 43,02 40,64 59,01 46,58 80,65 41,31 68,36 0,545
Hesp 152,80 345,15 92,43 144,75 79,85 104,99 100,16 141,20 0,945
Flavone:
Lut 275,35 445,99 176,87 361,42 207,69 448,61 159,56 332,37 0,803
Api 5,26 4,55 16,14° 41,12 18,31 42,80 9,46° 22,26 0,053
Isoflavone:
Dai 6,36 15,57 12,59 40,51 6,43 10,68 6,19 10,30 0,342
Gen 59,83 124,12 36,91 81,01 42,23 108,19 44,18 105,85 0,985
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 377,05 354,33 559,25 521,74 44532 434,70 431,25 443,51 0,135
Genti 1801,89 1289,33 1514,85°¢ 1156,44 1878,21° 1429,27 1424,96 916,07 0,067
Van 160,17 129,01 232,97 448,47 244,39 482,51 240,06 400,64 0,415
Syr 1000,69 1401,64 1772,31 2659,09 2990,13 5187,45 2108,12 4087,43 0,599
Sal 375,84 228,38 4016,19 22701,08 25337,72 150970,53 4283,10 14853,89 0,608
Ellag 57,39 83,38 36,99 88,23 34,89 82,34 22,75 61,16 0,294
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 616,47 457,86 469,04 329,14 537,36° 380,62 413,46¢ 273,96 0,220
Cum 488,03 954,23 388,49 1040,72 350,35 823,25 522,34 1257,64 0,725
Fer 268,36 260,99 307,82 554,40 240,39 432,97 227,01 329,49 0,845

! Kruskal- Wallis — Test
ab.c.d signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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4.3.5 Polyphenolkonzentrationen im Plasma nach Waist-to-Hip-Ratio

Unterteilt nach ihrer Waist-to-Hip-Ratio unterscheiden sich die Plasmakonzentrationen des
minnlichen Teilkollektives (n = 242) fiir Hesperetin und Genistein nach Mann-Whitney auf
signifikantem Niveau (p < 0,05), wobei in beiden Féllen die Gruppe mit niedriger Waist-to-Hip-
Ratio die hoheren Plasmakonzentrationen aufweist (siche Tabelle 35). Bei den Frauen zeigt die
Gruppe mit der hoheren Waist-to-Hip-Ratio fiir Isorhamnetin signifikant hohere Werte als die
Vergleichsgruppe (sieche Tabelle 36).

Tab. 35: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der ménnlichen Studienteilnehmer (n =
242) unterteilt nach WHR-Gruppen unter Angabe von Mittelwert (Mean) und
Standardabweichung (SD)

Polyphenole WHR - Gruppen p-Wert*
<1,0(m=203) >1,0(n=39)

Mean SD Mean SD
Flavan-3-ole:
GC 36,59 79,37 24,82 29,58 0,668
EGC 885,42 792,98 694,69 625,15 0,211
Cat 39,22 76,99 43,82 69,44 0,977
EGCG 47,86 113,13 65,53 122,80 0,352
EC 40,23 124,09 18,52 45,56 0,069
Flavonole:
Quer 81,57 73,19 74,94 49,81 0,901
Kim 38,89 109,46 53,82 158,01 0,107
Isorh 15,24 23,41 19,24 34,84 0,374
Flavanone:
Nar 35,45 77,33 28,37 42,08 0,902
Hesp 129,60 * 181,53 67,10* 181,32 0,004
Flavone:
Lut 132,95 304,29 146,31 248,40 0,268
Api 12,20 31,36 7,58 12,45 0,466
Isoflavone:
Dai 12,87 29,02 15,46 28,01 0,989
Gen 33,94 * 99,39 30,26 * 68,55 0,047
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 486,97 540,11 416,72 42421 0,517
Genti 1700,93 1565,49 2007,81 1520,93 0,174
Van 185,51 342,88 184,65 318,23 0,442
Syr 2649,18 4731,50 2703,75 4290,43 0,844
Sal 1981,59 8083,45 5883,37 18764,71 0,750
Ellag 24,59 70,31 29,34 59,20 0,269
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 510,01 378,90 512,78 360,14 0,705
Cum 323,02 789,25 683,66 1299,00 0,228
Fer 211,08 366,42 176,09 224,69 0,662

* signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 36: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der weiblichen Studienteilnehmerinnen (n
= 318) unterteilt nach WHR-Gruppen unter Angabe von Mittelwert (Mean) und
Standardabweichung (SD)

Polyphenole WHR - Gruppen p-Wert*
<0,85 (n=201) >0,85 (n=117)
Mean SD Mean SD
Flavan-3-ole:
GC 36,75 75,42 38,49 82,81 0,146
EGC 970,75 742,50 879,39 683,79 0,394
Cat 51,87 85,86 67,08 144,96 0,194
EGCG 77,26 149,43 93,14 166,45 0,531
EC 33,77 82,59 33,70 74,34 0,900
Flavonole:
Quer 82,24 71,22 82,53 74,56 0,829
Kam 48,86 128,43 41,09 85,59 0,664
Isorh 10,37* 14,57 18,35* 35,59 0,043
Flavanone:
Nar 40,47 68,02 47,89 69,47 0,674
Hesp 93,04 144,36 88,95 128,93 0,630
Flavone:
Lut 170,40 341,23 212,87 462,43 0,786
Api 15,11 37,62 16,19 40,92 0,371
Isoflavone:
Dai 10,61 34,96 7,14 12,58 0,619
Gen 37,23 83,78 46,59 115,81 0,895
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 504,41 449,20 476,48 527,15 0,153
Genti 1620,37 1214,10 1622,74 1186,58 0,829
Van 228,63 423,25 261,10 494,93 0,069
Syr 2038,61 3272,26 2594,77 4918,97 0,378
Sal 9294,52 81836,23 14811,30  102494,90 0,384
Ellag 36,95 88,15 30,15 71,08 0,329
Hydroxyzimtsauren:
Kaff 483,02 326,76 493,27 372,99 0,847
Cum 345,79 877,21 518,35 1241,48 0,678
Fer 290,96 544,02 243,78 335,10 0,490

* signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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4.3.6 Polyphenolkonzentrationen im Plasma nach Rauchstatus

Im gesamten (n = 568), nach Rauchstatus unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle 37) gibt es
signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05).

Die Gallocatechinkonzentration im Plasma der ehemaligen Raucher ist hoher als bei den
Rauchern. Im Plasma der Nichtraucher wurden noch hohere Konzentrationen an Gallocatechin
gefunden, jedoch nicht auf statistisch signifikantem Niveau. Die Catechinkonzentration der
Nichtraucher ist hoher als bei den ehemaligen Rauchern und den Rauchern, wobei fiir die Raucher
die niedrigsten Plasma-Catechinkonzentrationen nachgewiesen werden konnten.

Bei den Flavanonen liegt die mittlere Hesperetinkonzentration der Nichtraucher liber denen der
ehemaligen Raucher. Im Plasma der Raucher wurden noch niedrigere Konzentrationen an
Hesperetin gefunden, jedoch nicht auf statistisch signifikantem Niveau. Die Luteolinkonzentration
der Raucher ist hoher als die Luteolinkonzentration der ehemaligen Raucher, zu den
Nichtrauchern besteht jedoch kein signifikanter Zusammenhang. Der Gehalt an Salicylsdure im
Plasma der Nichtraucher ist signifikant hoher als der Gehalt an Salicylsdure im Plasma der
Raucher. Der Gehalt an Ellagsdure im Plasma der ehemaligen Raucher ist signifikant niedriger als

der Gehalt an Ellagsdure bei Rauchern und Nichtrauchern.

Im ménnlichen (n = 243), nach Rauchstatus unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle 38) gibt
es einen signifikanten Unterschied der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05).
Die mittelere Plasma-Luteolinkonzentration der Raucher liegt iiber derjenigen der Nichtraucher

und der ehemaligen Raucher.

Im weiblichen (n = 325), nach Rauchstatus unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle 39) gibt es
signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05).

Der Gehalt an Epigallocatechin im Plasma der Nichtraucher ist hoher als im Plasma der
ehemaligen Raucher. Die Catechinkonzentration im Plasma der ehemaligen Raucher ist hoher als
im Plasma der Nichtraucher und bei den Rauchern ist die Quercetinkonzentration hoher, als bei
den Nichtrauchern.

Hesperetin zeigt auch einen signifikanten Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern,
hier ist jedoch die Hesperetinkonzentration in der Gruppe der Nichtraucher doppelt so grol3 wie

bei den Rauchern.
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Tab. 37: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma des gesamten Studienkollektives der BVS
II-Studie (n = 568) unterteilt nach Rauchstatus unter Angabe von Mittelwert (Mean) und

Standardabweichung (SD)

Polyphenole Rauchstatus p-Wert1

(a) Nichtraucher (n=294) (b) Ex — Raucher (n=133) (c¢) Raucher (n=140)

Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 37,30 83,99 35,21¢ 82,18 34,20° 45,72 0,063
EGC 954,69 774,72 831,84 697,83 873,42 723,00 0,317
Cat 55,255 101,91 46,39 100,27 42,26" 84,82 0,022
EGCG 71,39 140,17 62,49 139,35 70,96 141,08 0,443
EC 34,36 92,90 30,55 78,42 39,76 116,01 0,414
Flavonole:
Quer 77,29 67,70 84,22 80,09 86,47 68,76 0,407
Kam 44,64 101,91 38,00 90,60 48,46 156,73 0,973
Isorh 12,86 19,98 15,18 25,80 16,59 32,49 0,422
Flavanone:
Nar 38,39 67,16 37,17 71,87 42,76 75,48 0,205
Hesp 119,14° 171,78 92,88 156,54 79,84 126,50 0,057
Flavone:
Lut 168,80 360,48 140,89°¢ 371,18 176,65 314,69 0,052
Api 13,41 29,55 14,06 38,87 14,27 40,87 0,352
Isoflavone:
Dai 11,03 25,10 13,21 41,12 8,58 20,34 0,175
Gen 39,27 97,59 40,33 113,23 30,92 70,18 0,469
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 494,10 467,36 447,38 471,85 513,38 580,66 0,618
Genti 1695,39 1335,25 1721,59 1616,38 1599,24 1219,73 0,668
Van 218,42 42241 187,72 306,57 232,06 446,55 0,797
Syr 2468,59 447577  2677,46 4271,40 204424 3798,63 0,791
Sal 3565,43° 16767,99 20477,90 1358153  3309,67" 19252,87 0,115
Ellag 33,22° 80,79 19,71 56,32 33,88 82,33 0,066
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 478,75 34495 488,87 318,60 540,02 409,96 0,373
Cum 383,53 990,49 446,18 975,96 366,25 914,43 0,392
Fer 208,13 373,40 215,77 337,80 337,27 567,57 0,226

1 Kruskal- Wallis — Test
a, b, ¢ signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 38: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der ménnlichen Studienteilnehmer (n =
243) unterteilt nach Rauchstatus unter Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung

(SD)
Polvphenole Rauchstatus p-Wert!

(a) Nichtraucher (n=98) (b) Ex — Raucher (n=72)  (c) Raucher (n = 73)

Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 44,00 101,90 23,29 42.30 32,96 47,01 0,188
EGC 882,17 843,94 865,83 690,20 832,32 777,37 0,742
Cat 50,36 93,40 35,36 61,71 33,03 62,60 0,692
EGCG 45,68 102,07 53,54 137,15 54,39 106,62 0,459
EC 28.40 98,86 29.23 88,03 54,92 152,39 0,409
Flavonole:
Quer 85,46 78,47 74,85 58,41 78,30 68,69 0,722
Kéam 46,70 116,46 31,96 57,88 43,00 158,72 0,912
Isorh 15,32 24,47 17,10 30,04 15,27 22,10 0,849
Flavanone:
Nar 35,86 83,25 26,66 39,43 39,28 82,43 0,218
Hesp 134,83 192,26 115,63 193,32 102,56 155,88 0,592
Flavone:
Lut 137,02¢ 347,21 111,77¢ 248,64 155,24"” 260,94 0,024
Api 11,60 21,93 14,58 45,10 8,64 14,02 0,781
Isoflavone:
Dai 16,68 38,09 12,43 22,09 9,39 17,76 0,399
Gen 34,58 107,87 36,37 101,88 28,26 65,32 0,927
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 488,07 531,14 412,71 501,36 531,52 537,11 0,283
Genti 1874,37 1646,58 1730,45 1632,42 1607,55 1348,39 0,504
Van 147,13 209,32 173,66 298,03 246,35 480,67 0,238
Syr 3353,18 5527,61 2312,66 3956,31 2045,87 3846,70 0,232
Sal 2619,80 9957,25 4395,90 15213,94 811,02 2798,60 0,254
Ellag 31,34 86,32 11,71 31,78 30,44 66,67 0,301
Hydroxyzimtsauren:
Kaff 488,79 339,65 482,54 327,20 572,08 454,80 0,777
Cum 325,29 804,20 526,84 1158,41 307,24 688,23 0,328
Fer 149,80 253,88 184,02 255,13 298,70 489,76 0,170

1 Kruskal- Wallis — Test

a, b, ¢ signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 39: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der weiblichen Studienteilnehmerinnen (n = 324)
unterteilt nach Rauchstatus unter Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polvphenole Rauchstatus p-Wert'

(a) Nichtraucher (n =196) (b) Ex — Raucher (n=61) (c) Raucher (n = 67)

Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 33,95 73,49 49,28 111,21 35,55 44,59 0,198
EGC 990,95° 737,28 791,73 710,35 918,22 661,61 0,091
Cat 57,70° 106,06 59,41 131,51 52,33 103,35 0,039
EGCG 84,24 154,41 73,06 142,32 89,01 169,95 0,828
EC 37,34 89,89 32,10 65,99 23,24 49,79 0,804
Flavonole:
Quer 73,21°¢ 61,43 95,28 99,23 95,36 68,23 0,050
Kdm 43,61 94,11 45,13 118,32 54,42 155,50 0,917
Isorh 11,64 17,24 12,90 19,67 18,04 41,06 0,382
Flavanone:
Nar 39,66 57,66 49,57 96,11 46,55 67,50 0,378
Hesp 111,29°¢ 160,51 66,02 91,26 55,09 77,47 0,040
Flavone:
Lut 184,68 366,77 175,26 477,21 199,98 364,99 0,643
Api 14,32 32,72 13,45 30,27 20,39 56,83 0,570
Isoflavone:
Dai 8,21 14,19 14,12 56,04 7,71 22,93 0,268
Gen 41,61 92,23 45,00 126,04 33,81 75,52 0,558
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 497,12 433,39 488,31 435,00 493,62 628,19 0,298
Genti 1605,90 1142,85 1711,12 1610,70 1590,20 1072,24 0,989
Van 254,06 492,42 204,32 318,02 216,49 409,19 0,839
Syr 2026,29 3783,05 3108,04 4611,78 2042,47 3774,56 0,152
Sal 4038,24 19299,63  39459,92  199073,3 6032,08 27526,10 0,141
Ellag 34,15 78,10 29,16 74,94 37,63 96,96 0,284
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 473,73 348,33 496,33 310,68 505,09 354,88 0,288
Cum 412,65 1072,32 350,99 700,39 430,54 1111,87 0,727
Fer 237,29 418,18 253,26 413,98 379,30 642,91 0,446

1 Kruskal- Wallis — Test
a, b, ¢ signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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4.3.7 Polyphenolkonzentrationen im Plasma nach Schichtzugehorigkeit

Der sozio-6konomische Status der Probanden wurde, basierend auf der Ausprigung dreier
Charakteristika, in Gruppen eingeteilt (Unterschicht, untere Mittelschicht, Mittelschicht, obere
Mittelschicht, Oberschicht). Diese umfassten den Bildungsgrad, die gesellschaftliche Stellung der
Studienteilnehmer sowie das Haushalts-Nettoeinkommen (Winkler und Stolzenberg, 1999). Im
gesamten (n = 568), nach Schichtzugehorigkeit unterteilten Studienkollektiv (siehe Tabelle 40)
sind die Gehalte an Gallocatechin im Plasma der Studienteilnehmer aus der Unterschicht
signifikant niedriger als bei der Mittelschicht und der oberen Mittelschicht (nach Mann-Whitney,
p < 0,05). Die Epigallocatechinkonzentration im Plasma der unteren Mittelschicht ist im Mittel
niedriger als bei Probanden aus der Oberschicht. Die Gehalte an Kdmpferol hingegen sind im
Plasma aus der Oberschicht niedriger als bei der oberen Mittelschicht. Die Plasma-
Naringeninkonzentration in der Gruppe der Mittelschicht ist signifikant hoher als dessen Gehalte
bei den Probanden aus der Unterschicht, der unteren Mittelschicht und der Oberschicht. Die
mittlere Plasma-Gentisinsdurekonzentration aus der oberen Mittelschicht ist niedriger als bei der
unteren Mittelschicht und die Ellagsdurekonzentration ist bei der oberen Mittelschicht hoher als

bei der Mittelschicht und bei der unteren Mittelschicht.

Im ménnlichen (n = 243), nach Schichtzugehdrigkeit unterteilten Studienkollektiv (siche Tabelle
41) gibt es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05).
Die mittlere Konzentration an Gallocatechin im Plasma der Unterschicht ist hoher als bei der
Mittelschicht. Der Kdmpferolgehalt im Plasma der oberen Mittelschicht ist signifikant hoher als
bei der Unterschicht, der Mittelschicht und der Oberschicht. Der Gehalt an Naringenin im Plasma
der Unterschicht ist niedriger als die Naringeninkonzentration bei der Mittelschicht und der
oberen  Mittelschicht. Die  Mittelschicht weist jedoch eine niedrigere Plasma-
Naringeninkonzentrationen auf als die untere Mittelschicht und die Oberschicht wiederum hat
eine niedrigere Plasmakonzentrationen als die Mittelschicht und die obere Mittelschicht. Die
Hesperetinkonzentration der Oberschicht ist hoher als bei der Unterschicht. Die
Hesperetinkonzentration der unteren Mittelschicht ist niedriger als bei der Mittelschicht und der
Oberschicht. Die Daidzeinkonzentration im Plasma der Unterschicht ist hoher als im Plasma der
oberen Mittelschicht. Die Daidzeingehalte in der unteren Mittelschicht und der oberen
Mittelschicht liegen unterhalb von dem in der Oberschicht. Im Plasma der unteren Mittelschicht
konnte mehr Gentisinsédure nachgewiesen werden als bei der Mittelschicht und der oberen
Mittelschicht. Der Syringasduregehalt im Plasma der unteren Mittelschicht liegt iiber dem bei der

Unterschicht.
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Im weiblichen (n = 325), nach Schichtzugehorigkeit unterteilten Studienkollektiv (siehe Tabelle
42) gibt es signifikante Unterschiede der Plasmakonzentrationen nach Mann-Whitney (p < 0,05).
Die Plasma-Epigallocatechinkonzentration der unteren Mittelschicht ist niedriger als bei der
Mittelschicht und der Oberschicht. Die Oberschicht weist dabei die hochste Plasma-
Epigallocatechinkonzentration auf (1055,96 nmol/l). Die Genisteinkonzentration im Plasma der
unteren Mittelschicht liegt unter den Plasmakonzentrationen der oberen Mittelschicht sowie der
Oberschicht. Die obere Mittelschicht weist dabei die hochste Plasma-Genisteinkonzentration auf
(53,54 nmol/l). Die Plasma-Gentisinsdurekonzentration in der Unterschicht ist niedriger als in der
oberen Mittelschicht und die Ellagsdurekonzentrationen in der unteren Mittelschicht ist niedriger
als in der oberen Mittelschicht. Die Ferulasdurekonzentration im Plasma der Mittelschicht ist

niedriger als die Konzentrationen bei der Oberschicht.
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Tab. 40: Polyphenolkonzentration (nmol/I) im Plasma des gesamten Studienkollektives (n = 568) unterteilt nach Schichtzugehorigkeit unter Angabe von
Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polvyphenole Schichtzugehorigkeit p-Wert!

(a) Unterschicht (n = 79) (b) Untere Mittelschicht (n =137) (c) Mittelschicht (n=177)  (d) Obere Mittelschicht (n = 120) (e) Oberschicht (n = 55)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 37,19“1 101,17 32,02 68,53 39,42 74,74 39,61° 77,49 25,13 43,94 0,076
EGC 952,64 805,54 770,63 623,59 932,18 777,01 948,31 794,76 988,95” 697,63 0,344
Cat 60,09 121,39 43,07 69,45 53,37 112,25 49,04 90,44 42,75 83,38 0,677
EGCG 62,05 126,16 72,76 151,33 61,52 137,29 69,96 125,78 92,35 166,55 0,832
EC 19,51 42,21 44,80 128,24 34,89 89,73 37,28 101,89 25,53 53,24 0,888
Flavonole:
Quer 76,03 66,99 78,34 74,90 86,64 76,78 83,88 66,59 72,14 55,21 0,568
Kam 35,93 55,83 47,37 139,90 42,48 110,25 53,71° 137,57 30,45’1 64,62 0,176
Isorh 12,11 16,08 15,00 22,80 13,86 25,55 17,29 33,57 10,74 14,24 0,853
Flavanone:
Nar 30,06¢ 55,46 34,96¢ 76,42 49, 72%b¢ 84,00 40,81 59,48 25,05¢ 33,61 0,021
Hesp 100,70 145,65 94,01 163,03 110,33 166,95 97,46 145,69 118,13 169,01 0,460
Flavone:
Lut 139,12 295,62 112,64 214,29 194,89 452,07 205,47 381,28 137,19 235,28 0,816
Api 13,04 26,20 15,16 42.83 14,39 34,19 14,41 37,35 7,77 13,95 0,435
Isoflavone:
Dai 11,99 20,28 8,22 15,99 11,66 40,31 9,81 22,66 16,12 30,48 0,441
Gen 31,45 85,32 26,56 70,03 45,06 116,49 40,61 90,73 41,17 100,27 0,851
Hydroxybenzoesiauren:
Proto 491,46 556,84 440,00 430,44 502,13 490,55 537,45 574,87 439,38 407,69 0,671
Genti 1903,03 1737,95 1883,23d 1590,93 1599,65 1283,85 1445,28" 962,46 1606,30 1198,45 0,178
Van 200,07 320,81 167,85 259,45 278,10 580,91 223,80 333,54 126,96 153,46 0,377
Syr 254491 4383,47 2588,55 4694,40 2270,99 3712,16 2358,31 4588,40 2325,12 4037,26 0,877
Sal 3026,15 9074,48 342591 17523,31 14950,99 117923, 5094,97 20195,72 4895,87 26977,10 0,672
Ellag 26,91 69,66 30,18¢ 84,92  26,68" 75,83 41,31% 80,14 22,14 50,14 0,116
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 491,53 352,23 490,27 359,22 507,79 367,20 472,21 288,49 528,41 452,25 0,996
Cum 248,69 480,95 446,98 1064,07 322,48 760,67 521,81 1293,99 415,07 981,17 0,938
Fer 187,16 249,01 245,94 466,55 239,99 404,88 271,56 519,67 247,67 350,92 0,910

1 Kruskal- Wallis — Test
a, b, ¢, d, e signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 41: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der ménnlichen Studienteilnehmer (n = 243) unterteilt nach Schichtzugehdrigkeit unter Angabe von

Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polvphenole Schichtzugehorigkeit p-Wert!

(a)Unterschicht (n =32)  (b)Untere Mittelschicht (n=158)  (c¢)Mittelschicht (n=74) (d)Obere Mittelschicht (n =47) (e)Oberschicht (n = 32)

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 40,24°¢ 117,54 34,81 78,29 33,22¢ 62,69 34,20 57,39 31,97 55,11 0,401
EGC 901,97 918,99 849,64 732,20 793,31 730,12 906,37 874,72 940,80 695,00 0,814
Cat 30,60 47,18 49,66 81,90 40,11 77,35 35,60 75,36 43,48 90,76 0,708
EGCG 25,02 65,54 76,98 167,01 43,09 102,05 41,71 71,73 58,97 110,35 0,862
EC 15,90 40,18 51,96 148,15 36,79 112,88 41,31 136,29 22,22 52,26 0,955
Flavonole:
Quer 67,58 63,14 90,55 91,59 82,91 66,96 74,25 52,33 76,29 60,97 0,681
Kim 24,94¢ 35,69 54,68 181,59 25,72° 42,07  60,62°¢ 151,96 40,48° 82,62 0,033
Isorh 14,58 16,05 18,81 28,28 18,12 34,56 13,50 15,12 9,82 11,16 0,700
Flavanone:
Nar 13,73 23,56 43,57¢ 106,52 42,85 7546  3547% 55,93 15,55 25,01 0,004
Hesp 86,96° 142,10 99,78 184,36 136,94° 192,84 112,92 173,24 156, 72 200,80 0,068
Flavone:
Lut 141,31 304,97 137,99 267,91 150,20 379,96 117,98 197,92 113,22 233,64 0,546
Api 13,21 23,15 9,55 14,15 12,14 28,81 14,20 48,82 8,60 15,32 0,796
Isoflavone:
Dai 17,537 26,77 10,37°¢ 21,41 14,31 36,15 6,03 11,67 22,20% 37,75 0,034
Gen 29,69 87,76 35,49 90,98 37,74 110,88 20,53 48,92 40,78 119,90 0,473
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 555,56 699,39 430,03 449,10 501,23 481,44 532,03 634,50 360,34 334,26 0,676
Genti 1883,95 2308,78 2228,88 1761,34 1545,19° 1369,49 1563,57° 1128,06 1507,46 952,08 0,090
Van 207,27 344,16 175,79 250,39 217,49 490,77 180,95 215,49 108,69 108,62 0,812
Syr 2251,44° 3870,00 3155,06" 5007,55 2347.16 4369,65 3055,61 5491,87 2254,00 4054,22 0,211
Sal 2358.,39 8589,03 3842,62 11929,65 2532.84 12731,42 2341,59 9356,32 1144,53 4614,10 0,506
Ellag 10,11 28.87 35,97 100,35 19,99 44,71 38,39 82,72 13,84 37,85 0,468
Hydroxyzimtsauren:
Kaff 508,37 382,95 517,44 374,73 495,10 347,35 501,45 330,90 560,04 494,02 0,988
Cum 261,85 547,97 564,79 1203,35 321,63 858,98 325,54 656,50 375,04 915,64 0,776
Fer 165,99 231,71 250,85 479,70 213,24 368,37 196,05 265,61 152,51 171,83 0,969

1 Kruskal- Wallis — Test
a, b, c, d, e signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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Tab. 42: Polyphenolkonzentration (nmol/l) im Plasma der weiblichen Studienteilnehmerinnen (n = 325) unterteilt nach Schichtzugehdrigkeit unter
Angabe von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)

Polyphenole Schichtzugehorigkeit p-Wert1

(a)Unterschicht (n=47 ) (b)Untere Mittelschicht (n=79) (c)Mittelschicht (n=103) (d)Obere Mittelschicht (n=73) (e)Oberschicht (n=23)

Mean SD Mean SD  Mean SD Mean SD Mean SD

Flavan-3-ole:
GC 35,11 89,62 29,97 60,83 43,88 82,32 43,09 88,26 15,61 17,26 0,227
EGC 987,14 726,74 712,63 527,45 1031,95° 797,61 975,31 743,80 1055,96° 711,29 0,121
Cat 80,16 149,89 38,23 58,74 62,90 131,30 57,70 98,47 41,73 73,87 0,603
EGCG 87,26 149,97 69,67 139,73 74,76 156,99 88,14 148,35 138,79 216,92 0,430
EC 21,96 43,80 39,55 112,10 33,52 69,05 34,69 72,62 30,13 5541 0,815
Flavonole:
Quer 81,78 69,57 69,38 58,81 89,32 83,34 90,08 74,02 66,36 46,73 0,374
Kim 43,42 65,46 42,01 99,79 54,52 139,13 49,26 128,36 16,50 16,72 0,641
Isorh 10,43 16,05 12,19 17,40 10,80 15,78 19,72 41,25 12,02 17,87 0,710
Flavanone:
Nar 41,18 67,30 28,63 42,39 54,66 89,67 44,25 61,78 38,28 39,72 0,401
Hesp 110,06 148,81 89,78 146,50 91,21 143,51 87,51 125,11 64,44 90,08 0,907
Flavone:
Lut 137,63 292,41 94,03 163,67 227,00 496,82 261,79 455,00 170,54 238,67 0,446
Api 12,93 28,33 19,27 54,88 16,01 37,64 14,55 27,99 6,63 12,01 0,200
Isoflavone:
Dai 8,22 13,36 6,64 10,23 9,76 43,12 12,25 27,33 7,67 12,00 0,520
Gen 32,65 84,55 20,01" 49,00 50,33 120,62 53,54" 107,91 41,71° 66,47 0,110
Hydroxybenzoesiduren:
Proto 447,82 437,40 447,31 418,95 502,78 499,33 540,94 537,54 549,34 478,34 0,673
Genti 1916,02° 1236,51 1629,46 1411,37 1638,78 1223,96 1369,12° 838,44 1743,80 1488,01 0,180
Van 195,17 307,63 162,02 267,34 321,64 636,64 251,39 390,18 152,39 200,04 0,614
Syr 2744,73 4731,57 2172,63 4436,88 2216,26 3178,85 1909,36 3873,71 2424,07 4102,36 0,697
Sal 3480,79 9454,82 3119,97 20764,72 23872,77 153903,59 6867,69 24699,18 10115,13 41320,49 0,588
Ellag 38,35 85,65 25,93¢ 71,91 31,48 91,85 43,18" 78,95 33,68 62,56 0,098
Hydroxyzimtsiduren:
Kaff 480,07 333,49 470,33 348,45 516,91 382,23 453,38 258,23 484,41 393,24 0,937
Cum 239,73 435,52 360,48 947,67 323,10 685,80 648,17 1565,48 470,77 1084,44 0,977
Fer 201,58 261,60 242,33 459,72 259,21°¢ 429,94 320,18 628,61 380,06¢ 478,72 0,294

1 Kruskal- Wallis — Test
a, b, c, d, e signifikant nach Mann-Whitney U-Test
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4.3.8 Korrelation der Plasmakonzentrationen von Polyphenolen

Im Folgenden wurde gepriift, ob ein Zusammenhang zwischen den Plasmakonzentrationen der
Flavonoide und Phenolsduren zueinander besteht. Zu diesem Zweck wurden die jeweiligen
Korrelationskoeffizienten nach Spearman errechnet (siche Tabelle 43). Nachstehend werden nur

die Polyphenole dargestellt, die signifikante Korrelationskoeffizienten aufweisen.

Flavan-3-ole

Catechin zeigt Zusammenhdnge zu allen {brigen Catechinderivaten. Gallocatechin,
Epigallocatechingallat und Epicatechin weisen signifikante Korrelationskoeffizienten zu allen
Catechinderivaten auBler zu Epigallocatechin auf. Zwischen Gallocatechin und Quercetin sowie
Kéampferol bestehen positive Zusammenhénge, Epigallocatechin korreliert negativ mit Quercetin
und Isorhamnetin. Fiir Catechin, Epigallocatechin und Epicatechin korrelieren positiv mit
Kéampferol.

Zwischen Gallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat und Epicatechin gibt es
Zusammenhinge zu den Flavanonen. Epigallocatechin korreliert mit Hesperetin. Gallocatechin,
Catechin und Epigallocatechingallat korrelieren mit Luteolin, wohingegen Epigallocatechin zu
Apigenin und Epicatechin zu beiden Flavonen Zusammenhédnge aufweist. Fiir die Isoflavone
konnten charakteristische Beziehungen von Gallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat und
Epicatechin zu Genistein gefunden werden. Epigallocatechin und Daidzein zeigen keine
Wechselwirkungen zu den Vertretern der jeweils anderen Gruppe.

Gallocatechin, Epigallocatechingallat und Epicatechin korrelieren mit allen untersuchten
Hydroxybenzoesduren, aufler mit Syringasdure, welche zu gar keinem Vertreter der Flavan-3-ole
signifikante ~ Korrelationskoeffizienten ~ aufweist. ~ Catechin  korreliert  mit  allen
Hydroxybenzoesduren aufler mit Syringasdure und Salicylsdure. Epigallocatechin hingegen
korreliert nur mit Protocatechusdure. Die Catechine zeigen jeweils positive Zusammenhidnge
zwischen Gallocatechin, Catechin, Epicatechin und den Hydroxyzimtsduren p-Cumarsiure sowie
Ferulasdure. Auch Epigallocatechingallat korreliert positiv mit diesen beiden Hydroxyzimtsduren
und zusitzlich dazu negativ mit Kaffeesdure. Epigallocatechin dagegen korreliert nur mit

Kaffeesiure.

Flavonole
Alle ausgewdhlten Vertreter der Flavonole korrelieren miteinander. In Bezug auf die Flavanone
zeigt nur Quercetin signifikante Korrelationskoeffizienten mit beiden Stellvertretern der

Zitrusflavonoide. Kdmpferol korreliert positiv mit Naringenin. Isorhamnetin hat zu Hesperetin
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eine negative Beziehung. Alle untersuchten Flavonole korrelieren positiv mit Luteolin, nicht
jedoch mit Apigenin. Alle drei Flavonole korrelieren mit Genistein, zu Daidzein zeigt jedoch nur
Quercetin einen Zusammenhang. Quercetin und Kémpferol korrelieren positiv. mit den
Hydroxybenzoesduren Gentisinsdure, Vanillinsdure und Ellagsdure, wohingegen Isorhamnetin
zusitzlich dazu positiv mit Salicylsdure und negativ mit Protocatechusdure in Beziehung steht.
Quercetin korreliert mit allen untersuchten Hydroxyzimtsduren. Kédmpferol und Isorhamnetin

korrelieren mit p-Cumarsiure und Ferulasédure.

Flavanone

Die Plasmakonzentrationen von Narigenin und Hesperetin hidngen erwartungsgemil3 voneinander
ab (0,284). Bezogen auf die Plasmakonzentrationen der Flavone zeigen nur Hesperetin und
Luteolin keine signifikanten Korrelationskoeffizienten. Der einzige Zusammenhang zwischen
Flavanonen und Isoflavonen besteht zwischen Naringenin und Genistein (0,406). Zwischen
Naringenin und allen Hydroxybenzoesduren, aufler Syringasdure, konnten signifikante
Korrelationskoeffizienten gefunden werden. Dariliber hinaus besteht zwischen Hesperetin und
Protocatechusdure, Gentisinsdure, Syringasdure sowie Ellagsdure jeweils ein Zusammenhang.
Naringenin korrespondiert mit allen Hydroxyzimtsduren. Zu Ferulasdure besteht ein
vergleichsweise ausgeprigter Zusammengang (r = 0,531, siehe Abbildung 27), wihrend

Hesperetin zu keinem Vertreter dieser Phenolsdureklasse auffillige Zusammenhinge zeigt.

4000,00 —

3000,00—

2000,00 —

Ferulasdure [nmol/l]

1000,00—

0,00

I I I I I I I
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

Naringenin [nmol/l]

Abb. 27: Korrelation zwischen den Konzentrationen von Ferulasidure und Naringenin im Plasma
des gesamten Studienkollektives



4. Ergebnisse 98

Flavone

Die Flavone Luteolin und Apigenin korrelieren nicht miteinander. Die Priifung der Beziehung
von Flavonen und Isoflavonen weist nur fiir Luteolin und Genistein einen signifikanten und
vergleichsweise ausgepréagten Korrelationskoeffizienten auf (0,520).

Zwischen den Plasmakonzentrationen von Luteolin und Gentisinsdure, Vanillinsdure,
Salicylsdure sowie Ellagsdure ldsst sich ebenfalls ein Zusammenhang feststellen. Apigenin weist
signifikante Korrelationskoeffizienten mit Protocatechusdure, Gentisinsdure und Ellagsiure auf.
Luteolin zeigt zu jedem Vertreter der Klasse der Hydroxyzimtsduren signifikante
Korrelationskoeffizienten. Apigenin hingegen korreliert nur mit Ferulasdure auf signifikantem

Niveau.

Isoflavone

Bei der Untersuchung der Isoflavone auf Korrelationen féllt besonders der Unterschied zwischen
thnen und den anderen Polyphenolen auf. Daidzein und Genistein weisen keine signifikanten
Korrelationskoeffizienten zueinander auf. Daidzein zeigt nur mit Quercetin (siche oben) und
Gentisinsdure positive und mit Ellagsdure negative Korrelationskoeffizienten. Zusétzlich zu den
bereits beschriebenen Polyphenolen (sieche oben) korrespondiert Genistein aber mit allen

Hydroxybenzoesduren und mit allen Hydroxyzimtsauren.

Hydroxybenzoesiuren

Die Beziehungen der Hydroxybenzoesiuren zueinander und zu den Hydroxyzimtsiuren sind sehr
heterogen. Protocatechusdure zeigt mit Gentisinsdure und Ellagsdure signifikante
Korrelationskoeffizienten. Gentisinsdure korrespondiert mit Vanillinsdure, Salicylsdure und
Ellagsdure. Vanillinsdure steht mit Salicylsdure und Ellagsdure in Zusammenhang. Syringasiure
zeigt weder mit Hydroxybenzoesduren, noch mit Hydroxyzimtsduren signifikante
Korrelationskoeffizienten. Protocatechusdure und Gentisinsdure weisen mit Kaffeesdure und
Ferulasdure signifikante Korrelationskoeffizienten auf. Vanillinsdure, Salicylsdure und

Ellagsdure weisen mit allen Hydroxyzimtséuren signifikante Korrelationskoeftizienten auf.

Hydroxyzimtsiuren
Ferulasdure weist mit Kaffeesdure und p-Cumarséure signifikante Korrelationskoeftizienten auf.

Zwischen Kaffeesidure und p-Cumarsdure besteht jedoch kein Zusammenhang.
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Tab. 43: Spearman’sche Korrelationskoeffizienten der Polyphenolkonzentrationen im gesamten Studienkollektiv (n = 568)

G( EG( Ca EGC( E( Qu Kén Isorl Na Hes) Lu Ap
GC -0,01 0,19 0,21 0,23 0,21 0,10 0,00 0,35 0,18 0,18 0,02
EGC -0,01 0,11 -0,00 0,05 -0,11 0,03 0,11 0,04 0,16 -0,04 0,10
Cat 0,19 ~ 0,11 0,32 0,32 0,02 0,11 -0,05 0,24 0,22 0,22 0,06
EGCG 021 ~ -0,00 0,32 0,48 0,06 0,19 0,01 0,38 0,16 0,37 0,07
EC 023 *© 0,05 0,32 0,48 0,05 0,20 0,02 0,43 0,22 0,40 0,09
Que 021 * -0,11. 0,02 0,06 0,05 0,20, 0,25 0,16 -0,09 0,18 -0,05
Kim 0,10 0,03 0,11 0,19 0,20 0,20 0,15 0,18 0,02 0,22 0,07
Isorh 0,00 0,11 -0,05 0,01 0,02 0,25 0,15 0,03 -0,25 0,17 -0,03
Nar 035 * 0,04 0,24 0,38 0,43 0,16 0,18 0,03 0,28 0,36. 0,17 *
Hesp 0,18 * 0,16 0,22 0,16 0,22 -0,09 0,02 0,25 0,28 -0,02 012 ~
Lut 0,18 ~ -0,04 0,22 0,37 0,40 0,18 0,22 0,17 0,36 -0,02 0,05
Api 0,02 0,10 0,06 0,07 0,09 -0,05 0,07 -0,03 0,17 0,12 0,05
Dai -0,02 -0,04 -0,00 0,03 0,00 0,08 -0,05 0,06 -0,00 0,00 -0,05 0,05
Gen 020 * -0,06 0,28 0,50 0,49 0,22 0,24 0,15 0,40 0,05 0,52 0,02
Proto 021 ~ 0,09 0,27 0,12 0,18 0,05 0,07 -0,08 0,25 0,35 0,07 0,09
Genti 0,12 ~ 0,05 0,12 0,13 0,14 0,18 0,14 0,12 0,17 0,18 0,12 0,09
Van 0,08 -0,02 0,09 0,08 0,12 0,10 0,10 0,14 0,21 -0,01 0,21 0,04
Syr 0,06 0,03 -0,00 0,05 -0,02 -0,01 0,02 -0,03 0,01 0,11 -0,05. -0,01
Sal 0,08 0,00 0,03 0,13 0,16 0,06 0,03 0,09 0,15 -0,02 0,14 0,01
Ellag 020 * 0,06 0,21 0,27 0,28 0,14 0,25 0,15 0,32 0,17 0,32 0,10
Kaff 0,06 0,13 -0,04 0,24 -0,00 0,09 0,05 0,07 0,09 0,02 -0,08 0,03
Cum 0,12 * -0,05 0,19 0,25 0,29 0,12 0,22 0,19 0,27 -0,07 0,39 0,03
Fer 033 °© 0,02 0,18 0,38 0,41 0,18 0,10 0,11 0,53 0,07 0,30 0,10

* Korrelation ist signifikant mit p < 0.05 (2-seitig)
** Korrelation ist signifikant mit p < 0.01 (2-seitig)
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Fortsetzung Tabelle 43: Spearman’sche Korrelationskoeftizienten der Polyphenolkonzentrationen im gesamten Studienkollektiv (n = 568)

Da Gel Prot: Gent Vai Sy Sa Ella Kaft Cun Fe
GC -0,02 020 0,21 0,12 0,08 0,06 0,08 020 ** 0,06 0,12 033 *©
EGC -0,04 -0,06 0,09 0,05 -0,02 0,03 0,00 0,06 013 * -0,05 0,02
Cat -0,00 028 * 0,27 0,12 0,09 -0,00 0,03 021 * -0,04 0,19 * 0,18 *
EGCG 0,03 0,50 * 0,12 0,13 0,08 0,05 0,13 027 * 024 * 025 * 038 *
EC 0,00 049 0,18 0,14 0,12 -0,02 0,16 028 * -0,00 029 * 041 *
Que 0,08 022 * 0,05 0,18 0,10 0,01 0,06 014 *© 0,09 012 *© 0,18 *
Kam -0,05 024 ~ 0,07 0,14 0,10 0,02 0,03 025 ~ 0,05 022 ° 0,10 ~
Isorh 0,06 0,15 * -0,08 0,12 0,14 -0,03 0,09 0,15 * 0,07 0,19 *© 0,11 *
Nar -0,00 0,40 ~ 0,25 0,17 0,21 0,01 0,15 032 * 0,09 0,27 * 0,53 *
Hesp 0,00 0,05 0,35 0,18 -0,01 011 * -0,02 017 *© 0,02 -0,07. 0,07
Lut -0,05 0,52 ~ 0,07 0,12 0,21 -0,05. 0,14 032 ° -0,08 039 030 *
Api 0,05 0,02 0,09 0,09 0,04 0,01 0,01 0,10 0,03 0,03 0,10
Dai 0,07 0,04 0,09 0,00 0,02 0,00 -0,10 0,06 -0,03 0,03
Gen 0,07 0,08 0,12 0,24 -0,09 0,15 0,28 -0,09 0,39 0,40
Proto 0,04 0,08 0,19 0,06 0,02 -0,00 0,18 * 023 * 0,01 0,15 *
Genti 0,09 012 * 0,19 0,19 0,06 0,13 0,14 * 021 * 0,05 027 *
Van 0,00 024 ~ 0,06 0,19 0,04 0,27 0,15 * 0,08 0,20 ~ 034 ~
Syr 0,02 -0,09 0,02 0,06 0,04 0,01 0,02 0,05 -0,01 -0,02
Sal 0,00 015 * -0,00 0,13 0,27 0,01 -0,00 0,14 * 0,14 *© 038 *
Ellag -0,10 028 ~ 0,18 0,14 0,15 0,02 -0,00. 0,12 * 0,18 ~ 022 *
Kaff 0,06 -0,09 0,23 0,21 0,08 0,05 0,14 0,12 * -0,01 026 *
Cum -0,03 039 ~ 0,01 0,05 0,20 0,01 0,14 0,18 * -0,01 036 *
Fer 0,03 0,40 ~ 0,15 0,27 0,34 -0,02- 0,38 022 * 026 * 0,36 ~

* Korrelation ist signifikant mit p < 0.05 (2-seitig)
** Korrelation ist signifikant mit p < 0.01 (2-seitig)
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4.3.9 Plasmakonzentrationen von Tocopherolen, Carotinoiden und Vitamin C sowie deren

Korrelation mit den Plasmakonzentrationen der Polyphenole
In vielen epidemiologischen Arbeiten werden die vorbeugenden Effekte einer obst- und
gemisereichen  Erndhrung, besonders  beziiglich  Herz-Kreislauferkrankungen  und
Carzinombildung, positiv bewertet. Solche Schutzwirkungen sind aber nicht ausschlief8lich in den
Auswirkungen von Einzelsubstanzen begriindet. Daher im Folgenden gepriift, ob eine Beziehung
zwischen den Antioxidantien aus der Gruppe der sekundéren Pflanzeninhaltsstoffe im Blutplasma
besteht. Zu diesem Zweck wurden die Korrelationskoeffizienten nach Spearman (siehe Tabelle
45) zwischen den Plasmakonzentrationen der Polyphenole (Tabellen 24 — 26) und den
Plasmakonzentrationen der Tocopherole, Carotinoide und Vitamin C (Tabelle 44) im Plasma des
Studienkollektives berechnet.

Tab. 44: Plasmakonzentration von Tocopherolen, Carotinoiden(umol/l) unter Angabe von
Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD) und Median

gesamt (n=568) ménnlich (n=243) weiblich (n=325)
Mean SD  Median | Mean SD Median | Mean SD Median
v-Toco 1,22 0,66 1,09 1,16 0,65 1,01 1,26 0,67 1,18
o-Toco 30,38 9,98 29,27 31,55 10,65 30,29 29,51 9,37 28,45
Lutein 0,25 0,13 0,22 0,24 0,13 0,22 0,25 0,13 0,23
Cantha 0,07 0,06 0,06 0,08 0,06 0,07 0,06 0,06 0,05
Crypto 0,22 0,19 0,16 0,17 0,12 0,13 0,25 0,22 0,18
Lycopin 0,50 0,30 0,46 0,47 0,28 0,44 0,53 0,31 0,48
a-Caro 0,10 0,10 0,07 0,08 0,10 0,06 0,11 0,10 0,08
B-Caro 0,35 0,38 0,25 0,29 0,39 0,20 0,39 0,36 0,31
Vit. C 78,03 22,12 78,50 74,07 23,05 74,32 81,02 20,95 80,23

Vit. C: n,=551, n,,=237, n,=314)

Flavan-3-ole

In der Gruppe der Flavan-3-ole zeigen sich fiir Gallocatechin signifikante
Korrelationskoeffizienten [r] bei y-Tocopherol und a-Tocopherol (-0,124 und -0,124) sowie bei
Cryptoxanthin (0,089) (Tabelle 45). Weitere signifikante Zusammenhénge zu y-Tocopherol und
a-Tocopherol konnten fiir Epigallocatechingallat (-0,150 und -0,129) und Epicatechin (-0,176 und
-0,162) gefunden werden.

Flavonole
Quercetin ist mit y-Tocopherol (-0,314, siche Abbildung 28) und a-Tocopherol (0,099) korreliert.
Kéampferol ist mit a-Tocopherol (-0,094) korreliert, und Isorhamnetin korreliert mit Cryptoxanthin

(-0,114).
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Abb. 28: Korrelation zwischen den Konzentrationen von Quercetin und y-Tocopherol im Plasma

des gesamten Studienkollektives

Flavanone
Naringenin korreliert mit y-Tocopherol und a-Tocopherol (-0,192 und -0,125). Hesperetin
hingegen korreliert mit Cryptoxanthin (0,184) und mit Vitamin C (0,103).

Flavone
Luteolin korreliert mit y-Tocopherol und a-Tocopherol (-0,173 und -0,141). Apigenin hingegen
korreliert mit Lutein (0,104), Cryptoxanthin (0,122) und a-Carotin (0,086)

Isoflavone
Daidzein korreliert positiv mit Canthaxanthin (0,127), mit Cryptoxanthin (0,099) und mit Vitamin
C (0,138). Genistein korreliert mit a-und y-Tocopherol (-0,179 und -0,142).

Hydroxybenzoesiuren

Vanillinsdure hat signifikante Korrelationskoeffizienten mit Cryptoxanthin (-0,084) und a-Carotin
(-0,104). Syringasédure korreliert mit Canthaxanthin (0,089). Ellagsdure weist Zusammenhénge zu
y-Tocopherol und a-Tocopherol (-0,093 und -0,129) sowie zu a-Carotin und -Carotin (0,130 und
0,122) auf.



4. Ergebnisse 103

Hydroxyzimtsiuren

Kaffeesdure korreliert sowohl mit o- Tocopherol (0,084) als auch mit Lutein (0,084).
p-Cumarsdure weist mit y-Tocopherol (-0,157) und Cryptoxanthin (-0,099) eine signifikant
inverse Beziehung auf. Ferulasdure zeigt fiir die Beziehung zu o-Tocopherol (-0,140) einen

signifikanten Zusammenhang.

Mit Ausnahme der Kaffeesdure korrelieren alle Polyphenole negativ mit den Tocopherolen.
Cryptoxanthin zeigt signifikante Korrelationskoeffizienten mit jeweils einem Vertreter jeder
Klasse der Polyphenole. Lycopin zeigt mit keinem der untersuchten Polyphenole signifikante
Korrelationskoeffizienten. Analog dazu sind keine signifikanten Zusammenhédnge fiir
Epigallocatechin und Catechin (Flavan-3-ole) und fiir Protocatechusdure und Salicylsdure

(Hydroxybenzoesiuren) zu finden.



4. Ergebnisse

104

Tab. 45: Spearman’sche Korrelationskoeffizienten zwischen den Polyphenolkonzentrationen [nmol/I] und den Tocopherol- [pmol/l], Carotinoid- [umol/1],
Vitamin C-Konzentrationen [umol/l] im Plasma des gesamten Studienkollektives (n = 568)

v-Toco a-Toco Lutein Cantha Crypto Lycopin a-Caro p-Caro Vit. C
Flavan-3-ole:
GC -0,124™ -0,124™ 0,028 0,078 0,089* -0,022 0,002 0,050 0,038
EGC 0,074 -0,009 0,050 0,002 0,025 -0,045 0,028 0,061 -0,017
Cat -0,010 -0,064 0,022 -0,015 0,037 -0,054 0,060 0,026 0,073
EGCG -0,150" 0,129 -0,044 -0,041 -0,015 -0,015 0,010 0,017 0,028
EC -0,176™* -0,1627" -0,059 -0,046 0,039 -0,050 0,009 -0,007 0,023
Flavonole:
Que -0,314™" -0,099" 0,000 0,022 -0,034 0,009 0,018 0,020 0,057
Kim -0,078 -0,094" -0,026 -0,033 -0,003 0,004 -0,022 0,013 0,026
Isorh -0,053 0,031 0,003 -0,021 -0,114™ -0,024 0,018 -0,004 0,013
Flavanone:
Nar -0,1927* -0,125™ -0,048 -0,041 0,043 -0,028 0,060 0,076 0,027
Hesp -0,031 -0,071 0,000 0,061 0,184 -0,006 0,012 0,008 0,103
Flavone:
Lut -0,173™* -0,1417" -0,051 -0,026 -0,074 -0,016 0,000 0,028 0,002
Api 0,043 -0,006 0,104" 0,027 0,122*" -0,054 0,086 0,048 0,081
Isoflavone:
Dai -0,048 0,053 0,038 0,127 0,099* 0,009 0,026 0,055 0,138™"
Gen 0,179 0,142 -0,040 0,011 -0,035 -0,013 -0,008 0,024 0,023
Hydroxybenzoesiuren:
Proto -0,064 -0,068 -0,004 -0,003 0,076 -0,054 0,067 0,038 -0,009
Genti -0,038 0,014 0,070 0,038 0,033 -0,044 -0,066 -0,020 0,029
Van -0,022 -0,063 -0,021 -0,049 -0,084" 0,027 -0,104* -0,063 0,009
Syr 0,013 0,062 0,074 0,089" 0,074 -0,024 -0,044 -0,023 0,016
Sal -0,054 0,019 0,020 0,029 0,026 -0,015 0,062 0,033 0,059
Ellag -0,093" 0,129 -0,026 -0,054 0,061 0,079 0,130 0,122 0,060
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 0,001 0,084 " 0,084 -0,019 0,013 -0,034 0,016 -0,002 0,017
Cum 0,157 -0,062 -0,019 0,010 -0,099" -0,020 -0,009 0,007 -0,012
Fer -0,140"" -0,020 0,017 0,006 -0,032 -0,059 -0,005 0,003 0,040

* Korrelation ist signifikant mit p < 0.05 (2-seitig)
** Korrelation ist signifikant mit p < 0.01 (2-seitig)
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4.4  Polyphenolkonzentrationen im Plasma der Teilnehmerinnen der

Brustkrebsstudie im Rahmen der EPIC-Studie

Die in der vorliegenden Studie untersuchte Population unterscheidet sich signifikant (p < 0,05)
betreffs ihrer soziodemographischen und anthropometrischen Parameter in Bezug auf die
sportliche Betitigung in den letzten 12 Monaten vor der Befragung und in Bezug auf die

Stilldauer (siche Tabelle 8).

Die Plasmakonzentrationen der Polyphenole in dieser Population (n = 402) schwanken je nach
Substanzklasse {iber einen sehr breiten Bereich. Bei den Fallen (n = 198) hat aus der Gruppe der
Flavan-3-ole Epigallocatechin mit 920 nmol/l (Median) den grof3ten Anteil im Plasma gegeniiber
den anderen Catechine. Epicatechin, Epigallocatechingallat und Catechin sind mit vergleichbaren
Konzentrationen von 62 — 66 nmol/l (Median) im Humanplasma dieses Kollektives vertreten.
Gallocatechin ist dagegen in geringeren Mengen enthalten (15 nmol/l). Die
Plasmakonzentrationen (Median) der Kontrollen (n = 204) sind etwas niedriger, beziiglich der
Verteilung der Flavan-3-ole jedoch &dhnlich wie in der Vergleichsgruppe gelagert.
Epigallocatechin tritt auch hier mengenméBig gegentiber den anderen Catechinen deutlich hervor
(865 nmol/l). Catechin, Epicatechin und Epigallocatechingallat schwanken zwischen 57 — 67
nmol/l und die Konzentration von Gallocatechin liegt im Mittel bei 13 nmol/l (siche Tabelle 46).
Der mengemiBig hochste Anteil der Flavonole geht mit 103 nmol/1 fiir die Félle bzw. 104 nmol/l
fiir die Kontrollen von Quercetin aus. Kédmpferol ist im Median mit Konzentrationen von 10 bzw.
12 nmol/l (Fidlle / Kontrollen) im Plasma der Studienteilnehmer enthalten. Die ermittelte
Plasmakonzentration von Isorhamnetin betrdgt im Median bei Féllen wie Kontrollen 18 nmol/l
(siche Tabelle 46).

Auffilligerweise liegt die Konzentration der Zitrusfrucht-Flavonoide Naringenin und Hesperetin
sowohl fiir die minimal ermittelten Plasmakonzentration wie auch fiir den Median bei Féllen und
Kontrollen gleichermallen unterhalb den Nachweisgrenzen (2,85 bzw 2,55 nmol/l). Erst die 90.
Perzentile der Fille weist einen Naringeningehalt von 31 nmol/l und einen &hnlichen
Hesperetingehalt von 34 nmol/l auf. Die Kontrollen hingegen haben mit 41 nmol/l Naringenin

und 26 nmol/l Hesperetin jedoch unterschiedlichere Flavonkonzentrationen.
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Tab. 46: Plasma-Polyphenolkonzentrationen (nmol/l) der Teilnehmerinnen der Fall-Kontroll-
Studie zu Brustkrebs im Rahmen der EPIC-Studie unter Angabe von Median, Minimum (Min.),

Maximum (Max.) und des Perzentilenbereiches 10 - 90 %

Fille (n = 198)

Kontrollen (n = 204)

Median Min. Max. —Perzentilen Median Min Max Perzentilen p-Wert*
10-90 % 10-90 %

Flavan-3-ole:
GC 15 0 473 0 - 126 13 0 961 0 136 0,354
EGC 920 0 10054 200 — 4084 865 0 7857 131 3419 0,606
Cat 62 0 1028 14 - 220 58 0 1754 13 205 0,941
EGCG 62 0 3688 0 - 414 57 0 3377 0 386 0,933
EC 66 0 1709 0 — 404 67 0 4106 0 384 0,626
Summe: 1442 39 11465 381 — 4792 1180 40 8705 395 4202 0,619
Flavonole:
Que 103 0 1124 46 — 276 104 0 1291 48 389 0,368
Kém 10 0 914 0 - 92 12 0 1159 0 269 0,120
Isorh 18 0 246 0 - 62 18 0 332 0 63 0,657
Summe: 154 0 1422 65 — 404 164 0 1318 76 564 0,053
Flavanone:
Nar 0 176 0 - 31 0 0 392 0 41 0,705
Hesp 0 0 706 0 - 34 0 0 342 0 26 0,992
Summe: 0 737 0 - 67 0 0 410 0 71 0,623
Flavone:
Lut 82 0 4126 - 236 71 0 2039 11 226 0,267
Api 4 0 426 - 13 4 0 135 0 15 0,936
Summe: 88 0 4142 13 — 254 73 0 2039 17 229 0,206
Isoflavone:
Dai 0 0 506 0 - 55 0 0 363 0 93 0,416
Gen 10 0 164 2 - 28 11 0 323 3 36 0,483
Summe: 15 0 520 3 - 109 16 0 685 125 0,391
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 3438 0 19134 209 — 9897 1963 0 21088 162 8405 0,112
Genti 927 0 5737 263 — 2640 1054 0 9938 269 2672 0,541
Van 74 0 3307 0 - 630 70 0 3145 0 512 0,951
Syr 268 0 33871 0 — 1805 289 0 12968 7 1721 0,951
Sal 178 0 84815 0 — 2468 162 0 270571 0 2637 0,767
Ellag 0 0 557 0 - 144 0 0 737 0 158 0,581
Summe: 6524 126 89040 1444 — 19325 5615 340 285400 1239 17803 0,152
Hydroxyzimtsiduren:
Kaff 280 0 8165 15 — 1239 304 0 17653 42 1190 0,807
Cum 388 0 6985 5 — 1403 365 0 5371 3 1176 0,474
Fer 248 0 3827 10 — 1283 364 0 6400 32 1347 0,053
Summe: 1165 34 9963 372 — 3829 1326 87 19110 319 3066 0,609

* signifikant nach Mann-Whitney U-Test (p < 0,300)
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Fiir die Gruppe der Flavone wurden fiir Luteolin 82 nmol/l (Fille) bzw. 71 nmol/l (Kontrollen)
gefunden. Fiir Apigenin wurden in beiden Gruppen 4 nmol/l ermittelt. Mit 13 nmol/l (Fille) bzw.
15 nmol/l (Kontrollen) in der 90. Perzentile stellen die ermittelten Konzentration an Apigenin die
niedrigsten Polyphenolkonzentrationen dieses Kollektivs dar.

In der 10. — 90. Perzentile der Félle zeigen die Isoflavone Daidzein (0 — 55 nmol/l) und Genistein
(2 — 28 nmol/l) dhnliche Konzentrationsbereiche wie die Flavanone. Im Median unterscheiden
sich die Isoflavonkonzentrationen der Fille (Daidzein: 0 nmol/l, Genistein: 10 nmol/l) nicht
signifikant von den Kontrollen. Der Median Isoflavonkonzentrationen der Kontrollen wies fiir
Daidzein 0 nmol/l und fiir Genistein 11 nmol/l auf. Fiir die 10. — 90. Perzentile der Kontrollen

konnten fur Daidzein 0 — 93 nmol/l und fiir Genistein 3 — 36 nmol/l ermittelt werden.

Die Plasmakonzentrationen (Median) der Hydroxybenzoesduren sind duBerst heterogen verteilt.
Fiir Protocatechusdure (3438 nmol/l), Vanillinséure (74 nmol/l) und Salicylsdure (178 nmol/l)
sind die Konzentrationen der Fille groBer als die der Kontrollpersonen. Fiir Gentisinsdure (1054
nmol/l) und Syringasdure (289 nmol/l) verhdlt es sich umgekehrt. Der Median der
Ellagsdurekonzentration hingegen liegt in beiden Fillen unter der Nachweisgrenze (2,53 nmol/l).
Protocatechusdure und Gentisinsdure stellen den grofften Teil der hier untersuchten
Hydroxybenzoesduren dar. Die 10. — 90. Perzentile der Fille von Protocatechuséure lag bei 209 —
9897 nmol/l und die 10. — 90. Perzentile der Kontrollen von Gentisinséure lag bei 269 — 2672
nmol/l, das Maximum der ermittelten Protocatechusdurekonzenrationen lag bei 19,1 umol/l, das
Maximum der Gentisinsdurekonzentrationen bei den Kontrollen war 5,7 pmol/l. Die hochste
Plasmakonzentration der Hydroxyphenolsduren wurde mit 84,8 umol/l (Félle) und mit 270,6
pmol/l (Kontrollen) fiir Salicylsdure bestimmt, wobei die 10. — 90. Perzentile 0 — 2468 nmol/I
(Falle) und 0 — 2637 nmol/l (Kontrollen) erreichte (siche Tabelle 46).

Die ermittelten Konzentrationen an Hydroxyzimtséuren sind einheitlicher und homogener, als die
Konzentrationen der Hydroxybenzoesduren. In der Gruppe der Félle wurden fiir Kaffeesdure 280
nmol/l, fiir p-Cumarséure 388 nmol/l und fiir Ferulasdure 248 nmol/l ermittelt (Median). Im
Teilkollektiv der gesunden Kontrollen wurden insgesamt etwas hohere Plasmakonzentrationen
festgestellt (304 nmol/l, 365 nmol/l und 364 nmol/l), wobei auch die Bereiche der 10. — 90.
Perzentile Konzentrationen zwischen 5 nmol/l und 1403 nmol/l (p-Cumarsdure) bzw. 3 nmol/l
und 1176 nmol/l (p-Cumarsdure) aufwiesen. Die Plasmakonzentrationen der Catechine, der
Flavanone und der Isoflavone von erkrankten Féllen und gesunden Kontrollen unterscheiden sich
nicht signifikant (p < 0.30). Fiir Kdmpferol, die Summe der Flavonole, Luteolin, die Summe der
Flavone, Protocatechusdure, die Summe der Hydroxybenzoesduren und fiir Ferulasdure (siche

Tabelle 46) bestehen jedoch signifikante Unterschiede.
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Die Kampferolkonzentration (Median) der Kontrollen (12 nmol/l) sind signifikant hoher als bei
den Féllen (10 nmol/l). In der Summe der Flavonole sind die Ergebnisse der Kontrollen (164
nmol/l) signifikant hoher als bei den Féllen (154 nmol/l).

In der Gruppe der Flavone hingegen sind die Plasmawerte fiir Luteolin (82 nmol/l) sowie fiir die
Summe der Flavone (88 nmol/l) bei den Féllen signifikant hoher als die Resultate der
Kontrollgruppe (71 bzw. 73 nmol/l).

In der Klasse der Hydroxybenzoeséduren lassen sich fiir Protocatechusiure (3438 nmol/l) und fiir
die Summe der Hydroxybenzoesduren (1963 nmol/l) signifikant hohere Plasmakonzentrationen
bei den Féllen gegeniiber den Kontrollen feststellen.

Bei den Hydroxyzimtséuren besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Fillen (248 nmol/l)

und Kontrollen (364 nmol/l) nur fiir Ferulaséure (Tabelle 46).

Im Rahmen logistischer Regressionsmodelle auf die Assoziation der Plasmakonzentration mit
dem Risiko fiir Brustkrebs wurden im Folgenden nur diejenigen Polyphenole herangezogen,
deren Plasmakonzentrationen sich zwischen Féllen und Kontrollen auf dem Niveau zu p < 0,30
unterschieden (siche Tabelle 46). Die Ergebnisse in Tabelle 47 und 48 sind nach steigenden
Plasmakonzentrationen in Quartilen (Q1 — Q4) angeordnet.

Die odds ratio fiir die Plasmakonzentration der Summe aller Flavonole war 0,533 mit einem 95%
Konfidenzintervall von 0,30 — 0,95. Die odds ratio fiir die Plasmakonzentration von Ferulasiure
war 0,548, mit einem 95% Konfidenzintervall von 0,31 — 0,97 (siche Tabelle 47).

Von den getesteten Substanzen oder Substanzgruppen =zeigten bei Verwendung der
kontinuierlichen Plasmawerte nur Kémpferol (peont. = 0,028) und die Summe der Flavonole (pcont.
= 0,010) statistisch signifikante, inverse Assoziationen mit dem Risiko fiir Brustkrebs. Beide
Signifikanzen verschwinden allerdings bei der Gruppierung der Konzentrationen in Quartilen
(Kédmpferol: pey. = 0,205; Summe der Flavonole: pe,. = 0,089).

Bei Verwendung der kategoriellen Plasmawerte zeigte Ferulasdure eine statistisch signifikante,
inverse Assoziationen mit dem Risiko fiir Brustkrebs (pc... = 0,028). Diese Signifikanz wiederum
verschwindet allerdings bei Verwendung der kontinuierlichen Plasmawerte (pc.. = 0,228; siehe

Tabelle 47).

Nachdem in Tabelle 48 die Plasmakonzentrationen fiir wichtige Einflussparameter der
Kanzerogenese adjustiert worden waren (Alter, BMI, Zeitpunkt der 1. Regelblutung, Anzahl der
Kinder, Stilldauer, Schulbildung, sportliche Aktivitit, Rauchgewohnheiten, Tabletteneinnahme,
Hormoneinnahme, Status der Menopause), verschwand die Signifikanz des Effekts fiir die

Summe der Flavonole auf das Brustkrebsrisiko. Die odds ratio fir die Plasmakonzentration der
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Summe der Flavonole war 0,543 (C.I. 95% 0,29 — 1,02). Die Signifikanz des Quartilseffekts bei
Ferulasdure blieb jedoch bestehen. Die odds ratio fiir die Plasmakonzentration von Ferulasiure
war 0,516, mit einem 95% Konfidenzintervall von 0,27 — 0,98 (siche Tabelle 48).

Auch bei der adjustierten logistischen Regression fiir die Effekte der Plasmakonzentrationen auf
das Brustkrebsrisiko zeigten sich bei Verwendung der kontinuierlichen Plasmawerte fiir
Kampferol (peont. = 0,046) und fiir die Summe der Flavonole (peon. = 0,019) statistisch
signifikante, inverse Assoziationen mit dem Risiko fiir Brustkrebs. Beide Signifikanzen
verschwinden auch hier bei der Gruppierung in Quartilen (Kédmpferol: pe.. = 0,264; Summe der
Flavonole: pe,. = 0,141).

Bei Verwendung der kategoriellen Plasmawerte zeigte auch Ferulasdure weiterhin eine statistisch
signifikante, inverse Assoziationen mit dem Risiko fiir Brustkrebs (pca, = 0,037) und auch diese
Signifikanz verschwindet jedoch bei Verwendung der kontinuierlichen Plasmakonzentrationen

(Peat. = 0,288; sieche Tabelle 48).
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Tab. 47: Nicht-Adjustierte logistische Regression fiir die Effekte der Plasmakonzentrationen ausgewéhlter Polyphenole auf das Brustkrebsrisiko

Onartilen

Ptrend (cat.) Ptrend (cont.)
Q1 Q2 Q3 Q4

Kimpferol

# Fille / Kontrollen 51/51 55/51 61/51 31/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <325 3,25 -<11,83 11,83 -<41,43 >41,43

Median (nmol/l) 0 7,05 20,605 123,75

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 1,078 (0,63 - 1,86) 1,196 (0,70 - 2,05) 0,608 (0,34 - 1,10) 0,205 0,028
Summe Flavonole

# Fille / Kontrollen 60/51 48 /51 58/51 32/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <112,45 112,45 -< 163,66 163,66 -< 347,85 > 347,85

Median (nmol/l) 80,71 137,49 231,91 503,38

Odds ratio (95% CI) 1 (ref)) 0,800 (0,47 - 1,38) 0,967 (0,57 - 1,64) 0,533 (0,30 - 0,95) 0,089 0,010
Luteolin

# Fille / Kontrollen 40/ 51 45/51 52/51 61/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <2554 25,54 -<170,56 70,56 -< 127,72 > 127,72

Median (nmol/l) 11,92 46,415 96,26 196,11

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 1,125 (0,63 - 2,00) 1,300 (0,74 - 2,29) 1,525 (0,87 - 2,66) 0,114 0,364
Summe Flavone

# Fille / Kontrollen 42/51 40/ 51 54/51 62/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <35,16 35,16 < 72,54 72,54 -< 131,60 > 131,60

Median (nmol/l) 19,8 53,76 98,79 206,16

Odds ratio (95% CI) 1 (ref)) 0,952 (0,53 - 1,70) 1,286 (0,74 - 2,25) 1,476 (0,85 - 2,56) 0,097 0,332
Protocatechuséiure

# Fille / Kontrollen 44 /51 42 /51 47/ 51 65/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <438,27 438,27 -<1962,99 1962,99 -< 5814,60 > 5814,60

Median (nmol/l) 233,97 799,87 4170,815 7898,71

Odds ratio (95% CI) 1 (ref)) 0,955 (0,54 - 1,70) 1,068 (0,61 - 1,88) 1,477 (0,86 - 2,55) 0,131 0,124
Summe Hydroxybenzoesiuren

# Fille / Kontrollen 52/51 34/51 51/51 61/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <2312,35 2312,35 -<5614,50 5614,50 -<9344,39 > 934439

Median (nmol/l) 1506,86 3498,79 7449,55 14406,785

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 0,654 (0,37 - 1,17) 0,981 (0,57 - 1,70) 1,173 (0,69 - 2,01) 0,332 0,797
Ferulasiure

# Fille / Kontrollen 62/51 57/51 45/51 34/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <105,31 105,31 -< 364,38 364,375 -< 798,17 > 798,17

Median (nmol/l) 42,15 196,97 526,125 1291,27

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 0,919 (0,54 - 1,56) 0,726 (0,42 - 1,25) 0,548 (0,31 - 0,97) 0,028 0,228
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Tab. 48: Adjustierte logistische Regression fiir die Effekte der Plasmakonzentrationen ausgewéhlter Polyphenole auf das Brustkrebsrisiko

Ouartilen ptrend (cat.) ptrend (cont.)
Q1 Q2 Q3 Q4

Kéampferol

# Fille / Kontrollen 51/51 55/51 61/51 31/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <3,25 3,25-<11,83 11,83 -<41,43 >41,43

Median (nmol/l) 0 7,05 20,605 123,75

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 0,976 (0,54 - 1,76) 1,096 (0,61 - 1,97) 0,621 (0,33 - 1,19) 0,264 0,046
Summe Flavonole

# Fille / Kontrollen 60/51 48 /51 58 /51 32/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <112,45 112,45 -< 163,66 163,66 -< 347,85 > 347,85

Median (nmol/l) 80,71 137,49 231,91 503,38

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 0,772 (0,43 - 1,39) 0,953 (0,54 - 1,69) 0,543 (0,29 - 1,02) 0,141 0,019
Luteolin

# Fille / Kontrollen 40/ 51 45/ 51 52/51 61/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <2554 25,54 -< 170,56 70,56 -< 127,72 > 127,72

Median (nmol/l) 11,92 46,415 96,26 196,11

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 1,054 (0,57 - 1,97) 1,431 (0,77 - 2,65) 1,555 (0,85 - 2,86) 0,102 0,409
Summe Flavone

# Fille / Kontrollen 42 /51 40/ 51 54 /51 62 /51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <35,16 35,16 -<72,54 72,54 -< 131,60 > 131,60

Median (nmol/l) 19,8 53,76 98,79 206,16

Odds ratio (95% CI) 1 (ref.) 0,816 (0,43 - 1,54) 1,337 (0,73 - 2,45) 1,435 (0,79 - 2,61) 0,113 0,385
Protocatechusiure

# Fille / Kontrollen 44 /51 42/51 47/51 65/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <438,27 438,27 -<1962,99 1962,99 -< 5814,60 > 5814,60

Median (nmol/l) 233,97 799,87 4170,815 7898,71

Odds ratio (95% CI) 1 (ref)) 0,920 (0,50 - 1,71) 1,013 (0,55 - 1,87) 1,348 (0,74 - 2,47) 0,293 0,298
Summe Hydroxybenzoesiuren

# Fille / Kontrollen 52/51 34/51 51/51 61/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <2312,35 2312,35 -<5614,50 5614,50 -<9344,39 >9344,39

Median (nmol/l) 1506,86 3498,79 7449,55 14406,785

Odds ratio (95% CI) 1 (ref)) 0,686 (0,37 - 1,29) 1,057 (0,58 - 1,93) 1,207 (0,67 - 2,17) 0,349 0,498
Ferulasiure

# Fille / Kontrollen 62/51 571751 45/ 51 34/51

Quartilsgrenzen (nmol/1) <105,31 105,31 -< 364,38 364,375 -< 798,17 >1798,17

Median (nmol/l) 42,15 196,97 526,125 1291,27

QOdds ratio (95% CI) 1 (ref)) 1,031 (0,58 - 1,84) 0,814 (0,45 - 1,47) 0,516 (0,27 - 0,98) 0,037 0,288

Adjustiert fiir: Alter, BMI, Zeitpunkt der 1. Regelblutung, Anzahl der Kinder, Stilldauer, Schulbildung,

Sportliche Aktivitdt, Rauchgewohnheiten, Tabletteneinnahme, Hormoneinnahme, Status der Menopause
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4.5  Studie zur Absorption von Apigenin beim Menschen

4.5.1 Verlauf der Apigeninkonzentration im Plasma

Die Apigeninkonzentration im Plasma jeder Person wurde zu jedem Blutabnahmezeitpunkt
bestimmt. Aufgrund der apigeninfreien Didt am Versuchsvortag und der vermuteten schnellen
Elimination wurde davon ausgegangen, dass die Probanden bei Versuchsbeginn keine
nachweisbaren Apigeninkonzentrationen im Plasma haben. In Ubereinstimmung mit dieser
Annahme, konnte vor Bolusgabe kein Apigenin im Niichternplasma der Probanden gefunden
werden. Bei zwei Probanden konnte die erste (Person 3) bzw. die zweite Niichternblutprobe
(Person 8) nicht genommen werden. Aufgrund der vorigen Ergebnisse wurde daher ebenfalls 0
nmol/l als Niichternkonzentration geschitzt. Bei allen Teilnehmern der Absorptionsstudie konnte
eine Erhohung der Apigeninkonzentration im Plasma festgestellt werden. Die interpersonelle
Schwankung waren weit reichend. und die maximalen Konzentrationen lagen zwischen 27,85
und 337,46 nmol/l (Tabelle 49). Die maximalen Konzentrationen an Apigenin wurden nach 6 bis
10 Stunden erreicht. Die Eliminierung von Apigenin aus dem Plasma fand bei drei Personen
schon innerhalb von 11 Stunden statt und nach 24 Stunden war im Plasma aller
Versuchspersonen kein Apigenin mehr nachweisbar.

Die hochste Apigeninkonzentration des gesamten Studienkollektives lag bei 126,62 + 80,53
nmol/l (Mean £ SD) und wurde nach 7 Stunden erreicht (siche Tabelle 49). Das ménnliche
Teilkollektiv erreichte das Maximum der Apigeninabsorption (137,98 + 121,89 nmol/l, Mean +
SD) nach 9 Stunden und das weibliche Teilkollektiv wies mit 164,85 + 94,65 (Meant SD) nmol/l
nach 7 Stunden die groften Apigeninkonzentration auf (siche Tabelle 50).

Tab. 49: Apigeninkonzentration [nmol/l] im Plasma des Studienkollektivs (n= 11) unter Angabe
von Mittelwert, Standardabweichung (SD), Standardfehler des Mittelwerts (SEM), Median, Min.
und Max. zu den verschiedenen Blutabnahme-Zeitpunkten [h] nach Verzehr einer Testmahlzeit

Zeitpunkte

Mean SD SEM Median Min Max
nach Bolusgabe
[h] [nmol/I]
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4 31,02 43,73 13,18 13,02 2,87 125,96
6 115,27 102,28 30,84 57,57 26,63 307,80
7 126,62 80,53 24,28 115,80 27,85 270,81
8 101,50 89,11 26,87 75,23 10,87 244,55
9 109,94 109,36 32,97 64,96 7,13 282,52
10 83,05 111,57 33,64 14,92 1,48 337,46
11 4721 63,56 19,16 13,54 n.d. 190,10

24 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Die graphische Darstellung verdeutlicht den Absorptionsverlauf der mannlichen

Studienteilnehmer (Abbildung 29) und der weiblichen Studienteilnehmer (Abbildung 30)
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Abb. 29: Apigeninplasmakonzentrationen [nmol/l] aller ménnlichen Studienteilnehmer
(n manner = 6) zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach Einnahme der Petersilienmahlzeit
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Abb. 30: Apigeninplasmakonzentrationen [nmol/l] aller weiblichen Studienteilnehmerinnen
(N Fraen = 5) zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach Einnahme der Petersilienmahlzeit
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Der geschlechtsspezifische Vergleich (Abbildungen 29 und 30) zeigt, dass das weibliche
Teilkollektiv im Durchschnitt schneller resorbierte. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant,

wie aus folgender Tabelle 50 zu entnehmen ist.

Tab. 50: Vergleich der Apigeninplasmakonzentration [nmol/l] von Méannern (n mznner = 6) und
Frauen (n prauen = 5) mit dem Student t-Test zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach dem Verzehr
einer Petersilienmahlzeit

Zeitpunkte Minner Frauen p-Wert'

[h] Mean SD Mean SD

0 n.d. n.d. n.d. n.d.

4 27,66 48,35 35,04 42,66 0,790
6 84,76 110,03 151,89 89,15 0,300
7 94,76 55,89 164,85 94,65 0,160
8 114,42 96,81 86,00 87,10 0,620
9 137,98 121,89 76,28 93,46 0,370
10 122,05 139,17 36,25 43,48 0,220
11 63,29 74,26 27,92 48,53 0,380
24 n.d. n.d. n.d. n.d.

'Unabhingiger t-Test

Auch der Vergleich Sportler / Nichtsportler zeigt keine signifikanten Unterschiede in den
Gruppen (siehe Tabelle 51).

Tab. 51: Vergleich der Apigeninplasmakonzentration [nmol/I] von Sportlern (n sportier = 6) und
Nichtsportlern (n nichesportier = 5) mit dem Student t-Test zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach
Verzehr einer Petersilienmahlzeit

Zeitpunkte Sportler Nicht - Sportler p-Wertl

[h] Mean SD Mean SD

0 n.d. n.d. n.d. n.d.

4 29,78 40,29 32,49 52,40 0,920
6 87,45 89,01 148,66 117,03 0,340
7 123,82 71,89 129,99 98,63 0,900
8 121,18 116,23 77,90 41,08 0,450
9 125,93 128,83 90,75 91,16 0,620
10 108,88 131,73 52,05 85,01 0,420
11 59,22 77,76 32,81 45,47 0,520
24 n.d. n.d. n.d. n.d.

'Unabhingiger t—Test

Der statistische Vergleich der einzelnen Mittelwerte zeigt eine signifikante Steigung der
Apigeninkonzentration im Plasma nach 4 Stunden und der Apigeninkonzentration im Plasma
nach 6 Stunden (0,009) sowie der Apigeninkonzentration im Plasma nach 7 Stunden (0,002)
(siche Abbildung 31).
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Abb. 31: Darstellung der Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) und Angabe des Signifikanzniveaus p (gepaarter Student-t-Test) beim Vergleich der
einzelnen Zeitpunkte untereinander (orange) und jeweils mit dem Zeitpunkt der Blutabnahme nach 4 Stunden (griin)
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Die AUC (Area Under the Curve) ist proportional zu der Menge Apigenin, die in einem Zeitraum
von 24 Stunden nach Verzehr der Testmahlzeit in den Organismus gelangt ist. Die AUC-Werte
der Probanden streuen in einem breiten Bereich zwischen 8,37 min x pmol/l und 149,99 min x

umol/l. Im Mittel ergab die AUC 61,98 &+ 48,56 min x umol/l (Mean £ SD) (sieche Tabelle 52).

Tab. 52: AUC- Werte [minuten x pmol/l] aller Studienteilnehmer sowie Mittelwert,
Standardabweichung (SD), Standardfehler (SEM), Min. und Max.

Person AUC [ min x pmol/l]

1 86,64

2 70,32

3 11,10

5 58,05

6 31,94

7 45,95

8 11,49

9 149,99
10 8,37

11 138,93
12 69,05
Mean 61,98
SD 48,56
SEM 14,64
Min 8,37

Max 149,99

Der Vergleich der AUC fiir die Apigeninkonzentration im Plasma der einzelnen
Studienteilnehmer zeigt, dass Person 9 einen héheren AUC-Wert (149,99 min x umol/l) aufweist
als Person 11 (138,93 min x pmol/l), obwohl Person 11 bei Betrachtung der
Maximalkonzentrationen die hochste Konzentration anzeigte (siche Anhangstabelle A3). Der
Grund hierfiir ldsst sich in den Abbildungen 29 und 30 erkennen. Wihrend bei Person 11 ein
ausgeprigtes Maximum in der Apigenin-Konzentrationskurve nach 10 Stunden zu beobachten ist,
findet man bei Person 9 zwei Absorptionsmaxima (nach 6 und 8 Stunden), die in einem groBeren

AUC- Wert resultieren.

4.5.2 Verlauf der Apigeninkonzentration im Urin

In der vorliegenden Studie wurde die Konzentration von Apigenin im Urin der Probanden im 24-
Stunden-Urin ermittelt. Die Urinvolumina lagen bei durchschnittlich 3,7 1+ 2,2 1 (Mean + SD) pro
24 Stunden. Dabei schwankten die Einzelwerte innerhalb des Studienkollektives zwischen 1,5 1
und 8,1 1 (Tabelle 53). Von den im Durschschnitt zugefiihrten 17,77 + 4,19 mg Apigenin (Mean +
SD) pro Bolus (siche Tabelle 53) konnten im Urin der Probanden durchschnittlich 143,81 +
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109,65 nmol Apigenin / 24 h bzw. 0,039 + 0,03 mg Apigenin / 24 h (Mean £ SD) wieder

gefunden werden.

Tab. 53: Apigeningehalte in der Testmahlzeit [mg] und im Urin [nmol/l; mg/1], Urinvolumen [1],
Apigeninausscheidung im 24-Stunden-Urin [nmol/l; mg] sowie Mittelwert, Standardabweichung
(SD), Standardfehler (SEM), Min. und Max.

Person Ap];%i::;n / Apigenin im Urin Urin/24 h églf%l;?n/
[mg] nmol/l mg/l (1] nmol mg

1 23.78 78.15 0.0211 3.35 261.80 0.071
2 20.21 114.18 0.0309 2.13 243.20 0.066
3 19.74 17.66 0.0048 5.08 89.71 0.023
5 12.37 43,45 0.0117 3.85 167.47 0,045
6 13.79 13.81 0.0037 1.92 26.46 0.007
7 13.79 13.76 0.0037 3.40 46,73 0.013
8 17.12 20.24 0.0055 1.55 31.37 0.009
9 14.27 39.81 0.0108 1.50 59.71 0.016
10 15.22 39.26 0.0106 6.97 273.99 0.074
11 21.40 38.42 0.0104 8.08 310.52 0.084
12 23.78 24.48 0.0066 2.90 70.98 0.019
Mean 17.77 40.29 0.0109 3.70 14381 0.039
SD 4.19 30.78 0.0083 2.19 109.65 0.030
SEM 1.26 9.28 0.0025 0.66 33.06 0.009
Min 12.37 13.76 0.0037 1.5 26.46 0.007
Max 23.78 114.18 0,0309 8.08 310,52 0.084

Der geschlechtsspezifische Vergleich der renalen Apigeninexkretion zeigt keine signifikanten
Mittelwertsunterschiede (sieche Tabelle 54) und ein Vergleich zwischen Sportlern und
Nichtsportlern weist keine signifikanten Unterschiede der Apigeninkonzentration auf (sieche

Tabelle 55).

Tab. 54: Vergleich der renalen 24 h-Apigeninexkretion [nmol/I] von Mannern (n pnner = 6) und
Frauen (n prayen = 5) mit dem Student t-Test

Apigeninkonzentration im 24-h Urin [nmol/l] p-Wert!
Frauen Minner
Mean 114,87 167,93
SD 104.39 117.45 0,450
SEM 46,69 47.95

" Unabhéngiger t-Test

Tab. 55: Vergleich der renalen 24 h-Apigeninexkretion [nmol/I] von Sportlern (n sporter = 6) und
Nichtsportlern (n nichisportier = 5) mit dem Student t-Test

Apigeninkonzentration im 24-h Urin [nmol/l] p-Wert!
Sportler Nicht- Sportler
Mean 141,94 146,06
SD 117,85 112,64 0,950
SEM 48,11 50,37

" Unabhingiger t-Test
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Wie aus Tabelle 56 zu entnehmen ist, konnten im 24-Stunden-Urin je nach Versuchsperson
zwischen 0,05 % und 0,49 % des verzehrten Apigenins nachgewiesen werden. Bei Betrachtung
der Analysenergebnisse von Urin und Plasma ist festzuhalten, dass die Apigenin-Konzentration
im 24 Stunden-Urin in einigen Féllen der hochsten Konzentration an Apigenin im Plasma

entsprach.

Tab. 56: Apigeningehalte in Testmahlzeit [pmol], und 24-h-Urin [nmol/I] und prozentualer Anteil
der zugefiihrten Menge

- I Ausscheidung der .
Person Apigenin / Aplgenn.l / zugefiihrten Menge Apigenin Maximale .
Bolus 24 h Urin . . Plasmakonzentration
im Urin
[pmol] [nmol] % [nmol/1]
1 87,996 261,80 0,30 236,13
2 74,796 243,20 0,33 307,80
3 73,035 89,71 0,12 80,06
5 45,758 167,47 0,37 270,81
6 51,038 26,46 0,05 134,42
7 51,038 46,73 0,09 194,27
8 63,357 31,37 0,05 53,25
9 52,798 59,71 0,11 227,81
10 56,317 274,00 0,49 27,85
11 79,196 310,52 0,39 337,46
12 87,996 70,98 0,08 244,55
Mittelwert 65,757 143,81 0,22 192,22
SD 1,550 109,66 0,16 104,32
SEM 4,672 33,06 0,05 31,45
Min 45,758 26,46 0,05 27,85

Max 87,996 310,52 0,49 337,46
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4.5.3 Verlauf der Apigeninkonzentration in den Erythrozyten

Bei 8 der 11 Probanden (n pruen = 5; N mamer = 3) Wurde die Apigeninkonzentration in den
Erythrozyten bestimmt (siche Anhangstabelle A6).

Tabelle 57 informiert iiber die mittleren Apigeninkonzentrationen in Erythrozyten des gesamten
Studienkollektives. Im Gegensatz zu den Plasmakonzentrationen von Apigenin (siche Tabelle 49)
war die Apigeninkonzentration in den Erythrozyten geringer und wies zu keinem Zeitpunkt ein
Maximum der Absorption auf. Die mittlere Apigeninkonzentration zeigte innerhalb von 24
Stunden vielmehr nur geringe Schwankungen (2,06 — 4,52 nmol/l). Die maximal erreichte
Konzentration von Apigenin in den Erythrozyten betrug 12,00 nmol/l nach 9 Stunden. Bei 4 der
untersuchten Proben konnte auch in den Erythrozyten aus dem Niichternplasma Apigenin in
geringen Mengen nachgewiesen werden. Die Eliminierung von Apigenin aus den roten
Blutkorperchen fand bei 4 Probanden innerhalb von 11 Stunden statt. 5 Probanden hatten nach 24
Stunden kein Apigenin mehr in den Zellen. Bei 3 der Probanden war jedoch auch nach 24

Stunden noch Apigenin in geringen Mengen nachweisbar.

Tab. 57: Konzentration von Apigenin in den Erythrozyten [nmol/l], Mittelwert,
Standardabweichung (SD), Standardfehler des Mittelwerts (SEM), Median, Min. und Max. aller
untersuchten Probanten (n = 8) nach Verzehr der Petersilienmahlzeit

Zeitpunkte Mittelwert SD SEM Median Min Max
[h] [nmol/1]
0 3,72 4,56 1,27 1,61 n.d. 10,14
4 3,24 3,50 2,80 1,24 n.d. 7,35
6 3,99 3,94 4,04 1,39 n.d. 9,80
7 3,64 4,56 2,03 1,61 n.d. 10,94
8 2,88 3,54 1,51 1,25 n.d. 8,72
9 4,52 4,15 3,66 1,47 n.d. 12,00
10 3,03 3,02 3,43 1,07 n.d. 8,70
11 2,71 3,78 1,55 1,34 n.d. 10,94
24 2,06 3,04 n.d. 1,07 n.d. 7,08

Nach Geschlecht unterteilt ldsst sich erkennen, dass das ménnliche Teilkollektiv (siehe
Anhangstabelle A7) insgesamt niedrigere Mittelwerte zeigte als das weibliche Teilkollektiv (siehe
Anhangstabelle AS8). Die graphische Darstellung verdeutlicht die Apigeninkonzentration des
Erythrozyten im weiblichen und ménnlichen Teilkollektiv zu den einzelnen Zeitpunkten nach der

Bolusgabe.
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Abb. 33: Apigeninkonzentrationen der Erythrozyten [nmol/l] aller weiblichen Studienteilnehmer
(N Fragen = 5) zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach Verzehr der Testmahlzeit
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Die

geschlechtsspezifischen

Unterschied

wiesen  jedoch

Mittelwertsunterschiede auf (p > 0,05), wie Tabelle 58 zu entnehmen ist.

keine

signifikanten

Tab. 58: Vergleich der Erythrozytenkonzentration [nmol/l] von Médnnern (n ynner = 3) und Frauen
(N Frauen = 5) mit dem Student t-Test zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach Verzehr der

Testmahlzeit
Erythrozytenkonzentration
BA Miinner Frauen p-Wert1
Mittelwert SD SEM  Mittelwert SD SEM
[h] nmol/l
0 0,85 1,47 0,6 5,44 5,05 2,26 0,190
4 1,87 3,24 1,32 4,06 3,73 1,67 0,430
6 4,01 4,52 1,85 3,98 4,12 1,84 0,990
7 1,36 2,35 0,96 5,01 5,23 2,34 0,310
8 1,01 1,74 0,71 4,00 4,02 1,8 0,280
9 2,11 1,83 0,75 5,97 4,64 2,07 0,230
10 1,40 2,43 0,99 4,01 3,14 1,4 0,270
11 n.d. n.d. n.d. 4,34 4,02 1,8 0,120
24 n.d. n.d. n.d. 3,29 3,33 1,49 0,150
"Unabhingiger t-Test
Auch ein Vergleich von Sportlern und Nichtsportlern zeigte keine signifikanten

Mittelwertsunterschiede auf (siche Tabelle 59).

Tab. 59: Vergleich der Erythrozytenkonzentration [nmol/l] von Sportlern (n sportier = 5) und
Nichtsportlern (n ichsporter = 3) mit dem Student t-Test zu verschiedenen Zeitpunkten [h] nach
Verzehr der Petersilienmahlzeit

Erythrozytenkonzentration

BA Sportler Nichtsportler p-Wert1
Mittelwert SD SEM  Mittelwert SD SEM

[h] nmol/l nmol/l
0 1,53 3,43 1,53 7,36 4,18 2,42 0,070
4 2,35 3,23 1,44 4,71 4,09 2,36 0,400
6 2,80 4,07 1,82 5,96 3,45 1,99 0,310
7 2,78 4,32 1,93 5,06 5,52 3,18 0,540
8 2,35 3,79 1,7 3,77 3,63 2,1 0,620
9 4,02 3,27 1,46 5,36 6,1 3,52 0,690
10 2,21 2,07 0,92 4,4 4,35 2,51 0,360
11 1,33 1,83 0,82 5,01 5,53 3,19 0,200
24 0,65 1,44 0,65 4,41 3,85 2,22 0,090

"Unabhingiger t-Test
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5. Diskussion

Flavonoide und Hydroxyphenolsduren sind potentiell bioaktive Inhaltsstoffe pflanzlicher
Lebensmittel. Ergebnisse aus in vitro Studien und Versuche am Tiermodell lassen ein erhebliches
Potential zur Pravention von Krebs und anderen chronischen Krankheiten vermuten (Hollman und
Katan, 1999). Den Polyphenolen werden dabei viele unterschiedliche physiologische Wirkungen
zugesprochen. Vor allem ihre antioxidative Aktivitét, ihre antithrombotischen, antikarzinogenen,
antibakteriellen, anti-inflammatorischen =~ und immunmodulierenden  Effekte  werden
hervorgehoben (Yang et al., 2001; Cook und Samman, 1996; Rice-Evans et al., 1996).

Da die Zufuhrberechnung dieser sekundédren Pflanzenstoffe mit Fehlern behaftet sein kann, die
sich erheblich auf die Ergebnisse dieser Berechnungen auswirken, stellen Biomarkermessungen
fiir die Zufuhr von Polyphenolen eine wertvolle Moglichkeit dar, um wichtige und valide
Informationen zu erhalten und postulierte Effekte im Menschen zu priifen.

Bislang sind Untersuchung iiber die Bioverfiigbarkeit der Polyphenole, thren Metabolismus und
synergistische Wechselwirkungen im Menschen widerspriichlich. Dieser Mangel an Information
ist verkniipft mit dem Fehlen sensitiver, leicht zugénglicher Methoden zur Bestimmung eines
ausgedehnten Spektrums phenolischer Antioxidantien im Plasma, verglichen mit der groflen
Anzahl an Methoden zur Bestimmung dieser Stoffe im Lebensmittel (Hertoget al., 1992; Schieber
et al., 2001; Shui und Loeng, 2002).

Viele frithere Studien untersuchten ausschlieBlich Flavonoide einer speziellen Unterklasse oder
einzelne Flavonoide, die in einem interessierenden Lebensmittel (z.B. Tee, Apfel, u.a.)
vorkommen, aber die Nahrungsmittel in unserer Erndhrung stellen {iblicherweise eine Mischung
der unterschiedlichsten Polyphenole zur Verfiigung. Diese Arbeit stellt daher eine neue, sensitive
und reproduzierbare Methode zur Analyse von ausgewihlten Komponenten aus allen wichtigen
Gruppen der Flavonoide und Hydroxyphenolsduren (Flavan-3-ole, Flavonole, Flavanone,

Flavone, Isoflavone, Hydroxybenzoeséuren und Hydroxyzimtsauren) in Blutplasma vor.

5.1  Entwicklung der Nachweismethode

Die Trennung der fiir diese Arbeit ausgewidhlten Polyphenole wurde an zwei Reversed-Phase-
HPLC-Sédulen durchgefiihrt, die hintereinander geschaltet wurden. Die Analyten eluieren
entsprechend ihrer Polaritit, zuerst die polareren Phenole (Phenolsduren und Catechine) und
anschliefend die unpolareren Flavonole, Isoflavone, Flavanone und Flavone (siche Abbildung 8).
Die Polaritit der Flavonoide wird dabei hauptséchlich von den Hydroxylsubstituenten am B-Ring

beeinflusst (Merken und Beecher, 2000). Table 20 zeigt die 23 untersuchten Polyphenole in der



5. Diskussion 123

Reihenfolge ihrer Retentionszeiten. In einigen Bereichen ist die Auflosung der Substanzpeaks
vemindert. Die Integration der detektierten Standards wurde dadurch jedoch nicht negativ
beeinflusst.

Die Verwendung der Luna RP-C18 Sdule von Phenomenex resultierte bereits in einer
erfolgreichen Trennung der Phenolsduren von einigen Flavonoidgruppen. Jedoch verbesserte erst
die Kombination von zwei RP-Sdulen die Performance und ermdglichte die Trennung von
Epigallocatechingallat, Kaffeesdure, Vanillinsdure und Epicatechin (Peaks 6-9) sowie von
Quercetin, Naringenin, Luteolin, Genistein und Hesperetin (Peaks 17-21) (sieche Abbildung 8). In
fritheren Publikationen konnte bereits gezeigt werden, dass die Sdule Zorbax Eclipse XDB-C18
(Agilent Technologies) sehr gute Trenneigenschaften aufweist (Dalluge et al., 1998). Um die
Trennleistung der Methode zu optimieren, wurde diese stationdre Phase hinter der Sdule Luna RP-
C18 column (Phenomenex) angebracht, und durch Modifikation der S&ulentemperatur, des
Gradienten und der FluBrate wurden die HPLC Parameter auf die angegebenen Werte eingestellt
(sieche Tabelle 3). Auf diese Weise konnten die vorangegangenen Ergebnisse weiter optimiert
werden, wie aus Abbildung 8 hervorgeht. Die resultierenden Chromatogramme wiesen dariiber
hinaus, nach der Einflihrung einer zweiten analytischen stationidren Phase und durch Variation der
Gradientenzusammensetzung, eine bessere Auflosung, Peaks ohne auffilliges Fronting/Tailing
und stabile Retentionszeiten auf.

Beispielchromatogramme einer Standardmischung und einer Plasmaprobe, der eine
Standardmischung zudotiert wurde (20-120 nmol/l), sind in Abbildung 8 und 9 dargestellt. Die
Identifizierung der Peaks wurde durch Vergleich ihrer Retentionszeiten (siche Tabelle 18) mit
denen der Standardsubstanzen erreicht und weiter bestitigt durch den Vergleich ihrer UV-
Spektren mit den Referenzspektren der jeweiligen Standards, die mittels des verwendeten Dioden-
Array-Detektors aufgezeichnet wurden. Abbildung 25 zeigt ein Beispiel fiir ein Chromatogramm
einer “low-polyphenol® Plasmaprobe. Dabei werden die UV-Spektren der detektierten Analyten
im Vergleich mit den UV-Spektren der Standards dargestellt. Andere Studien sind aufgrund der
ausschlieBlichen Verwendung von UV-Detektoren bei einer Willenldnge von 270 nm (Brolis et
al., 1998) bzw. 370 nm (Ewald et al., 1999) zum Nachweis von Flavonen und Flavonolen in ihrer

Sensitivitdat und Selektivitat limitiert.

Es gibt eine Reihe von Verdffentlichungen, die sich mit der Untersuchung phenolischer
Substanzen aus verschiedenen Matrices beschiftigen. Trennsysteme fiir Polyphenole in
Lebensmitteln sind bisher aber hauptsichlich auf die Messung spezifischer Flavonoide in einem
bestimmten Nahrungsmittel wie z.B. Weintrauben oder Weine (Faustino et al., 2003; Chamkha et
al., 2003), Tee (Powell et al.,1993; Shao et al., 1995; Manning und Roberts 2003; Bronner und
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Beecher, 1995) oder Apfel (Treutter, 1988; Lister et al., 1994) hin ausgerichtet. Viele dieser
Systeme wurden auch bereits erfolgreich angewendet, um verschiedene Gesichtspunkte der
Pflanzenphysiologie oder ihrer Biosynthese zu kliren. Diese Untersuchungen bilden die Basis fiir
Lebensmittel-Zufuhrtabellen von Flavonoiden und Phenolsduren.

Bislang ist allerdings noch kein HPLC-Verfahren entwickelt worden, das Polyphenole aus fiinf
Flavonoid- sowie beiden Phenolsdureklassen in Humanplasma qualitativ und quantitativ bestimmt
(Merken und Beecher, 2000; Paganga et al., 1999). Frither wurden schon viele analytische
Untersuchungen in biologischen Matrices durchgefiihrt, die ein besseres Verstdndnis der
vermuteten Rolle von Polyphenolen beim Schutz vor Krankheiten, die durch oxidative
Schéadigungen hervorgerufen werden, priifen (Manach et al., 1998; Nie et al., 2001) oder ihre
Bioverfligbarkeit untersuchen (Scalbert und Williamson, 2000; Lesser et al., 2004). Bis jetzt
konzentrierten sich aber auch solche Untersuchungen auf einzelne Substanzen, z.B. Quercetin
(Jones et al.,1998), Apigenin (Nielsen und Dragsted, 1998), oder einzelne Untergruppen, wie die
der Isoflavone (Nurmi und Adlercreutz, 1999; Verkasalo et al., 2001). Der Bedarf an
weiterfilhrenden in vivo Studien und an Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung der fiinf
wichtigsten Flavonoidgruppen (Catechine, Flavonole, Flavanone, Flavone und Isoflavone) sowie
beider Phenolsdureklassen (Hydroxyzimtsduren und Hydroxybenzoesduren) wurde wiederholt
angesprochen (Merken und Beecher, 2000; Robbins, 2003). Der hier vorgestellte Beitrag erfiillt
diese Forderung und stellt damit eine Methode bereit, die auf verschiedene Humanstudien
angewendet werden kann, um auf diese Weise die Bedeutung der Polyphenolen in der Erndhrung
weiter aufzukléren.

In der Literatur wird die RP-HPLC mit UV-spezifischer Detektion als die verbreitetste Technik
zur Bestimmung phenolischer Antioxidantien beschrieben (Merken und Beecher, 2000; Robbins,
2003). Andere weniger héufig genutzte Detektionssysteme, die jedoch eine hohere
Empfindlichkeit ermoglichen, sind vor allem elektrochemische, fluoreszenz und massenselektive
Detektoren (Robbins, 2003). Bekanntermafen ist die massenselektive Detektion eine
fortschrittliche Detektionstechnik, die immer haufiger angewendet wird (Robbins, 2003; Pirker et
al., 2004). Kammerer et al. (2004) untersuchten den Gehalt phenolischer Komponenten in roten
und weillen Trauben mittels HPLC-DAD-MS/MS und beriicksichtigten dabei als erste Studie alle
Untergruppen der Polyphenole in Lebensmitteln. Bisher steht jedoch noch keine LC/MS- oder
GC/MS-Methode zur Verfiigung, mit der die wichtigsten fiinf Gruppen der Flavanoide und beide
Phenolsduregruppen in Plasma bestimmt werden und die daher in epidemiologischen Studien
angewendet werden kann und dadurch geeignet ist, vergleichbare Daten zu diesem Thema zu
liefern. Um die hier vorgelegten Ergebnisse mit Daten zu vergleichen, die mittels HPLC-ESI-MS

gewonnen wurden, sind Plasmaproben (0,5 — 1,0 ml) von einem Kooperationspartner untersucht
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worden (Dr. R.W. Owen, Deutsches Krebsforschungs Zentrum, Heidelberg; Owen et al., 2000).
AuBler den Isoflavonen und in Proben mit hohen Catechin- oder Salicylsdurekonzentrationen
(Aspirineinnahme) konnten die Polyphenole jedoch nicht detektiert werden.

Die lange Laufzeit der vorliegenden Methode resultiert daraus, dass die untersuchten Substanzen
sich in ihrer Struktur/Polaritit einerseits stark dhneln, da es sich zum Teil um Vertreter der
gleichen Substanzklasse handelt (z.B. Epigallocatechin und Catechin). Daher wurde die
Trenndauer erhdht, um eine ausreichende Auflosung zu erhalten. Andererseits unterscheiden sich
die polaren, wasserloslichen Phenolsduren und Catechine von den unpolareren Flavonoide in
ihren Charakteristika gegeniiber den verwendeten Sorbentien, was die Verwendung relativ grof3er
Polarititsbereiche (0 — 60 % Methode) und einen komplexeren Gradienten erforderlich machte.
Da fiir die Bestimmung nur sehr geringe Probenvolumina (0,3 — 1,0 ml) bendtigt werden, ist diese
Methode zum Einsatz in epidemiologischen Studien, zur Untersuchung der postulierten

Wirkungen sekundirer Pflanzenstoffe beim Menschen sehr gut geeignet.

5.1.1 Stabilitit wihrend der Probenmessung

Um die lange Laufzeit der HPLC-Bestimmung zu beriicksichtigen, wurde eine Test-Serie
durchgefiihrt, mit der das Mal} eines moglichen Abbaus der oxidationsempfindlichen Polyphenole
innerhalb von 24 Stunden bei Raumtemperatur bestimmt werden sollte. Zu diesem Zweck wurde
gepooltes Humanplasma mit einer Standardmischung zu den zu priifenden Polyphenolen dotiert.
Das gespikte Plasma wurde bei Raumtemperatur iiber eine Zeitspanne von 24 h hinweg mittels
HPLC untersucht. Die Peakflichen wurden alle zwei Stunden integriert und Anderungen der
Peakfldchen wurden aufgezeichnet. Die Peakflichen sowohl des internen Standard (Fisetin) als
auch der Analyten verringerten sich innerhalb von 24 h durchschnittlich um 9 %, (sieche
Abbildung 34). Diese geringe Abbaurate, wurde durch den Zusatz von Ascorbinsdure als
Antixidant erreicht. Ohne Zusatz von Antioxidantien zum Schutz der Polyphenole vor
Degradation war die Wiederfindung der Analyten in diesem Versuchsansatz sehr gering und

schwankte zwischen 2 — 67 %.

5.1.2 Interner Standard

Aufgrund seines &dhnlichen chromatographischen Trennverhaltens wurde Fisetin als interner
Standard zur Quantifizierung ausgewéhlt. Um eine richtige Analyse zu erreichen, musste die
Abwesenheit dieser Verbindung in der Probe gepriift werden. Fisetin wird, wie anzunehmen ist, in
den hier zu untersuchenden Plasma-, Erythrozyten- und Lebensmittelproben nicht vorkommen, da
natiirliche Quellen mit hohen Gehalten an Fisetin Férbersumach (wird zum Teppichfirben

verwendet) und Nesseln sind, die in der erwarteten Erndhrung keine Rolle spielen.
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Abb. 34: Abnahme der Peakflache von Gallocatechin innerhalb von 24 h bei Raumtemperatur

5.1.3 Extraktionstechniken

Bei der Probenaufarbeitung féllt der Extraktion der Analyten aus der Probenmatrix eine besondere
Bedeutung zu. Da die Methode im Rahmen dieser Arbeit in epidemiologischen Studien
angewandt werden sollte, war es in erster Linie wichtig, die Detektorsensitivitit zu erh6hen.
Deshalb wurde zur elektrochemischen Detektion der Polyphenole eine hohe MeBspannung
angelegt (siche Kapitel 4.2.5). Um die Interferenzen, die beim Einsatz einer hohen MefBspannung
zu erwarten sind, zu minimieren, muss ein Aufreinigungsverfahren verwendet werden, welches
storende Matrixbestandteile ausreichend entfernen kann. Die Extraktionstechniken, die im
Rahmen der Methodenentwicklung zur Bestimmung der phenolischen Antioxidantien in
wassrigen Proben getestet wurden, basieren auf dem Fliissig-Fliissig- und dem Fest-Fliissig-
Verteilungsprinzip. Als Testmatrizes wurden demineralisiertes Wasser und gepooltes
Humanplasma verwendet, die beide jeweils mit den interessierenden phenolischen Komponenten

dotiert wurden.

Flissig-Fliissig-Extraktion

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion (Ausschiitteln mit organischen Losungsmitteln im Reagenzglas)
wurde in Anlehnung an die Methode von Maiani et al. (1997) durchgefiihrt. Es wurden

verschiedene Extraktionsmittel, unter anderem Aceton, Ethylacetat, Methanol, Ethanol,
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Acetonitril und verschiedene Mischungen daraus getestet. Mit den meisten Vorversuchen zur
Fliissig-Fliissig-Extraktion von gepooltem Humanplasma liel3 sich jedoch keine ausreichend hohe
Isolierung der Polyphenole von Matrixbestandteilen erreichen und diese Vorversuche resultierten
in Chromatogrammen, die Storpeaks aufwiesen, welche die Polyphenolsignale iiberdeckten und
somit die weitere Auswertung verhinderten. Die Extraktionen mit Ethylacetat und Methanol
erbrachten zwar bessere Ergebnisse, allerdings war die Wiederfindung nicht fiir alle 23
Substanzen befriedigend. Das Ausschiitteln im Reagenzglas wurde daher aufgrund des
aufwindigen Verfahrens und vor allem wegen mangelnder Reproduzierbarkeit und niedriger

Wiederfindungsraten nicht verwendet.

Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (engl.: Solid Phase Extraction (SPE)) stellt eine sehr gute Alternative
zur Fliissig-Flissig-Extraktion dar. Merken und Beecher (2000) berichten, dass sich die
Festphasenextraktion (SPE) aufgrund ihrer hoheren Substratspezifitit zur Aufarbeitung von
Lebensmitteln mit niedrigen Flavongehalten eignet. Die Festphasenextraktionsmethode wurde
daher auch in der vorliegenden Studie zur Extraktion von Plasma-, Urin- und Erythrozytenproben
verwendet. Bei der SPE werden die zu extrahierenden Komponenten auf speziellen Adsorbentien
angereichert und anschlieBend mit einem Losungsmittel eluiert (siehe Abbildung 35). Durch
Auswahl des Adsorbens (Festphasenmaterial) und eines geeigneten Elutionsmittels ist neben der

Extraktion eine Abtrennung von Matrixbestandteilen moglich.

1. Vorkenditionierung / 2. Probenaufgabe 3. Waschschritt / 4. Elution des Analvten
Solvatisierung der Saule Elution von Interferenzen
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Abb. 35: Schematischer Ablauf der Festphasenextraktion fiir Plasma, Erythrozyten und Urin
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Eine Vielfalt an chemisch modifizierten Silikatphasen (z.B. Reversed Phase mit n-Alkyl-,
Cyanopropyl-, Phenylgruppen etc.), die zur Extraktion eingesetzt werden konnen, decken einen
breiten Polaritatsbereich ab. Weitere Vorteile der SPE sind ein geringer Losungsmittelverbrauch
und vor allem eine einfache Handhabung, die die Extraktion von mehreren Proben bei gleichem
Arbeitsaufwand ermdglicht. Die Festphasenextraktion ist eine sehr gingige Methode zur
Anreicherung von Komponenten im Spurenbereich aus geringen Plasmavolumina. Bisher wurde
jedoch noch kein SPE-Verfahren beschrieben, mit dem alle 23 in dieser Arbeit untersuchten
Polyphenole isoliert werden konnten.

Ziel bei der Entwicklung eines Festphasenextraktionsverfahrens war es, Matrixbestandteile derart
zu entfernen, dass Interferenzen mit den Analyten soweit wie moglich vermieden werden kdnnen
und dabei ausreichende Wiederfindungsraten und akzeptable Reproduzierbarkeiten (sowohl

interday als auch intraday) fiir alle Substanzen zu erreichen.

5.2  Validierung der Methode

5.2.1 Linearitit und Nachweisgrenzen

Die Linearitdt, die der chromatographischen Analyse zugrunde gelegt ist, wurde mittels linearer
Regression gepriift und ist anhand von Kalibrationskurven dargestellt worden (siche
Anhangstabelle A2). Die Kalibrationskurven der interessierenden Polyphenole wurden erstellt,
indem die Peakflidchen, aus der Einspritzung einer Verdiinnungsreihe von Standardsubstanzen,
gegen die bekannten Konzentrationen der jeweiligen Standardverdiinnung aufgetragen wurden.
Die resultierenden Regressionsgeraden waren fiir alle Analyten linear, mit einem
Regressionskoeffizienten von r* > 0,99 (siche Tabelle 19). Die ermittelten, linearen Bereiche
umfassen den zu erwartenden Konzentrationsbereich der Polyphenole (siche Tabelle 20). Bei der
Messung der Proben der BVS II-Studie und der EPIC-Studie stellte sich jedoch heraus, dass in
einigen Proben Konzentrationen vorkamen, die iiber dem erwarteten Bereich lagen. Betroffen
waren die Hydroxybenzoesduren Salicylsdure, Syringasdure und Gentisinsdure. Thre hohen
Konzentrationen sind gesondert zu betrachten, da sie nicht im linearen Bereich des
Messverfahrens liegen.

Die Nachweisgrenzen wurden definiert als diejenige Konzentration, die einem Peak entspricht,
der durch ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 3:1 hervorgerufen wird. Die Nachweisgrenzen
wurden anhand von acht Doppeleinspritzungen (je 30 pl) bestimmt. Die Priifung der Sensitivitét
wurde mit gepooltem, ,low-polyphenol“ Humanplasma durchgefiihrt, welches mit einer

Polyphenol-Standardmischung gespiked wurde. Die Konzentration an Polyphenolen im gepoolten
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Plasma wurde zur Berechnung von der Gesamtkonzentration abgezogen. Die Methode ist mit
Nachweisgrenzen zwischen 1,5 — 22,3 nmol/l fiir die betreffenden Substanzen duflerst sensitiv,
was hauptsichlich auf den Einsatz eines elektrochemischen Detektors zurlickzufiihren ist. (siche
Tabelle 23).

Der elektrochemische Detektor spricht auf Stoffe an, die entweder oxidierbar oder reduzierbar
sind, wie z.B. Phenole. Die mobile Phase stromt kontinuierlich an den Elektroden dieses
Detektors vorbei und erzeugt dabei einen Grundstrom, der im Optimalfall konstant ist, im
Normalfall jedoch innerhalb gewisser Bereiche schwankt (Grundrauschen). Wenn die
grundliniengetrennten Analyten an der Elektrodenoberfliche vorbeistromen, entsteht ein
Detektorsignal, das durch den Elektronenfluss erzeugt wird, der auf der Elektrodenoberfliche im
Detektor durch diese Oxidadions- oder Reduktionsprozesse entsteht. Wenn die Reaktion
quantitativ ablduft (dabei werden alle Analyten oxidiert oder reduziert), hort der Elektronenfluss
auf und das elektronische Detektorsignal ist proportional zur Gesamtmenge der Analyten in der
Probe. Diese Arbeitsweise wird amperometrische Detektion genannt und wurde in dieser Arbeit
angewandt. Der elektrochemische Detektor bendtigt drei Elektroden, eine Arbeitselektrode (hier
findet die Oxidation oder Reduktion statt), eine Hilfselektrode und eine Referenzelektrode, die
eventuelle Schwankungen in der background-Leitfdhigkeit der mobilen Phase kompensiert. Die
Prozesse, die auf der Elektrodenoberfliche stattfinden, sind sehr komplex, aber die Vorginge die
hauptsichlich stattfinden, lassen sich folgendermallen charakterisieren. An der Oberfliche der
Arbeitselektrode lauft die Oxidation sehr schnell und nahezu vollstindig ab. Als Folge davon wird
der Analyt in der Schicht, die direkt an die Elektrodenoberfliche angrenzt, praktisch vollig
abgebaut. Dadurch entsteht ein Konzentrationsgradient zwischen der Elektrodenoberfliche und
dem restlichen Lumen der Detektorzelle. Dieser Gradient verursacht einen Zustrom des Analyten
zur Oberflache der Arbeitselektrode der von der Konzentration des Analyten in der Probe und der
Schirfe der Trennung abhingig ist. Somit wird der Elektronenfluss mit der Rate gemessen, mit
der die Analyten der Elektrode zustromen, und da der Prozess diffusionskontrolliert abléuft, hangt
das Detektorsignal neben der Analytenkonzentration von der Viskositit bzw. dem
Diffusionsvermdgen der mobilen Phase ab.

Der Einsatz eines elektrochemischen Detektors bei dieser Methode fithrt zu Grenzen der
Nachweisbarkeit, die niedriger liegen als die mittels LC/ESI-MS ermittelten Nachweisgrenzen
(Cremin et al., 2001; Crozier et al., 1997; Franke et al., 2002; Soleas et al., 2001). Cremin et al.
(2001) ermittelten fiir Kaffeesdure und Ferulasdure mittels LC/ESI-MS Nachweisgrenzen von
10,0 nmol/l und 12,0 nmol/l respektive. In einem Methodenvergleich von Bocchi et al. (1996)
erwies sich die elektrochemische Detektion von Kaffeesdure und Ferulasdure beziiglich

Sensitivitdit und Selektivitit der UV- und MS-Detektion als {iiberlegen. In fritheren
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Veroffentlichungen wurden Nachweisgrenzen von 1,9 nmol/l (Quercetin) fiir elektrochemische
Detektion (Erlund et al., 1999), 17,2 nmol/l (Catechin) fiir fluoreszenz Detektion (Jones et al.,
1998) und 275 nmol/l (Catechin) fiir UV-Detektion (Erlund et al., 1999) dargestellt.

Wie bereits diskutiert, liegt die Nachweisgrenze mit UV-Detektoren hoher als die Detektion von
fluorochromen Derivaten der Catechine, die aus der Gruppe der Polyphenole am haufigsten mit
dieser Nachweismethode detektiert werden. Durch Verwendung eines -elektrochemischen
Detektors konnte die Nachweisgrenze fiir aromatische Polyphenole hdufig noch weiter gesenkt
werden, was zu Grenzwerten fithrte, die auch im Rahmen dieser Arbeit erreicht wurden. Da eine
Reihe von Substanzen untersucht wurden, die sich in ihrem Redoxverhalten an der
Detektorelektrode merklich unterscheiden konnen, musste die MefBspannung der Detektion
anhand geeigneter Leitsubstanzen ermittelt werden. Wie in Kapitel 4.1.5 beschrieben (siche
Abbildung 24), wurden Quercetin und Kémpferol aufgrund ihres vermuteten hohen Vorkommens
in den zu untersuchenden Proben als Leitsubstanzen zur Optimierung des elektrochemischen
Detektors ausgewdhlt. Naturgemdl3 variieren die Nachweisgrenzen in Abhédngigkeit von der
eingesetzten MeBspannung. Im Bezug auf die Frage nach der Verlésslichkeit von Messwerten die
nahe der Nachweisgrenzen eines Systems liegen, arbeitet man heute hdufig mit einer
Bestimmungsgrenze, die sich fiir gewohnlich aus der dreifachen Nachweisgrenze herleitet. Da
aber in dieser Arbeit teilweise sehr niedrige Konzentrationen erwartet wurden, besonders in
Bezug auf Stoffe, die bevorzugt in Lebensmitteln vorkommen, welche in den betrachteten
Studienkollektiven nur selten verzehrt werden (z.B. Daidzein ein Isoflavon aus Sojaprodukten),
oder solche, die manigfaltigen Abbaureaktionen unterworfen sind (z.B. Epigallocatechingallat zu
Epigallocatechin), war es bei der Methodenerstellung sehr wichtig, auch geringe Konzentrationen
noch erfassen zu konnen. Deshalb wurde hier auf die Festlegung einer Bestimmungsgrenze
verzichtet, da es sich bei dieser Untersuchung um ein Verfahren handelt, das als bisher erster
Versuchsansatz eine Reihe von Polyphenolen aus unterschiedlichen Substanzklassen aus Plasma

in epidemiologischen Studien priift.

5.2.2 Wiederfindung und Reproduzierbarkeit

Die Richtigkeit dieser Methode wurde anhand der prozentualen Wiederfindung aus einer
Reagenzienblindprobe (dest. Wasser) bestimmt sowie aus gepooltem Humanplasma, dem eine
Standardlosung mit bekannten Konzentrationen zudotiert wurde. Da eine Analyten-freie
Plasmamatrix nicht zur Verfiigung stand, wurde gepooltes Humanplasma analog untersucht und
die Ergebnisse wurden von den Konzentrationen des gespikten Humanplasma abgezogen. Dabei

wurde jeder Versuch als Doppeleinspritzung durchgefiihrt. Der Vergleich der Wiederfindung aus
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der Reagenzienblindprobe mit der Wiederfindung aus Plasma zeigt, dass mit der verwendeten
Extraktionsmethode alle interessierenden Probekomponenten quantitativ erfasst werden koénnen
(siche Tabelle 22), da es zu keinen auffilligen Abweichungen zwischen der Wiederfindung aus
matrixfreiem Medium (dest. Wasser) und Plasma kommt. Mit der verwendeten
Extrakionsmethode kénnen demnach polyphenolbindende Plasmaproteine entfernt werden und es
kommt zu vollstindiger oder nahezu vollstindiger Desorption der Analyten von
Matrixbestandteilen.

Die Reproduzierbarkeit dient als Ma3 fiir die Prazision einer Messmethode und wurde in der
vorliegenden Arbeit durch Doppelanalyse von acht gespikten Humanplasmaproben als Intra-day-
assay und durch Doppelanalyse von sechs gespikten Humanplasmaproben an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen als Inter-day-assay (siehe Tabelle 21) untersucht. Die Ergebnisse der
Intra- und Inter-day-assays (ausgedriickt als Variationskoeffizienten VK %) lagen fiir alle
Komponenten unter 10 % und reflektieren auf diese Weise eine Methode von ausreichender

Genauigkeit fiir die vorgesehenen Anwendungen.

5.2.3 Selektivitiit

Das Thema der Selektivitit und der Reproduzierbarkeit wurde bereits ausfiihrlich von den
Kollegen Dolan et al. (2000) angesprochen. Da diese Methode unter anderem in
epidemiologischen Studien eingesetzt werden soll, in denen oft nur geringe Plasmavolumina zur
Verfiigung stehen, war es duflerst wichtig, die Detektorsensitivitit zu optimieren. In einem
Methodenvergleich zur Bestimmung von Kaffeesdure und Ferulasdure erwies sich die
elektrochemische Detektion beziiglich Sensitivitidt und Selektivitdt der UV— und MS—Detektion
als tiberlegen (Bocchi et al. 1996). Auch fiir verschiedene Flavonoide konnten mittels HPLC und
elektrochemischer Detektion bereits Nachweisgrenzen im unteren nmol Bereich erzielt werden
(Erlund et al. 1999; Lee et al. 2000). Aufgrund der hohen Selektivitdt gegeniiber phenolischen
Substanzen (Robbins, 2003; Peaston und Weinkove, 2004) wurde die HPLC-Detektion zur
quantitativen Bestimmung mittels Gleichstromamperometrie durchgefiihrt. Das Screening fiir ein
geeignetes Potential wurde ausgefiihrt, indem verschiedene elektrochemische Spannungen und die
resultierenden Peakfldchen gegeneinander aufgetragen wurden (siche Abbildung 24). Cao et al.
(1997) berichteten schon frither, dass Flavonoide hohe Oxidationspotentiale haben, was die
Entscheidung fiir die Verwendung einer hohen MeBspannung mitbeeinflusst hat. Zusétzlich zur
empfindlichen, elektrochemischen Detektion wurde die Signalidentitdt mittels Dioden-Array
Detektor verifiziert, da Flavonoide und Phenolsduren UV-Licht in einem Bereich zwischen 230

und 380 nm absorbieren (Robbins, 2003). Das Chromatogramm in Abbildung 25 zeigt die
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Polyphenole, die in Niichternplasma detektiert werden konnten (ECD). Die UV-Spektren der
Peaks zeigen, dass mit dieser Methode eine gute Selektivitit fiir die in Niichternplasma
detektierten Polyphenolen erreicht werden kann und weisen in Verbindung mit der jeweiligen
Retentionszeit eine hohe Nachweisgenauigkeit auf.

Um die Mdoglichkeit von Interferenzen mit der Probematrix, die aus der Anwendung hoher
Potentiale entstehen konnte, zu minimieren, wurde zur Festphasenextraktion ein makro-pordses
Co-Polymer [Poly(divinyl-benzol-co-N-vinylpyrrolidon)] als stationdre Phase der SPE-Siule
verwendet, die sowohl hydrophile als auch lipophile Kapazitit aufweist (Oasis HLB, Waters).
Dieses Saulenmaterial wurde bereits zuvor von verschiedenen Arbeitskreisen erfolgreich
eingesetzt und zeigte dabei gute Trennungseigenschaften (Peruzzi et al., 2000; Pirker et al, 2004;

Blackwell et al., 2004).
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5.3  Polyphenolkonzentrationen im Plasma der Teilnehmer/innen der

Bayerischen Verzehrsstudie 11

Die Plasmaproben der hier untersuchten 568 Testpersonen stammen aus dem Kollektiv der
BVS II-Studie (siehe Kapitel 2.3.1). Es wurden alle gewonnenen Plasmaproben der befragten
Probanden zur HPLC-Analyse verwendet. Da die Ziehung der Stichproben durch ein dreistufiges
Random-Route-Verfahren erfolgte, ist das vorliegende bayerische Teilkollektiv als hinreichend
repriasentativ anzusehen, obwohl eine bevorzugte Teilnahme durch erndhrungsbewusste
Studienteilnehmer an dieser Studie nicht auszuschlieen ist.

Wihrend es sich bei den meisten der bisher verdffentlichten Publikationen zur Messung von
Plasma-Polyphenolkonzentrationen im Wesentlichen um Interventionsstudien handelt, steht
diesen Untersuchungen mit der Bayerischen Verzehrsstudie II eine Querschnittsstudie von in
Privathaushalten lebenden, deutsch sprechenden Personen in Bayern gegeniiber. Dieser
Unterschied  diirfte  sich  dementsprechend auch in den jeweils beobachteten

Plasmakonzentrationen widerspiegeln.

Vor einigen Jahren wurde die Notwendigkeit betont, die Resorption von sekunddren
Pflanzenstoffen zu untersuchen, um weiterfithrende Einsichten {iber deren Bioverfiigbarkeit oder
tiber die Moglichkeit ihrer Verwendung als Biomarker zu erhalten. Heute steht eine grof3e Anzahl
von Studien zur Bioverfligbarkeit von speziellen phenolischen Inhaltsstoffen zur Verfiigung (Kern
et al., 2003; Erlund et al., 1999; Seeram et al., 2004). Dabei werden jedoch in erster Linie die
durch Zufuhr eines speziellen, polyphenolreichen Lebensmittels (z.B. Zwiebeln) erreichten
Plasmakonzentrationen bestimmt und der Resorptionsverlauf gemessen. Meist stammen die
zugefiihrten, interessierenden sekundédren Pflanzeninhaltsstoffe bei diesen Untersuchungen aus
einer Polyphenolquelle und die untersuchten Leitstrukturen beinhalten meist nur eine
Substanzklasse der Flavonoide oder der Phenolsduren (Kern et al., 2003; Manach et al., 2003).
Wenn man die grole Anzahl von Komponenten und die Komplexizitit von Plasma bedenkt, ist
die Identifizierung mehrerer Peaks ein problematisches Thema (Robbins, 2003). Bei
Plasmaproben konnen Interferenzen auch unter den gegebenen Bedingungen nicht ginzlich
vermieden werden. Das trifft besonders auf die Untersuchung von sehr geringen Konzentrationen
zu. Storende Interferenzen wurden in dieser Methode durch die Auswahl schonender und
selektiver Aufarbeitungsmethoden und durch angepasste Systemparameter vermindert, wie bereits
in Kapitel 5.2 erldutert. Wenn Stérungen auftraten (gemessen am UV-Spektrum), wurden die
Daten verworfen. Die ermittelten Plasmakonzentrationen wurden statistisch gepriift und

signifikante Unterschiede sowie Korrelationskoeffizienten in ausgewéhlten Teilgruppen
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dargestellt (siche Kapitel 4.3). Die Tabellen 24 — 26 zeigen die Polyphenolkonzentrationen im
Plasma des Studienkollektives, die Tabellen 29 — 42 zeigen die Polyphenolkonzentrationen nach
Alter, BMI, Waist-to-Hip-Ratio, Rauchstatus und Schichtzugehorigkeit. Ebenso wie bei Hertog et
al. (1992) basieren unsere Berechnungen auf den Aglykonmassen bzw. den Massen der freie
Sduren (Hertog et al., 1992a; Hertog et al., 1992b; Hertog et al, 1993a). Die Bestimmung der
Aglykone bringt den analytischen Vorteil mit sich, dass alle unterschiedlichen, bekannten und
unbekannten Konjugate eines Analyten erfasst werden konnen und sich somit Konzentrationen an
freien Flavonoiden und Phenolsduren ergeben, die iiber den jeweiligen Einzelkonzentrationen
liegen und dadurch eher iiber den entsprechenden Nachweisgrenzen erfast werden konnen.
Sowohl im Hinblick auf die Absorption als auch auf die biologische Wirksamkeit der Polyphenole
diirfte es jedoch von Bedeutung sein, dass der GroBteil der Flavonoide im Lebensmittel in
glykosidischer Form vorliegt (Herrmann, 1993; Hollman et al., 1995; Hollman und Katan, 1995).
Fiir Flavonoide wie beispielsweise Quercetin (Hollman et al., 1995; Hollman et al., 1997a) oder
Naringenin und Hesperetin (Erlund et al., 2001) liegen auch Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit
der Flavonoidglykoside aus Lebensmitteln vor. Héufig beziehen sich solche Untersuchungen auf
die Glykoside in Form von Standardsubstanzen oder auf einzelne Lebensmittel (Hollman et al.,

1999; Morand et al., 2000; Felgines et al., 2000).

Bei den vorliegenden Untersuchungen konnten alle ausgewéhlten Analyten in den Plasmaproben
gefunden werden. Wie erwartet streuen die gefundenen Werte iiber einen sehr weiten Bereich
(siche Tabelle 24 — 26). Die bei den Méannern gefundene minimale Plasmakonzentration fiir die
Summe der Flavonole betrug 3,26 nmol/l. Fiir alle anderen Flavonoide lagen die
Minimalkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze. Dieses Ergebnis korrespondiert gut mit
der Annahme, dass die Flavonole und besonders deren Vertreter Quercetin und Kédmpferol von
allen Flavonoiden in der Erndhrung am weitesten verbreitet sind (Manach et al., 2004). Allerdings
ist zu beachten, dass auch die Gruppe der Catechine in Lebensmitteln in groBen Mengen
vorkommen (Scalbert und Williamson, 2000). Diese Tatsache wird in der hier vorliegenden
Studie durch die hohe Plasmakonzentration der Catechine, im Vergleich zu den anderen
Flavonoide belegt. In Abbildung 35 werden die Verhéltnisse der ermittelten Konzentrationen an

Flavonoiden und Phenolséduren fiir das gesamte Studienkollektiv graphisch dargestellt.
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Abb. 36: Mittlere Polyphenolkonzentrationen im Studienkollektiv der BVS II-Studie (n=568)

Die groBle Variation der Plasmakonzentration resultiert aus verschiedenen Faktoren, zB. die
Variation der Polyphenole aus verschiedenen Lebensmittelquellen (Perez-Ilzarbe et al., 1991;
Pierpoint, 1986). Die Schwankung der Flavonoidgehalte in pflanzlichen Lebensmitteln (siche
Tabelle 12), ist abhingig von Sorte, Wachstumsbedingungen, Reifestadium und
kiichentechnischer ~ Verarbeitung. Es ist aber auch davon auszugehen, dass
Erndhrungsgewohnheiten und Verwendung von Nahrungsergidnzungsmitteln oder Arzneimitteln
(z.B. Aspirin) zu der beobachteten breiten Streuung der Plasmakonzentrationen fiihren.

Der Hauptfaktor fiir die grof3e Variation der Plasmakonzentration sind jedoch die Unterschiede in
der Bioverfiigbarkeit und die schnelle Metabolisierung der Polyphenole. Die Frage nach der
Bioverfiligbarkeit von Polyphenolen beinhaltet Themen wie die intestinale Absorptionsrate, die
Metabolisierung durch die Darmflora, den intestinalen und hepatischen Metabolismus, die
Plasmakinetik, die Beschaffenheit der im Blutkreislauf zirkulierenden Metaboliten, das
Bindungsverhalten an Albumin, die Aufnahme in die Zellen, den intrazelluliren Metabolismus,
Anreicherung in den Organen und die Art der Ausscheidung (Hollman et al., 1995; Zubig und
Meydan, 2003; Setchell et al., 2002; Erlund et al., 2000; Morand et al., 1998; Boulton et al., 1998;
Fiorani et al., 2003; Wolfram et al., 2002; Williamson et al., 2000; Choudhury et al., 1999).



5. Diskussion 136

Aufgrund des schnellen Umsatzes der Substanzen im Korper (Manach et al., 2004; Erlund, 2001)
konnen nur die in den letzten Tagen zugefiihrten Substanzen gefunden werden (siche Tabelle 50).
Daher sind die Plasmawerte fiir diese Polyphenole vermutlich als short-term Biomarker

anzusehen.

Flavan-3-ole

Manach et al. (2004) berichten, dass die Plasmakonzentration der Catechine von ihrer
Zufuhrquelle abhéingig ist. Bei Verzehr von Griinem Tee (90 — 150 mg Flavanol), Kakao (70 —
165 mg Flavanol) oder Rotwein (35 mg Flavanol) wurden 0,1 — 0,7 umol/l, 0,25 — 0,7 pmol/l und
0,09 umol/l Catechin bzw. Epicatechin respektive, im Plasma der teilnehmenden Probanden
gefunden. Diese Flavanole wurden dabei ebenso effektiv absorbiert, wie z.B. Quercetin aus
Apfeln oder Zwiebeln. In unserem Kollektiv liegt die mittlere Plasmakonzentration der Catechine
mit 1,09 pmol/l {iber dem oben beschriebenen Bereich. Den groBten Anteil davon liefert
Epigallocatechin mit 0,90 pmol/l. Epicatechin und Catechin hingegen wiesen mit 0,035 umol/l
und 0,05 umol/l im Mittel niedrigere Plasmakonzentrationen auf (siche Tabelle 24).

In anderen Untersuchungen wurden nach einmaliger Gabe von 1,5 mmol Epigallocatechingallat
oder Epigallocatechin maximale Plasmakonzentrationen gefunden, die zwischen 1 — 5 umol/l
schwankten (Van Amelsvoort et al., 2001). Die Eliminationshalbwertzeiten von
Epigallocatechingallat und Epigallocatechin betrugen 2 — 4 h. In unserem Kollektiv liegen die
maximalen Plasmakonzentrationen mit 0,91 — 2,92 umol/l im Bereich dieser Werte. Anhand ihrer
Ergebnisse vermuten Van Amelsvoort et al. (2001), dass die beobachteten Catechine in
begrenztem Malle Umwandlungsreaktionen unterliegen (ECG - EGCG - EGC) und
schlussfolgern, dass sich Catechine in ihrem pharmakokinetischen Verhalten deutlich voneinander
unterscheiden.

Ruidavets et al. (2000) untersuchten, durch welche Lebensmittel der so genannten mediterranen
Kost, die aufgrund ihres hohen Gehaltes an Obst und Gemiise als der Gesundheit forderlich
bewertet wird, hauptsidchlich Catechine zugefiihrt werden. Bei obst- und gemiisereicher
Erméhrung, aber ohne Weinkonsum, fanden sie Plasmakonzentrationen an (+)-Catechin von 1,5
umol/l, bei Verzehr von Wein, aber obst- und gemiisearmer Erndhrung 2,1 pmol/l, bei obst- und
gemiisearmer Erndhrung ohne Weinkonsum 0,45 pmol/l und bei obst- und gemiisereicher
Erndhrung und Weinkonsum 2,21 pmol/l. Neben der Zufuhrmenge scheint sich also auch die
Zufuhrquelle auf die Plasmakonzentration der Flavan-3-ole auszuwirken (Ruidavets et al., 2000;

Manach et al., 2004).
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Flavonole

Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit von Quercetin wurden in der Literatur bisher hauptsichlich
fiir kleinere Kollektive beschrieben. Manach et al. (1998) fanden im Niichternplasma von
Versuchspersonen (n=10), die sich wihrend der letzten 24 h Quercetin-frei erndhrten,
Konzentrationen von 28 — 142 nmol/l Quercetin. 3 Stunden nach einer Mahlzeit mit Quercetin-
reichen Lebensmitteln konnten im Mittel 373 nmol/l Quercetin nachgewiesen werden. Erlund et
al. (2002) fanden im Plasma von 37 weiblichen Testpersonen (nachtniichtern), die sich vor der
Blutabnahme 2 Wochen lang normal erndhrt hatten, 52,0 nmol/l (Mean) Quercetin. Nach 5
Wochen, in denen die Testpersonen eine Didt mit einem sehr niedrigen Anteil an Obst und
Gemiise erhielten, wurden Plasmakonzentrationen von 26,8 nmol/l (Mean) Quercetin gemessen
(nachtniichtern). Nach weiteren 5 Wochen, in denen die Testpersonen jedoch eine Didt mit einem
hohen Anteil an Obst & Gemiise erhielten, wurden Plasmakonzentrationen von 32,1 nmol/l
(Mean) Quercetin gemessen. Die Quercetinkonzentrationen waren sowohl nach der Diét mit viel
Obst und Gemiise als auch nach der Didt mit wenig Obst und Gemiise niedriger (jedoch nicht
statistisch signifikant) als nach der Zeit in der die Probanden sich reguldr erndhrten. Dies liegt
nach Angaben der Autoren moglicherweise daran, dass die anordnete Didt weniger Quercetin-
reiche Zwiebeln enthielt, als ihre iibliche Erndhrung.

Hohere Konzentrationen wurden von Noroozi et al. (2002) beobachtet. 10 Diabetes-Typ 2-
Patienten (5 Minner, 5 Frauen) verzehrten zu Beginn der Studie ihre gewohnten Lebensmittel,
ohne dass die Flavonoidzufuhr erfasst wurde. Sie wiesen eine mittlere Quercetinkonzentration
(nachtniichtern) von 70,4 + 13,6 nmol/l auf (Mean £ SEM), bei einer Schwankungsbreite von 0 —
138,1 nmol/l.

Hollman et. al. (1997b) haben die Plasmakonzentration von Quercetin bei 9 Testpersonen
gemessen. Die Testpersonen verzehrten 225 + 43 umol (Mean = SD) Quercetin aus Zwiebeln
(Quercetin-4"-O- p-D-glukosid), 325 + 7 pmol (Mean + SD) Quercetin aus Apfeln (Quercetin-3-
O-B-D-galaktosid) oder 331 umol Quercetin-3-O-B-rutinosid aus Kapseln. Die maximalen
Konzentrationen wurden nach 0,7 Stunden (nach Verzehr von Zwiebeln), 2,5 Stunden (nach
Verzehr von Apfeln) und nach 9 Stunden (nach Verzehr der Kapseln) ermittelt und betrugen 0,74
+ 0,15 pmol/l (Zwiebeln), 0,30 + 0,06 pmol/l (Apfel) und 0,30 = 0,30 pmol/l (Rutinosid-
Kapseln).

Die Minimal- bis Maximalkonzentration von Quercetin im Plasma der Teilnechmer/innen der
BVSII-Studie lag zwischen 0,0 — 563,8 nmol/l. Die mittlere Quercetin-Plasmakonzentration in
dieser Studie betrug 81,2 +£70,98 nmol/l (Mean + SD) und liegt damit etwa im Bereich der
Plasmakonzentrationen, die von Erlund et al. (2002) und Noroozi et al. (2002) ermittelt wurden.

Die Interventionsstudien von Manach et al. (1998) und Hollman et al. (1997b) ergaben im
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Vergleich wesentlich hohere Plasmakonzentrationen. Die Ergebnisse der vorgelegten Studie
deuten somit auf eine niedrigere mittlere Quercetinzufuhr in den letzten 3 Stunden vor der
Blutabnahme hin. Zweifellos iiben aber noch weitere Faktoren einen wesentlichen Einfluss auf die
Plasmakonzentration der Polyphenole aus. Lesser et al. (2004) z.B. konnten den Fettgehalt eines
Lebensmittels als Einflussfaktor auf die Bioverfiigbarkeit von Quercetin in vivo identifizieren.
Die bekannten Daten zur Quercetinkonzentration in Humanplasma zeigen also teilweise sehr
unterschiedliche Werte und sind aufgrund unterschiedlicher Versuchsansidtze schwer zu
vergleichen. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass sich die Quercetin-Plasmakonzentration
dosisabhingig erhoht und dass die Eliminations-Halbwertszeit von Quercetin mit etwa 25 h relativ
lange ist (Hollman und Katan 1997a). Erlund et. al. (2001) schlussfolgern daher, dass die
Plasmakonzentration von Quercetin als short-term Biomarker fiir seine Zufuhr verwendet werden
kann (Erlund et al., 2000; de Vries et. al., 1998).

Bisher wurden erst wenige Untersuchungen zur Kimpferolkonzentration in Humanplasma
beschrieben. Die mittlere Kémpferolkonzentration im Plasma der Teilnehmer/innen der BVSII-
Studie betrug 43,96 £ 115,4 nmol/l (Mean + SD) und stimmt gut mit der gemessenen Kimpferol-
Plasmakonzentrationen iiberein, die von de Vries et al. (1998) ermittelt wurden. De Vries et al.
(1998) berichten, dass 15 Probanden durch dreitigigen Verzehr einer Teeinfusion 27 mg
Kéampferol/d zugefiihrt wurden. Die Plasmaproben wurden am Mittag des dritten Tages der Studie
genommen und in den so gewonnenen Plasmaproben konnten 52,4 + 17,5 nmol/l (Mean = SD)
Kéampferol gemessen werden. Im Niichternplasma konnte jedoch kein Kémpferol nachgewiesen
werden.

Du Pont et al. (2004) haben die Kidmpferolkonzentration im Plasma von 8 Testpersonen (4
Mainner, 4 Frauen) untersucht, nachdem diese Testpersonen eine relativ kleine Menge Kampferol
aus Endivien (9 mg) verzehrt hatten. Die Plasmakonzentrationen erreichen nach 5,8 Stunden ein
Maximum. Die Plasmakonzentration zu diesem Zeitpunkt betrug 0,10 £ 0,01 pmol/l Kdmpferol.
Die Testpersonen schieden mit dem Urin im Mittel 160 £+ 24 pg/24 h Kémpferol aus. Aufgrund
der beobachteten niedrigen interindividuellen Variation der Absorption und Exkretion
schlussfolgern die Autoren, dass die Kampferol-Urinkonzentration als Biomarker fiir seinen
Verzehr verwendet werden konnte.

Radtke et. al. (2002) beschreiben die Plasmakonzentrationen von Quercetin und Kdmpferol. Bei
den Testpersonen (48 Frauen) konnten 22,8 + 16,61 nmol /1 (Mean + SD) Quercetin und 10,65 *
7,89 nmol /I (Mean + SD) Kimpferol im Niichternplasma nachgewiesen werden. Die
intraindividuelle Variation der gemessenen Plasmakonzentrationen war mit 82 — 91 %
vergleichsweise hoch. Die Autoren belegen, dass die gemessene Kdmpferol-Plasmakonzentration

im Mittel niedriger ist als die Quercetin-Plasmakonzentration und dass auch die Zufuhr von
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Kéampferol geringer ist als die Zufuhr von Quercetin. Radtke et. al. (2002) schlussfolgern aus
ihren Ergebnissen, dass die Plasmakonzentrationen von Quercetin und Kadmpferol geeignete
Biomarker fiir die kurzfristige Zufuhr und einen moglichen Biomarker fiir die mittelfristige
Zufuhr darstellen.

Fiir die Gehalte an Isorhamnetin im Plasma der Teilnehmer/innen der BV SII-Studie wurden 14,31
+ 42,95 nmol/l (Mean) ermittelt. Boyle et al. (2000b) haben die Konzentration von Isorhamnetin
im Plasma von 18 Probanden vor und nach einer sechswochigen Supplementierungsphase mit
Rutinpraparaten gemessen (500 mg Rutin/d). Neben Quercetin und Kiampferol konnten messbare
Isorhamnetingehalte fiir beide Zeitpunkte nachgewiesen werden. Im Niichternplasma wurden 2,85
nmol/l Isorhamnetin gefunden. Nach Abschluss der sechswochigen Studie wurde im Plasma ein

Isoramnetingehalt von 9,88 nmol/l ermittelt (24 h nach der letzten Supplementierung).

Flavanone

Die Naringenin- bzw. Hesperetinkonzentrationen in der vorliegenden Untersuchung lagen bei
39,15 + 70,98 nmol/l bzw. 103,09 + 158,70 nmol/l (Mean £ SD) und wiesen eine erhebliche
Spannbreite auf (0,0 — 580,75 nmol/l bzw. 0,0 — 899,48 nmol/l).

Erlund et al. (2000) untersuchten, ob die Plasmakonzentration von Flavanonen als Biomarker fiir
deren Zufuhr aus Zitrusfriichten geeignet sind. 13 Probanden verzehrten einmalig Orangen- oder
Grapefruitsaft (8 ml/kg Korpergewicht). Vor Studienbeginn und wihrend der folgenden 24 h
wurden Plasmaproben genommen. Im Niichternplasma (vor Studienbeginn) konnte weder
Naringenin noch Hesperetin nachgewiesen werden. Nach 4,8 — 5,5h wurden die hochsten
Flavanonkonzentrationen im Plasma der Testpersonen gemessen. Diese Naringeninkonzentration
(Cmax) betrug nach Verzehr von Orangensaft 0,6 + 0,4 pmol/l (Mean £ SD) und nach Verzehr von
Grapefruitsaft 6,0 = 5,4 umol/l (Mean = SD). Die Hesperetinkonzentrationen (C,,.x) betrug nach
Verzehr von Orangensaft 2,2 + 1,6 pmol/l (Mean + SD). Die Halbwertszeit der Elimination lag
zwischen 1,3 — 2,2h. Daher schlussfolgern die Autoren, dass die Plasmakonzentrationen von
Naringenin und Hesperetin zwar relativ hoch sind, dass sie aber aufgrund der beobachteten
Eliminations-Halbwertszeit keine passenden Biomarker fiir die Langzeit-Zufuhr sein kdnnen.

Ein Jahr spéter wurden von Erlund et al. (2002) die Naringenin- und Hesperetinkonzentrationen
im Plasma von 37 Probanden gemessen. Die Studie umfasste eine Periode von fiinf Wochen, in
der von den Testpersonen eine Didt verzehrt wurde, die keine Flavanone enthielt (,,Jow-vegetable
diet”) und eine weitere fiinfwochige Periode, in der von den Testpersonen eine komplexe Diét
verzehrt wurde, die reich an flavanonhaltigen Lebensmitteln war (132 mg Hesperetin und 29 mg
Naringenin pro Mahlzeit). Die Plasmaproben wurden am Morgen nach Abschluss der jeweiligen

Periode gewonnen (,,overnight fast“). Die so erhaltenen Plasma-Naringeninkonzentrationen
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erhohten sich im Mittel von < 73,5 nmol/l nach der ,,low-vegetable diet” auf 112,9 nmol/l nach
der darauffolgenden ,high-vegetable diet“. Die Hesperetinkonzentration stieg von 12,2 nmol/l
(Mean) nach der ,,Jow-vegetable diet” auf 325 nmol/l (Mean) nach der ,,high-vegetable diet* an.
Die beobachtete interindividuelle Variation der Plasmakonzentrationen in dieser Studie war hoch
und in einigen Proben waren Flavanone sogar nach der ,high-vegetable diet“ im Plasma nicht
mehr nachweisbar. Die Autoren vermuten, dass der Grund dafiir in der kurzen Halbwerts-
Eliminationszeit der Flavanone liegt. Erlund et al. (2001) konnten, wie zuvor schon Fuhr und
Kummert (1995a), die eine Eliminations-Halbwertszeit von 2,9 h fiir Naringenin ermittelten, nach
einmaliger Gabe von Orangen- oder Grapefruitsaft mit 1,3 und 2,2 h auBerordentlich kurze
Eliminations-Halbwertszeiten fiir Naringenin und Hesperetin zeigen. Sie rdumen aber auch ein,
dass bei Gabe der Séfte zusammen mit einer Mahlzeit die Kurve der Flavanonkonzentrationen im
Plasma moglicherweise flacher verlaufen wire und auch nach lédngerer Zeit noch Flavanone
nachweisbar gewesen wiren. Dariiber hinaus erkldren Erlund et al. (2002), dass die Ergebnisse
ihrer Studie nicht auf eine Akkumulation von Flavanonen im Plasma hinweisen, dass jedoch nicht
ausgeschlossen werden kann, dass eine Verteilung und Anreicherung von Flavanonen im Gewebe
stattfindet und dass Flavanone danach als Metaboliten oder Abbauprodukte wieder in den
Blutkreislauf abgegeben werden konnen. Erlund et al. (2002) folgern daher, dass die
Plasmakonzentrationen von Naringenin und Hesperetin Biomarker fiir ihre kurzfristige Zufuhr
sind.

Bugianesi et al. (2002) untersuchten, ob nach Verzehr von Lebensmitteln aus Tomaten Naringenin
im Plasma gefunden werden kann. In den 3 Tagen vor Studienbeginn verzehrten 5 Probanden
keine Zitrusfriichte oder Tomaten und reduzierten ihren Verzehr von Obst und Gemiise. Im
Niichternplasma der Probanden konnte Naringenin nicht nachgewiesen werden. Die Testpersonen
verzehrten dann 150 mg Tomatenpaste (3,8 g Naringenin) in einer Testmahlzeit. Die hochste
Naringeninkonzentration wurde mit 0,12 + 0,03 pmol/l (Mean + SD) nach 2 Stunden gemessen.
Radtke et. al. (2002) beschreiben die Konzentrationen von Naringenin und Hesperetin im
Niichternplasma. Im Niichternplasma von 48 Probanden wurden 8,15 + 15,43 nmol /1 Naringenin
(Mean = SD) und 22,16 + 44,85 nmol /I Hesperetin (Mean £ SD) ermittelt. Da die ermittelten
Naringenin-Plasmakonzentrationen in mehreren Studien im Mittel niedriger sind, als die
Hesperetin-Plasmakonzentrationen, kann angenommen werden, dass die Beobachtung die
diesbeziiglich fiir die Flavonole Quercetin und Kémpferol gemacht wurde auch fiir Naringenin
und Hesperetin zutreffen konnte, da auch die Zufuhr von Naringenin geringer ist, als die Zufuhr
von Hesperetin (Radtke et. al., 2002). Dariliber hinaus koénnten aber auch Unterschiede im
Stoffwechsel der Flavanone fiir die beobachteten Ergebnisse verantwortlich sein. Hollman

(1997d) beispielsweise beschreibt, dass nach Aufnahme von Naringin eine Phenolsidure im Urin
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ausgeschieden wurde, wohingegen Hesperidin anscheinend ohne Abbau absorbiert wurde (Booth
etal., 1958).

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie kann abgeleitet werden, dass die
Plasmakonzentrationen von Naringenin und Hesperetin geeignete Biomarker fiir die kurzfristige
Zufuhr darstellen konnen und es wird vorgeschlagen, dass eine geeignete Herangehensweise fiir
die epidemiologische Untersuchung gesundheitsbezogener Effekte von Flavonoiden darin
bestehen sollte, ihre Plasmakonzentrationen mit den entsprechenden Zufuhrberechnungen zu

kombinieren.

Flavone

Die Plasmakonzentration von Luteolin in der vorliegenden Studie betrug 163,94 £+ 351 nmol/l
(Mean = SD). Die Spannbreite der dabei beobachteten Einzelkonzentrationen lag bei 0,0 —
3405,95 nmol/l und die 10. — 90. Perzentile lag bei 10,21 — 455 nmol/l. Flavone werden
hauptséchlich in Umbelliferen und anderen aromatischen Kriutern und Gewlirzen gefunden.
Manach et al. (2004) geben Gehalte fiir Luteolin in schwarzem Pfeffer an (5 — 10 mg/kg).
Hollman et. al. (2000) nennen dariiber hinaus auch roten Pfeffer (,,sweet red pepper”) als
Luteolinquelle (15 + 30 mg/kg). Als Lebensmittel, die zur Luteolinzufuhr beitragen, sind in der
,»USDA Database for the Flavonoid Content of Selected Foods — 2003 des US Department of
Agriculture (2003) griiner Tee (0,17 mg/100 g), Kohlrabi (1,30 mg/100 g) und Sellerie (3,5
mg/100 g) sowie die Gewiirze Petersilie (1,24 mg/100g), Oregano (1,50 mg/100 g), Pfefferminze
(11, 33 mg/100 g) und Thymian (51,00 mg/100 g) als luteolinhaltige Lebensmittel angegeben.

Die Bioverfiigbarkeit und der Metabolismus von Luteolin wurden bisher vorwiegend am
Tiermodell untersucht. Shimoi et al. (1998) zeigten die Deglucosylierung von Luteolin-7-O-
glucosid zu Luteolin-Aglykon und die Glucuronisierung beim Transport durch die Darmwand bei
Ratten. In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, dass in Humanserum auch freies Luteolin
nachweisbar ist (Shimoi et al., 1998), wohingegen Manach et al. (1995) berichten, dass Quercetin
nicht in seiner freien Form in Plasma nachgewiesen werden kann.

In einer Humanstudie untersuchten Wittemer et al. (2005) kiirzlich die Absorption von Luteolin
und Luteolin-7-O-glucosid beim Menschen nach Verzehr eines Artischockenblatterextrakts (35,2
mg Luteolin). Im Plasma von 14 Versuchspersonen wurden 30 — 40 Minuten nach Bolusgabe die
hochsten Plasmakonzentrationen von Luteolin erreicht. Die Konzentrationen betrugen im Mittel
546,82 + 322,33 nmol/l (Mean + SD). Die Luteolin-Plasmakonzentration erhdhte sich
dosisabhingig und die Eliminations-Halbwertszeit war mit 2 — 3 h relativ kurz.

Eine andere Arbeitsgruppe stellte fest, dass das Konzentration-Zeit-Profil von Luteolin dem der

anderen Flavonoide, nach Zufuhr ihrer respektiven Glucoside, entspricht (Graefe et al., 2001). Die
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hochsten Konzentrationen von Luteolin werden deutlich frither gemessen als im Falle von
Quercetin. Auch ist die Eliminations-Halbwertszeit von Luteolin mit 2 — 3 h kiirzer als von
Quercetin (etwa 25 h). Trotz der eingeschriankten Zufuhr und der frithen Eliminationszeit von
Luteolin konnten im Plasma der Probanden der BVS II-Studie aufgrund der niedrigen
Nachweisgrenze auch niedrige Luteolinkonzentrationen (10,21 nmol/l) erfasst werden. In der
vorliegenden Studie (BVS II) konnten Luteolin ab der 25. Perzentile und Apigenin ab er 50.
Perzentile nachgewiesen werden. Es werden also anscheinend ausreichende Mengen
flavonhaltiger Lebensmitteln verzehrt, sodass Luteolin hdufig im Niichternplasma gefunden
werden kann.

Die meisten Verdffentlichungen iiber Apigenin beleuchten die physiologische Wirksamkeit in
Bezug auf postulierte Effekte der Substanz. Zu Bioverfiigbarkeit und Metabolismus gibt es
bislang hingegen nur wenige Angaben.

Janssen et al. (1998) untersuchten die Konzentration von Apigenin im Plasma von 18 gesunden
ménnlichen Testpersonen. Die Blutabnahme erfolgte 90 Minuten nachdem die Probanden eine
Testmahlzeit von 5 g getrockneter Petersilie (84 mg Apigenin) verzehrt hatten. Es konnte kein
Apigenin im Plasma nachgewiesen werden, und die Autoren nahmen an, dass Apigenin nicht
absorbiert wird (Janssen et al., 1998). Thre Nachweisgrenze lag mit 1100 nmol/l allerdings
wesentlich hoher als die Nachweisgrenze der hier vorgestellten Methode (2,3 nmol/l) und es ist
anzunehmen, dass die Konzentrationen an Apigenin im Plasma bei dieser Studie unterhalb der
Nachweisgrenze lagen.

Auch Tschiersch und Holzl (1993) konnten nach Verzehr eines apigeninhaltigen
Kamillenextraktes, aufgrund von zu geringer Sensitivitit der Methode, Apigenin nicht nachweisen
(Nielsen und Dragsted, 1998b).

In der Studie zur Absorption von Apigenin beim Menschen, die auch im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt wurde, schwankten die Maximalkonzentrationen an Apigenin zwischen 27,85 und
337,46 nmol/l und wurden nach 6 — 10 h erreicht (siche Tabelle 45). 24 h nach Verzehr der
Testmahlzeit (2 g Petersilie pro kg Korpergewicht) war kein Apigenin mehr im Plasma
nachweisbar (Meyer et al., 2006). Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten
Plasmakonzentrationen von Apigenin betrugen im Mittel 13,75 £ 34,83 nmol/l (Mean + SD). Die
Spannbreite der ermittelten Einzelkonzentrationen lag bei 0,0 — 332,83 nmol/l (Min — Max). Die
10. —90. Perzentile enthielt 0,0 — 32,33 nmol/l Apigenin.

Apigenin kommt, wie in der ,,USDA Database for the Flavonoid Content of Selected Foods —
2003 des US Department of Agriculture (2003) beschrieben, in griinem Tee (0,17 mg/100 g), in
Gemiise wie Sellerie (19,10 mg/100 g) und in Gewiirzen wie Oregano (3,00 mg/100 g), Thymian
(5,00 mg/100 g), Pfefferminze (8,71 mg/100 g) sowie in Petersilie (302,00 mg/100 g) vor.
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Apigenin ist aber auch in Orangen (1,96 mg/240 g) und in Kamille enthalten (Nielsen et al., 1998;
Gil-Izquierdo et al., 2001; Tschiersch und Hoéltzl, 1993). Auf das Vorkommen von Flavonen in
Lebensmitteln wurde ebenfalls in Kapitel 3.3.3 eingegangen (siche Abbildung 15).

Liu and Hu (2002) deuten an, dass ein moglicher extensiver ,,first-pass”-Metabolismus der
Hauptgrund fiir die schnelle Absorption von Apigenin sein konnte, und dass daher dessen
Bioverfligbarkeit vermutlich gering ist. Apigenin ist aber nach Hollman und Katan (1999) in
Lebensmitteln, die hdufig verwendet werden, in teilweise betrdchtlichen Konzentrationen
enthalten (v.a. Sellerie, Petersilie, Kamillentee), und in einer niederldndischen Studie betrug die
durchschnittliche tdgliche Zufuhr der Flavone Luteolin und Apigenin 1 mg (Hertog et al., 1993a).
Den Ergebnissen der vorliegenden Studie zufolge kann Apigenin, besonders bei wiederholter
Zufuhr, haufig im Plasma wiedergefunden werden und die Plasma-Apigeninkonzentration sollte
daher als short-term Biomarker fiir ihren Verzehr beriicksichtigt werden. Da bisher jedoch
vergleichsweise wenig iiber die Absorption und den Metabolismus der Flavone im Menschen
bekannt ist (Chen et al., 2003), sind weitere Untersuchungen, vor allem epidemiologische Studien
zur Bioverfiigbarkeit und die Aufklarung moglicher Abbauprodukte sehr wiinschenswert, um die

Eigenschaften der Flavone als Biomarker weiter zu priifen.

Isoflavone

In neueren Untersuchungen wird die Gruppe der Isoflavone aufgrund ihres Potentials als
Phytoostrogene mit dstrogener Wirksamkeit diskutiert.

Frankenfeld et al. (2003) untersuchten eine Gruppe postmenopausaler Frauen (n=96) im Alter
zwischen 50 — 79 Jahren. Wihrend der Studiendauer (zwei Wochen) wurde die zugefiihrte Menge
an Daidzein und Genistein durch Verzehr von Sojaprodukten (hauptséchlich Tofu und Sojamilch)
unter Verwendung von zwei verschiedenen Food-Frequency-Questionnaires ermittelt. Die
zugefiihrte Menge an Daidzein betrug dabei durchschnittlich 6,2 £ 6,6 mg/Woche (Mean = SD).
Der minimale bis maximale Bereich der Zufuhr an Daidzein lag zwischen 0 — 500,1 mg/Woche.
Die mittels LC-MS gewonnenen Konzentrationen im Niichternplasma der Probanden betrugen fiir
Daidzein durchschnittlich 6,9 + 3,6 nmol/l (Mean + SD) und der minimale bis maximale Bereich
der Plasmakonzentrationen lag bei 2,0 — 157,6 nmol/l.

Im Durchschnitt wurden 8,1 + 7,7 mg Genistein/Woche zugefiihrt (Mean £ SD), mit einer
Streuung der Zufuhrmengen von minimal 0 mg/Woche bis maximal 613,7 mg/Woche. Die
Plasmakonzentrationen von Genistein waren mit 12,2 £+ 4,3 nmol/l (Mean = SD) etwa doppelt so
hoch wie die Daidzeinkonzentration und umfassten 0 — 420,9 nmol/l. Bei 19 Probanden (20 %)
lag die Plasmakonzentration von Genistein und bei 31 Probanden (32 %) die Plasmakonzentration

von Daidzein unter den Nachweisgrenzen (Daidzein: 1,97 nmol/l bzw. Genistein: 1,85 nmol/l).
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Die Zufuhr von Genistein bzw. Daidzein war signifikant mit den ermittelten
Plasmakonzentrationen von Genistein bzw. Daidzein korreliert (p < 0,001).

Wiseman et al. (2004) untersuchten den Einfluss einer soja-reichen Erndhrung im Vergleich zu
einer soja-armen Erndhrung auf die Plasmakonzentrationen von Isoflavonoiden. Jeweils 38
Testpersonen verzehrten 10 Wochen lang eine soja-reiche Didt (104 + 24 mg Gesamt-
Isoflavonoide/Tag) oder eine soja-arme Didt (0,54 £ 0,58mg Gesamt-Isoflavonoide/Tag). Vor
Studienbeginn wurde den Testpersonen Niichternplasma entnommen. Die Genistein- und
Daidzeinkonzentrationen im Niichternplasma der Testpersonen aus beiden Gruppen betrugen 24 +
44 nmol/l Genistein und 18 + 25 nmol/l Daidzein. Nach 10 Wochen waren die Konzentrationen
von Genistein und Daidzein im Plasma der Probanden, die eine soja-reiche Didt verzehrten
signifikant hoher (p < 0,001), als im Plasma der Probanden, die eine soja-arme Diét verzehrten.
Die Plasmakonzentration nach 10 Wochen soja-reicher Erndhrung betrug 691 £ 690 nmol/l
Genistein und 369 + 456 nmol/l Daidzein (Wiseman et al., 2004). Die Genistein- und
Daidzeinkonzentrationen im Plasma der Gruppe, die die soja-reiche Diét verzehrte, wiesen eine
hohe interindividuelle Variation auf. Die Genistein- und Daidzein-Plasmakonzentrationen der
Mainner (n=38) und Frauen (n=38) waren nicht signifikant unterschiedlich, ein Ergebnis, das die
vorliegende Arbeit bestdtigt. Diese Beobachtung unterstiitzt damit die Vermutung der Autoren,
dass das Geschlecht keinen Einfluss auf die Resorption der Isoflavone aus Soja hat (Wiseman et
al., 2004).

Die Plasmakonzentrationen von Daidzein und Genistein betrugen in der vorliegenden BVSII-
Studie im Mittel 10,92 £ 28,70 nmol/l und 37,39 £ 95,55 nmol/l bei einer Verteilung von 0,0 —
432,57 nmol/l Daidzein und 0,0 — 821,22 nmol/l Genistein (Min. — Max.). Die 10. — 90. Perzentile
umfasste im Falle von Daidzein 0,0 — 29,84 nmol/l und von Genistein 0,0 — 128,72 nmol/l. Dabei
ist zu bemerken, dass in beiden Fillen erst ab der 75. Perzentile messbare Plasmakonzentrationen
erfasst werden konnten (12,42 nmol/l Daidzein / 15,72 nmol/l Genistein). Die Konzentrationen in
den niedrigeren Perzentilen liegen jeweils unter den Nachweisgrenzen, was als Mal} fiir die
geringe Zufuhr an diesen Isoflavonen in Deutschland aufzufassen ist.

Toda et al. (1997) und Arai et al. (2000) beschreiben die Gehalte von Genistein und Daidzein in
handelstiblichen japanischen Lebensmitteln aus verarbeiteten Sojabohnen. Die ermittelten
Isoflavongehalte (Summe von Daidzein und Genistein) dieser beiden Arbeitsgruppen betragen fiir
Tofu: 422/435 pg/g, Miso: 476/457 ng/g und fir Natto: 1081/974 pg/g. Die Gehalte in Tofu
schwanken jedoch betréichtlich und betragen fiir Daidzein 7,2 pg/g — 168,6 ng/g und fiir Genistein
184,0 ng/g — 556,7 ng/g. Das von Arai et al. (2000) dokumentierte Verhéltnis von Genistein zu
Daidzein im Lebensmittel variiert je nach dem verwendeten Lebensmittel als Zufuhrquelle. Fiir

Sojamilch ist das Verhéltnis vergleichsweise konstant und betrdgt im Mittel 2:1
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(Genistein:Daidzein). Bei Tofu liegt das Verhiltnis der Isoflavone zueinander, zwischen 1,8:1 und
3,3:1 (Arai et al., 2000).

Das Verhiéltnis von Genistein (24 £ 44 nmol/l) und Daidzein (18 £ 25 nmol/l) im Niichternplasma
der Probanden betrug in der Untersuchung von Wiseman et al. (2004) im Mittel 1,3:1
(Genistein:Daidzein). Die Verteilung von Genistein (12,2 + 4,3 nmol/l) und Daidzein (6,9 + 3,6
nmol/l) im Plasma der Probanden betrug in der Untersuchung von Frankenfeld et al. (2003) im
Mittel 1,7:1 (Genistein:Daidzein). In der BV SII-Studie lag die Verteilung von Genistein (37,39 +
95,55 nmol/l) zu Daidzein (10,92 + 28,70 nmol/l) bei 3,4:1 (Genistein:Daidzein). Das Verhéltnis
dieser Isoflavone im Plasma entspricht demgemaiss nahezu der Situation in Soja-Produkten und
kann somit die Situation im Lebensmittel wiedergeben.

Die tagliche Zufuhr liegt in Japan bei 30 — 50 g Sojaprotein (entspricht 10 — 30 mg Isoflavonoide),
wihrend die Zufuhr von Isoflavonen in westlichen Landern, wegen des eingeschrankten Verzehrs
von Sojaprodukten, bedeutend niedriger ist und durchschnittlich ca. 1 g an Sojaprotein
aufgenommen wird. In vitro Studien zeigten eine hohe Bioverfiigbarkeit von Isoflavonglukosiden
nach Applikation einer Sojamahlzeit (Setchell et al., 2002), und obwohl die Isoflavone einem
betrachtlichen Abbau im Darm unterliegen, konnen in Interventionsstudien am Menschen
messbare Plasmakonzentrationen, moglicherweise sogar auf biologisch aktivem Niveau, gefunden
werden (Scalbert und Williamson, 2000; Frankenfeld et al., 2003).

Die Plasmakonzentrationen der Aglykone liegen in einem Bereich von 0,01 — 0,4 umol/l (Setchell
et al., 2002). Die Eliminations-Halbwertszeit der Isoflavone liegt in einem Bereich von 3 — 10 h
(Lu et al., 1995; Setchell et al.,, 2002) und nach Auffassung der Autoren spiegeln auch
Urinkonzentrationen ihren kiirzlichen Verzehr wider. Die Plasmakonzentrationen in der
vorliegenden Studie sind mit den Ergebnissen der oben beschriebenen Studien sowohl in Hohe
der gemessenen Konzentrationen als auch im Verhéltnis von Genistein zu Daidzein vergleichbar.
Genistein und Daidzein konnen daher auch im Niichternplasma gefunden werden, sodass ihre
Plasmakonzentrationen als Marker fiir ihren Verzehr verwendet werden konnen. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir das bayerische Kollektiv gibt auch die Literatur
Hinweise darauf, dass die Plasmakonzentrationen der Isoflavone zumindest kurzfristige
Biomarker fiir ihren Verzehr sind und folglich auch als Marker fiir andere gesundheitsrelevante
Erméhrungsgewohnheiten verwendet werden konnen (Frankenfeld et al., 2003; Peeters et al.,
2003; Zubik und Meydani, 2003; Wiseman et al., 2004). Die der Bioverfiigbarkeit zugrunde
liegende, intestinale Absorptionsrate, die Metabolisierung durch die Darmflora, der intestinale
und hepatische Metabolismus und die Plasmakinetik miissen dem ungeachtet aber weiter
aufgeklart werden, um die Bedeutung der Isoflavone als Biomarker fiir ihren Verzehr einwandfrei

zu definieren und ihren Einfluss in der menschlichen Erndhrung bestimmen zu kdnnen.
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Hydroxybenzoesiuren und Hydroxyzimtsiuren

Bislang gibt es wenige ausfiihrliche, quantitative Ergebnisse zum Gehalt einer repréisentativen
Auswahl von Hydroxybenzoeséduren im Plasma. In den letzten Jahren wurden aber diverse
Humanstudien durchgefiihrt, die sich mit der Absorption der zwei bedeutenden
Hydroxyphenolsduren Ferulasdure und Kaffeesdure befassen. Dabei wurden Bioverfiigbarkeits-
studien mit Bier (Bourne et al., 2000), Tomaten (Bourne und Rice-Evans, 1998a), Kaffee
(Rechner et al., 2001), Rotwein (Simonetti et al., 2001), Friichten (Bourne und Rice-Evans,
1998b) und mit polyphenolreicher Kost (Rechner et al., 2002) durchgefiihrt. Ferulasdure konnte
dabei als Biomarker fiir die Absorption und den Stoffwechsel von Kaffeesdure- sowie
Ferulasdurederivaten aus Kaffee identifiziert werden. Vanillinsdure wurde als Metabolit von
Ferulasdure identifiziert, dessen Vorldufer im Kaffee Ester der Feruloylchinasidure und der
Caffeoylchinasdure sind. Durch Methylierung entsteht aus Kaffeesdure Ferulasdure oder
Isoferulasdure. Durch Reduktion wird Dihydroferulasdure und daraus wiederum durch -
Oxidation Vanillinsdure gebildet. Der Nachweis dieser Substanzen weist auf den Abbau der
Hydroxyzimtséurederivate durch die Mikroflora des Darms hin. Die Hydroxyzimtséduren kénnen
in einfachere Phenole umgewandelt werden, die wiederum absorbiert und ihrerseits weiter

umgewandelt werden kdnnen (Rechner et al., 2001).

Die Phenolsduren werden in teilweise betrichtlichen Mengen aus unterschiedlichen Lebensmitteln
zugefiihrt. Dementsprechend sind die Plasmakonzentrationen dieser Polyphenole meist hoher als
die der Flavonoide. Auch die Gehalte der Phenolsduren im Lebensmittel sind in Abhéngigkeit von
Sorte und Anbau zum Teil starken Schwankungen unterworfen und koénnen sich beispielsweise in
Apfeln mit einem Faktor von 1:4 voneinander unterscheiden (Pietta, 2000).

Die Zufuhr von Hydroxybenzoesduren ist relativ niedrig, verglichen mit der Zufuhr von
Hydroxyzimtséduren. In einer deutschen Studie wird die tigliche Aufnahme von
Hydroxybenzoesduren auf 11 mg/d und die Aufnahme von Hydroxyzimtsiuren auf 211 mg/d
geschitzt. Alleine die Kaffeesdurezufuhr betrug demzufolge 206 mg/d. Die Hauptquelle fiir
Hydroxyzimtsduren stellen Kaffeeprodukte dar, die alleine bereits 92 % der zugefiihrten
Kaffeesdure liefern, sowie Friichte und Obstséfte, die zusammen 59 % der aufgenommenen p-
Cumarséure liefern (Radtke et al., 1998). Im Gegensatz zu dieser berechneten Zufuhr war die
Plasmakonzentration der Hydroxyzimtsduren in unserer Studie mit 1,13 pmol/l geringer als die im
Mittel aufgefundenen Hydroxybenzoesduren (12,28 pumol/l). Den groBiten Anteil machten dabei
Salicylsdure mit 7,46 pmol/l, Syringasdure mit 2,41 pmol/l und Gentisinsdure mit 1,68 pmol/l
(Mean) aus. Die Griinde fiir die Unterschiede der Phenolsdurekonzentrationen im Lebensmittel
und der entsprechenden Plasmakonzentrationen im Plasma sind nicht geklirt, konnten aber darin

liegen, dass die untersuchten Hydroxybenzoesduren im Menschen, wie von Pietta (2000) und
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Caccetta et al. (2000) beschrieben, in Abhdngigkeit von ihrer Struktur, auch als Abbauprodukte
von bestimmten Flavonoiden gebildet werden (siche Abbildung 36).

Der gastrointestinale Metabolismus der Flavonoide ist in hohem Mafle von der intestinalen
Mikroflora abhédngig. Darmbakterien, z.B. Enterococcus casseliflavus, wandeln Flavonoid-
glykoside durch Hydrolyse in die entsprechenden Aglykone um, welche dann von der Darmwand
absorbiert werden konnen. Aglykone, die nicht absorbiert werden, konnen von einer anderen Art
von Darmbakterien, z.B. von Eubacterium ramulus, zu Phenolséduren abgebaut werden (Chao et

al., 2002; Pietta, 2000).
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Abb. 37: Die metabolische Umwandlung von Epigallocatechingallat und Rutin zu 3.4-
Dihydroxyphenylessigsdure (I), 3-Methoxy-4-hydroxyphenylessigsdure (II), 3-Methoxy-4-
hydroxybenzoeséure (III), 3,4-Dihydroxybenzoesdure (Protocatechusédure) (IV) und 3-Methoxy-4-
hydroxyhippursdure (V) (Pietta, 2000).

Diese Phenolsduren sowie die Flavonoide selbst, konnen im Darm absorbiert, in der Leber
konjugiert und O-methyliert werden und kénnen dann wieder in den Blutkreislauf eintreten.
Dieser Aspekt ist fiir den antioxidativen Schutz besonders aus zwei Griinden wichtig. Zum Einen
haben die Phenolsduren im Plasma einen relativ grolen Anteil an der Gesamtmenge der

antioxidativ im Blut wirksamen Stoffe (30 — 60 %) und zum Anderen besitzen etliche dieser
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Sduren aufgrund ihrer Catecholstruktur Féhigkeiten als Radikalfinger, die mit denen ihrer
Vorlduferstrukturen vergleichbar sind. Pietta (2000) legt nahe, dass diese Metaboliten auch am
antioxidativen Schutz beteiligt sind.

Aufgrund der beschriebenen Abbaureaktionen der Flavonoide zu Phenolséuren sollte die Eignung
der Hydroxybenzoesduren und Hydroxyzimtsduren als Biomarker weiter gepriift werden, um
besser einschitzen zu konnen, ob ihre Plasmakonzentrationen als Marker fiir die Zufuhr in der
Erndhrung verwendet werden konnen.

Von McMahon und Kelly (1998) werden Plasma-Salicylsdurekonzentrationen beschrieben, die 1
— 2 h nach Verzehr von 500 — 650 mg Aspirin Maximalkonzentrationen von 195,51 pmol/l —
325,85 umol/l erreichten. Die Bestimmung der mittleren Salicylsdurekonzentration im Plasma der
Teilnehmer an der BVSII-Studie ergab 7,46 + 67,69 umol/l und der Median (0,26 umol/l) war
niedriger als dieser arithmetische Mittelwert, sodass die Héaufigkeitsverteilung von einer
Normalverteilung abweicht. Die hdchsten Konzentrationen lagen mit 1,122 mmol/l jedoch
betrdchtlich hoher. Diese hohen Salicylsdurekonzentrationen in der BVSII-Studie sind ebenfalls
auf Aspirin-Einnahme zuriickzufiihren.

Uber den Salicylsiuregehalt im Lebensmittel informieren Radtke et. al. (1998). Die hdchsten
Salicylsdaurekonzentrationen wurden in Beeren und Siidfriichten gefunden (Orangen: 23 mg/kg,
Aprikosen: 26 mg/kg, rote Johannisbeeren und Himbeeren: 51 mg/kg). Uber die Plasma-
Salicylsdurekonzentration nach Verzehr einer Testmahlzeit oder im Niichternplasma (mit/ohne
Einnahme von Aspirin) steht, auler den hier vorgestellten Ergebnissen, jedoch noch keine
Literatur zur Verfiigung. Daher ist es notwendig weitere Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit
von Salicylsdure durchfiihren.

Obwohl den Phenolsduren dhnliche antioxidative Eigenschaften und ein gesundheitlicher Nutzen
wie den Flavonoiden zugeschrieben wird und obwohl Weizenkleie und andere Vollkornprodukte
mit etwa 268,32 mg Ferulasdure/100 g Weizenkleie groe Mengen an Phenolsduren enthalten,
liegen bislang erst wenige Berichte zur Bioverfiigbarkeit der Hydroxyzimtsduren und noch
weniger Darstellungen der Hydroxybenzoesduren im Menschen vor (Kern et al., 2003).

In einer Untersuchung zum Einfluss von Rotwein auf die Plasma-Kaffeesdurekonzentration und
den antioxidativen Status in Serum zeigten Caccetta et al. (2000) 4 Stunden nach Konsum von 5
ml Rotwein/kg KG einen signifikanten Anstieg der Plasmakonzentration von Kaffeeséure und 4-
O-Methylgallussdure, dem Hauptmetabolit von Gallussdure. Der Anstieg von Protocatechusdure
war hingegen nicht signifikant. Als mdglicher Grund fiir die geringe Absorption von
Protocatechusdure wird von den Autoren angegeben, dass der verwendete Wein etwa zehnmal
weniger Protocatechuséure als Kaffeesdure enthielt. Die Konzentrationen, die im Plasma erreicht

wurden, waren zu gering, um die Cu*'-induzierte LDL- bzw. Serumoxidation zu verzogern. Die
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maximalen Konzentrationen an Kaffeesdure, 4-O-Methylgallussdure und Protocatechusédure in
diesem Versuch betrugen 4 h nach Verzehr von Rotwein (Maximum) 84 + 18 nmol/l, 176 = 19
nmol/l und 161 = 11 nmol/l respektive. Die erforderlichen Konzentrationen zur Verzogerung der
Serumoxidation um 50 %, wurden in vitro jedoch mit 0,5 pmol/l Kaffeesdure, 0,9 pmol/l
Protocatechusdure und 1,8 pmol/l Gallussdure angegeben. Eine Erhohung der lag-Phase der LDL-
Oxidation um 50 % wurde bei Plasmakonzentrationen von 0,4 pmol/l (Kaffeesdure), 2,0 umol/l
(Protocatechusédure) und 2,6 pmol/l (Gallussédure) festgestellt.

In einigen Veroffentlichungen iiber die gesundheitliche Wirkung der Polyphenole wird daher
gefolgert, dass im Prinzip die physiologische Wirksamkeit vieler Flavonoide und Phenolséuren ex
vivo gezeigt werden kann, dass die hierzu erforderlichen Konzentrationen im Menschen jedoch
nicht erreicht wiirden (Caccetta et al., 2000; Kern et. al., 2003). Es ist dabei aber zu Bedenken,
dass die in solchen Versuchen eingesetzten Lebensmittel auf nur ein Nahrungsmittel und damit
auf wenige Polyphenole beschrinkt sind. Es werden damit Einzelwirkungen gezeigt, die in der
Praxis nicht gegeben sind, da tiber die Nahrung eine groBe Vielfalt an Polyphenolen
aufgenommen wird, deren Wirkungen sich in vivo akkumulieren konnten.

In Ubereinstimmung mit dieser Annahme wurden im Plasma aller Probanden der BVSII-Studie
im Durchschnitt 496 nmol/l Kaffeesdure und 487 nmol/l Protocatechusdure gemessen (siche
Tabelle 24). Die Plasmakonzentrationen in der vorliegenden Studie liegen damit {iber den in der
Untersuchung von Caccetta et al. (2000) ermittelten Konzentrationen fiir Kaffeesdure (84 nmol/1)
und Protocatechuséure (161 nmol/l) und deuten eher darauf hin, dass sich Phenolsduren aus
unterschiedlichen Lebensmitten im Korper akkumulieren, und dass die Konzentrationen, bei
denen physiologische Wirkung gezeigt werden, im Plasma erreicht werden kénnen.

Simonetti et al. (2001) untersuchten 10 Testpersonen, die jeweils 200 ml Rotwein erhielten
(entsprechend 1,8 mg Kaffeesdure). Die Erndhrung wéhrend der letzten 3 Tage vor Studienbeginn
enthielt kein Obst oder Gemiise. Die hochsten Kaffeesdure-Plasmakonzentrationen wurden bei
den Méannern (n=5) nach etwa 1 Stunde mit 59,93 + 12,76 nmol/l und bei den Frauen (n=5) nach
etwa 20 — 40 Minuten mit 36,63 + 6,10 nmol/l ermittelt. Die Autoren leiten aus ihren Befunden
ab, dass die Plasmakonzentration von Kaffeesdure ein geeigneter Biomarker fiir die Zufuhr von
Getranken ist, die diese Phenolsdure enthalten (Simonetti et al., 2001; Caccetta et al., 2000).

Kern et al. (2003) untersuchten die Absorption von Ferulasdure im Plasma von 6 Probanden. Die
hochsten Ferulasdurekonzentrationen wurden mit 150 — 210 nmol/l 1 — 3 Stunden nach Verzehr
von 100 g Weizenkleie (entsprechend 268 mg Ferulasdure) gemessen. Im Niichternplasma
konnten 24 h nach Verzehr der Testmahlzeit Ferulasdurekonzentrationen zwischen 5 — 30 nmol/l
ermittelt werden, weshalb angenommen wird, dass Ferulasédure durch die gewohnliche Erndhrung

zugefiihrt wurde und somit die Zufuhr an Ferulasdure aus Vollkornprodukten beschreiben kann.
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Es ist jedoch auch nicht auszuschlieen, dass Ferulasdure als Metabolit aus anderen phenolischen
Antioxidantien gebildet wurde (Pietta, 2000) (siche Abbildung 36). Die Ferulasédurekonzentration
in den Plasmaproben der vorliegenden Arbeit lag im Mittel bei 241,49 nmol/l und erreichte mit
einer Maximalkonzentration von 3,395 pmol/l den ausgewiesenen Konzentrationsbereich an
Phenolsduren, der schéddliche oxidative Prozesse hemmen kann (Caccetta et al., 2000; Kern et. al.,
2003). Aufgrund ihrer Untersuchungen am Tiermodell geben Adam et al. (2002) jedoch an, dass
die Lebensmittelmatrix die Absorption von Ferulasdure im Gegensatz zur Applikation der
Reinsubstanz einschrinken kann.

Seeram et al. (2004) informieren iiber die grundsitzliche Bioverfligbarkeit von Ellagséure in
Humanplasma (n = 1) nach Verzehr von 180 ml Granatapfelsaft (entsprechend 25 mg Ellagsiure).
Im Plasma konnte 1 h nach Verzehr des Saftes Ellagsdure in Konzentrationen von maximal 106
nmol/l gefunden werden, die nach 4 h wieder ausgeschieden wurde. Seeram et al. (2004)
betrachten Ellagsdure daher als einen Biomarker, der in kiinftigen Humanstudien zur
Bioverfligbarkeit von Ellagsdure aus Lebensmitteln beachtet werden sollte.

Flavonole und Isoflavone sind wegen ihrer besonderen biologischen Aktivitit die am besten
untersuchten phenolischen Substanzen in der menschlichen Erndhrung. Andere phenolische
Komponenten, die zum Schutz vor oxidativem Stress beitragen konnen (z.B. Phenolsduren),
sollten allerdings noch eingehender untersucht werden, da sie vermutlich noch unbekannte und
spezifische, biologische Aktivitidt besitzen, die friiher beobachtete Effekte erkldren konnten

(Pietta, 2000).

Die Mittelwerte der Plasmakonzentrationen aller ménnlichen und weiblichen Testpersonen in der
BVS II-Studie sind in Abbildung 37 graphisch dargestellt (siche auch Tabelle 27). Die Summen
der dargestellten Polyphenole sind bei den weiblichen Versuchsteilnehmerinnen in allen Gruppen
und bei den meisten Einzelsubstanzen mit Ausnahme der Flavanone und Kaffeesidure grofer als
im minnlichen Teilkollektiv. Signifikante Unterschiede der Konzentrationen treten bei
Epigallocatechin (862,35 nmol/l bei den Ménnern bzw. 936,83 nmol/l bei den Frauen), bei der
Summe der Flavan-3-ole (1024,84 bzw. 1146,81 nmol/l), bei Gentisinsdure (11751,57 bzw.
1623,47 nmol/l), Syringasdure (2652,15 bzw. 2227,85 nmol/l) und Salicylséure (2602,67 bzw.
11086,03 nmol/l) bei den Hydroxybenzoesduren gesamt (7695,24 bzw. 15701,27 nmol/l) sowie in
der Summe der Hydroxyzimtsduren (1096, 22 bzw. 1156,30 nmol/l) auf.

In Untersuchungen von Radtke et al. (2002) ergaben sich fiir vier im Niichternplasma
untersuchten Flavonoide (Quercetin, Kémpferol, Naringenin und Hesperetin) signifikante
Korrelationen zur 7-d-Zufuhr (r = 0,30 — 0,50; p < 0,05). Es wurden auch die Korrelationen zur

Zufuhr am Tag unmittelbar vor der Blutabnahme berechnet. Fiir alle vier Flavonoide waren diese
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Korrelationen (r = 0,42 — 0,64; p < 0,05) groBer als die zur 7-d-Zufuhr. Die hochste Korrelation
ergab sich dabei fiir Hesperetin (r = 0,64; p <0,01).

Diese Ergebnisse stiitzen die Ansicht, dass neben den Plasmakonzentrationen von Kdmpferol und
Quercetin auch Naringenin und Hesperetin trotz ihrer relativ kurzen Eliminations-Halbwertszeit
von 1,3 — 2,9 h (Fuhr und Kummert, 1995a; Erlund et al., 2001) mogliche Biomarker fiir die
mittelfristige Zufuhr und gute Biomarker fiir ihre kurzfristige Zufuhr darstellen.
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Abb. 38: Vergleich der Polyphenolkonzentrationen der Manner und Frauen

Daher werden auch die oben erwihnten Flavonoide, zumindest als Biomarker fiir die kurzfristige
Zufuhr angesehen. Die Ubertragbarkeit auf andere Flavonoide oder auf die Phenolsiuren sollte in
weiteren Untersuchungen mit der in dieser Arbeit vorgestellten Methode tiberpriift werden. Es
sollten auch, wie von Erlund et al. (2001) angesprochen, fiir weitere Untersuchungen sowohl
Zufuhrdaten anhand von Erndhrungsprotokollen als auch die Flavanonkonzentrationen im Plasma
ermittelt werden, um diese Ergebnisse miteinander zu kombinieren. Denn vor Allem dann, wenn,
wie von Erlund et al. (2001) angenommen, Personen, die anfiihren Zitrusfriichte zu verzehren,
dies auch regelmifig tun, kann von einer Akkumulierung von Naringenin und Hesperetin im
Plasma ausgegangen werden, was zu hohen Plasmakonzentrationen fiihrt, wie sie auch in der
vorliegenden Studie nachgewiesen wurden.

Gemil Noroozi et al. (2000) ist die Konzentration der Polyphenole im Plasma aufgrund der von
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ihnen beschriebenen Wechselbeziehungen zur Polyphenolzufuhr (r = 0,7 — 0,8) genauso ein
geeigneter Marker flir ihre Zufuhr wie dies bereits fiir Vitamin C (r = 0,3 — 0,4), fiir Carotinoide (r
=0,1 — 0,5) oder Vitamin E (r = 0,1) beschrieben wurde (Bingham et al., 1997; Marshall et al.,
1997; Sinha et al., 1992). De Vries et al. (1998) machten allerdings die Einschrankung, dass die
Flavonoidkonzentrationen im Plasma moglicherweise eher ein Marker fiir die mittelfristige
Zufuhr sind und dass fiir die langfristige Zufuhr wiederholte Messungen erfolgen miissten.

Viele Autoren fithren den gesundheitlichen Nutzen einer obst- und gemiisereichen Erndhrung
nicht nur auf die Zufuhr antioxidativer Vitamine und Carotinoide zuriick, sondern schlie3en auch
die bioaktiven Polyphenole in diese Uberlegungen mit ein (Wattenberg, 1990; Steinmetz und
Potter, 1991a; Stihelin, 1995). Sie sprechen dabei von einem antioxidativen Cocktail, den wir mit
Obst und Gemiise zufiihren und schlieBen eine unbekannte Zahl von nutritiven und nicht-
nutritiven Substanzen mit ein. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Untersuchung die
Korrelationen zwischen den Polyphenolkonzentrationen und den Carotinoid- und
Tocopherolkonzentrationen sowie Vitamin C im Plasma errechnet, um so einen moglichen
Zusammenhang dieser Antioxidantien zu zeigen.

Zwischen den Plasmakonzentrationen von Catechin und Epigallocatechin wurde keine
signifikante Korrelationen mit den Carotinoid-, den Tocopherol- oder den Vitamin C-
Konzentrationen im Plasma gefunden. Ein moglicher Grund hierfiir konnte in der Beobachtung
liegen, dass sich die Plasmagehalte von Catechin und Epigallocatechin durch Umlagerungs- oder
Abbaureaktionen verdandern konnen und dass daher die Konzentration an Epigallocatechin in der
vorliegenden Studie deutlich iiber dem Niveau der {ibrigen Flavan-3-ole detektiert worden sind
(sieche Tabelle 24). Zwischen a-Tocopherol sowie y-Tocopherol und den iibrigen Flavan-3-olen
lassen sich hingegen signifikante Zusammenhinge finden. Die Tocopherole sind, ebenso wie mit
den Catechinen, mit jeweils mindestens einem Vertreter der anderen Polyphenolgruppen
korreliert. (sieche Tabelle 45). Wahrend Quercetin mit beiden Tocopherolen und Kédmpferol mit a-
Tocopherol korreliert, wies Isorhamnetin mit Cryptoxanthin, nicht aber mit den Tocopherolen,
signifikante Korrelationskoeffizienten auf. Analog dazu sind Naringenin, Luteolin, Genistein und
Ellagsdure mit den untersuchten Tocopherolen negativ korreliert. Fiir Hesperetin, Apigenin,
Daidzein und alle {tbrigen Hydroxybenzoesduren hingegen wurden mit den untersuchten
Carotinoiden positive Korrelationskoeffizienten gefunden. Vanillinsdure wies eine negative
Korrelation zu Cryptoxanthin und a-Carotin auf. Die Hydroxyzimtsduren Kaffeesdure und p-
Cumarséure korrelierten sowohl mit den Tocopherolen als auch mit den Carotinoiden. Hesperetin
und Daidzein zeigten einen signifikanten Zusammenhang mit Vitamin C (siche Tabelle 45).
Moglicherweise zeigt sich in diesen Ergebnissen die allgemeine Annahme bestitigt, dass durch

Einwirkung antioxidativ wirksamer Substanzen Vitamine regeneriert werden kdnnen und dass so
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eine Steigerung oder Aufrechterhaltung ihrer Vitaminleistung herbeifiihrt wird, was auch in den
Untersuchungen von Steinmetz und Potter (1991a) beobachtet wurde. Allerdings kdnnen die
Unterschiede der Beziehungen zu den Tocopherolen und den Carotinoiden innerhalb der
jeweiligen Polyphenolgruppen hier nicht geklért werden und es ist davon auszugehen, dass eine
Reihe von noch unbekannten Griinden fiir diese Zusammenhéange verantwortlich sind.

Auch Boyle et al (2000) untersuchten den wechselseitigen Einfluss von Polyphenolen und
Carotinoiden bei der Resorption. Nach einmaliger Gabe von Zwiebeln und Tomaten konnten
erhohte Plasmakonzentrationen von Quercetin gefunden werden, aber kein Isorhamnetin und auch
keine signifikante Erhohung der Lycopinkonzentration. Die Ursachen fiir diese Beobachtungen
blieben jedoch unklar und analoge Ergebnisse wurden bisher nicht beschrieben. Eine mogliche
Erklarung fiir die beobachteten Korrelationen konnte darin liegen, dass Personen, die viel
Flavanone (Zitrusfriichte), Flavone (Krauter und Kréiutertees) Flavonole und Catechine (Tee und
Gemiise) sowie Hydroxyphenolsduren (Kaffee, Getreide und Obst) zufithren, im Zuge ihres
gesunden Lebensstils auch viel carotinoidreiches Obst und vor allem Gemiise verzehren. Es
bestehen also viele Zusammenhénge zwischen den Polyphenolen im Plasma, deren Bedeutung
unter Berlicksichtigung der gebildeten, absorbierten und re-absorbierten Metaboliten in Zukunft
jedoch noch weiter untersucht werden muss. Der Zusammenhang zwischen dem Konsum von
Obst oder Gemiise und einem niedrigen Krebsrisiko ist davon abgesehen mittlerweile jedoch
hinreichend gesichert (Steinmetz und Potter, 1991a; Block et al., 1992). Da, von wenigen
Ausnahmen abgesehen, einzelne Néhrstoffe in Lebensmitteln naturgeméal allerdings nicht isoliert
vorkommen, scheint es, wie oben beschrieben, naheliegend, dass Inhaltstoffe im Verbund

gemeinsam wirksam sind.
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5.4  Polyphenolkonzentrationen im Plasma und Brustkrebsrisiko in der

EPIC-Studie

Einige epidemiologische Studien deuten auf eine protektive Wirkung polyphenololreicher
Erndhrung hin. Es konnte mehrfach eine negative Korrelation zwischen der Héufigkeit des
Auftretens von ,,Free Radical Diseases™ wie koronaren Herzerkrankungen oder Krebs und der
Aufnahme von Polyphenolen mit der Nahrung gezeigt werden (Keli et al., 1996; Yochum et al.,
1999; Geleijnse et al., 1999; Hirvonen et al,. 2001; Geleijnse et al., 2002). Viele Arbeiten haben
jedoch mit Schwierigkeiten bei der Abschiatzung der Zufuhr von Polyphenolen zu kdmpfen und
derartige Untersuchungen lieferten bisher oft widerspriichliche Ergebnisse, die ihre Ursachen z.B.
in der Verwendung unterschiedlicher Zufuhrtabellen haben konnten. Die Abschédtzung der Zufuhr
kann dartiber hinaus fehlerbehaftet sein, wenn allgemeingiiltige Informationen tiber ihre Gehalte
im Lebensmittel nur begrenzt zur Verfiigung stehen. Auflerdem konnen sich die biologischen
Eigenschaften der Polyphenole durch Umwandlungsprozesse beim Metabolismus verdandern, was
eine Abschétzung ihrer Wirkung zusétzlich erschwert. Crews et al. (2001) heben hervor, dass es
zwar Informationen iiber die Zufuhr von Flavonolen (Quercetin, Kémpferol, Myricetin) und
Flavonen (Luteolin und Apigenin) in verschiedenen Populationen gibt (Hertog et al., 1993; Keli et
al., 1996; Knekt et al., 1996; Rimm et al., 1996), dass aber keine Plasma- oder
Urinkonzentrationen der Polyphenole aus diesen Studien zu Verfiigung stehen, die deren
Ergebnisse ergidnzen konnten. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit das Risiko an Brustkrebs zu

erkranken anhand der Plasmakonzentrationen von Flavonoiden und Phenolsduren untersucht.

Die Plasma-Polyphenolkonzentrationen der Teilnehmer an der Bayerischen Verzehrsstudie II (n =
568) und die Plasma-Polyphenolkonzentrationen der Teilnehmer an der EPIC-Studie (n = 402)
sind in Tabelle 60 im Vergleich dargestellt. Im Mittel (Median) liegen die Plasmakonzentrationen
der untersuchten Flavan-3-ole des bayerischen Kollektivs unterhalb der entsprechenden
Konzentrationen in der EPIC-Studie. Auch die maximal erreichten Plasmakonzentrationen der
Flavan-3-ole sind bei den Teilnehmern der BVS II-Studie niedriger als im Vergleichskollektiv der
EPIC-Studie (siehe Tabelle 60).

Bei den Plasmakonzentrationen der Flavonole sind die Unterschiede der beiden Gruppen weniger
stark ausgeprigt. Die Kdmpferolkonzentration ist im Gegensatz zu Quercetin und Isorhamnetin in
beiden Teilnehmergruppen der EPIC -Studie niedriger als im bayerischen Kollektiv (BVS II).

Die Plasmakonzentrationen der Flavanone Naringenin und Hesperetin liegen im Plasma der
Probanden der EPIC-Studie im Mittel unterhalb der Nachweisgrenze. Bei den Probanden der BVS

[I-Studie sind in der 50. Perzentile jedoch beide Flavanone nachweisbar und die maximal
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erreichten Konzentrationen sind bis zum Dreifachen hoher als bei den Teilnehmern an der EPIC-
Studie.

Die nachgewiesene Menge der Flavone Luteolin und Apigenin ist bei den Teilnehmern der BVS
[I-Studie im Mittel etwas geringer als in der Vergleichsstudie. Da die in beiden Kollektiven
ermittelte Menge an Apigenin mit 4 nmol/l jedoch gleich hoch ist, geht der Unterschied
hauptsédchlich auf die Unterschiede in der Verteilung der Luteolinkonzentration zuriick, die in der
BVS II-Studie geringer als bei den Fillen, aber gro3er als bei den Kontrollen der EPIC-Studie ist.
Daidzein war in der 50. Perzentile weder im Plasma der Teilnehmer der BVS II-Studie noch im
Plasma der Teilnehmer der EPIC-Studie nachweisbar und nur bei den Probanden der EPIC-Studie
konnte Genistein in der 50. Perzentile gefunden werden. Die hochsten Plasmakonzentrationen der
Isoflavone wurden allerdings bei den Teilnehmern der BVS II-Studie gemessen.

Die Plasmakonzentrationen von Protocatechusdure sind im Kollektiv der Bayerischen
Verzehrsstudie II  bedeutend niedriger als bei der EPIC-Studie, wohingegen die
Plasmakonzentrationen von Gentisinsdure, Vanillinsdure, Syringasdure und Salicylsdure im
Kollektiv der EPIC-Studie niedrigen sind. Die Konzentrationen von Ellagsédure unterscheiden sich
in beiden untersuchten Gruppen allerdings kaum und im Mittel liegen ihre Plasmakonzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze.

Die Kaffeesdurekonzentration ist bei den Probanden der BVS II-Studie zwar im Mittel h6her, aber
die hochsten gemessenen Plasmakonzentrationen {iberschreiten in der EPIC-Studie bei den Fillen
und besonders bei den Kontrollen die hochsten ermittelten Konzentrationen bei den Probanden
der Bayerischen Verzehrsstudie I um das 4 — 8fache, und auch die Plasmakonzentrationen von p-
Cumarsédure und besonders Ferulasdure sind bei den Probanden aus EPIC-Heidelberg hoher als im

Kollektiv der BVS II.

Die Plasmakonzentrationen der Polyphenole im Kollektiv der EPIC-Studie (n = 402) schwankten
tiber einen sehr breiten Bereich. Wihrend die Hydroxybenzoesduren in Konzentrationen bis zu 6
pumol/l nachgewiesen werden konnten (Median), waren die Flavan-3-ole und Hydroxyzimtséuren
in etwa in vergleichbaren Konzentrationen im Plasma enthalten (1,2 — 1,4 pmol/l). Die Flavonole,
Flavone und Isoflavone wiesen deutlich geringere Konzentrationen auf (15 nmol/l — 160 nmol/1).
Die Flavanone waren im Plasma in sehr geringen Mengen zu finden. In der 50. Perzentile lagen

die Konzentrationen von Naringenin und Hesperetin unter der Nachweisgrenze (siche Tabelle 46).
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Tab. 60: Vergleich der Plasmakonzentrationen der Probanden aus der BVS II — Studie mit denen
der Probanden aus der EPIC — Studie

Polyphenole BVS II — Studie EPIC - Studie

Fille (n = 198) Kontrollen (n = 204)
Flavan-3-ole: Median Min. Max. Median Min. Max. Median Min. Max.
GC 14 0 620 15 0 473 13 0 961
EGC 700 0 2916 920 0 10054 865 0 7857
Cat 13 0 688 62 0 1028 58 0 1754
EGCG 0 0 907 62 0 3688 57 0 3377
EC 0 0 877 66 0 1709 67 0 4106
Summe: 929 0 3647 1442 39 11465 1180 40 8705
Flavonole:
Quer 70 0 564 103 0 1124 104 0 1291
Kam 14 0 1357 10 0 914 12 0 1159
Isorh 8 0 309 18 0 246 18 0 332
Summe: 102 0 1778 154 0 1422 164 0 1318
Flavanone:
Nar 16 0 581 0 0 176 0 0 392
Hesp 27 0 900 0 0 706 0 0 342
Summe: 85 0 962 0 0 737 0 0 410
Flavone:
Lut 47 0 3406 82 0 4126 71 0 2039
Api 4 0 333 4 0 426 4 0 135
Summe: 60 0 3406 88 0 4142 73 0 2039
Isoflavone:
Dai 0 0 433 0 0 506 0 0 363
Gen 0 0 821 10 0 164 11 0 323
Summe: 10 0 821 15 0 520 16 0 685
Hydroxybenzoesiuren:
Proto 377 0 3574 3438 0 19134 1963 0 21088
Genti 1333 0 10136 927 0 5737 1054 0 9938
Van 93 0 3914 74 0 3307 70 0 3145
Syr 599 0 25478 268 0 33871 289 0 12968
Sal 259 0 1122686 178 0 84815 162 0 270571
Ellag 0 0 625 0 0 557 0 0 737
Summe: 3811 27 1129418 6524 126 89040 5615 340 285400
Hydroxyzimtsiuren:
Kaff 415 0 2373 280 0 8165 304 0 17653
Cum 32 0 6495 388 0 6985 365 0 5371
Fer 97 0 3395 248 0 3827 364 0 6400
Summe: 685 12 9044 1165 34 9963 1326 87 19110

Die Plasmakonzentrationen der Probanden von Luteolin, der Summe der Flavone, von
Protocatechusédure und der Summe der Hydroxybenzoesduren waren in der EPIC-Studie bei den
Fillen signifikant hoher als bei den Kontrollen. Die Plasmakonzentrationen von Kdmpferol und
der Summe der Flavonole sowie von Ferulasdure hingegen waren bei den Kontrollen signifikant
hoher als bei den Fillen. Passend zu diesen Ergebnissen zeigte die logistische Regression der

Plasmakonzentrationen von Kdmpferol, der Summe der Flavonole und von Ferulasdure einen
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Effekt auf das Brustkrebsrisiko, die logistische Regression der Plasmakonzentrationen von
Luteolin, der Summe der Flavone, von Protocatechusdure und der Summe der

Hydroxybenzoesduren hingegen nicht (siche Tabellen 47 und 48).

Die Plasmakonzentration von Kédmpferol war 10 nmol/l (Median) bei den Féllen und 12 nmol/l
(Median) bei den Kontrollen. Die Odds Ratio in der hdochsten Quartile der
Kampferolkonzentration im Vergleich zu der Quartile mit der niedrigsten Konzentration war
0,608. Der Effekt war jedoch nicht signifikant (95% C.I. 0,33 — 1,10).

Die mittlere Plasmakonzentration der Summe der Flavonole war bei den Féllen 154 nmol/l
(Median) und 164 nmol/l (Median) bei den Kontrollen. Der Effekt bei der Summe der Flavonole
war mit einem relativen Risiko von 0,533 stérker als fiir Kémpferol alleine und war statistisch
signifikant (95% C.I. 0,30 — 0,95).

Die mittlere Plasmakonzentration von Ferulasdure war bei den Féllen 248 nmol/l (Median) und
bei den Kontrollen 364 nmol/l (Median). Die Odds Ratio in der Quartile mit der hochsten
Ferulasidurekonzentration im Vergleich zu der Quartile mit der niedrigsten Konzentration war
0,548 und ebenfalls statistisch signifikant (95% C.I. 0,31 — 0,97).

Der p-Wert fiir den Trend bei Verwendung der kontinuierlichen Plasmawerte von Kédmpferol
(Peont. = 0,028) und der Summe der Flavonole (peont. = 0,010) zeigte eine statistisch signifikante,
inverse Assoziation mit dem Risiko fiir Brustkrebs. Ebenso zeigte der p-Wert fiir den Trend bei
Verwendung der kategoriellen Plasmawerte von Ferulasdure eine statistisch signifikante, inverse
Assoziation mit dem Risiko fiir Brustkrebs (pe.. = 0,028).

Nach der Adjustierung fiir einige wichtige Modulatoren des Brustkrebsrisikos (siche Tabelle 48)
konnte eine Senkung dss Brustkrebsrisikos bei Kédmpferol (OR 0,621; 95% C.I. 0,33 - 1,19) und
bei der Summe der Flavonole (OR 0,543; 95% C.I. 0,29-1,02) gefunden werden, die aber in
beiden Fillen statistisch nicht signifikant war. Im Gegensatz dazu blieb der statistisch
signifikante, inverse Effekt von Ferulasdure weiterhin bestehen. Die Odds Ratio der hdchsten
Quartile der Ferulasdurekonzentration im Vergleich zur niedrigsten Quartile war 0,516 (95% C.I.
0,27-0,98). Der p-Wert fiir den Trend bei der adjustierten logistischen Regression fiir die Effekte
der Plasmakonzentrationen auf das Brustkrebsrisiko zeigte bei Verwendung der kontinuierlichen
Plasmawerte fiir Kémpferol (peont, = 0,046) und fiir die Summe der Flavonole (peont. = 0,019)
weiterhin eine statistisch signifikante, inverse Assoziationen mit dem Risiko fiir Brustkrebs. Bei
Verwendung der kategoriellen Plasmawerte zeigte auch Ferulasdure weiterhin eine statistisch

signifikante, inverse Assoziation mit dem Risiko fiir Brustkrebs (pc... = 0,037, sieche Tabelle 48).
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Ein groBer Teil der Literatur, die zu der protektiven Wirkung von Polyphenolen auf das
Brustkrebsrisiko vorliegt, besteht in epidemiologischen Studien iiber die Zufuhr von
polyphenolreichen Lebensmitteln.

Wu et al. (2003) fiihrten eine populationsbasierte Fall-Kontroll-Studie iiber den Zusammenhang
von Tee (Camellia sinensis) und Brustkrebs durch. Die Arbeitsgruppe unterschied dabei erstmalig
zwischen dem Verzehr von grilnem Tee und schwarzem Tee im gleichen Kollektiv. Die Studie
wurde mit 501 Brustkrebspatientinnen und 594 gesunden Kontrollpersonen (US-Amerikanerinnen
asiatischer Herkunft) durchgefiihrt. Wu et al. (2003) fanden dabei keinen Zusammenhang
zwischen dem Verzehr von schwarzem Tee und dem Risiko fiir Brustkrebs. Im Gegensatz dazu
zeigten Probanden, die griinen Tee trinken (>85,7 ml/Tag), im Vergleich zu Testpersonen, die
angaben, keinen griinen Tee zu trinken, ein statistisch signifikant verringertes Risiko fiir
Brustkrebs (OR 0,53; 95% C.I. 0,35-0,78), und der Trend blieb auch nach der Adjustierung auf
Verzehr von schwarzem Tee signifikant (pyena: = 0,001). Im Vergleich zu Frauen, die gewo6hnlich
weder schwarzen noch griinen Tee trinken, war das Risiko flir Brustkrebs bei den Frauen am
niedrigsten, die nur griinen Tee trinken (OR 0,57; 95% C.1. 0,36-0,90), etwas weniger verringert
bei den Frauen, die sowohl schwarzen als auch griinen Tee trinken (OR 0,69; 95% C.1. 0,47-1,00)
und unverandert bei den Frauen, die nur schwarzen Tee trinken (OR 1,00; 95% C.I. 0,71-1,42).
Ferner weisen die Autoren darauf hin, dass die inverse Assoziation zwischen dem Risiko fiir
Brustkrebs und dem Verzehr von griinem Tee vor allem bei Frauen gefunden wurde, die
Sojaprodukte nur in geringen Mengen verzehren, und folgern, dass es noch zu klérende
Zusammenhinge zwischen den Schutzmechanismen der Catechine und der Isoflavone gibt.
Frithere Fall-Kontroll-Studien und Kohortenstudien, die in anderen westlichen Populationen
durchgefiihrt wurden und auch die Plasmakonzentrationen der Tee-Polyphenole aus der Gruppe
der Catechine, die in der vorliegenden Studie untersucht wurden, zeigten keine Assoziation
zwischen Teekonsum und dem Risiko fiir Brustkrebs. So konnten etwa Goldbohm et al. (1996) in
einer prospektiven Kohortenstudie zum Einfluss von schwarzem Tee auf das Brustkrebsrisiko mit
650 Brustkrebspatientinnen (The Netherlands Cohort Study on Diet and Cancer) auch keine
Assoziation zwischen Tee und dem Risiko fiir Brustkrebs finden. In der Gruppe mit dem hdchsten
Konsum an schwarzem Tee (> 5 Tassen/Tag) war die Odds Ratio 1,31 (95% C.I. 0,86-1,99). Auch
der Trend war statistisch nicht signifikant (pyena: 0,185). Als moglicher Grund fiir diese
unterschiedlichen Ergebnisse koénnte angefiihrt werden, dass in westlichen Populationen in
fritheren Jahren vorwiegend schwarzer Tee konsumiert wurde und dass daher der Effekt von
griimem Tee nicht beriicksichtigt wurde. In diesem Zusammenhang ist daher auch noch nicht
geklart, inwiefern sich die Zufuhrquelle der Catechine aus schwarzem oder griinen Tee auf ihre

Plasmakonzentration oder die Form der auftretenden Flavan-3-ole auswirkt (Wu et al, 2003;
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Goldbohm et al., 1996).

Die Bedeutung von grimem Tee in Bezug auf das Brustkrebsrisiko wurde auch in einer
japanischen Kohortenstudie untersucht. In dieser Arbeit konnten Nagano et al. (2001) bei 270
Brustkrebspatientinnen aus einer Gruppe Uberlebender der Atombombenabwiirfe auf Hiroshima
und Nagasaki keine Assoziation zwischen dem Brustkrebsrisiko und dem Verzehr von mehr als
fiinf Tassen grinem Tee/Tag im Vergleich zu Testpersonen, die 0 — 1 Tasse/Tag trinken,
nachweisen (OR 1,0; 95% C.I. 0,67 — 1,6).

In einer fritheren Arbeit untersuchten Zheng et al. (1996) die Assoziation zwischen dem Verzehr
von Tee und dem Risiko fiir Krebs in einer prospektiven Kohortenstudie an 35.369
postmenopausalen Frauen in den USA. Es konnte kein Effekt des Verzehrs von > 2 Tassen
Tee/Tag auf das Risiko fiir Brustkrebs gefunden werden, wobei aber die dabei eingesetzte Menge
an Teebléttern nicht weiter differenziert wurde. Zheng et al. (1996) konnten in der Quartile mit
dem hochsten Teekonsum (> 2 Tassen/Tag) jedoch einen risikosenkenden Einfluss auf
Krebserkrankungen des Verdauungstrakts, des Urinaltrakts und eine geringfiigige Risikosenkung
auf die Summe aller Krebsarten nachweisen, im Vergleich zu Frauen, die nie oder unregelmafig
Tee tranken. Die mit Tee zugefiihrten Polyphenole stammen iiberwiegend aus der Gruppe der
Flavan-3-ole (Catechine), fiir die auch in der hier vorliegenden Studie kein Effekt gefunden
werden konnte.

Beziiglich der Assoziation zwischen dem Verzehr von Obst bzw. Gemiise und Brustkrebs ist eine
neuere Arbeit von Riboli und Norat (2003) zu nennen, die 15 Fall-Kontroll-Studien und 10
Kohortenstudien hinsichtlich moéglicher Effekte priiften. Die Autoren stellten fest, dass es
zwischen den Ergebnissen von Fall-Kontroll-Studien und denen von Kohortenstudien bedeutende
Abweichungen beziiglich des Effektes von Obst und Gemiise auf das Krebsrisiko gibt. Wenn alle
Studien zusammen betrachtet wurden, war ndmlich ein protektiver Effekt des Gemiiseverzehrs auf
das Brustkrebsrisiko ebenso erkennbar (OR 0,96; 95% C.1. 0,94 — 0,98), wie bei der Untersuchung
aller Fall-Kontroll-Studien (OR 0,86; 95% C.I. 0,78 — 0,94). Bei der Untersuchung aller
ausgewdhlten Kohortenstudien konnte jedoch keine Assoziation des Gemiiseverzehrs mit dem
Brustkrebsrisiko gefunden werden und weder die Fall-Kontroll-Studien noch die Kohortenstudien
zeigten eine Assoziation des Obstverzehrs mit dem Brustkrebsrisiko. Auch in der prospektiven
Kohortenstudie, der European Prospective Investigation of Cancer and Nutrition Studie (EPIC),
konnte in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen einer fritheren prospektiven Studie bei
351825 gesunden Frauen und 7377 Brustkrebsfillen (Smith-Warner et al., 2001) keine
Assoziation zwischen der Zufuhr von Obst und Gemiise und dem Risiko fiir Brustkrebs gefunden
werden (van Gils et al., 2005).

Prospektive Studien lieferten demzufolge geringere Evidenz als Fall-Kontroll-Studien in Bezug
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auf die Reduzierung des Brustkrebsrisikos durch den Verzehr von pflanzlichen Lebensmitteln. In
einer Fall-Kontroll-Studie wird die Zufuhr aber iiblicherweise erst erfasst, nachdem die
Erkrankung eingetreten ist. Dadurch muss die angenommene Zufuhr retrospektiv erfasst werden,
und es ist demzufolge ungewiss, ob die postulierte Zufuhr tatsdchlich dem Krankheitsgeschehen
vorausgegangen ist. Auch eine mogliche Erinnerungs-Verzerrung (,,recall bias®) ist bei solch
einem Studiendesign zu beriicksichtigen. Bei prospektiven Kohortenstudien hingegen wird die
Zufuhr zu Beginn der Studie erhoben bzw. das Plasma der Probanden entnommen und zukiinftig
auftretende Krankheitsfille im Verlauf der Studie untersucht. Die zu Beginn der Studie erfassten
Expositionsfaktoren der Probanden (Zufuhr oder Plasmakonzentration) werden mit der
auftretenden Krankheit in Verbindung gebracht. Daraus ldsst sich dann das Erkrankungsrisiko
ermitteln und es werden dadurch vermutlich genauere und realistischere Ergebnisse erzielt. Auch
in der EPIC-Studie wurde diese Vorgehensweise angewendet. Fiir die vorliegende Studie wurden
aus der Heidelberger EPIC-Kohorte (insgesamt tiber 25.000 Frauen im Alter von 35 bis 65
Jahren) 198 Plasmaproben von Frauen ausgewdhlt, die spiter an Brustkrebs erkrankten und mit
204 gesunden Kontrollen verglichen. Der hier angewendete, prospektive Studienansatz
kombiniert mit der Untersuchung von Plasmaproben ist im Gegensatz zu den {iblichen Fall-
Kontroll-Studien zu bevorzugen, da dieses Modell nicht anfillig fiir Verzerrungen durch ,,recall

bias‘ ist.

Der Zusammenhang von Gemiiseverzehr und Brustkrebsinzidenz in Fall-Kontroll-Studien zeigte
sich auch schon friiher in einer deutschen Studie mit Frauen unter 50 Jahren (706 Félle und 1.381
Kontrollen). In dieser Fall-Kontroll-Studie von Hermann et al. (2002) war das Brustkrebsrisiko
mit dem Gemiiseverzehr signifikant invers assoziiert (puena: 0,034). Das Risiko fiir Brustkrebs in
der Quartile mit dem hochsten im Vergleich zu der Quartile mit dem niedrigsten Gemiiseverzehr
war dabei niedriger als in der Meta-Analyse von Riboli und Norat (2003) und war bei
premenopausalen Frauen sogar noch deutlicher ausgepréigt (OR 0,64; 95% C.I. 0,43 — 0,96). Die
Ergebnisse dieser Studien stimmen gut mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit {iberein, da
Kéampferol, die Flavonole (gesamt) und Ferulasdure, fiir die in der vorliegenden Studie ein
risikosenkender Effekt auf das Brustkrebsrisiko gezeigt werden konnte (siche Tabelle 48), zu
einem wesentlichen Anteil durch Gemiise zugefiihrt werden (Linseisen et al., 1997; Radtke et al.,

1998).

Die in Sojaprodukten in teilweise betrdchtlichen Mengen vorkommenden Isoflavone werden seit
einiger Zeit aufgrund ihrer Ostrogenen Eigenschaften im Zusammenhang mit Brustkrebs

diskutiert. Peeters et al. (2003) haben 9 Fall-Kontroll-Studien und 4 prospektive Studien auf die
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Assoziation zwischen der Zufuhr von Sojaprodukten und dem Risiko fiir Brustkrebs hin iiberpriift.
Zwei frithe Studien (Lee et al., 1991, Hirose et al., 1995) zeigten dabei fiir premenopausale Frauen
einen protektiven Effekt von hdufigem Sojaverzehr auf das Brustkrebsrisiko. Einige spitere
Studien fanden jedoch keine protektiven Effekte von hiufigem Sojaverzehr (Yuan et al., 1995;
Witte et al., 1997; Horn-Ross et al., 2001). Wu et al. (1996) hingegen fanden nur bei US-
Amerikanerinnen asiatischer Herkunft, die nicht in den Vereinigten Staaten geboren wurden eine
signifikante Risikosenkung (OR 0,8; 95% C.I. 0,7-0,9), bei in den USA geborenen Frauen war der
Effekt hingegen nicht signifikant. Aus dieser Beobachtung leiten die Autoren ab, dass Soja nur
schiitzend wirkt, wenn sein Verzehr in hohen Mengen und in jungen Jahren stattfindet. Neuere
Untersuchungen aus Shanghai unterstiitzen diese Beobachtungen. In einer Untersuchung konnte
ein risikosenkender Effekt (OR 0,5 95% C.I. 0,4-0,7) von Sojaverzehr im jugendlichen Alter
gezeigt werden (Shu et al., 2001). Dieser Effekt zeigte sich auch bei postmenopausalen Frauen,
aber nur dann, wenn hohe Mengen zugefiihrt wurden (Dai et al., 2001). Diese beiden
Feststellungen passen zu den Ergebnissen der hier vorgelegten Arbeit, da die mittleren
Konzentrationen der Isoflavone mit 0 nmol/l Daidzein und 10 nmol/l Genistein sehr niedrig sind
und auch das durchschnittliche Alter der Probanden war hoher (53 Jahre) als bei Shu et al. (2001)
beschrieben. Entsprechend konnte fiir die Isoflavone in diesem Kollektiv kein risikosenkender
Effekt der Plasmakonzentration auf das Brustkrebsrisiko festgestellt werden. Vier prospektive
Studien in drei asiatischen Populationen und einem nicht asiatischen Kollektiv (The Iowa
Women’s Health Study), zeigten jeweils eine geringfiigige Risikosenkung fiir die Entstehung von
Brustkrebs bei Frauen, die hiufig Sojaprodukte verzehren, aber keines der Ergebnisse war
statistisch signifikant. Ob der protektive Effekt dabei also durch Phytodstrogene in der Nahrung
verursacht wird oder ob sie als Biomarker fiir eine gesunde Erndhrung dienen, ist bislang noch

ungeklért, wie auch Adlercreutz (2003) in einer jiingeren Verdftentlichung darlegte.

Bisher wurde vor allem der wichtige Einfluss der Zufuhr von Obst, Gemiise oder Tee auf das
Risiko fiir Krebs besprochen (Riboli und Norat, 2003). Glade (1999) schétzte in einer vom
American Institute for Cancer Research (AICR) und vom World Cancer Research Fund (WCRF)
unterstiitzen Veroffentlichung den Anteil der durch Fehlerndhrung verursachten Todesfélle durch
Krebs auf 33 %. Er folgerte daraus, dass 30 — 40 % aller inzidenten Krebsfille durch gesunde
Erndhrung, ausreichend korperliche Aktivitdt und durch das Halten des Normalgewichtes zu
verhindern sind, und hebt hervor, dass alleine durch eine gesunde Erndhrungsweise, die reich an
verschiedenen Obst- und Gemiisesorten ist, etwa 20 % aller auftretenden Krebsfdlle verhindert
werden konnten.

Um die fiir diesen beachtlichen Effekt verantwortlichen Stoffe zu identifizieren, untersuchen
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einige Studien den Einfluss der Zufuhr ausgewihlter Polyphenole, fiir die in vitro antikanzerogene
Wirkung gezeigt wurde, auf das Risiko fiir Brustkrebs. Dabei wurden bisher vorwiegend Flavan-
3-ole (Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin), Flavonole (Quercetin, Kdmpferol, Myricetin),
Flavone (Apigenin, Luteolin), Flavanone (Naringenin, Hesperetin) und Isoflavone (Genistein,
Daidzein) beriicksichtigt. Zu dem Zusammenhang zwischen der Zufuhr von Phenolsduren und
Brustkrebs liegen bisher jedoch noch keine Untersuchungen vor.

Catechine (Flavan-3-ole) sind bioaktive Flavonoide, die besonders in Tee und Friichten
vorkommen. Viele Effekte, die in epidemiologischen Studien z.B. mit Tee beobachtet wurden,
werden daher der Wirkung der Catechine zugesprochen. Einige solcher Studien zeigen, damit
ibereinstimmend, inverse Assoziationen zwischen der Zufuhr von Catechinen und Brustkrebs,
obwohl die beobachteten Effekte derzeit aber auch hier noch widerspriichlich sind. Dabei scheint
die Zufuhr von Catechinen, vor allem in Abhéngigkeit von der Lokalisierung der Erkrankung,
einen unterschiedlichen Einfluss auf das Krebsrisiko zu haben. Arts et al. (2002) untersuchten in
einer Kohortenstudie (The lowa Women’s Health Study, United States) mit postmenopausalen
Frauen im Alter von 55 — 69 Jahren (n = 1069) das Risiko, an Krebs zu erkranken. Sie fanden
dabei jedoch keine inverse Assoziation zwischen der Zufuhr von Catechinen und Brustkrebs in
der Quintile mit der hochsten Zufuhr an Catechinen (75,1 mg/d) im Vergleich zur Quintile mit der
niedrigsten Zufuhr (3,6 mg/d) (OR 1,04; 95% C.I. 0,84-1,28). Das Risiko fiir Rektalkrebs in der
Quartile mit der hochsten Zufuhr war hingegen statistisch signifikant verringert (OR 0,55;
95% C.I. 0,32-0,95). Die Autoren unterscheiden weiterhin, dass die Catechine, welche
hauptsichlich iiber Friichte zugefiihrt wurden, (+)-Catechin und (-)-Epicatechin waren und dass
ithre Zufuhr invers assoziiert war mit dem Risiko fiir Krebserkrankungen des oberen
Verdauungsapparats (OR 0,60; 95% C.I. 0,37-0,97), wohingegen eine hohe Zufuhr von
Catechinen, welche iiber Tee zugefiihrt werden, vor Rektalkrebs schiitzen konnte. Arts et al.
(2002) nehmen an, dass diese Differenzen durch Unterschiede in der Bioverfiigbarkeit oder dem
Metabolismus  der Catechine oder aufgrund von Interaktionen mit anderen
Lebensmittelinhaltstoffen hervorgerufen werden. Die Plasma-Catechinkonzentrationen der
vorliegenden Studie zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen Fillen und Kontrollen, und
es konnte ebenfalls kein Effekt auf das Brustkrebsrisiko gefunden werden.

Peterson et al. (2003) untersuchten die Zufuhr aller Flavonoidgruppen (Flavan-3-ole, Flavonole,
Flavone, Flavanone, Isoflavone) sowie die Zufuhr der Anthocyanidine von 820
Brustkrebspatientinnen und 1548 gesunden Kontrollpersonen. Die Flavonoidgehalte der
Lebensmittel wurden den US Department of Agriculture databases entnommen (US Department
of Agriculture-lowa State University Database, 2002; US Department of Agriculture, 2003).

Diese griechische Fall-Kontroll-Studie fand eine statistisch signifikante, inverse Assoziation
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(OR 0,84; 95% C.I. 0,75-0,93) zwischen der Zufuhr von Flavonen und dem Risiko fiir Brustkrebs
in der Quintile mit der hochsten Zufuhr (1,1 mg/d) im Vergleich zur Quintile mit der niedrigsten
Zufuhr (< 0,3 mg/d). Dieser Effekt blieb auch nach Adjustierung fiir Obst und Gemiiseverzehr
noch bestehen (OR 0,86; 95% C.I. 0,77-0,96). Die Autoren leiten daraus ab, dass der beobachtete
Effekt nicht durch andere Bestandteile der verzehrten pflanzlichen Lebensmittel hervorgerufen
wird, sondern auf die Wirkung der Flavone zuriickzufiihren ist. Auch fiir die Quintile mit der
hochsten Flavan-3-ol-Zufuhr (45,2 mg/d) im Vergleich zur Quintile mit der niedrigsten Zufuhr (<
9,1 mg/d) wurde eine inverse Assoziation mit dem Risiko fiir Brustkrebs (OR 0,83; 95% C.I.
0,75-0,93) gefunden, ebenso wie fiir die Flavonol-Zufuhr (hdchste Quintile: 30,6 mg/d; niedrigste
Quintile: < 9,7 mg/d) (OR 0,81; 95% C.I. 0, 73-0,90) und fiir die Anthocyanidin-Zufuhr (h6chste
Quintile: 81,4 mg/d; niedrigste Quintile: < 5,1 mg/d) (OR 0,86; 95% C.I. 0,76-0,97) gefunden.
Diese Effekte wurden aber bei weiterer Adjustierung (fiir Obst- bzw. Gemiiseverzehr und fiir die
Zufuhr der anderen Flavonoide) abgeschwécht und waren statistisch nicht mehr signifikant. In der
hier vorliegenden Arbeit zeigte die Plasmakonzentrationen der Flavonole eine statistisch
signifikante Risikominderung um 47 % (OR 0,533; 95% C.I. 0,30 — 0,95), die nach der
Adjustierung fiir einige wichtige Modulatoren des Brustkrebsrisikos bestehen blieb, deren
Signifikanz dabei aber, wie auch bei Peterson et al. (2003) beschrieben, verschwand (OR 0,543;
95% C.I. 0,29-1,02). Der Trendtest fiir die lineare Assoziation der kontinuierlichen Plasmawerte
der Flavonole (peon. = 0,019) blieb jedoch weiterhin signifikant. Peterson et al. (2003)
untersuchten die Summe der zugefiihrten Flavonoide. Es wurde allerdings nicht weiter
beschrieben, auf welche Struktur die beobachteten Effekte zuriickgehen konnten. In der
vorliegenden Studie zeigte die Odds Ratio fiir Kdmpferol, einem wichtigen Flavonol, eine
Risikosenkung von 38 %, die jedoch statistisch nicht signifikant war. Der Trendtest fiir Kimpferol
blieb auch nach Adjustierung statistisch signifikant (peont = 0,046) und konnte somit einen Teil des
beobachteten Effektes der Flavonole erkléren.

Die Plasmakonzentration der