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1 EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Darmkrebs
1.1.1 Epidemiologische Daten

Maligne Tumoren des Darms (des Dickdarms und des Mastdarms) stellen weltweit die dritthaufigste
Krebserkrankung dar. In Deutschland zdhlt das kolorektale Karzinom nach Lungenkrebs bei
Minnern und Brustkrebs bei Frauen zu der hédufigsten Krebstodesursache. Die Zahl der jdhrlichen
Neuerkrankungen in Deutschland wird auf 35.000 geschitzt. Im Vergleich mit den Erkrankungsraten
anderer EU-Linder steht die Inzidenz fiir Kolorektalkrebs in Deutschland fiir Frauen an erster, fiir

Minner an vierter Stelle [Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, 2006].

1.1.2 Das Mehrstufenmodell der Kolonkarzinogenese

Der Ubergang einer gesunden Zelle infolge neoplastischer Transformation in eine Krebszelle und
deren klonales Auswachsen zu einem Tumor ist nach heutiger Auffassung ein mehrstufiger Prozess,
der beim Menschen Jahre bis Jahrzehnte bendtigt. Der Gesamtprozess wird in die drei Phasen
Initiation, Promotion und Progression unterteilt, die allesamt durch zunehmende Mutationen in
zellwachstumsregulierenden Genen gekennzeichnet sind [Gryfe et al., 1997]. Das Mehrstufenmodell
der Kolonkarzinogenese (Abbildung 1.1), die Adenom-Karzinom-Sequenz, wurde erstmals 1990 von
Fearon und Vogelstein beschrieben [Fearon & Vogelstein, 1990]. Es schildert, wie durch die
Akkumulation verschiedener Gendefekte ein komplexes Netzwerk aus Signalwegen etabliert wird,
die es der transformierten Zelle ermoglichen, den Kontrollpunkten des Zellzyklus bzw. der Apotose

zu entgehen.

DNA-
Hypomethylierung Waeitere
APC-Mutation l k-ras-Mutation =~ DCC-Deletion ~ p53-Deletion Mutationen
Normales e
Epithel liferatives
P Epithel
Initiation Promotion Progression

Abbildung 1.1: Mehrstufenmodell der Kolonkarzinogenese; modifiziert nach [Fearon & Vogelstein, 1990].



1 EINLEITUNG

Auf genetischer Ebene sind Mutationen in drei Genklassen von Bedeutung fiir die Krebsentstehung:

= Protoonkogene: kodieren Proteine, die das Zellwachstum und die —differenzierung steuern.

Infolge genetischer Modifikationen werden sie zu Onkogenen und fordern abnormales

Zellwachstum [Gryfe et al., 1997].

= Tumorsuppressorgene: kontrollieren das Zellwachstum durch Zellzyklusarrest und Einleitung

des programmierten Zelltods. Ein Tumorsuppressorgen, das in iiber 50 % aller Kolon-
Adenokarzinome mutiert ist, ist p53. Es aktiviert die Transkription nachgeordneter Gene, die

Zellzyklus und Apoptose regulieren [Narayan & Roy, 2003; Gryfe et al., 1997].

= DNA-Reparaturgene: sind fiir eine fehlerfreie DNA-Replikation von Bedeutung. Ihre
Inaktivierung durch genetische Modifikation fiihrt zu Mutationen von Protoonkogenen und

Tumorsuppressorgenen [Lynch & Lynch, 1998].

1.1.3 Einflussfaktoren auf die Entstehung kolorektaler Karzinome

Das steigende Inzidenzrisiko fiir das Kolonkarzinom in Wohlstandgesellschaften ist insbesondere
durch eine iiberhohte Energieaufnahme mit vergleichsweise geringer korperlicher Aktivitit und
Ubergewicht gekennzeichnet. Neben alimentiren Einflussfaktoren (Abschnitt 1.1.3.1) konnen
Zivilisationskrankheiten wie Typ 2-Diabetes und Adipositas (Abschnitt 1.1.3.2) das
Erkrankungsrisiko aufgrund chronischer entziindlicher Prozesse zusitzlich signifikant verstirken

[Giovannucci et al., 1995].

1.1.3.1 Alimentire Einflussfaktoren

Aufgrund ihrer komplexen Interaktion mit vielen Stoffwechselprozessen und ihrer Fihigkeit,
molekulare Mechanismen der Kanzerogenese beeinflussen zu konnen, kommt der Erndhrung in der
Kolonkarzinogenese eine groffe Bedeutung zu [Willett, 2001]. Schédtzungen ergaben, dass etwa 70 %
aller kolorektalen Karzinome durch Erndhrungsintervention vermieden werden konnten. Wihrend
bestimmte Nahrungsmittel bzw. ihre Bestandteile protektive Effekte ausiiben, wirken andere
potenziell kanzerogen [Stewart & Kleihues, 2003].

Laut neuesten statistischen Erhebungen des World Cancer Research Fund (WCRF) wird das
Inzidenzrisiko fiir Dickarmkrebs durch eine hohe Energieaufnahme (Fette, Kohlenhydrate, zucker-
und alkoholhaltige Getrianke), verbunden mit einer bewegungsarmen Lebensweise, gestérkt.
Insbesondere der hédufige Verzehr von gegrilltem oder rotem Fleisch (z.B. Rind, Lamm) scheint das
Risiko fiir die Entstehung kolorektaler Tumoren erheblich zu erhohen. Dies ist, neben der hohen
Energiezufuhr, auch zuriickzufiihren auf potentiell enthaltene Mutagene wie heterozyklische Amine

2



1 EINLEITUNG

und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, die beim Grillen oder Braten von Fleisch
entstehen. Eine weitere wichtige Rolle scheinen N-Nitroso-Verbindungen zu spielen, die in
gepokelten und gerducherten Fleischwaren enthalten sind bzw. durch endogene Produktion beim
Verzehr von rotem Fleisch entstehen konnen. Laut Empfehlung des WCREF soll eine wochentliche
Aufnahme von 500 g rotem Fleisch nicht {iberschritten werden [WCRF, 2006].

Vorbeugend hingegen wirken neben tédglicher korperlicher Aktivitdt von 30 bis 60 Minuten eine
kalorienreduzierte Kost in Form von Lebensmitteln mit einem hohen Wasser- und Ballaststoffgehalt
wie beispielsweise Gemiise, Obst und Getreideprodukte [WCRF, 2006]. Der priaventive Effekt von
Ballaststoffen im Zusammenhang mit Dickdarmkrebs wird unter anderem auf eine beschleunigte
Stuhl-Transitzeit, eine Erhohung der Wasserbindungskapazitit und des Stuhlgewichtes
zuriickgefiihrt. Potenziell karzinogene Substanzen verweilen dadurch kiirzer im Darmlumen und
werden stirker verdiinnt [Gazzaniga & Lupton, 1987]. Durch Ubergewicht und Bewegungsmangel
ist die Kolontransitzeit verldngert, was eine potentielle Ursache fiir die Schadigung des Darmepithels
infolge lidngerer Einwirkung toxischer Substanzen sein konnte [Sandler, 1996]. Ergebnisse der
EPIC'-Studie zeigen, dass das Kolorektalkrebsrisiko in Populationen mit einem niedrigen Verzehr
von ballaststoffreicher Nahrung bei Verdopplung der Ballaststoffaufnahme um bis zu 40 % gesenkt
werden kann. AuBerdem bewirkt die gesteigerte Fermentation der unverdaulichen Kohlenhydrate
durch die intestinale Mikroflora eine erhohte Konzentration kurzkettiger Fettsduren wie Butyrat im
Darmlumen, welche in vitro krebsprotektive Wirkung gezeigt haben [Gamet ef al., 1992; Hague &
Paraskeva, 1995].

Zu den weiteren krebsprotektiven Nahrungsbestandteilen, insbesondere in Obst und Gemiise, zdhlen
die sekundiren Pflanzenstoffe. Am weitesten verbreitet in pflanzlicher Nahrung ist die Gruppe der
Polyphenole [Kris-Etherton et al., 2002]. Neben ihren antikarzinogenen, antiinflammatorischen und
antioxidativen Eigenschaften konnte auch ihr antidiabetisches Potential in der Pravention von
Adipositas- und Diabetes-assoziierten Risikofaktoren fiir Dickdarmkrebs von grofler Bedeutung sein
[Lin & Lin-Shiau, 2006]. Die Stoffgruppe der Polyphenole mit ihren priventiven Eigenschaften wird
in Abschnitt 1.2 ausfiihrlich diskutiert.

" EPIC = European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
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1.1.3.2 Adipositas und Typ 2-Diabetes als Risikofaktoren
Definition und Ursachen von Adipositas und Typ 2-Diabetes

Die Adipositas (Fettleibigkeit, Fettsucht) bezeichnet eine iibermédBige Akkumulation von Korperfett,
die eine Beeintrachtigung der Gesundheit zur Folge haben kann (Walker er al., 2007). Zur
Abschidtzung der Adipositas einer Person wird in der Regel der Body Mass Index (BMI)
herangezogen, der Quotient von Korpergewicht zum Quadrat der Korpergrofle. Die World Health
Organisation (WHO) definiert Normalgewicht ab einem BMI von 18,5 bis 24,9 kg/mz, ab einem
BMI > 25 kg/m” spricht man von Ubergewicht (Priadipositas), ab 30 kg/m” von Adipositas [WHO
2003]. Neben dem BMI spielt auch die anatomische Verteilung der Fettdepots eine wichtige Rolle.
Bei adiposen Minnern liegt hiufig eine viszerale Fettverteilung vor, d. h. die Fettdepots verteilen
sich auf die Bereiche Bauchhaut, Riicken und Seiten sowie an den inneren Organen (Magen, Darm,
Leber). Die Fettverteilung kann durch Bestimmung des Taillen-Hiiftquotienten (Waist to Hip Ratio,
WHR) indirekt erfasst werden [Dalton er al., 2003]. Die von der WHO empfohlenen Maximalwerte
liegen bei Ménnern unter 1,0 [WHO 2003]. In Deutschland sind 66 % der Minner und 50,6 % der
Frauen iibergewichtig oder adipos [Nationale Verzehrstudie II, 2008]. Neben genetischer
Pradisposition fiir Adipositas gelten insbesondere eine hohe Energieaufnahme in Form von
Nahrungsfetten und Kohlenhydraten sowie eine bewegungsarme Lebensweise als Ursachen [Robert
Koch-Institut, 2006].

Typ 2-Diabetes ist ein heterogenes Krankheitsbild, bei dem sowohl genetische Faktoren als auch
duBere Einfliisse wie Ubergewicht und eine kalorienreiche Ernidhrung eine Rolle spielen.
Kennzeichen des Typ 2-Diabetes sind ein iiberhohter Blutzuckerspiegel, bedingt durch eine
Insulinresistenz. Neben der Glukosehomoostase werden auch Fett- und Aminosiurestoffwechsel
beeintrichtigt. Diese Defekte konnen bereits lange vor dem Auftreten eines manifesten Typ 2-
Diabetes entstehen (pradiabetische Phase) [Haffner er al., 1990]. Insulin ist an der hormonellen
Regulation des Blutzuckerspiegels beteiligt. Seine Sekretion erfolgt durch den Pankreas aus den B-
Zellen der Langerhans-Inseln und wird durch einen Anstieg der Glukosekonzentration im Blut nach
alimentidrer Aufnahme von Kohlenhydraten stimuliert. Unter der Einwirkung des Insulins kommt es
zu einer Aufnahme der Glukose in fast alle Korperzellen, so dass die Blutglukosekonzentration
wieder absinkt. Ein stindig tiberhohter Blutzuckerspiegel kann zu einer Insulinresistenz im Bereich
Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe fithren. Die B-Zellen des Pankreas reagieren mit einer
erhohten Sekretion von Insulin, um den Blutglukosespiegel wieder zu senken (Hyperinsulindmie).
Ohne priaventive Gegenmallnahmen wie beispielsweise Umstellung der Erndhrung auf energiearme
Kost und Gewichtsreduktion fithren diese Storungen zur Manifestierung der Krankheit, welche durch

eine Dysfunktion der B-Zellen des Pankreas und damit einem relativen Insulinmangel charakterisiert

4
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ist [Spinas & Lehmann, 2001]. In Deutschland leben zurzeit ca. sechs Millionen Menschen mit
einem diagnostizierten Diabetes mit steigender Inzidenz [Deutsche Diabetes Union, 2006; Robert
Koch-Institut, 2005]. Methoden, um bei einer Person Insulinresistenz bzw. einen manifesten
Diabetes festzustellen, stellen die Durchfiihrung eines oralen Glukosetoleranztests dar bzw. die
Messung von Glykohdmoglobin (HbAlc). HbAlc beschreibt den prozentualen Anteil an
glukosyliertem Hdmoglobin im Blut und ist bei unbehandelten Diabetikern signifikant erhoht im
Vergleich zu gesunden Personen. Aufgrund der langen Lebensdauer von Erythrozyten spiegelt dieser

Marker den Blutzuckverlauf der letzten acht Wochen wider [Rohlfing et al., 2002].

Evidenz aus epidemiologischen Daten

Zahlreiche epidemiologische Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsrisiko
fiir kolorektale Karzinome bei Personen mit Adipositas bzw. Typ 2-Diabetes.

In prospektiven Kohortenstudien konnte nachgewiesen werden, dass das Risiko fiir die Entwicklung
kolorektaler Karzinome besonders bei adipdsen Minnern, aber auch bei Frauen, signifikant erhoht ist
im Vergleich zu normalgewichtigen [Terry et al., 2002; Pischon et al., 2006]. Giovannucci et al.
wiesen nach, dass neben einem hohen BMI insbesondere ein WHR > 0,99 das Inzidenzrisiko bei
Minnern erheblich steigert (Relative Risk, RR = 3,41). Des Weiteren fanden sie eine inverse
Korrelation zwischen physischer Aktivitdit und dem Erkrankungsrisiko fiir Dickdarmkrebs
[Giovannucci et al., 1995].

Coughlin et al. zeigten in einer prospektiven Kohortenstudie iiber 16 Jahre mit ca. 1,2 Millionen US-
Biirgern, dass Diabetes signifikant mit einer erhohten Mortalitdt durch Dickarmkrebs bei Minnern
(RR = 1,2) und bei Frauen (RR = 1,24) in Zusammenhang steht. Diese Assoziation konnte nicht
durch einen hohen BMI erklidrt werden [Coughlin et al., 2004]. In der ,Jowa Women's Health
Study* wurde ebenfalls eine signifikant erhohte Inzidenzrate fiir kolorektale Tumoren (RR = 1,4) fiir
Diabetikerinnen im Vergleich zu Frauen ohne Diabetes Typ 2 nachgewiesen [Limburg et al., 2005].
Eine Metaanalyse diverser Fall-Kontroll- und Kohortenstudien mit insgesamt iiber 2,5 Millionen
Teilnehmern bestitigte die Assoziation von Diabetes mit einem erhohten Inzidenzrisiko (RR = 1,30)

bzw. mit einer erhohten Mortalitit (RR = 1,26) fiir Kolonkrebs [Larsson et al., 2005].
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1.14 Relevante Biomarker fiir Humaninterventionsstudien

1.14.1 Diabetes- und Adipositas-assoziierte Biomarker fiir Dickdarmkrebs

Sowohl tierexperimentell als auch am Menschen konnte gezeigt werden, dass mit Adipositas-
bedingter iibermédBiger Akkumulation von Fett sowie durch Typ 2-Diabetes-bedingter
Insulinresistenz ein subchronischer Entziindungszustand einhergeht. Dieser Zustand ist
gekennzeichnet durch eine gesteigerte Expression proinflammatorischer Zytokine, oxidativen Stress
und eine erhdhte Konzentration zirkulierender Wachstumsfaktoren wie Insulin und IGF-12 [Yudkin,
2003]. Es gibt zahlreiche Biomarker, die zur Abschitzung des Risikos fiir Dickdarmkrebs in
Humanstudien untersucht werden konnen; ihre Wirkung in Diabetes- und Kolonkarzinogenese-

promovierenden Mechanismen werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt.

Diabetesmarker

IGF-1, auch unter dem Begriff Somatomedin C bekannt, vermittelt die wichtigsten
wachstumsfordernden Wirkungen durch Stimulation der Zellteilung. In der Aminosiduresequenz
haben die Somatomedine etwa 40 % Homologie zum Insulin. IGF-1 bindet mit geringer Affinitét an
den Insulin-Rezeptor, wie auch das Insulin an den IGF-1-Rezeptor bindet. Durch die Typ-2
Diabetes-bedingte Insulinresistenz werden das Kolonepithel und andere Kompartimente des
Organismus stidndig erhohten Konzentrationen an zirkulierendem Insulin und IGF-1 exponiert
[Bruce et al., 2000]. Diese haben sowohl bei Studien mit Kolonkarzinomzellen als auch
tierexperimentell proliferative Wirkungen gezeigt [Koenuma et al., 1989; Koohestani et al., 1997].
Ein weiterer Faktor fiir die gesteigerte Proliferationsrate durch Insulin und IGF-1 in der
Kolonkarzinogenese scheint die Uberexpression von IGF-1-Rezeptoren in Kolonkarzinomzellen zu
sein. Ferner wird durch die Hyperinsulindmie die Konzentration an zirkulierenden IGF-
Bindungsproteinen (IGFBP) beeintrichtigt, welche die Funktion haben, IGF-1 zu binden und zu
inaktivieren. Die infolge der Hyperinsulindmie erhohte Proliferationsrate und Zellteilungsrate des
Darmepithels erhoht die statistische Wahrscheinlichkeit fiir Mutationen [Adenis er al., 1995;

Giovannucci, 2001].

2 IGF-1=Insulin-like Growth Factor
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Adipositasmarker

Die viszeralen Fettzellen erfiillen neben ihrer Funktion als Lipidspeicher auch die Rolle als endokrin
aktives Organ durch Sezernierung verschiedener hormonell aktiver Proteine, die unter dem Begriff
,»Adipokine* oder ,,Adipozytokine* zusammengefasst werden. Bei Adipositas zirkulieren diese in der
Blutbahn in pathologisch verdnderter Konzentration, und es gibt Hinweise, dass dies im engen
Zusammenhang mit Insulinresistenz-promovierenden Prozessen steht.

Das erst im Jahre 2001 entdeckte Resistin scheint ein entscheidender Faktor fiir die Entwicklung der
Insulinresistenz zu sein, jedoch ist die bisherige Datenlage noch unzureichend [Kowalska, 2007]. Im
Fettgewebe adiposer Ratten wurde eine erhohte Expression von Resistin festgestellt, ferner wurde
eine gesteigerte Konzentration im Plasma gemessen [Steppan et al., 2001]. Untersuchungen deuten
auf eine Stimulation des NF-kB’-Signalweges durch Resistin hin, wodurch entziindliche Prozesse
gesteigert werden [Bokarewa et al., 2005]. In klinischen Studien korrelierte Resistin positiv mit
proinflammatorischen Markern wie IL-6*. Eine positive Assoziation zwischen Resistin und dem
BMI konnte beim Menschen bislang jedoch nicht festgestellt werden [Fehmann & Heyn, 2002;
Reilly et al., 2005].

Im Gegensatz zu Resistin scheint Adiponektin eine protektive Funktion auf die Insulinsensitivitit
durch Hemmung der hepatischen Glukoneogenese sowie Stimulation der Fettsdureoxidation und des
Glukosemetabolismus auszuiiben [Vendrell et al., 2004]. In experimentellen und epidemiologischen
Studien wurde eine geringere Adiponektinkonzentration bei Adiposen und Typ 2-Diabetikern im
Vergleich zu Gesunden nachgewiesen [Arita et al., 1999; Hotta et al., 2001; Lindsay et al., 2002].
Die wichtigste Funktion des fettgewebsspezifischen Peptidhormons Leptin besteht in der Regulation
der Nahrungsaufnahme: Hohe Leptinspiegel fithren zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes
zwischen Energieaufnahme und —verbrauch mit der Folge, dass vermehrt Fettreserven aufgebraucht
werden [Rehner & Daniel, 2002]. Die Plasmakonzentration von Leptin ist mit der Fettmasse des
Korpers direkt proportional. Bei der Adipositas des Menschen liegen folglich hohe Leptinspiegel
vor, jedoch erfiillt das Leptin seine physiologische Wirkung nur noch in unzureichender Weise,
weshalb von einer Leptin-Resistenz gesprochen werden kann [Frederich et al. 1995]. Zimmet et al.
wiesen eine positive Assoziation zwischen einem erhohten Leptinspiegel und der
Insulinkonzentration im Menschen nach, was den bedeutenden Einfluss von Adipositas in der

Entwicklung von Diabetes verdeutlicht [Zimmet et al., 1996].

? NF-kB=Nuclear Factor kappa B
* IL-6=Interleukin 6
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Entziindungsmarker

Neben der Sezernierung fettgewebsspezifischer Hormone (s.o0.) konnten die Adipozyten auch als
Expressionsort proinflamatorischer Zytokine identifiziert werden. So wird die in der Adipositas
erhohte intrazelluldare Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) im
Zusammenhang mit einer gesteigerten Expression von Entziindungsmarkern wie TNF-o’ und IL-6
diskutiert [Hotamisligil et al., 1993; Keaney, Jr. et al, 2003; Diamant et al., 2005]. Die
Entziindungsmediatoren stimulieren prooxidative Enzyme wie die Lipoxygenase oder NADPH'-
Oxidase, welche zu einer Steigerung der Lipidperoxidation beitragen [Fenster et al., 2002]. Ferner
regt IL-6 die hepatische Stimulation des Akute Phase Proteins CRP’ an. Verschiedene Humanstudien
haben gezeigt, dass der CRP-Plasmaspiegel positiv mit dem BMI assoziiert ist [Erlinger et al., 2004;
Nishida et al., 2007]. TNF-a kann spezifisch die Insulinrezeptor-vermittelte Glukoseaufnahme in die
Muskelzellen blockieren und senkt somit die Insulinsensitivitit [Steinberg, 2007]. Des Weiteren ist
TNF-a ein Aktivator des Transkriptionsfaktors NF-kB, welcher antiapoptotische und proliferative
Prozesse der Zelle einleitet. Eine iibermédBige Aktivierung von NF-kB konnte bei verschiedenen
humanen Krebserkrankungen, so auch bei kolorektalen Tumoren, identifiziert werden [Rayet &
Gelinas, 1999].

Weitere Biomarker, die im Zusammenhang mit entziindlichen Prozessen stehen, sind die
Adhisionsmolekiile ICAM® und VCAM®. Die physiologische Aufgabe der Proteine besteht darin,
der Migration von Immunzellen ins Gewebe zu verhelfen. Eine Hochregulierung dieser Proteine
bedeutet eine Verstirkung der Immunantwort. Fiir den Organismus hat eine verstirkte Expression
der Adhisionsmolekiile moglicherweise eine Steigerung von Gewebeschdden zur Folge, wie es

beispielsweise bei atherosklerotischen Prozessen der Fall ist [Papayianni et al., 2002].

1.1.4.2 Kolonkarzinogenese-relevante Fizeswasserbiomarker

Die Untersuchung der wissrigen Phase des Stuhls (Fazeswasser) liefert wichtige Information iiber
Mechanismen, die mit der Erndhrung und der Entstehung von Dickdarmkrebs zusammenhingen.
Substanzen, die in der wissrigen Phase des Stuhls gelost sind, stehen enger mit der Darmmukosa in
Kontakt als Substanzen der festen Phase [Rafter et al, 1987]. Die Zusammensetzung von
Féazeswasser ist bis heute nicht vollstindig aufgeklirt, jedoch scheinen sowohl tumorpromovierende

als auch antikarzinogen wirkende Agenzien im Stuhlwasser enthalten zu sein. Es gibt Hinweise, dass

3 TNF-a=Tumor Necrosis Factor o

® NADPH=Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat
" CRP=C-reactive Protein

8 ICAM=Intracellular Adhesion Molecule

® VCAM=Vascular Cell Adhesion Molecue



1 EINLEITUNG

die Zusammensetzung und Eigenschaften von Fédzeswasser entscheidend durch die Erndhrung
beeinflusst werden [Rafter et al., 1987; Govers et al., 1996; Glinghammar et al., 1997]. Um den
Einfluss der Ernidhrung auf das schidigende Potential der wiéssrigen Phase des Stuhls abschitzen zu
konnen, werden verschiedene Messparameter wie beispielsweise Bestimmung der zytotoxischen
Eigenschaften, des pH-Wertes oder des Gehaltes an mikrobiellen Abbauprodukten wie kurzkettigen
Fettsduren in Fizeswasser eingesetzt [Karlsson, 2005].

Die Zytotoxizitit von Fizeswasser wurde in mehreren Untersuchungen als Messparameter zur
Abschitzung des schidigenden Potentials von Substanzen in der wissrigen Phase des Stuhls genutzt
[Rafter et al., 1987b; Govers et al., 1996; Glinghammar et al., 1997]. Dabei wird angenommen, dass
durch die zytotoxischen Eigenschaften des Féazeswasser vermehrt Epithelzellen der Darmmukosa
absterben und es zu einer gesteigerten proliferativen Aktivitit von Kryptenzellen kommt, womit sich
das Risiko fiir die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms erhoht [Gill & Rowland, 2002]. Es
wird vermutet, dass die Zytotoxizitdt von Fazeswasser durch die Ernihrung mafigeblich beeinflusst
wird. Insbesondere eine fettreiche und ballaststoffarme Erndhrung wird mit einer gesteigerten
Fazeswasser-Zytotoxizitidt in Verbindung gebracht [Nagengast ef al., 1995]. In einer Humanstudie
zeigte sich bei der Untersuchungsgruppe mit hoher Fett- und geringer Kalzium- und
Ballaststoffzufuhr, im Vergleich zur Kontrollgruppe mit geringem Fettanteil und hohem Ballaststoff-
und Kalziumanteil der Nahrung, nahezu eine zweifach erhdhte Zytotoxizitit von Fizeswasser [Rafter
et al., 1987b]. Als zugrunde liegende Mechanismen fiir die erhohte Zytotoxizitit werden die erhohte
Produktion an zytotoxisch wirksamen sekundiren Gallensduren infolge der hohen Fettzufuhr
diskutiert oder die gesteigerte bakterielle Ammoniakproduktion durch die erhohte Proteinzufuhr
[Newmark & Lupton, 1990].

Neben der Fiazeswasser-Zytotoxizitit liefert der pH-Wert Informationen iiber die Eigenschaften von
Fazeswasser. In einer Studie bei bestimmten ethnischen Gruppen wurden niedrige pH-Werte von
Fiazeswasser mit einem verminderten Risiko fiir Dickdarmkrebs assoziiert [Walker et al., 1986]. Als
mogliche Ursachen gelten beispielsweise die verringerte Loslichkeit von freien Gallensduren und
langkettigen Fettsduren bei erniedrigten pH-Werten, Veridnderungen in der Zusammensetzung der
Mikroflora sowie eine potentiell verringerte Bildung von Karzinogenen durch bakterielle Enzyme.
Eine Erniedrigung des pH-Wertes kann eine Folge der vermehrten Produktion kurzkettiger
Fettsduren wie Azetat, Propionat und Butyrat durch Fermentation von Ballaststoffen im Darmlumen
sein [American Gastroenterological Association, 2000].

Der Zusammenhang zwischen einem verminderten Risiko fiir kolorektale Tumoren durch erhohte
Polyphenolzufuhr in Form von Obst und Gemiise wird auch mit einer gesteigertem Konzentration an

phenolischen Substanzen und deren Metaboliten im Darmlumen diskutiert. In einer Untersuchung
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von Garsetti et al. konnte die Aufnahme von phenolischen Substanzen durch Kaffee und Rotwein
mit einer gesteigerten antioxidativen Kapazitit von Fizes assoziiert werden [Garsetti et al., 2000].
Untersuchungen des Fidzeswassers von Probanden ohne kontrollierte Didt zeigten nur sehr geringe
Konzentrationen (0,56 bis 6,23 uM) von mit der Nahrung aufgenommen Polyphenolen. Die Analyse
ihrer Metabolite, einfache phenolische und aromatische Sduren, ergab jedoch eine merklich héhere

Gesamtkonzentration bis iiber 1 mM [Jenner ef al., 2005].

1.2 Polyphenole

1.2.1 Chemische Struktur, Biosynthese und Vorkommen

Die heterogene Stoffklasse der Polyphenole ist im Pflanzenreich weit verbreitete. Sie erfiillen
zahlreiche physiologische Funktionen in der Pflanze wie Abwehr von Pilz- wund
Bakterieninfektionen, Schutz gegen UV-Strahlung und Regelung des pflanzlichen Hormonhaushalts.
Des Weiteren dienen sie in Form von Farbpigmenten in Bliiten und Blittern als Signalsubstanz
[Matern & Grimmig, 1993]. Den Polyphenolen werden alle Verbindungen zugeordnet, die auf der
Struktur des Phenols basieren. Zu den am weitesten verbreiteten Polyphenolen zédhlen die Gruppe der
Phenolsduren mit den Hydroxyzimtsduren (Cs-C3-Grundgeriist) und die Gruppe der Flavonoide (Co-
C3-Ce-Grundgeriist).

Alle Ausgangsubstanzen fiir die Biosynthese der Polyphenole (Abbildung 1.2) entstammen dem
Kohlenhydratstoffwechsel. Die Synthese der aromatischen Verbindungen setzt sich aus drei
aufeinanderfolgenden Segmenten zusammen: Das Shikimisduresegment, das die Aminosduren
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan produziert, das Phenylpropanoidsegment, das zur Bildung der
Hydroxyzimtsduren fiihrt, sowie das Flavonoidsegment, welches diverse Flavonoide synthetisiert

[Cooper-Driver, 2001].
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Abbildung 1.2: Biosyntheseweg der verschiedenen Flavonoide [Kuhnau, 1976; Cooper-Driver, 2001].
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Phenolsauren

Unter der Gruppe der Phenolsduren werden Polyphenole zusammengefasst, die eine Carboxylgruppe
besitzen. In Friichten sind iiberwiegend die Hydroxybenzoesduren und die Hydroxyzimtsduren
(Abbildung 1.3) vertreten, wobei Hydroxybenzoesduren meist nur in geringen Mengen enthalten
sind. Nur ein geringer Teil der Phenolsduren kommt als freie Sdure vor. Der Grofteil ist durch
Ester-, Ether- oder Amidbindungen mit Struktur bildenden Komponenten (Zellulose, Lignin,
Proteine), mit organischen Sduren (z. B. China- und Weinsdure) oder mit Monosacchariden (z. B.
Glukose) verbunden. Hydroxyzimtsduren liegen in wasserloslicher Form im Zytoplasma vor, als
lipidlosliche Komponenten in der Wachsschicht auf der Oberfliache der Pflanze sowie kovalent an
pflanzliche Zellwédnde gebunden [Chesson et al., 1999]. Phenolsduren tragen zu etwa einem Drittel
zur Gesamtpolyphenolzufuhr bei. Die durchschnittliche tdgliche Aufnahme an Phenolsduren im
Rahmen einer gemischten Kost betrdgt ungefihr 200-300 mg [DGE, 2004]. Die in pflanzlicher
Nahrung am héufigsten vorkommenden Hydroxyzimtsduren sind Kaffeesdure und Ferulasédure (Abb.
1.3) [Clifford, 1999]. Unter Beriicksichtigung der iiblichen Verzehrsmengen werden mit der
Nahrung am meisten Hydroxyzimtsauren durch Kaffee aufgenommen, wobei 1 Tasse Kaffee (200
mL) etwa 25-75 mg Kaffeesdure enthilt [Clifford 2000]. Die in Friichten am weitesten verbreitete
Hydroxyzimtsédure ist die Chlorogensiure, ein Ester aus Kaffeesidure und der Hydroxycarbonséiure L-
Chinasédure [Treutter, 2001]. In einer Tasse Kaffeegetrank konnen bis zu 150 mg Chlorogenséure

enthalten sein [Clifford 2000].

Strukturen von Hydroxyzimtsiuren und Hydroxybenzoesiuren

R2 HO
Hydroxyzimtsiduren Hydroxybenzoesiuren
R1=R2=0H Kaffeesdure R1 =0H Protokatechuséure
R1 =0OMe, R2 = OH Ferulasdure R1 =0OMe Vanillinsdure
R1=H, R2 =0H p-Kumarséure
R1=R2=H Zimtsdure

Abbildung 1.3: Struktur verschiedener Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesduren.
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Flavonoide

Die umfangreiche Gruppe der Flavonoide basiert auf einem 2-Phenylchromangrundgeriist, dem
Flavan (Abbildung. 1.4). Es besteht aus zwei aromatischen Ringen (A und B) und einem O-
heterozyklischen Ring (C).

Abbildung 1.4: Struktur des Flavan (2-Phenylchromangrundgeriist).

Je nach Substitutions- und Oxidationsgrad des O-heterozyklischen Ringes werden Flavonoide in
sechs Gruppen eingeteilt: Flavan-3-ole, Flavanone, Flavone, Flavonole, Anthocyanidine und
Isoflavonoide. Zum Teil kommen sie nur in bestimmten Lebensmittelklassen vor und erfiillen dort
spezifische Funktionen (Tabe 1.1). Die Gruppe der Dihydrochalkone unterscheidet sich von den
Flavonoiden durch den nicht kondensierten C-Ring, sie werden ebenfalls im Verlaufe des Flavonoid-
Biosyntheseweges gebildet. Die meisten Flavonoide kommen in der Natur nicht in freier Form vor
(Aglykon), sondern sind iiber ihre Hydroxylgruppen an Mono- oder Disaccharide gebunden.
Glykosylierung erhoht die Polaritédt der Flavonoide, was entscheidend fiir deren Speicherung in den
pflanzlichen Vakuolen ist [Aherne & O'Brien, 2002].

Bei den Flavonolen ist der Zuckerrest bevorzugt an das C3 des Aglykons gebunden. Aufgrund ihrer
Eigenschaft als gelbe Pigmente haben die Flavonole den Flavonoiden (flavus = gelb) ihren Namen
gegeben. Das in pflanzlicher Nahrung am héufigsten vorkommende Flavonoid ist das Flavonol
Quercetin, wobei die Zwiebel mit einem Quercetingehalt von iiber 300 mg/kg Frischgewicht an
erster Stelle steht. Weitere quercetinreiche Quellen sind Gemiisesorten wie Griinkohl, Brokkoli und
Bohnen mit bis zu 100 mg/kg Frischgewicht, aber auch ungeschilte Friichte wie Apfel oder Quitten
[Watzl & Leitzmann, 1999]. In der Ersten Nationalen Verzehrsstudie betrug in einem bayrischen
Teilkollektiv die Aufnahme an Flavonol 12 mg/Tag, die der Gesamtflavonoide 54 mg/Tag [Linseisen
et al., 1997].

Falavan-3-ole sind meist farblos und liegen in der Natur iiberwiegend als Aglyka vor. Sie tragen zum
adstringierenden Geschmack in Friichten bei, wobei das AusmaB der Bitterkeit abhéingig ist von der
Hohe des Polymerisationsgrads. So kann die adstringierende Wirkung oligomerer Prozyanidine,
welche Kondensationsprodukte aus zwei und mehr Catechin-Einheiten sind, ein Vielfaches im

Vergleich zu seinem Monomer {iiberschreiten [Lea, 1978]. Flavanole kommen in Tee, Obst und
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Gemiise vor, wobei Tee in den meisten Landern die Hauptquelle ist. Eine weitere flavanolreiche
Quelle ist dunkle Schokolade mit einem Gehalt bis zu 500 mg/kg. Im Rahmen der Zutphen Elderly
Study hat man eine tidgliche Catechinaufnahme von 72 + 48 mg errechnet [Arts et al., 2001]. In den
USA wird der Verzehr auf 17,1-38,6 mg/Tag an monomeren Flavanolen geschitzt [Lakenbrink et

al., 2000].

Tabelle 1.1: Die wichtigsten Verbindungsklassen der Flavonoide mit ihren Vorkommen und Eigenschaften [Watzl &
Leitzmann, 1999].

Verbindung Vorkommen, Beispiele Eigenschaft

Flavan-3-ole Rotwein, schwarzer/griiner Tee | adstringierende Wirkung
Flavanone Grapefruit, Orangen Bitterstoffe

Flavone Sellerie, Fruchtschalen hellgelbe Pigmente
Flavonole Zwiebeln, Endivie hellgelbe Pigmente
Anthozyane blaue Trauben, Kirschen Rote und blaue Farbpigmente
Isoflavonoide Sojabohnen Phytoostrogene

1.2.2 Polyphenole in Apfeln und Apfelsaft

In den westlichen Industrielindern zidhlen Tee, Zwiebeln und Apfel zu den wesentlichen
Flavonoidquellen [Hertog et al., 1993b; Knekt et al., 1996a]. Vom durchschnittlichen Pro-Kopf-
Verbrauch in Hohe von 116 kg bei Obst entfallen 17 kg auf Apfel in Deutschland. Des Weiteren ist
bei einem Gesamtkonsum von 40 L Fruchtsaft pro Person im Jahr der Apfelsaft mit 12,4 L. der meist
verzehrte Fruchtsaft. An zweiter Stelle folgt Orangensaft mit knapp 9 L [Landesstelle fiir
landwirtschaftliche Marktforschung, 2008].

In Apfeln treten als wesentliche Polyphenole Hydroxyzimtsiuren (Chlorogensiure,
Cumaroylchinasduren), Flavan-3-ole ((+)-Catechin, (-)-Epicatechin), Prozyanidine (B1, B2) und
verschiedene Glykoside des Flavonols Quercetin auf. Zusitzlich sind Dihydrochalkone
(Phloretinglykoside) sowie in geringeren Konzentrationen diverse Glukoseester von p-Kumar-,
Kaffee- und Feruldsure enthalten [Herrmann 2001]. Die Polyphenole sind unterschiedlich iiber die
Gewebsschichten des Apfels verteilt: Die Glykoside des Quercetins sind tiberwiegend in der Schale

zu finden. Untersuchungen ergaben, dass in der Schale bis zu 140 mg Quercetin pro kg
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Frischgewicht enthalten sind, im restlichen Gewebe weniger als 2 mg/kg [Herrmann 1976]. Die
Flavan-3-ole (+)-Catechin und (-)-Epicatechin und deren Oligomere, die Prozyanidine, kommen
hauptsédchlich in der Schale vor, sind jedoch zu geringen Anteilen auch im Parenchym und im
Kerngehiuse zu finden. Chlorogensédure sowie Phloretinglykoside befinden sich im Kerngehduse und
im Fruchtfleisch [Thielen 2004]. Die Strukturen der genannten Verbindungen sind in Abbildung 1.5
dargestellt.

Die phenolischen Inhaltsstoffe des Apfels (Malus domestica) machen etwa 0,01 -1 % des
Frischgewichtes aus. Neben Reifegrad, Erntejahr, Kulturbedingungen und Lagerung ist insbesondere
die Apfelsorte fiir den Polyphenolgehalt und das —muster ausschlaggebend [Guyot et al., 2003b].
Mostipfel konnen einen bis zu zehnmal hoheren Gehalt aufweisen als Tafeldpfel [Herrmann 1973,
Lea 1984]. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Apfelsaft ASO5 wurde vorwiegend aus
klassischen Mostapfelsorten (Bittenfelder, Bohnapfel, Seestermiiher und Bortlinger Weinapfel)
hergestellt, mit Ausnahme des Tafelapfels Topaz. Kahle et al. untersuchten das Polyphenolprofil
verschiedener Tafel- und Mostpafelsorten. In klassischen Mostobstsorten wie Boskoop, Bohnapfel
und Brettacher konnte ein Gesamtgehalt zwischen 570-830 mg/L nachgewiesen werden, in Boskoop
sogar bis zu 970 mg/L. Tafeldpfel wie Granny Smith, Golden Delicious und Fuji weisen mit 154-178
mg/L deutlich geringer Polyphenolgehalte auf [Kahle e al., 2007]. Das dominierende Polyphenol
des Apfels ist die Chlorogensidure. In Boskop wurden Konzentrationen iiber 450 mg/L
nachgewiesen, bis zu zehnmal hoher als in den untersuchten Tafelidpfeln. Bei den Flavan-3-olen sind
(-)-Epicatechin und Prozyanidin B2 mit bis zu 150 mg/L die Hauptkomponenten. Bei den
Dihydrochalkonen sind das Xylosid und das Glukosid des Phloretins vertreten. Im Vergleich zu den
anderen Polyphenolgruppen sind Quercetin-3-O-Glykoside in geringeren Mengen enthalten, es gibt
jedoch auch quercetinreiche Apfelsorten wie Bittenfelder und Bohnapfel [Guyot et al., 2003c;
Suarez et al., 2005; Kahle et al., 2005a].
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Strukturen der Flavonoide, Hydroxyzimtsiuren und Dihydrochalkone des Apfels

Monomere Flavan-3-ole

OH
2,3-cis Epicatechin
2,3-trans Catechin
Hydroxyzimtsiauren

OH
OH

Chlorogensiure

Flavonole

R=H Quercetin
R = Glykosid ( Xylo-, Rhamno-, Glukosid) z. B. Quercetin-3-O-Glukosid
Dihydrochalkone

R= H Phloretin

R = Glukosid Phloridzin

Abbildung 1.5: Struktur von Flavonoiden und Dihydrochalkonen des Apfels [Treutter, 2001].
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Das Polyphenolmuster und der —gehalt von Apfelsaft unterscheiden sich von denen des Apfels.
Unzureichend wasserldsliche Polyphenole wie Quercetin-3-Glykoside, Phloridzin und polymere
Prozyanidine gehen unvollstindig in den Saft iiber und verbleiben hauptsichlich im Trester
(Pressriickstand). Bei der Herstellung von klarem Apfelsaft bleiben iiber 80 % der Flavonoide im
Pressriickstand zuriick; nur etwa 10 % finden sich im Saft wieder [van der Sluis et al., 1997]. Neben
der schlechten Wasserloslichkeit sind auch Oxidationsprozesse in der Maische und wihrend des
Pressens sowie unzureichender Zellaufschluss wéhrend der Verarbeitung des Obstes Ursachen fiir
den hohen Verlust. Auch Schonungsprozesse und Filtration zu klaren Séften fithren unvermeidlich
zum Verlust an Polyphenolen [Guyot et al., 2003a]. Der Gesamtpolyphenolgehalt in triiben Séaften
kann zwischen 152 bis 495 mg/L variieren, wihrend in klaren Siften deutlich geringere Werte
zwischen 110 bis 173 mg/L gefunden wurden [Kahle er al., 2005b]. Tabelle 1.2 zeigt

Konzentrationsbereiche fiir Polyphenole in triiben Apfelsaft.

Tabelle 1.2: Polyphenolgehalte in triiben Apfelsiften [Rechner, 2000; Kahle et al.,2005].

Polyphenole in triiben Apfelsaft (triib) | Konzentrationsbereich [mg/L]
Hydroxyzimtsiuren

Chlorogensiure 18 - 311

4-Kumaroylchinaséure 7-54

Kaffeesdure n.n.—6

Flavan-3-ole

Epicatechin n.n. — 99
Catechin n.n.—6
Prozyanidin B1 n.n. —21
Prozyanidin B2 n.n. — 68
Flavonole
Quercetin-3-O-Galaktosid nn. —7
Quercetin-3-O-Glukosid nn. —4
Quercetin-3-O-Rhamnosid 1-5
Quercetin-3-0O-Xylosid n.n. -6
Dihydrochalkone
Phloretin-2"-O-xyloglukosid 1-86
Phloridzin n.n. — 33
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1.2.2.1 Resorption, Bioverfiigbarkeit und Metabolismus von

Apfelsaftpolyphenolen

Die Bioverfiigbarkeit eines Polyphenols, also der Anteil an Substanz, der nach Aufnahme
unverdndert dem systemischen Kreislauf zur Verfiigung steht, ist fiir seine physiologischen
Funktionen entscheidend. Einflussfaktoren auf die biologische Verfiigbarkeit einer Substanz sind
beispielsweise ihre chemischen und physikalischen Eigenschaften sowie Resorptionsprozesse und
Metabolisierung. Da die Wiederfindungsraten intakter Polyphenole in Ausscheidungsprodukten wie
Urin und Fazes gering sind, deutet dies auf eine intensive Biotransformation hin [Manach &
Donovan, 2004]. Deshalb fokussiert man sich auf die Identifizierung ihrer moglichen Metabolite, die
als potentielle Biomarker fiir Aufnahmemengen, Resorptionsvorgénge und -geschwindigkeit dienen

konnten. Die Datenlage zu diesen Untersuchungen ist bislang jedoch limitiert [Blaut ez al., 2003a].

Flavonole

Von den bisher analysierten Flavonoiden wurde die Gruppe der Flavonole, insbesondere das
Quercetin, sehr intensiv untersucht. Hollmann et al. demonstrierten in einer Humanstudie mit
Ileostomiepatienten, dass Quercetinglykoside aus Zwiebeln mit 52 % Wiederfindung in der
Ileostomafliissigkeit effizienter im Diinndarm resorbiert werden als bei Verzehr des Aglykons (24
%) oder von Glykosiden aus anderen Nahrungsquellen wie Rutin (17 %). Die Bioverfiigbarkeit von
Quercetin ist abhingig vom Zuckerrest; in Zwiebeln sind hauptsidchlich Glukoside des Quercetins
enthalten, wihrend in Apfeln oder Tee vorwiegend das 3-O-Rhamnosid vorliegt [Hollman et al.,
1995b; Manach et al., 2005]. In einer Bioverfiigbarkeitsstudie mit Apfelsaft wurden das Quercetin-3-
O-Rhamnosid und —Arabinosid in der Ileostomiefliissigkeit von Patienten nur in sehr geringen
Mengen detektiert [Kahle et al., 2005].

Da Quercetinglykoside zu hydrophil sind, um biologische Membranen passieren zu konnen, werden
alternative Mechanismen fiir die Resorption im Diinndarm diskutiert. Eine Theorie ist die Resorption
von Quercetinglykosiden durch Wechselwirkung mit dem natriumabhingigen Glukosetransporter
SGLTI. Die resorbierten Glykoside wiirden dann anschlieBend iiber zytosolische B-Glykosidasen
hydrolysiert [Gee et al., 1998]. Moglicherweise fiihrt diese Wechselwirkung jedoch an erster Stelle
zu einer Blockade des SGLTI1 und nicht zum Membrantransport [Lostao et al., 1994]. Ein
alternativer Resorptionsweg ist die Hydrolyse der Quercetinglykoside durch die Lakatat-Phloridzin-
Hydrolase (LPH), eine B-Glukosidase. Dieser Enzymkomplex ist in der Biirstensaummembran der
Diinndarmepithelzellen lokalisiert; nach Spaltung in das entsprechende Aglykon wird dieses iiber

passive Diffusion in das Epithel aufgenommen [Day et al., 1998]. Ein weiterer postulierter
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Mechanismus gilt fiir Flavonole, die keine Substrate fiir die LPH und andere B-Glykosidasen sind,
wie das Rhamnoglukosid Rutin. Die Resorption erfolgt vermutlich nach Deglykosylierung durch
bakterielle B-Glykosidasen und Rhamnosidasen im Kolon [Hollman et al., 1995a].

Der Transport im Blutkreislauf zu anderen Kompartimenten wie der Leber scheint durch Albumin-
Bindung zu erfolgen. Im Plasma ist Quercetin nicht als Aglykon présent, sondern nur in konjugierter
Form. An dieser Biotransformation beteiligte Enzyme sind die Phase II-Enzyme UDP-
Glukuronyltransferase, Catechol-O-Methyltransferase und Sulfotransferase (SULT) [Scalbert &
Williamson, 2000a]. 20 bis 40 % des aufgenommenen Quercetins liegen in methylierter Form als
Isorhamnetin vor [Olthof et al., 2000]. Day et al. identifizierten auflerdem Quercetin-3-O-
Glukuronide und -3"-O-Sulfate als Hauptkonjugate [Day et al., 2001]. Flavonoidmetabolite wie
Glukuronide und —sulfate sind wasserlosliche Metabolite, die iiber den Urin oder iiber die Galle mit
den Fazes ausgeschieden werden. Die Eliminierung der Quercetinmetabolite erfolgt langsam, in der
Literatur sind Halbwertszeiten zwischen 11 und 28 Stunden beschrieben. Infolge wiederholter
Quercetinaufnahme konnte dies zu einer Akkumulation von Metaboliten im Plasma fiihren [Noroozi
et al., 2000; Erlund et al., 2002]. In diversen Humanstudien konnten nach Quercetinaufnahme in
Form von Zwiebeln, Apfeln oder als Reinsubstanz Plasmawerte zwischen 0,08 bis zu 9,3 umol/L
nachgewiesen werden. Einige Autoren weisen jedoch auf eine hohe interindividuelle Variabilitit
zwischen den Probanden hin [Scalbert & Williamson, 2000b; Scalbert & Williamson, 2000c].
Flavonole, die die Diinndarmpassage in intakter Form {iiberstehen, unterliegen im Dickdarm dem
enzymatischen Abbau durch die intestinale Mikroflora. Durch die Aktivitit bakterieller
B-Glykosidasen, Rhamnosidasen und Esterasen erfolgt nach Hydrolyse in das entsprechende
Aglykon der Abbau des Flavonols durch Ringspaltung in einfache Phenolsduren und andere
organische Sduren. Generell rithren die Phenolsduren vom B-Ring des Flavonoids her, der
Metabolitentyp ist abhingig vom Hydroxylierungsmuster des urspriinglichen Polyphenols. Fiir
Quercetin beispielsweise ist der mikrobielle Abbau durch Eubacterium ramulus in 3,4-Dihydroxy-
Phenylessigsidure, Azetat und Butyrat beschrieben (Abbildung. 1.6). Als Abbauprodukte des A-
Ringes sind Phloroglucinol und 2,4,6-Trihydroxy-Benzoesdure bekannt. Letztere wird anscheinend
nachfolgend zu CO, oxidiert. Dies haben Untersuchungen mit radioaktivmarkierten Flavonolen in
Tiermodellen gezeigt [Ueno et al., 1983; Walle et al., 2001]. Phloroglucinol unterliegt je nach

Bakterienart einem weiteren Abbau zu kurzkettigen Fettsduren [Blaut et al., 2003b].
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Abbildung 1.6: Postulierter Abbau von Quercetin durch Eubacterium ramulus [Blaut et al., 2003].

Monomere Flavan-3-ole

Humanstudien zur Bioverfiigbarkeit der Flavan-3-ole wurden hauptsdchlich mit Griintee oder
catechinreichen Schokoladen durchgefiihrt [Bravo et al., 1994; Rios et al., 2003a; Lee et al., 2006].
(-)-Epicatechin und (+)-Catechin werden im Diinndarm O-methyliert und glukuroniert [Kuhnle et al.,
2000]. In Humanplasma wurde (-)-Epicatechin in Form seiner Glukuronide und Sulfate, aber auch in
freier Form nachgewiesen [Natsume et al., 2003]. In einer Studie mit Apfelsaft konnte, trotz gleicher
Aufnahmemengen, nur (-)-Epicatechin aber nicht (+)-Catechin in der Ileostomiefliissigkeit
nachgewiesen werden [Scalbert & Williamson, 2000b; Kahle et al., 2005d]. Fir die rasche
Elimination monomerer Catechine spricht die kurze Halbwertszeit zwischen 1 und 7 Stunden [Van
Amelsvoort et al., 2001]. Nach oraler Gabe von (+)-Catechin an Ratten konnten
3-Hydroxyphenylpropionsiure, 3-Hydroxybenzoesdure = und  3-Hydroxyhippursiure als
Abbauprodukte in Urin identifiziert werden [Gonthier et al., 2003].
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Prozyanidine

Obwohl die Prozyanidine die am weitesten verbreiteten Polyphenole in unserer Nahrung sind, ist die
Datenlage iiber ihre Bioverfiigbarkeit und Resorptionsform begrenzt. Thre polymere Struktur und das
hohe Molekulargewicht beeintrichtigen die Absorption durch die Darmbarriere in intakter Form,
Oligomere groBer als Trimere werden wahrscheinlich gar nicht in ihrer nativen Form resorbiert
[Manach & Donovan, 2004]. In zwei Humanstudien wurden die Dimere B1 und B2 im Plasma
detektiert, allerdings war die Absorption der Prozyanidine um das 100fache geringer als bei den
monomeren Flavanolen. Die maximale Plasmakonzentration war bereits nach 2 Stunden erreicht
[Holt et al., 2002; Sano et al., 2003]. Postulierte mikrobielle Abbauprodukte der Prozyanidine, die
hydroxylierte Phenylpropionsduren und Phenylessigsduren sowie 3-Hydroxybenzoesdure wurden
nach Verzehr dunkler Schokolade in Probandenurin in erhéhten Konzentrationen gefunden [Rios et
al., 2003]. Eine Studie an Ratten zeigte, dass der mikrobielle Abbau mit steigendem
Oligomerisierungsgrad der Prozyanidine abnimmt, was moglicherweise mit ihren antimikrobiellen

Eigenschaften und/oder ihrer Proteinbindungskapazitit zusammenhéngt [Gonthier et al., 2003].

Hydroxyzimtsiuren

Nicht veresterte Hydroxyzimtsduren werden im Diinn- und Dickdarm des menschlichen Organismus
rasch resorbiert. Nach oraler Gabe von Kaffeesdure an Ratten konnte zusitzlich zu den Glukuroniden
und Sulfaten freie Kaffeesidure im Plasma detektiert werden [Azuma et al., 2000]. In der
Ileostomiefliissigkeit von Patienten konnte nach Verzehr von Kaffeesdure nur noch 5 % der
urspriinglichen Konzentration nachgewiesen werden, was fiir eine schnelle Resorption und
Metabolisierung im Diinndarm spricht [Olthof er al., 2001]. Veresterte bzw. an Polysaccharide
pflanzlicher Zellwidnde gebundene Hydroxyzimtsduren, wie sie vorwiegend in unverarbeiteten
Lebensmitteln vorkommen, stellen komplexe Molekiile dar und kénnen als solche nicht bzw. in nur
geringem Malle absorbiert werden. Bei Ileostomiepatienten wurden Anteile der aufgenommenen
Chlorogensdure nach Verzehr der Reinsubstanz zu 67 % [Olthof et al., 2001] bzw. nach
Apfelsaftkonsum zu 10 % [Kahle et al., 2005d] in der Ileostomafliissigkeit wiedergefunden. Bislang
ist unklar, ob Chlorogenséure, sei es in freier oder konjugierter Form, im Plasma présent ist [Manach
et al., 2004]. Nach Passage des Diinndarms in intakter Form wird Chlorogensdure durch bakterielle
Esterasen in Kaffee- und Chinasdure gespalten (Abbildung 1.7). Durch anschlieBende
Biotransformation wie Hydrierung, Dehydroxylierung, Methylierung und Dekarboxilierung kann
Kaffeesdure weiter zur Phenylpropionsdure, 3,4-Dihydroxyphenylpropionsdure, Zimtsdure,
Ferulasdure, Vanillinsdure, 3,4-Dihydroxybenzoesdure metabolisiert werden, die dann z. B. {iber den

Urin ausgeschieden werden [Rechner et al., 2001; Olthof et al., 2001].
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Abbildung 1.7: Postulierter Abbau der Chlorogensédure im Menschen [nach Olthof et al., 2001].

Dihydrochalkone

In Ileostomafliissigkeit bei Patienten konnten Phloretin und sein 2°-O-Glukuronid zu insgesamt
24,8 % wiedergefunden werden, jedoch kein Phloridzin [Kahle et al., 2005d]. Des Weiteren wurde
nach Phloridzininfusion in Ratten im Plasma das Aglykon sowie die Konjugate (Glukuronid, Sulfat)
gefunden [Crespy et al., 2001]. Nach intragastrischer Applikation von Phloretin in Ratten wurde die
Hiilfte der verabreichten Dosis in Form seiner Konjugate (Glukuronide, Sulfate) und Abbauprodukte
tiber die Niere ausgeschieden. Die Ausscheidungsprodukte wurden noch am zweiten Tag nach
Applikation nachgewiesen. Als Abbauprodukte von Phloretin wurden Phloroglucinol und 4-

Hydroxyphenylpropionsiure identifiziert [Monge et al., 1984].

1.2.2.2 Protektive Wirkung von Polyphenolen

Die priaventiven Effekte von Polyphenolen auf chronisch-entziindliche Prozesse bei Krebs- oder

kardiovaskuldren Erkrankungen und Diabetes werden im Zusammenhang mit ihren antioxidativen,
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antiinflammatorischen, immunmodulatorischen und antikanzerogenen Effekten in Verbindung
gebracht [Boyer & Liu, 2004].

Es gibt aktuelle Daten der griechischen EPIC-Studie mit ca. 25.000 Probanden, wonach ein hoher
Obst- und Gemiiseverzehr mit einem niedrigeren Krebserkrankungsrisiko verbunden ist [Benetou et
al., 2008]. Ferner zeigten Bobe et al., dass insbesondere Flavonole, die in hoheren Konzentrationen
in Zwiebeln oder Apfeln vorkommen, eine protektive Wirkung auf die Entstehung kolorektaler
Adenome haben [Bobe et al., 2008]. Ferner scheint eine erhhte Flavonoidaufnahme auch mit einem
verminderten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert zu sein. So war in der ,,Zutphen
Elderly* Studie, der ,,Women's Health* Studie mit 40.000 Frauen und in einer finnischen
Kohortenstudie mit 60.000 Personen die Flavonoidaufnahme mit der Mortalititsrate durch
kardiovaskulidre Erkrankungen invers assoziiert [Hertog et al., 1993a; Knekt et al., 1996b; Sesso et
al., 2003]. Eine erhohte Aufnahme von Polyphenolen wird auch im Zusammenhang mit einem
verminderten Diabetesrisiko diskutiert [Zhao et al., 2004]. In einer finnischen Studie mit 10.000
Teilnehmern zeigte sich eine Assoziation zwischen einem erniedrigten Risiko fiir Typ 2-Diabetes
und erhohtem Apfelkonsum [Knekt et al., 2002a]. AuBerdem wurde bei den Frauen ein signifikant
erniedrigter Blutglukoselevel gemessen [de Oliviera et al., 2003]. In der ,,Women's Health* Studie
mit 38.000 Teilnehmerinnen hatten Frauen, die tiglich einen oder mehr Apfel am Tag konsumierten,

ein um 28 % reduziertes Risiko fiir Typ 2-Diabetes [Song et al., 2005a].

Antioxidative Wirkung

Extrakte von Apfeln und insbesondere von Apfelschalen gelten als potentielle Antioxidanzienquelle.
Die totale antioxidative Kapazitit von 100 g ungeschilten Apfeln entspricht der von 1.500 mg
Vitamin C. Obwohl Vitamin C ein potentes Antioxidans ist, trigt es im Apfel aufgrund der geringen
Konzentration nur zu 0,4 % zur Gesamtkapazitit bei. Folglich ist die starke Wirkung anderen
bioaktiven Inhaltsstoffen wie den Polyphenolen zuzuschreiben [Eberhardt et al., 2000].

ROS wie z. B. Hydroxyradikale (OH-), Superoxidradikalanion (O, ) und Alkyl- bzw. Peroxyradikale
(RO- bzw. ROOQO-), entstethen im Stoffwechsel durch endogene (z.B. Mitochondrien,
Fremdstoffmetabolismus) als auch exogene Einfliisse (z.B. Xenobiotika, Strahlung). Durch
korpereigene Schutzsysteme bzw. durch alimentédre Zufuhr von antioxidativ wirksamen Substanzen
wie Vitamin C ist der Organismus in der Lage, ein Gleichgewicht zwischen prooxidativen und
antioxidativen Prozessen aufrecht zu erhalten. Verschiebt sich jedoch das Gleichgewicht zugunsten
tibermidBiger ROS-Bildung, kann dies zu oxidativem Stress und somit zur Schiddigung von

Membranlipiden, Proteinen und der DNA fiihren. Erhohter oxidativer Stress fordert entziindliche
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Prozesse und wird mit einem gesteigerten Risiko fiir Krankheitsbilder wie z. B. Krebserkrankungen,
Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Alzheimer in Verbindung gebracht [Valko et al., 2007].

Polyphenole konnen oxidativen Stress in vitro inhibieren, z. B. durch Komplexierung von
Metallionen oder direktes Abfangen von Radikalionen. Fiir die antioxidativen Eigenschaften der
Flavonoide und Hydroxyzimtsduren ist eine Wasserstoff (H)-Abstraktion verantwortlich. Es wird
dabei eine Semichinon-Struktur des reaktionstrigen Phenoxyradikals erzeugt, welches durch
Elektronendelokalisation stabilisiert ist. Durch einen weiteren Elektronentransfer geht es in eine
stabile Chinonstruktur iiber [Pietta, 2000b; Moridani & O'Brien, 2001]. MaBgeblich fiir die Ein-
Elektroneniibergidnge und somit das antioxidative Potential sind gewisse Strukturmerkmale der
Flavonoide (Abb. 1.8). Entscheidend fiir die Stabilisierung des Flavonoidradikals durch
Einelektronendelokalisation ist die Catecholstruktur des B-Ringes (je eine Hydroxylgruppe an
C3'und C4%), weitere wichtige Merkmale sind eine Doppelbindung in C2-C3-Position sowie eine

4-Oxogruppe am C-Ring [Pietta, 2000a; Spencer et al., 2003b].

Abbildung 1.8: Struktur des Flavonols Quercetin. Die Strukturmerkmale, die am antioxidativen Potential maBgeblich
beteiligt sind, sind farbig hinterlegt: Die Catecholstruktur des B-Ringes (gelb) und die Doppelbindung (rot) und die
Oxogruppe (griin) des C-Ringes [Spencer et al., 2003].

Bei Messung der antioxidativen Kapazitit von Apfelsaftpolyphenolen mittels TEAC' zeigten das
Quercetinglykosid Rutin und Phloridzin die hochste antioxidative Kapazitit, gefolgt von (-)-
Epicatechin. Hydroxyzimtsduren wie Chlorogensidure und Kaffeesidure zeigen nur eine geringe
Wirksamkeit [Schifer et al., 2006].

Auch Untersuchungen am Tier oder am Menschen deuten auf eine antioxidative Wirkung von Apfel-
und Apfelsaftpolyphenolen hin. Jedoch ist die Datenlage bislang uneinheitlich, was auf den
verschiedenen Studienmodellen, Interventionsperioden und Apfelsaftformulierungen beruhen
konnte. Durch Studien zur antioxidativen Kapazitit an Hamstern konnte nach zwolfwochiger
Applikation von Apfelsaft eine signifikante Steigerung der antioxidativen Kapazitit im Plasma der

Tiere nachgewiesen werden [Decorde et al., 2008]. Dieses Ergebnis konnte nicht bei einer Studie mit

' TEAC = Trolox equivalent antioxidative capacity
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1,2-Dimethylhydrazin (DMH)-behandelten Ratten bestétigt werden, die iiber einen siebenwochigen

Zeitraum mit klarem bzw. tritbem Apfelsaft gefiittert wurden. DMH ist ein Kanzerogen, welches in

Ratten Tumore in Diinn- und Dickdarm erzeugt [Barth et al., 2005]. Auch im Rahmen einer

Bioverfiigbarkeitsstudie wurde nach Verzehr von 1 kg Apfeln keine Modifikation der antioxidativen

Aktivitdat im Probandenplasma gemessen [Briviba et al., 2007].

Antikarzinogene Wirkung

Zahlreiche in vitro- und tierexperimentelle Untersuchungen deuten auf eine antikarzinogene

Wirkung der Flavonoide und Phenolsduren in vivo hin. Es werden verschiedene Mechanismen

diskutiert:

Hemmung von Phase-I-Enzymen: Bestimmte Flavonoide und Phenolsduren sind starke

Inhibitoren der Cytochrom-P450-abhidngigen Monooxygenasen (Cyp 450). Diese Enzyme
haben Bedeutung fiir den Metabolismus von lipophilen Fremdstoffen, indem sie molekularen
Sauerstoff aktivieren und ein Atom auf den Fremdstoff iibertragen (,,Funktionalisierung®).
Dadurch entstehen funktionelle Ankergruppen, die im folgenden Phase-II-Metbaolismus
weiter konjugiert werden konnen. Allerdings kann diese Funktionalisierung den Fremdstoff
auch zu potentiellen Kanzerogenen aktivieren, indem sie durch kovalente Bindung, z. B. an

die DNA, zu Mutationen fiihren.

Induktion von Phase-II-Enzymen: Phase-II-Enzyme (z.B.Glukuronosyltransferase, Sulfo-

transferase, Quinonreduktase) katalysieren Konjugationsreaktionen, die zur Entgiftung
aktivierter Kanzerogene fiihren; die Endprodukte sind wasserlosliche Metabolite, die iiber

Galle oder Urin ausgeschieden werden [Eisenbrand & Metzler, 2002].

Induktion von Apoptose, Hemmung der Zellproliferation: Die Karzinogenese ist

gekennzeichnet durch eine erhohte Zellproliferation und/oder eine verminderte Zelltodesrate,
was zu einem unkontrollierten Zellwachstum und folglich zur Ausbildung von Tumoren
fiihren kann. Durch Beeinflussung zelluldrer Signale konnen Polyphenole durch Arretierung
des Zellzyklus oder Stimulation von Apoptose das Zellwachstum unterbinden [Kampa et al.,

2004].
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Antiinflammatorische Wirkung

Bis zu 10 % aller Krebsfille sind moglicherweise auf chronische Entziindungsprozesse
zuriickzufithren [Gerhaeuser, 2001]. Die antiinflammatorischen Eigenschaften der Polyphenole
scheinen insbesondere mit ihrem Einfluss auf zelluldre Signaltransduktionskaskaden
zusammenzuhiingen. Beispielsweise wurden Polyphenole aus Apfeln, Griintee und Rotwein als
potente Hemmstoffe des NF-kB-Signalweges identifiziert [Aggarwal & Shishodia, 2006]. Der
Transkriptionsfaktor NF-xB kontrolliert die Expression proinflammatorischer Zytokine (z. B. IL-6,
TNF-0), von Adhisionsmolekiilen (z.B. ICAM'', VCAM'?), Akute-Phase-Proteinen (z.B. CRP) und
induzierbaren Enzymen wie Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen, die die Bildung weiterer

Entziindungsmediatoren (Prostaglandine, Leukotriene) katalysieren [Nam, 2006].

Antidiabetische Wirkung

Fir die blutzuckersenkende Wirkung von Polyphenolen werden verschiedene Mechanismen
diskutiert. Eine Moglichkeit besteht in der Hemmung der Glukoseabsorption im Darm durch
Inhibierung intestinaler Glykosidasen oder von Glukosetransportern [Matsui et al., 2001; Song et al.,
2002a; Scalbert et al., 2005]. So hemmten 10-20 uM Quercetin den intestinalen Glukosetransport
durch GLUT2 in einem transfizierten Oozytenmodell sowie in iibergewichtigen, diabetischen
Zucker-Ratten [Song er al., 2002b]. In weiteren in-vitro Modellen inhibierten Quercetin und seine
Glykoside, Phloridzin sowie Chlorogensiure den Na'-abhingigen Hexose-Transporter SGLT1 in
Konzentrationen ab 1 mM [Gee et al., 2000a; Kottra & Daniel, 2007; Ikumi et al., 2008]. Neben der
Hemmung der intestinalen Glukoseabsorption konnen Polyphenole auch die Resorption in der Niere
hemmen, wie es bereits fiir Phloridzin gezeigt wurde [Dimitrakoudis et al., 1992; Panayotova-
Heiermann et al., 1995].

Nachweise anhand klinischer Studien und epidemiologischer Erhebungen fiir den Einfluss von
Polyphenolen auf das Diabetesrisiko beim Menschen sind sehr begrenzt. Die Einnahme von
polyphenolreichen Supplementen bei Patienten mit Typ 1-Diabetes fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion von HbAlc [Keenoy et al., 1999]. Eine Studie an gesunden Probanden zeigte nach
mehrwochigem Konsum von 400 mL entkoffeinierten Kaffee einen niedrigeren Niichternblutzucker,
was auf eine reduzierte intestinale Glukoseabsorption durch Chlorogensiure zuriickzufiihren sein
konnte [Naismith et al., 1970]. Kein Effekt wurde dagegen bei Patienten mit Typ 2-Diabetes nach

zweimonatiger Einnahme eines Orangenextraktes beobachtet [Bonina et al., 2002].

" Intracellular vascular adhesion molecule
12 Vascular cellular adhesion molecule
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Aufgrund der hohen Inzidenz fiir Zivilisationskrankheiten wie Adipositas und Typ 2-Diabetes sowie
ihre bedeutende Rolle als Risikofaktoren der Kolonkarzinogenese steht die Identifizierung von
Lebensmittelinhaltsstoffen mit einem priaventiven Potential im Fokus des gesundheitlichen
Interesses. Jedoch ist nicht nur die Untersuchung der priaventiven Effekte isolierter Komponenten
von Bedeutung, insbesondere sollte die Analyse der Wirkung komplexer Lebensmittelmatrizes im
Vordergrund stehen. Ferner sollte bei der Privention durch Erndhrung auch die Verbraucherrelevanz
des untersuchten Lebensmittels beriicksichtigt werden. Da Apfelsaft in Deutschland der am meisten
konsumierte Fruchtsaft ist, ist davon auszugehen, dass dieses Lebensmittel auf eine breite Akzeptanz

trifft und regelméBig von der Bevolkerung konsumiert wird.

Aktuelle Forschungsergebnisse von Barth er al. zeigten vielversprechende krebsprotektive Effekte
durch Konsum von triibem Apfelsaft an DMH'%-induzierten Ratten [Barth et al., 2005a]. Die
Verwendung von klarem Apfelsaft zeigte im Rahmen dieser Studie an den Tieren im Vergleich zur
Kontrolle nur geringe krebsprotektive Wirkung; vermutlich tragen neben den phenolischen

Inhaltsstoffen auch die Ballaststoffe des Apfelsafttrubs zum priaventiven Potenzial bei.

Ein krebsprotektives Potenzial durch Apfelsaft am Menschen ist nicht belegt, jedoch weisen
verschiedene epidemiologische Studien am Menschen auf ein antidiabetisches und Potential durch
regelmiBigen Konsum von Apfeln bzw. Apfelsaft hin, wodurch potenzielle Risikofaktoren fiir

Darmkrebs verringert werden konnten [Knekt ez al., 2002b; Song et al., 2005b].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der priaventive Einfluss durch regelméfigen Konsum von trilbem
Apfelsaft iiber einen fiinfwochigen Zeitraum an gesunden Ménnern untersucht werden. Dazu wurde
eine randomisierte, plazebokontrollierte Humaninterventionsstudie im Paralleldesign mit
naturtriibem Apfelsaft durchgefiihrt, um anschlieBend unter Verwendung verschiedener Biomarker

die in vivo Bioaktivitit und —verfiigbarkeit der Apfelsaftinhaltsstoffe zu charakterisieren.
Der Einsatz verschiedener analytischer Methoden diente der Kldrung folgender Fragstellungen:

* FEinfluss von Apfelsaftkonsum auf Fédzes- und Féazeswasser-Biomarker: Die Untersuchung
von Stuhlproben und daraus préipariertem Fidzeswasser sollte klidren, ob durch die
regelmifBige Zufuhr von Ballaststoffen aus dem Apfelsafttrub z. B. der pH-Wert moduliert

oder die Konzentration kurzkettiger Fettsduren in Fizeswasser erhoht werden kann.

* FEinfluss von Apfelsaftkonsum auf das Polyphenolprofil in Urin, Fizeswasser und Plasma:

In den genannten Matrizes sollten intakte Apfelsaftpolyphenole sowie deren mikrobielle

" DMH = 1,2-Dimethylhydrazin; ein Kanzerogen, welches in Ratten Tumore in Diinn- und Dickdarm erzeugt.
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Metabolite, die Phenolsduren, nachgewiesen werden. Es sollte geklidrt werden, ob nach
vierwochigem Apfelsaftkonsum erhohte Konzentrationen an Phenolsduren gemessen
werden konnen. Ferner sollte die Analyse von Phase-11-Konjugaten (Glukuronide, Sulfate)
dariiber Aufschluss geben, ob die Polyphenole in den Proben hauptsichlich in ihrer freien

(unkonjugierten) oder in ihrer konjugierten Form als Glukuronide und Sulfate vorliegen.

Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Anthropometrie, Fettstoffwechselparamter sowie
Diabetes-, Adipositas- und Entziindungsmarker: Die Untersuchung dieser Faktoren sollte
kldaren, inwiefern eine positive Beeinflussung dieser Biomarker durch eine

Erndhrungsintervention mit Apfelsaft bei gesunden Minnern moglich ist.
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2 Experimenteller Teil

2.1 Materialien und Chemikalien

2.1.1 Allgemein verwendete Gerite und Materialien
Geriit / Material Firma

Akku-Check Softclix Pro
Akku-Check Softclix Pro Lanzetten

Autoklav

BIA 2000-C
Monofrequenz-Impedanzanalysator

BIANOSTIC AT® Elektroden
Blutzuckermessgerit Super GL Easy
Digitalwaage APX-6001
Einmalspritzen 2-20 mL
Feinanalysenwaage
Gefriertrockner Thermo Modulo D
Gefriertoilette (-15°C)

Glucose Kontrolle Normal
Glucose Kontrolle Pathologisch
Hamilton-Spritzen
Héamolysierlosung
Kalibratorlésung

Kapillaren

Kreatinin-Kit

Kiivetten, Polystyrol

Roche Diagnostics, Mannheim, DE

Roche Diagnostics, Mannheim, DE

Systec GmbH, Wettenberg, DE

Data Input GmbH, Darmstadt, DE

Data Input GmbH, Darmstadt, DE

Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE
Denver Instrument GmbH, Géttingen, DE
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, DE
Denver Instrument GmbH, Gottingen, DE
Thermo Electron, Dreieich, DE

Toppfritid Marinesenter, NO

Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE
Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE
Reno, Nevada, USA

Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE
Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE

Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE

Diaglobal GmbH, Berlin, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsuhe, DE
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Kiivetten, Quarz

Mikrozentrifuge 5415 R
Multifly-Kaniile

Osmomat 030

Polypropylenrdhrchen, 15 und 50 mL

Reaktionsgefife 1,5 und 2 mL

Rotationsverdampfer

SpeedVac Concentrator SPD 111V

Pasteurpipetten Plastibrand
pH-Messgerit

Plattenschiittler Thermostar
Probenbecher

S-Monovette m. Lithium-Heparin, 9 mL
S-Monovette m. Kalium-EDTA, 9 mL
S-Monovette m. Gerinnungsaktivator, 9 mL
S-Sedivette (Blutsenkungsrohrchen)
Spektralphotometer DU 800
Spektralphotometer Multiscan Spectrum
Kiihlzentrifuge Sigma 4K15C
Urin-Becher, 125 mL
Urin-Sammelflasche, 3.000 mL

Urin-Teststreifen Combur-Test

Glukosesaft (75 g Glukose/300 mL)

Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE
Gonotec, Berlin, DE

Greiner, Solingen, DE

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, DE

Thermo Electron, Dreieich, DE

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, DE
WTW GmbH & Co. KG, Weilheim
BMG Labtech

Hitado Diagnostic Systems, Mohnesee, DE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

Beckmann Coulter, Krefeld, DE
Thermo Labsystems

Sartorius, Gottingen, DE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Dextro OGT, Roche Diagnostics, Mannheim,
DE
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2.1.2 Allgemein verwendete Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle angegeben Chemikalien und Losungsmittel mit

hochstem Reinheitsgrad erworben.

Chemikalie

Firma

Methanol

Ameisensidure, 99 %ig
Azetonitril

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol

Methyl-tert-butylether (MTBE)
Natriumazetat

Natriumazid

Salzsédure, 37%ig

PBS (Phosphatpuffer)

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL
Fluka, Neu-Ulm, DE

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE

2.13 Gerite und Materialien fiir die Fizeswasserpriparation
Geriit / Material Firma

BagClips Interscience, St.Nom, F
Bagmixer®400 Interscience, St.Nom, F

Glasperlen CLN, Freising, DE

Spritzenvorsatzfilter, 0,45 uM
Stomacher-Beutel
Ultrazentrifuge Optima™ L-100 XP

Ultrazentrifugenrohrchen, 25x82 mm

Millipore, Eschborn, DE
Interscience, St.Nom, F
Beckmann Coulter, Krefeld, DE

Beckmann Coulter, Krefeld, DE
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2.14

Chemikalien fiir die Fettsaureanalytik (GC/FID)

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle angegeben Chemikalien und Losungsmittel mit

hochstem Reinheitsgrad erworben.

Chemikalie

Firma

MTBSTFA"

Propionsdure Natriumsalz

Buttersidure Natriumsalz

Capronsiure

Essigsidure Natriumsalz
2-Ethylbuttersdure
3-Methylbuttersdure (Isovaleriansdure)
2-Methylpropionsidure (Isobuttersdure)

Valeriansidure

2.1.5

Fluka, Neu-Ulm, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Fluka, Neu-Ulm, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Fluka, Neu-Ulm, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Gerite und Materialien fiir die Festphasenextraktion

Material

Firma

Rotilabo Spritzenfilter 0,45 uM
Festphasenextraktions-Station Visprep
Polymer-Kartuschen Oasis HLB 3cc
Sulfatase (H. pomatia), 15.000 U/g

B-Glucuronidase (H. pomatia), 600.000 U/g

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Supelco, Deisenhofen, DE

Waters, Eschborn, DE

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

" MTBSTFA = N-(t-butyldimethylsilyl)-N-methyl-trifluorazetamid
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2.1.6

Chemikalien fiir die Polyphenolanalytik (GC/MS)

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle angegeben Chemikalien und Losungsmitteln mit

hochstem Reinheitsgrad erworben.

Chemikalie

Firma

Benzoesdure

BSTFA" (99% mit 1 % TMCS'®)
Catechin

2,4- Dihydroxybenzoesdure (2,4-OH-BA)

2,5- Dihydroxybenzoesdure (2,5-OH-BA)
3,4- Dihydroxybenzoesdure (Protocatechusiure)

3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (3,4-diOH-PA)

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-Propionsiure
(3,4-diOH-PP))

3,4-Dihydroxyzimtsdure (Kaffeesdure)
2,3-Dimethoxybenzoesédure
Epicatechin

3-Hydroxybenzoesdure (3-OH-BA)

4-Hydroxybenzoesiure (4-OH-BA)

4-Hydroxy, 3-Methoxybenzoesdure
(Vanillinsdure)

3-Hydroxy, 4-Methoxybenzoesiure
(Isovanillinsdure)
4-Hydroxy,3-Methoxyphenylessgisidure

(Homovanillinsdure)

!> BSTFA = N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluorazetamid

'® TMCS = Trimethylchlorsilan

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Fluka, Neu-Ulm, DE
Extrasynthese, Genay, FR

Fluka, Neu-Ulm, DE

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Extrasynthese, Genay, FR

Fluka, Neu-Ulm, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsuhe,
DE

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE
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3-Hydroxyphenylessigsdure (3-OH-PA)

4-Hydroxyphenylessigsdure (4-OH-PA)

3-(4-Hydroxyphenyl)-Propionsiure (4-OH-PP)

4-Hydroxyzimtsiure (p-Cumarséure)

4-Hydroxy, 3-Methoxyzimtsdure (Ferulasiure)

3-Hydroxy, 4-Methoxyzimtsidure (Isoferulasiure)

Phenylessigsiure (PA)
3-Phenylpropionsiure (PP)
Phloretin

trans-Zimtsiure

2,4,6-Trihydroxybenzoesaure (2,4,6-triOH-BA)

3,4,5-Trihydroxybenzoesédure (Gallussédure)

1,3,5-Trihydroxybenzol (Phlorogluzinol)

2,4,5-Trimethoxy-Zimtsidure

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Fluka, Neu-Ulm, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE

Fluka, Neu-Ulm, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Fluka, Neu-Ulm, DE
Extrasynthese, Genay, FR
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE

Fluka, Neu-Ulm, DE

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
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2.1.7 ELISA"-Materialien

Material Firma

Adiponektin Mediagnost, Reutlingen, DE

CRP DSL, Texas, USA

Ghrelin Phoenix Pharmaceuticals, Burlinngame, CA
Insulin DSL, Texas, USA

IGF-1 DSL, Texas, USA

IGFBP-3 DSL, Texas, USA

IL-6 Immunotech, Prag, CZ

Leptin DRG Instruments GmbH, Marburg, DE
Resistin Mediagnost, Reutlingen, DE

SICAM-1 Immunotech, Prag, CZ

SVCAM-1 Immunotech, Prag, CZ

TNF-a Immunotech, Prag, CZ

" ELISA = Enzym-linked Immunosorbent Assay
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2.1.8 Zusammensetzung des Apfelsaftes und des

Kontrollgetrankes fiir die Humaninterventionsstudie

Die Studiengetrinke wurden von der Forschungsanstalt (FA) Geisenheim, Fachgebiet
Obstbau, produziert und fiir die Studie zur Verfiigung gestellt. Die Herstellung der Getrinke

wird in den folgenden Abschnitten beschrieben.

Herstellung des Apfelsaftes

Der Saft wurde aus verschiedenen Apfelsorten der Ernte 2005 hergestellt. Die Apfel
stammten vom Fachgebiet Obstbau der FA Geisenheim bzw. wurden von Produzenten aus
dem ganzen Bundesgebiet zugekauft. Es wurde folgende Zusammensetzung gewihlt:
Bittenfelder (10 %), Topaz (24 %), Bohnapfel (23 %), Seestermiiher (25 %) und Bortlinger
Weinapfel (18 %). Bei dem verwendeten Obst handelt es sich mit Ausnahme des Tafelapfels
Topaz bei den iibrigen Apfeln um klassische Mostobstsorten. Die Apfelsifte wurden zunichst
sortenrein hergestellt. Die Apfel wurden mit einer Schneidmiihle (Fa. Seepex, Bottrop, DE)
gemahlen. AnschlieBend wurde die Maische in einer Horizontalpresse (Fa. Bucher,
Niederweningen, CH) abgepresst. In den ablaufenden trilbben Saft wurden zum Schutz vor
Oxidation 200 mg/LL Ascorbinsdure zugegeben. Die Separation erfolgte in einem
Tellerseparator (Westfalia SAR 3036). Die naturtriiben Séfte wurden iiber Kurzzeiterhitzung
(85°C, 30-40 sec) in Edelstahltanks eingelagert. Die sortenreinen Séfte wurden anschlieBend
gemischt, der fertige Saft wurde bis zur Verwendung in Kiihlriumen bei 4°C gelagert. Die
Analyse der Polyphenole (HPLC/DAD) sowie weiterer analytischer Kennzahlen fand in
Geisenheim statt. Die Daten wurden fiir das Projekt freundlicherweise zur Verfiigung gestellt

(Dietrich et al., 2005) Die Ergebnisse der Polyphenolanalytik sind in Tabelle 2.1 dargestellt.
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Tabelle 2.1: Konzentration in mg/L der Polyphenole im Apfelsaft AS05. Die Daten wurden von der

Forschungsanstalt Geisenheim zur Verfiigung gestellt.

Polyphenol Konzentration [mg/L]
Procyanidin B1 3,8
Catechin 59
Procyanidin B2 13,8
Epicatechin 14,7
Procyanidin C1 6,1
Phloretin-2'-xyloglucosid 65,8
Unbekanntes Dihydrochalcon 6,0
Phlorizin 22,8
Cumaroylglucose 0,9
Chlorogenséure 168,8
Kryptochlorogensiure 14,1
4-Cumaroyl-Chinasdure 38,3
Quercetin-3-galactosid 1,2
Quercetin-3-glucosid 0,4
Quercetin-3-rhamnosid 1,3
Gesamt-Polyphenolgehalt 363,7
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Herstellung des isokalorischen Kontrollgetrinkes

Das Kontrollgetrink sollte vergleichbare Konzentrationen an Zuckern, Mineralstoffen,
Ascorbinsdure und an organischen Sduren zu dem in der Studie parallel eingesetzten
Apfelsaftes ASOS enthalten. Nach Einwaage und Auflosen der entsprechenden Substanzen in
destilliertem Wasser wurde das Getridnk in 0,75 L Schlegelflaschen heil3 abgefiillt. Wie der
Apfelsaft wurde das Kontrollgetrdank bis zu Verwendung bei 4°C gelagert. Ein Vergleich der
analytischen Kennzahlen zwischen Kontrollgetrank und ASOS5 befindet sich in Tabelle 2.2.

Tabelle 2.2: Vergleich der Konzentrationen an Zuckern, organischen Sduren, Ascorbinsdure und Mineralstoffen
des im Rahmen der Humaninterventionsstudie eingesetzten Kontrollgetrdnkes bzw. Apfelsaftes. Die Daten

wurden von der Forschungsanstalt Geisenheim zur Verfiigung gestellt.

ISOKALORISCHES
Bezeichnung ) APFELSAFT AS05
KONTROLLGETRANK
Glukose [g/L] 21 21
Fruktose [g/L] 65 67
Saccharose [g/L] 32 36
L-Apfelsiure [g/L] 5,6 9.8
Sorbit [g/L] 5,5 5,9
Ascorbinsdure [mg/L] 240 311
Kalium [mg/L] 1012 1217
Kalzium [mg/L] 62 68
Magnesium [mg/L] 53 57

38



2 EXPERIMENTELLER TEIL

2.2 Rekrutierung und medizinische Voruntersuchung fiir

die Humaninterventionsstudie

2.2.1 Probanden-Rekrutierung

Fiir die Interventionsstudie wurden Probanden durch Zeitungsannoncen, Aushidnge und
Flugblitter im Kreis Freising / Miinchen rekrutiert. Die Interessenten wurden telefonisch zu
ithrem Gesundheitszustand, ihren KorpermaBlen und Erndhrungsgewohnheiten befragt. Bei
Erfiillung der Einschlusskriterien (gesund, minnlich, Nichtraucher, Alter 20-60 Jahre, BMI
20-25 kg/m?, keine vegetarische Ernidhrung oder sonstige alternative Erndhrungsform, keine
Extremsportler) wurden sie zur medizinischen Voruntersuchung eingeladen. Der Ablauf der

Voruntersuchung wird im folgenden Abschnitt beschrieben.

2.2.2 Ablauf der medizinischen Voruntersuchung

Die Probanden hielten vor der medizinischen Voruntersuchung eine zwolfstiindige
Nahrungskarenz ein. Um eine Eignung fiir die Studienteilnahme festzustellen, wurden die

Interessenten auf folgende Parameter untersucht:

= Erhebung anthropometrischer Daten (Gréfe und Gewicht)

= Urinstatus: Aus dem Mittelstrahl-Urin jedes Probanden wurden mittels
Urinteststreifen Parameter wie pH-Wert, Dichte, Glukose, Leukozyten etc. bestimmt.
Bei pathologischen Befunden der Teststreifenuntersuchung wurde das Urinsediment
mikroskopisch begutachtet.

=  Puls- und Blutdruckmessung

= Blutuntersuchung: Von jedem Probanden wurde die Blutsenkungsgeschwindigkeit
durch Ablesen der Skala des Blutsenkungsrohrchens nach 1 und 2 h bestimmt.
Durch ein zertifiziertes Auftragslabor (Medizinisches Untersuchungszentrum, Labor
Tiller, Miinchen) wurde die Bestimmung der folgenden Parameter durchgefiihrt:
o Kleines Blutbild (Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl,

Himoglobin, Himatokrit, MCH, MCV, MCHC'®)

o Transaminasen (GPT, GOT, yGT'), Bilirubin

'8 MCH = Mean Corpuscular Haemoglobin; MCV = Mean Corpuscular Volume; MCHC = Mean
Corpuscular Haemoglobin Concentration.

19 GPT=Glutamat-Pyruvat-Transaminase; GOT=Glutamat-Oxalazetat-Transaminase;
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o Lipidstatus (Gesamtcholesterol, LDL, HDLZO, Triglyceride)
o Harnsiure, Kreatinin
o Kalium, Natrium

= Qraler Glukosetoleranztest: Den Probanden wurde Kapillarblut aus der Fingerkuppe
entnommen und der Niichtern-Glukosewert bestimmt. AnschlieBend konsumierten die
Probanden 300 mL Glukosesaft (75 g Glukose). Durch Entnahme von Kapillarblut
nach 30, 60, 90 und 120 min wurde der Verlauf des Blut-Glukosespiegels ermittelt.

23 Durchfithrung der Humaninterventionsstudie

231 Studiendesign

Das Probandenkollektiv (n=58) wurde randomisiert in zwei Gruppen (Apfelsaftgruppe, n=30;
Kontrollgruppe, n=28") eingeteilt. Jeder Studienteilnehmer begann mit einer einwdchigen
Depletionsphase  mit  polyphenolarmer Erndhrung, der sich eine vierwochige
Interventionsphase anschloss (Abb. 2.1). Die eine Hilfte des Probandenkollektivs trank iiber
den vierwochigen Zeitraum tdglich 750 mL des naturtriiben Apfelsaftes ASO05
(Apfelsaftgruppe), die andere Hilfte konsumierte tdglich 750 mL des isokalorischen
Kontrollgetrinkes (Kontrollgruppe). Alle Probanden sammelten jeweils am Ende der
Depletionsphase (Tag 7) und der Interventionsphase (Tag 34) iiber 24 h Urin und fanden sich
am Folgetag (Tag 8 bzw. 35) niichtern zur medizinischen Hauptuntersuchung ein. Ein Teil der
Probanden (12 aus der Apfelsaft-, 10 aus der Kontrollgetrinkegruppe) sammelte zusitzlich
gegen Ende der Depletions- (Tag 6-8) und der Interventionsphase (Tag 33-35) iiber 48 h Stuhl
in Gefriertoiletten, in welchen die Proben sofort auf —15°C gekiihlt werden konnen, so dass
die mikrobielle Aktivitit weitestgehend gestoppt wird. Wihrend dieses 48-stiindigen
Zeitraums hielten sich die Probanden im Probandentrakt des Lehrstuhls fiir
Erndhrungsmedizin auf. Um erndhrungsbedingte Einflussfaktoren auf z. B. den
Polyphenolgehalt der Proben moglichst gering zu halten, bekamen die Probanden zwei Tage
vor und wihrend der Probensammlung eine standardisierte Didt (Anhang 8.3). Dariiber hinaus
dokumentierten die Probanden an diesen Tagen ihre Trinkmenge (Anhang 8.6). Jeder

Teilnehmer erhielt detaillierte Anweisungen zum Verzicht bzw. Einschrinkung des Verzehrs

yGT=y-Gammaglutamyltranspeptidase

DL = Low Density Lipoprotein; HDL = High Density Lipoprotein

2! Zwei Probanden der Kontrollgruppe brachen die Studie in Studienwoche 2 bzw. 5 aus personlichen Griinden
ab.
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polyphenolreicher Lebensmittel (Erndhrungsleitfaden im Anhang, Abschnitt 8.4). Die
Einhaltung dieser Instruktionen dokumentierten die Probanden in Erndhrungsprotokollen iiber
den gesamten Zeitraum (Erndhrungsprotokoll im Anhang, Abschnitt 8.5). Ferner erhielten die
Probanden eine Informationsbroschiire mit Terminkalender, um eine termingerechte

Einhaltung und einen korrekten Ablauf der Probensammlung zu gewihrleisten (Anhang 8.7).

Depletion

1 Woche 4 Wochen
(Tag 1-7) (Tag 8-35)
v 1
Proben- Proben-
sammlung sammlung

Abbildung 2.1: Studiendesign der fiinfwochigen Humaninterventionsstudie mit naturtriibem Apfelsaft
(Apfelsaftgruppe, AS-Gruppe) bzw. isokalorischem Kontrollgetrink (Kontrollgetrankgruppe, KG-Gruppe). Am
Ende der Depletions- und Interventionsphase sammelten die Probanden iiber 48 h Stuhl, tiber 24 h Urin und

kamen am Folgetag zur medizinischen Hauptuntersuchung.

2.3.2 Ablauf der Hauptuntersuchung

Wie bei der Rekrutierung fanden sich die Probanden niichtern zur Hauptuntersuchung ein.
Sowohl nach der Depletionsphase als auch nach der Interventionsphase wurden die

Studienteilnehmer auf folgende Parameter untersucht:

» Bestimmung des WHR: Der Taillenumfang wurde im Stehen zwischen unterstem
Rippenbogen und Hiiftkamm gemessen. Der Hiiftumfang wird eine Handbreit
oberhalb des Oberschenkelknochens (sog. Trochanter major) ermittelt. Die
Berechnung des WHR erfolgte durch Bildung des Quotienten aus Taille- zu
Hiiftumfang.

* Bestimmung des Korpergewichtes: ohne Schuhe, mit leichter Bekleidung (geeichte

Digitalwaage, Firma Seca, Modell Stativ Seca 703, Oberhausen).

» Bioelektrische Impedanzanalyse: Das rechte Fuf- und Handgelenk wurde mit
Desinfektionsspray von Schmutz- bzw. Fettpartikeln befreit und Klebeelektroden an

den entsprechenden Stellen befestigt, die mit dem Monofrequenz-Impedanzanalysator
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2.3.3

verbunden sind. Durch Anlegen eines leichten Wechselstromfeldes werden iiber den
Widerstand der verschiedenen Korpergewebe der prozentuale Fettgehalt und die
fettfreie Masse des Probanden bestimmt. Des Weiteren berechnet das Gerdt nach
Angabe von Alter, Geschlecht, Gewicht und Gréfle des Probanden den Grundumsatz

(kcal/Tag).

Blutentnahme

Probennahme und Aufbewahrung

Fiir weitere Laboruntersuchungen wurden folgende Proben gesammelt und entsprechend

konserviert:

Blutentnahme: Aus den Blutproben wurde direkt nach der Entnahme EDTA*- bzw.
Heparin-Plasma sowie Serum gewonnen. Ein Teil der Proben wurde zur Bestimmung
verschiedener Fettstoffwechselmarker (Triglyceride, Gesamtcholesterol, LDL, HDL)
sowie des Diabetes-Markers HbAlc genutzt. Diese Parameter wurden wie bei der
Rekrutierung durch ein zertifiziertes Auftragslabor durchgefiihrt. Fiir weitere
Analysen wurden die restlichen Serum- bzw. Plasmaproben aliquotiert und bis zur

Verwendung bei -80°C gelagert.

Sammlung von 24h-Urin: Die Urinproben wurden von den Probanden in 2,5 L
Auffangbehiltern gesammelt. Zur Stabilisierung wurden den Gefdlen vorher einige
Kristalle Natriumazid zugegeben. Nach Ermittlung des pH-Wertes und
photometrischer Bestimmung des Kreatiningehaltes (Kreatinin-Kit: Fa. Roche
Diagnostics, Mannheim, DE) wurden die Urinproben aliquotiert und bis zu Analyse

bei -80°C gelagert.

Sammlung von 48h-Stuhlproben: Die Stuhlproben wurden von den Probanden in
speziellen Gefriertoiletten gesammelt, welche die Proben auf -15°C kiihlten. Die

Proben wurden gewogen und bis zu Aufarbeitung bei -80°C tiefgefroren.

*? Ethylendiamin-Tetraessigsiure
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24

24.1

Fazes- und Fazeswasseruntersuchungen

Gewinnung von Fizeswasser

Die bei -80°C tiefgefrorenen Fidzesproben wurden iiber Nacht bei 4°C aufgetaut und am

niachsten Morgen fiir 5 Minuten auf Stufe 7 im Bagmixer bei 4°C homogenisiert. Fiir die pH-

Wertbestimmung wurde von jedem Probanden unverdiinntes Fidzeswaser (Fiazeswasser)

hergestellt. Fiir die Polyphenol- und Fettsdureanalytik wurden Fizeswasser-Priparationen im

Verhiltnis 1:2 mit PBS hergestellt.

Alle folgenden Aufbereitungsschritte fanden bei 4°C bzw. unter Eiskiihlung statt.

unverdiinntes Fidzeswasser fiir die Bestimmung des pH-Wertes und der Osmolalitit:
Aliquots von ca. 30 g wurden in Ultrazentrifugenrohrchen iberfithrt und bei
100.000xg fiir 1 Stunde bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Mittels pH-Meter bzw. Osmometer wurden

anschliefend der pH-Wert und die Osmolalitdt (mosmol/L) bestimmt.

1:2 verdiinntes Fédzeswasser fiir die Polyphenol- und Fettsdureanalytik und
Bestimmung der Fidzeswasser-Zytotoxizitit: ca. 15 g Fizesprobe wurden mit 15 mL
PBS (4°C) versetzt. Nach Zusatz 6-8 kleiner Glaskugeln wurde die Probe so lange
gevortext, bis eine Suspension entstand. Die Suspension wurde in ein
Ultrazentrifugenrohrchen iiberfiihrt und ebenfalls bei 100.000xg fiir 1 Stunde bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort filtriert (0,45 uM), aliquotiert und bei -80°C

eingefroren
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24.2 Bestimmung des Stuhlwassergehaltes

1-2 g der aufgetauten Probe wurden auf einem vorgewogenem Wigeschiffchen ausgestrichen.
Die Proben wurden in einer Gefriertrockungsanlage innerhalb von 24 h zur Gewichtskonstanz

getrocknet und der Stuhlwassergehalt (%) nach Riickwaage des Wigeschiffchens errechnet.

243 Polyphenolanalytik von Fizeswasser mittels GC/MS

Festphasenextraktion

Zur Bestimmung des Anteils an Polyphenol-Metaboliten in Fizeswasser mittels GC/MS
wurden die Proben zur Aufreinigung einer Festphasenextraktion unterzogen. Die
Fazeswasser-Proben (1:2 verdiinntes Fidzeswasser) wurden einmal ohne enzymatische
Umsetzung analysiert bzw. zur Bestimmung des Anteils an Phase-II-Metaboliten mit einem
Gemisch aus Sulfatase und B-Glucuronidase hydrolysiert. Die Festphasenkartuschen wurden
mit 3 mL Methanol und 3 mL Wasser (pH = 2) vorkonditioniert.

Zur Bestimmung des Polyphenolprofils ohne enzymatische Hydrolyse wurden 1,8 mL
Fazeswasser mit 50 uL. 10 M HCI versetzt und zentrifugiert (13.000xg, 10 min). 1,5 mL
Probe wurde auf die vorkonditionierte Sdule appliziert. Der Waschvorgang erfolgte mit 3 mL
Wasser (pH=2), die Elution mit 1,5 mL Methanol. Die Probe wurde zur Trockne eingeengt.
Bei der Analyse mit enzymatischer Hydrolyse wurden zunichst 2,5 mL Fazeswasser mit 0,3
mL Azetatpuffer (1,5 M, pH=5) sowie 1,5 mg B-Glucuronidase (ca. 600 Units) und 1,5 mg
(ca. 150 Units) Sulfatase versetzt. Die Probe wurde bei 37°C fiir 2 h inkubiert. Durch Zugabe
von 100 uL 10 M HCI wurde die Reaktion gestoppt und die Probe 10 min abzentrifugiert
(13.000xg). Vom Uberstand wurden 2 mL zur Festphasenextraktion eingesetzt, die

Durchfiihrung erfolgte wie oben beschrieben.

Derivatisierung zu fliichtigen Trimethylsilyl-Derivaten

Fir die anschlieBende GC/MS-Analyse wurden die Polyphenole im aufgereinigten
Fazeswasser in fliichtige Verbindungen iiberfithrt. Als Ausgangsmaterial fiir die
Derivatisierung dienten die getrockneten Eluate aus der Festphasenextraktion. Dazu wurden
die einrotierten Proben (ohne und mit enzymatischer Behandlung) in 1,8 mL Methanol
aufgenommen. Ein Aliquot von 30 puL. wurde in ein GC-Glidschen iiberfiihrt und unter
Stickstoff zur Trockne eingeengt. Nach Zusatz von 30 uL eines Gemisches der internen

Standards 2,3-Dimethoxybenzoesdure und 2,4,5-Trimthoxyzimtsdure (jeweils 5 uM) wurde
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erneut zur Trockne eingeengt. Anschlieend erfolgte durch Zusatz von 60 uL. BSTFA bei

einer Reaktionstemperatur von 80°C innerhalb 20 min die Umsetzung von fliichtigen

Trimethylsilyl(TMS)-Derivaten.

Die Einfilhrung einer TMS-Gruppe fiihrt zu einer

Massenerh6hung von 72 amu. Fiir die Identifizierung und die quantitative Analyse wurden fiir

jede Komponente das Vorldufer-Ion und ein substanzspezifisches Qualifier-Ion herangezogen

(Masseniibersicht in Anhang 8.1).

Analyse mittels GC/MS

Die gaschromatographische Analyse mit Massenanalysator (Quadrupol) erfolgte bei allen

Proben unter folgenden Bedingungen:

GC/MS-Parameter :

Gaschromatograph:

Séaule:

Tréagergas:
Injektionsvolumen:
Injektortemperatur:
Interface:
Ionenquelle:
Quadrupol:
Scanrate:

Massenbereich:

Temperaturprogramm:

75°C

Anfangstemperatur:
Temperatur 2: 180°C
Temperatur 3: 240°C
Temperatur 4: 280°
Temperatur 5: 75°C

Agilent Technologies 6980N

HP-5ms, ca. 30 m, i. D. 25 mm (Agilent Technologies)

Helium (0,7 mL/min)
2 uL (Split 12:1)
275°C

280°C

230°C

150°C

100 ms

40-600 amu

Isotherme 1: 5 min
Isotherme 2: 5 min

Isotherme 3: 0 min

2 R

Isotherme 3: 10min

2R R

Aufheizrate 1: 10°C/min
Auftheizrate 2: 30°C/min
Aufheizrate 3: 40°C/min
Abkiihlrate 3: 40°C/min
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244 Fettsaureanalytik in Fazeswasser mittels GC/FID

Zur Bestimmung des Anteils an kurzkettigen Fettsduren in Fidzeswasser (1:2 verdiinntes
Fazeswasser) wurde 1 mL Probe mit 50 pL internem Standard (2-Ethylbuttersiure,
Stammlosung 200 mM) versetzt und mit 500 pL konzentrierter HCl angesduert. Die
protonierten Fettsduren wurden mit 1 mL MTBE fiir 15 min extrahiert. 50 uL der Etherphase
wurden in ein GC-Glédschen iberfithrt und mit 30 pL des Derivatisierungsreagenzes
MTBSTFA versetzt. Bei einer Reaktionstemperatur von 80°C fiir 20 min erfolgte die
Umsetzung zu fliichtigen t-Butyldimethylsilyl-Derivaten, die anschlieBend mittels GC/FID

analysiert wurden.

GC/FID-Parameter:

Gaschromatograph: Hewlett Packard 5890 series

Saule: HP-5ms, ca. 30 m, i. D. 25 mm (Agilent Technologies)
Triagergas: Helium (1 mL/min)

Injektionsvolumen: 2 uL (Splitless)

Injektortemperatur: 275°C

Detektortemperatur: 300°C

Temperaturprogramm:

Anfangstemperatur: 50°C Isotherme 1: 5 min = Aufheizrate 1: 10°C/min
Isotherme 2: 5 min = Aufheizrate 2: 30°C/min

Isotherme 3: 10 min = Abkiihlrate 1: 30°C/min

Temperatur 2: 180°C
Temperatur 3: 240°C

Vol oLl

Temperatur 2: 50° Isotherme 3: 5 min

2.5 Polyphenolanalytik in Urin mittels GC/MS

Festphasenextraktion

Als Vorbereitung fiir die Festphasenextraktion wurden die Urinproben jedes Probanden
zentrifugiert (5 min, 3.000xg) und filtriert. Die Vorkonditionierung der Kartuschen, der
Waschritt und die Elution wurden wie unter 2.4.3 beschrieben durchgefiihrt. Wie bei der
Fazeswasser-Analytik wurden die Proben einmal ohne und einmal mit enzymatischer

Hydrolyse untersucht.
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Bei der Analyse ohne enzymatische Hydrolyse wurden je 3 mL Urin mit 50 uL. 10 M HCl
angesduert. AnschlieBend wurden 2,5 mL Urin einer Festphasenextraktion unterzogen. Das
Eluat wurde unter Vakuum zur Trockne eingeengt.

Bei der Analyse mit enzymatischer Hydrolyse wurden zunédchst 3 mL zentrifugierter Urin mit
0,3 mL Azetatpuffer (1,5 M, pH=5) sowie 1,5 mg B-Glukuronidase und 1,5 mg Sulfatase
versetzt. Die Probe wurde bei 37°C fiir 2 h inkubiert. Durch Zugabe von 100 uL. 10 M HCl
wurde die Reaktion gestoppt und die Probe 5 min abzentrifugiert (3.000xg). Vom Uberstand
wurden 2,5 mL zur Festphasenextraktion eingesetzt, die Durchfiihrung erfolgte wie oben

beschrieben.

Derivatisierung zu fliichtigen Trimethylsilyl-Derivaten

Die einrotierten Eluate der Urinproben wurden in 1,8 mL Methanol aufgenommen. Ein
Aliquot von 30 pL wurde in ein GC-Glédschen iiberfiihrt und unter Stickstoff zur Trockne
eingeengt. Nach Zusatz von 30 pL eines Gemisches der internen Standards (s. 2.4.3) wurde
erneut zur Trockne eingeengt. Durch Zusatz von 30 pL BSTFA erfolgte bei einer
Reaktionstemperatur von 80°C innerhalb 20 min die Umsetzung von fliichtigen TMS-

Derivaten.

Analyse mit GC/MS

Die gaschromatographische Analyse mit Massenanalysator (Quadrupol) erfolgte bei allen
Urinproben unter den unter 2.4.3 beschriebenen Bedingungen. Das Injektionsvolumen betrug

2 uL bei einem Split-Verhiltnis 6:1.

2.6 Polyphenolanalytik in Plasma mittels GC/MS

Festphasenextraktion

Aufgrund des geringen Probenvolumens wurden die Plasmaproben nur ohne enzymatische
Hydrolyse analysiert. Ferner wurde in Vorversuchen bei den Plasmaproben mit enzymatischer
Hydrolyse eine Gelbildung der Probe beobachtet, welche eine nachfolgende GC-Injektion
nicht zulieB.

Als Vorbereitung auf die Festphasenextraktion wurden 5 mL Plasma mit 200 uL. 10 M HCl

versetzt und zentrifugiert (13.000xg, 10 min). Nach Vorkonditionierung der Kartuschen wie
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unter 2.4.3 wurden 4 mL Probe auf die Sédule appliziert. Die Elution erfolgte mit 1,5 mL

Methanol, das Eluat wurde anschlieBend zur Trockne eingeengt.

Derivatisierung zu fliichtigen TMS-Derivaten

Die einrotierte Probe wurde in 200 puL Methanol aufgenommen. Ein Aliquot von 60 pL wurde
in ein GC-Gléaschen iiberfiihrt und unter Stickstoff erneut zur Trockne eingeengt. Ein Gemisch
der internen Standards (s. 2.4.3) wurde zupippettiert und erneut zur Trockne eingeengt. Die

Probe wurde mit 30 uL BSTFA versetzt und 20 min bei 80°C derivatisiert.

Analyse mittels GC/MS

Die gaschromatographische Analyse mit Massenanalysator (Quadrupol) erfolgte bei allen
Plasmaproben unter den unter 2.4.3 beschriebenen Bedingungen. Das Injektionsvolumen

betrug 2 uL im Splitless-Modus.

2.7 Enzymgekoppelte Imnmunabsorptionstests (ELISA)

Samtliche Diabetesmarker (Insulin, IGF-1, IGFBP-3), Adipositasmarker (Adiponektin,
Resisitin, Leptin) und Inflammationsmarker (TNF-a, sVCAM, sICAM, CRP, IL-6) wurden
mit ELISA bestimmt. Zur Durchfithrung wurden die beiliegenden Protokolle der unter 2.1.8

aufgelisteten Hersteller verwendet.

Prinzip

Das Durchfiihrungsprinzip der verwendeten ELISAs basierte auf der der Sandwich-Methode:
Standards, Kontrollen und Proben wurden in Mikrovertiefungen inkubiert, die mit
polyklonalen Antikorpern beschichtet waren. Nach Inkubation und Waschen wurden die
Vertiefungen mit einem anderen polyklonalen Antikorper behandelt, der mit dem Enzym
Merrettichperoxidase markiert war. Nachdem die Vertiefungen zum zweiten Mal inkubiert
und gewaschen worden waren, wurden sie mit dem Substrat Tetramethylbenzidin inkubiert.
Anschliefend wurde eine saure Stopp-Losung zupipettiert und der Grad der enzymatischen
Umsetzung des Substrats durch Zweiwellenldngen-Absorptionsmessung bei 450 und 620 nm
ermittelt. Die gemessene Absorption war direkt proportional zu der Konzentration des

vorhandenen Markers in den Standards, den Kontrollen bzw. in der Probe. Anhand der Reihe
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von Standards wurde eine Standardkurve aus den Absorptionen gegen die Konzentration des
Markers aufgezeichnet, aus der sich die Konzentrationen des Markers in den Kontrollen und

Proben errechnen lieBen.

2.8 Statistische Auswertung der Daten

Statistische Auswertungen wurden mit dem Programm Sigma Plot Version 4.01, SigmaStat
3.0 (SPSS Science Software GmbH, Ekrath) und Microsoft Excel Version 7.0durchgefiihrt.

Das Signifikanzniveau wurde auf P<0,05 festgelegt.

Zur Uberpriifung moglicher Behandlungseffekte zwischen Apfelsaft- und Kontrollgetrinke-
konsum wurde folgendes Testverfahren angewendet: es wurde die Differenz (A) der
Messdaten von Intervention und Depletion (A = Intervention — Depletion) von Apfelsaft- bzw.
Kontrollgetrinkegruppe gebildet. Zum Vergleich der Datenunterschiede zwischen

A Apfelsaftgruppe und A Kontrollgetrankegruppe wurde ein ungepaarter t-Test angewendet.

Waren die Daten im Kolmogorov-Smirnov-Test (Leilliefors-Korrektur) nicht normalverteilt,
dienten die entsprechenden parameterfreien Verfahren Mann-Withney Rangsummen-Test

bzw. Wilcoxon Rangsummen-Test zur statistischen Auswertung.

Zur Erfassung von Zusammenhdngen bzw. Abhédngigkeiten wurde Korrelationen zwischen
den gemessenen Parametern durchgefiihrt. Die visuellen Darstellungen lieferten keine
Annahme zu einer linearen Beziehungen der untersuchten Parameter (siehe 3.6.4) und wurden

aus diesem Grund in dieser Arbeit nicht weiter dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Probandenrekrutierung

Im Rahmen der Rekrutierung wurden durch die medizinische Voruntersuchung die
anthropometrischen Daten und Fettstoffwechselparameter jedes Probanden erfasst
(Tabelle 3.1). Die Teilnehmer wurden randomisiert der Kontroll- oder Apfelsaftgruppe
zuordnet. Der statistische Vergleich zeigte keine Unterschiede zwischen Kontroll- und

Apfelsaftgruppe hinsichtlich ihrer anthropometrischen Daten und Fettstoffwechselparameter.

Tabelle 3.1: Anthropometrische Daten und Fettstoffwechselparameter der Apfelsaft- und Kontrollgruppe,
die bei der der Probandenrekrutierung erhoben wurden (MW + SD).

Kontrollgruppe Apfelsaftgruppe Spanne des
Probandendaten p-Wert

(n=28) (n=30) Gesamtkollektivs
BMI [kg/m’] 232+1,3 234 +1,1 20,3-25,3 0,63
Alter [Jahre] 38,7+10,8 38,3+9,5 21-57 0,81
Serumtriglyzeride

78,8 +31,3 90,7 £ 40,6 35-197 0,56
[mg/dL]
Gesamtcholes-

185,6 + 26,3 192,7 + 27,6 134 - 245 0,42
terol [mg/dL]
LDL [mg/dL] 115,6 £ 30,1 123,3 £26,3 54 - 187 0,39
HDL [mg/dL] 61,1 £13,1 59,4 £ 14,6 39-94 0,69
LDL/HDL-

2,1+£0,7 2,2+0,7 0,8-4,5 0,74
Quotient

Mit jedem Probanden wurde ein oraler Glukosetoleranztest (OGT) durchgefiihrt, um
Teilnehmer mit einer potentiellen Insulinresistenz und gestorter Glukosehomdostase
auszuschliefen. In Abbildung 3.1 ist der Niichtern-Blutzuckerwert (t=0 min) sowie die Werte
nach 30, 60, 90 und 120 Minuten nach einmaligem Konsum von Glukosesaft der Kontroll-
und Apfelsaftgruppe dargestellt. Der durchschnittliche Niichtern-Blutzuckerwert betrug
85,7 + 8,5 mg/dL. (Apfelsaftgruppe) bzw. 85,0 = 8,7 mg/dL (Kontrollgruppe). Nach 120 min
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betrug die  Blutglukosekonzentration 89,6 + 13,3 mg/dL.  (Apfelsaftgruppe) bzw.
92,0 + 17,1 mg/dL (Kontrollgruppe).
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Abbildung 3.1: Ergebnis des oralen Glukosetoleranztests von Apfelsaft- und Kontrollgruppe (MW * SD).
t=0 min zeigt den Niichterwert, die anderen Werte zeigen die Blutglukosekonzentrationen nach einmaligen

Konsum eines Glukosesaftes nach 30, 60, 90 und 120 min.

3.2 Daten aus der Ernihrungserhebung

Die Interessenten waren bereits im Rahmen der Rekrutierung eingehend zu ihren
Erndhrungsgewohnheiten befragt worden, um Teilnehmer mit einer vegetarischen oder
sonstigen alternativen Erndhrungsweise auszuschlief3en.

Zwei Tage vor und wihrend der Probensammlung hielten alle Probanden der beiden
Studiengruppen durch eine kontrollierte Didt eine einheitliche Nahrungsaufnahme ein.
Tabelle 3.2 zeigt die angeordnete Nihrstoffaufnahme der Probanden an den Studientagen 6-7

und 33-34 unter Beriicksichtigung der Néhrstoffzufuhr durch Apfelsaft bzw. Kontrollgetriank.
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Tabelle 3.2: Kontrollierte Nihrstoffaufnahme der Probanden aus Apfelsaft- bzw. Kontrollgetrinkegruppe zwei

Tage vor und wihrend der Probensammlung.

Nihrstoffaufnahme

Energie [kcal] EiweiB [g] Fett [g] KH [g]
(Tage 6,7 und 33, 34)
Friihstiick 533,1 17,7 19,4 85,1
Zwischenmahlzeit 1 94,0 1,1 0,2 21,4
Mittagessen 495,0 31,5 19,8 47,3
Nachtisch 100,8 1,9 4.8 12,5
Zwischenmabhlzeit 2 117,0 4,5 2,0 20,4
Abendessen 4629 31,5 11,4 71,6
Apfelsaft/Kontrollgetrank 4275 0,8 0 87,8
Gesamt 2230,3 89,0 57,6 345,9
Prozentualer Anteil
[Energie %] 18,1 11,7 70,2
3.3 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf anthropometrische

Parameter und Fettstoffwechselparameter

In verschiedenen Studien konnte bei iibergewichtigen Personen ein gewichtsreduzierender
Effekt bzw. Senkung von Cholesterin oder Serumtriglyzeriden durch eine regelméBige Zufuhr
von Obst und Gemiise festgestellt werden [de Oliviera et al., 2003]. Um den Effekt der
Apfelsaftintervention bei gesunden Probanden zu ermitteln, wurden auch im Rahmen dieser
Studie anthropometrische Grofen und Fettstoffwechselparameter vor und nach den

Getriankeinterventionen erhoben.
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3.3.1 Anthropometrische Parameter

Die anthropometrischen Daten der Kontroll- und Apfelsaftgruppe nach einwochiger Depletion
bzw. nach vierwochiger Intervention sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Durch die
Apfelsaftintervention wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe weder der BMI noch der
Taille-Hiiftquotient (WHR) der Probanden signifikant beeinflusst. Der durchschnittliche BMI
in der Apfelsaftgruppe betrug 23,3 + 1,3 kg/mz, in der Kontrollgruppe 22,9 + 1,3 kg/mz. Der
durchschnittliche betrug WHR 0,93 + 0,04. Um Aufschluss iiber die Kérperzusammensetzung
der Probanden zu erhalten, wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels bioelektrischer
Impedanzanalyse der prozentuale Korperfettanteil sowie die fettfreie Masse jedes Probanden
vor und nach Intervention erhoben. Durch die vierwochige Apfelsaftintervention wurde die

Korperzusammensetzung im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant beeinflusst.

Tabelle 3.3: Einfluss der Getrinkeinterventionen auf anthropometrische Parameter (MW % SD). Die
untersuchten Groflen dnderten sich durch die vierwochige Apfelsaftintervention nicht signifikant im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

Kontrollgruppe (n=28) Apfelsaftgruppe (n=30)
Anthropometri-
p-Wert
scher Parameter
Depletion Intervention  Depletion Intervention
BMI [kg/m’] 229+1,3 229+ 1,3 233+1,3 233+1,3 0,76
WHR 0,93 £0,04 0,93 £ 0,05 0,93 £0,03 0,93 £ 0,04 0,74

Fettfreie Masse [%] 61,2+6,2 61,9+6,3 62,3+5,2 63,1 +54 0,84

Korperfett [kg] 17,6 + 3,8 16,6 + 3,7 19,0 3,6 17,8 4,1 0,67

53



3 ERGEBNISSE

3.3.1 Fettstoffwechselparameter

Die Fettstoffwechselparameter der Kontroll- und Apfelsaftgruppe nach einwdchiger
Depletion bzw. nach vierwochiger Intervention sind in Tabelle 3.4 dargestellt. In der
Apfelsaftgruppe dnderten sich die Fettstoffwechselwerte wie Serumtriglyzeride oder
Gesamtcholesterol nach vierwochiger Apfelsaftintervention im Vergleich zur Kontrollgruppe
nicht signifikant. Die durchschnittlichen Triglyzeridwerte betrugen 87,2 + 35,0 mg/dL
(Kontrollgruppe) bzw. 89,4 + 47,1 mg/dL (Apfelsaftgruppe). In der Kontrollgruppe lagen die
durchschnittlichen Gesamtcholesterolwerte bei 190,5 + 27,0 mg/dL, in der Apfelsaftgruppe
bei 195,5 + 34,1 mg/dL. Auch die Konzentrationen der einzelnen Cholesterolfraktionen LDL

und HDL wurden infolge der Apfelsaftintervention nicht signifikant veréndert.

Tabelle 3.4: Einfluss der Getrinkeinterventionen auf Fettstoffwechselparameter (MW * SD). Die
untersuchten Groflen dnderten sich durch die vierwochige Apfelsaftintervention nicht signifikant im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

Kontrollgruppe (n=28) Apfelsaftgruppe (n=30)

Fettstoffwechsel-
p-Wert

parameter

Depletion Intervention Depletion Intervention
Serumtriglyzeride ¢, 5, 353 9334346 8364378 9524564 0,66
[mg/dL]
Gesamtcholesterol

185,1 £24,1 195,9 +£29.9 188,3 + 30,7 202,6 £37,5 0,61
[mg/dL]
LDL [mg/dL] 118,8 £23,8 125,0 £ 28,5 124,9 + 24,7 133,9 + 30,8 0,66
HDL [mg/dL] 61,0 +13,3 59,7 £ 14,0 56,0+ 13,3 59,0 £ 16,7 0,74
LDL/HDL-Quotient 2,05 + 0,59 2,22 +0,69 2,32 +0,63 2,35+0,71 0,51
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34 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Fizes- und Fazeswasser-

Parameter

Wie unter 2.3.1 beschrieben, sammelten zusitzlich 12 Teilnehmer der Apfelsaftgruppe und 10
Teilnehmer der Kontrollgruppe an den beschriebenen Tagen Stuhlproben. Der
Altersdurchschnitt bzw. der BMI dieser Teilnehmer lag bei 36,4 Jahre und
23,0 kg/m? (Apfelsaftgruppe) bzw. 36,3 Jahre und 23,2 kg/m* (Kontrollgruppe).

34.1 Stuhlgewicht, Stuhlwassergehalt und pH-Wert

Der vierwochige Apfelsaftkonsum trug zu keiner Anderung des Stuhlgewichts und des
Wassergehaltes der Fidzesproben bei (Tabelle 3.5). Der pH-Wert von unverdiinntem

Féazeswasser blieb mit 6,90 vor und nach der vierwochigen Apfelsaftintervention unverindert.

Tabelle 3.5: Einfluss der Getrinkeinterventionen auf verschiedene Fidzes- und FW-Parameter
(MW + SD). Durch die Apfelsaftintervention wurden die untersuchten Grofien im Vergleich zur Kontrollgruppe

nicht signifikant veréndert.

Kontrollgruppe (n=10) Apfelsaftgruppe (n=12)
Fazes- / FW-
p-Wert
parameter
Depletion Intervention Depletion Intervention
Stuhlgewicht [g] 206 =79 189 + 123 178 £ 112 181 £ 127 0,83

Wassergehalt [%] 75,4 +4,1 73,4+5,0 73,5+7.9 75,2+5,9 0,96

pH-Wert 6,89 + 0,41 6,94 £ 0,44 6,90 £ 0,23 6,90 £ 0,33 0,72

Da die alimentdre Fliissigkeitszufuhr Grofen wie Stuhlgewicht und Stuhlwassergehalt
malgeblich beeinflussen kann, dokumentierten die Probanden einen Tag vor und wihrend der
48-stiindigen Sammelperiode die tdgliche Aufnahme an Getrinken wie Wasser, Tee, Kaffee
sowie Studien-Apfelsaft bzw. Kontrollgetrank (Protokoll siehe Anhang 8.6). Aus den Daten
wurde die durchschnittliche Fliissigkeitszufuhr der Probanden aus Kontroll- und

Apfelsaftgruppe erfasst (Tabelle 3.6). Die Zufuhr an Fliissigkeit blieb sowohl an den Tagen
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der Depletionsphase als auch wihrend der Interventionsphase weitgehend konstant. Ferner
wurde untersucht, ob eine hohe Fliissigkeitszufuhr mit einem hohen Stuhlgewicht oder
Stuhlwassergehalt korreliert. Es konnte jedoch keine signifikante Korrelation ermittelt

werden.

Tabelle 3.6: Durchschnittliche Fliissigkeitszufuhr [L] der Probanden vor und wihrend der 48-stiindigen
Stuhlsammelperiode (MW #* SD). Die alimentdre Aufnahme an Getrénken blieb iiber die Tage vor (Tag 5 und
32) und wihrend (Tag 6,7 und 33,34) der Sammelperiode weitgehend konstant.

Fliissigkeitszufuhr [L] Fliissigkeitszufuhr [L]
Studienphase

der Kontrollgruppe (n=10) der Apfelsaftgruppe (n=12)

Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 5 Tag 6 Tag 7
Depletion (MW =+ SD)

2,1+0,5 22+06 25+£08 22+08 25+09 2409

Tag 32 Tag 33 Tag 34 Tag 32 Tag 33 Tag 34
Intervention (MW =+ SD)

24+0,8 25+08 23+£0,7 25+09 26+09 25+08
34.2 Kurzkettige Fettsduren in Fizeswasser

Um den Einfluss der vierwodchigen Zufuhr des ballaststoffhaltigen Trubs des Apfelsaftes auf
die luminale Konzentration an Fermentationsprodukten ermitteln zu konnen, wurden in den
1:2 mit PBS priparierten Fizeswasserproben der Probanden die Hauptfermentationsprodukte
Azetat, Propionat und Butyrat mittels GC/FID bestimmt (Abbildung 3.2). Zusétzlich wurden
auch die lingerkettigen Fettsduren (Valerat, Caproat) und die verzweigtkettigen Homologe
(Isobutyrat, Isovalerat) in die Bestimmung aufgenommen. Die Messdaten (MW £ SD) der

einzelnen Fettsduren befinden sich in Anhang 8.2.
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Abbildung 3.2: Einfluss der Apfelsaftinterventionen auf die Konzentration kurzkettiger Fettsiuren
(m Azetat, m Propionat, m Butyrat, Isobutyrat, m Isovalerat, m Valerat, m Caproat). Die Messdaten (MW + SD)

befinden sich in Anhang 8.2.

Der vierwochige Konsum des naturtriiben Apfelsaftes beeinflusste die Konzentration der
einzelnen kurzkettigen Fettsduren im Vergleich mit der Kontrollgruppe nicht. Der
durchschnittliche Gesamtfettsduregehalt betrug 101,1 + 2,8 mM. Auch das prozentuale
Verhiltnis der einzelnen Fettsduren im Vergleich zum Gesamtfettsduregehalt blieb
unveridndert. Zwischen dem gemessenen pH-Wert und der Konzentration der einzelnen
kurzkettigen Fettsduren bzw. der Gesamtfettsdurekonzentration (r=0,16; p=0,43) zeigte sich

kein linearer Zusammenhang.

3.4.3 Fiazeswasser-Zytotoxizitit

Nach 24h-Inkubation mit 1:2-pridpariertem FW war bei allen Probanden eine deutliche
dosisabhiingige Abnahme der Vitalitit von HT29-Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (PBS) zu beobachten. Dies ist exemplarisch anhand zweier Probanden A und B der

Apfelsaftgruppe sowohl vor als auch nach vierwochiger Intervention dargestellt (Abbildung

3.3).
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Abbildung 3.3: Dosisabhidngiger zytotoxischer, Effekt von Fazeswasser am Beispiel zweier Probanden A und B
aus der Apfelsaftgruppe in Abhingigkeit der Studienphasen. Dargestellt sind die Vitalitdtsraten aus einem
Experiment in Dreifachbestimmung (MW=SD) relativ zur unbehandelten PBS-Kontrolle (m Depletion,

o Intervention).

Wihrend die intraindividuellen Schwankungen der Probanden hinsichtlich der zytotoxischen
Wirkung der FW-Proben im Allgemeinen relativ gering waren, war dagegen eine deutliche
interindividuelle Variabilitit zu verzeichnen: Die FW-Proben einiger Probanden, wie anhand
Proband B dargestellt, fiihrten zum kompletten Absterben der Zellen im FW-
Konzentrationsbereich von 15 - 20 %. Die FW-Proben anderer Probanden, wie an Beispiel A
gezeigt, zeigten nur miBig toxische Effekte, da selbst bei einer FW-Konzentration von 20 %
(v/v in Komplettmedium) die Zellvitalitdt um maximal 40 - 50 % abnahm.

Um den Einfluss der Apfelsaftintervention auf die FW-Zytotoxizitit im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch zu ermitteln, wurden die Vitalititswerte bei einer FW-
Konzentration von 5, 8 und 10 % FW (v/v in Komplettmedium) fiir die Auswertung
herangezogen, da in diesem Bereich beginnende Effekte auf die Vitalitdt zu erwarten waren
(Abbildung 3.4). Bei den FW-Konzentrationen von 5, 8 und 10 % zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der zytotoxischen Eigenschaften, weder in Abhéngigkeit der

Studienphase noch des konsumierten Getrankes.
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Abbildung 3.4: Zytotoxische Wirkung von 5, 8 und 10 % Fizeswasser der Apfelsaftgruppe (n=12) und der
Kontrollgruppe (n=10) in Abhingigkeit der Studienphasen auf die Vitalitdit von HT29-Zellen nach 24h
Inkubation (- Apfelsaftgruppe Depletion; m Apfelsaftgruppe Intervention; Kontrollgruppe Depletion;

m Kontrollgruppe Intervention).

3.5 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf das Polyphenolprofil

3.5.1 Polyphenole in Urin und Fizeswasser

Mit den unter Abschnitt 2.4 und 2.5 vorgestellten Methoden wurden Apfelsaftpolyphenole
und deren postulierte Abbauprodukte in den Urin- und FW-Proben der Probanden aus
Apfelsaft- und Kontrollgruppe aus beiden Studienphasen gemessen. Zur besseren Ubersicht
wurden  Metabolite  mit  strukturellen =~ Gemeinsamkeiten  (Hydroxybenzoesduren,
Hydroxyphenylessigsdauren, Phenylpropionsduren und Hydroxyzimtsduren und intakte

Apfelsaftpolyphenole) graphisch zusammengefasst.
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Da die Urin- und FW-Proben einmal ohne und einmal mit enzymatischer Hydrolyse
aufbereitet wurden, konnte das Verhiltnis von freier zu konjugierter Form (Glukuronide und
Sulfate) der einzelnen Polyphenole ermittelt werden, was in den folgenden Abschnitten

ebenfalls graphisch dargestellt ist.

3.5.1.1 Hydroxybenzoesiduren und Phlorogluzinol
Konzentration in Urin

Nach vierwochigem Apfelsaftkonsum wurden im Urin der Probanden erhohte
Vanillinsdurekonzentrationen nachgewiesen (Abbildung 3.5). Der Konzentrationsanstieg von
15,5 £6,79 uM (Depletion) auf 45,7+ 17,79 uM (Intervention) war dabei signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p <0,05). Die Konzentrationen an 3-OH-Benzoesdure und
Phlorogluzinol wurden infolge der Apfelsaftintervention nicht signifikant beeinflusst. Bei den
untersuchten aromatischen Verbindungen zeigten sich deutliche interindividuelle

Schwankungen in den Polyphenolkonzentrationen.
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Abbildung 3.5: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an 3-OH-BA, Phlorogluzinol und
Vanillinsdgure in Urin (MW=+SD), * = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p<0,05.
Apfelsaftgruppe, Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe,

Intervention.

60



3 ERGEBNISSE

Konzentration in Fiazeswasser

In FW erhohte sich die Vanillinsdaurekonzentration von 1,9 £ 0,3 uM auf 4,7 £ 1,4 uM. Der
Konzentrationsanstieg war jedoch nicht signifikant. Die Konzentrationen an 3-OH-

Benzoesédure und Phlorogluzinol wurden infolge der Apfelsaftintervention nicht beeinflusst.
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Abbildung 3.6: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an 3-OH-BA, Phlorogluzinol und
Vanillinsdure in FW (MW =+ SD). Apfelsaftgruppe, Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention;

Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe, Intervention.

Hydrolyse mit B-Glukuronidase und Sulfatase

Da die Urin- und FW-Proben einmal ohne und einmal mit enzymatischer Hydrolyse
aufbereitet wurden, konnte das prozentuale Verhiltnis von freier zu konjugierter Form
(Glukuronide und Sulfate) der einzelnen Polyphenole ermittelt werden (Abbildung 3.5 und
3.6): Vanillinsdure lag in den Proben der Kontrollgruppe und Apfelsaftgruppe (Depletion) zu
ca. 48,3 + 8,9 % (Urin) bzw. 38,9 + 12,3 % (FW) in Form seiner Glukuronide und Sulfate vor.
Nach Apfelsaftkonsum verschob sich dieses Profil zugunsten der konjugierten Form. Bis zu
74,1 £8,9 % (Urin) bzw. 49,2 £ 15,7 % (FW) der Vanillinsdure lagen in diesen Proben in
konjugierter Form vor. Phlorogluzinol wurde durch enzymatische Hydrolyse der Proben im
Vergleich zu den Proben ohne Hydrolyse in anndhernd doppelter Konzentration
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nachgewiesen, zu ca. 47,3 + 9,6 % (Urin) bzw. 38,2 4,1 % (FW) lag es in seinen konjugierten
Formen vor. 3-OH-Benzoesdure wurde in Urin hauptsdchlich in seiner freien Form
nachgewiesen, es wurden im Urin nur 5,9+ 1,4 % in konjugierter Form detektiert, im

Fiazeswasser 26,6 + 16,6 %.

3.5.1.2 Hydroxyphenylessigsiuren

Konzentration in Urin

Die Phenylessigsduren 3-OH- und 4-OH-Phenylessigsdure waren mit durchschnittlich
132 + 110 uM (3-OH-Phenylessigsdure) und 160 + 106 uM (4-OH-Phenylessigsdure) die im
Urin am hochsten vertretenen Phenolsduren (Abbildung 3.7). Nach vierwochiger
Apfelsaftintervention konnte kein signifikanter Konzentrationsanstieg der untersuchten

Hydroxyphenylessigsduren im Urin nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.7: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an Hydroxyphenylessigsduren in
Urin (MW = SD). = Apfelsaftgruppe, Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion;

m Kontrollgruppe, Intervention.
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Konzentration in Fiazeswasser

Bei 4-OH-Phenylessigsdure bzw. 3,4-diOH-Phenylessigsdure wurde im FW ein deutlicher,
jedoch nicht signifikanter Konzentrationsanstieg infolge Apfelsaftkonsum von 25,9 auf 56,5
UM (4-OH-Phenylessigsdure) bzw. von 1,3 auf 8,3 uM (3,4-diOH-Phenylessigsiure)
gemessen (Abbildung 3.8). Wie bei den Urinproben zeigten die FW-Proben der Probanden
deutliche interindividuelle Unterschiede im Phenylessigsduregehalt, die prozentualen

Standardabweichungen betrugen zum Teil Werte iiber 100%.
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Abbildung 3.8: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an 3-OH-Phenylessigséure,
4-OH-Phenylessigsdure und 3,4-diOH- Phenylessigsdure in FW (MW + SD). m Apfelsaftgruppe, Depletion; m

Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe, Intervention.

Hydrolyse mit B-Glukuronidase und Sulfatase

In Urin wurden die drei analysierten Hydroxyphenylessigsduren iiberwiegend (> 75%) in
ihrer unkonjugierten Form nachgewiesen (Abbildung 3.7). In FW betrug der Anteil der
Konjugate 24,9 + 10,5 % (3-OH-Phenylessigsdure), 23,2 + 12,0 % (4-OH-Phenylessigsiure)
und 31,3 £10,3 % (3,4-diOH-Phenylessigsdure) an der Gesamtkonzentration der einzelnen

Phenylessigsduren (Abbildung 3.8).
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3.5.13 Hydroxyphenylpropionsiduren
Konzentration in Urin

Im Urin der Probanden wurden nach Apfelsaftkonsum keine signifikant erhohten
Konzentrationen an Phenylpropionsdure, 4-OH-Phenylpropionsdure und 3,4-diOH-

Phenylpropionsiure im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: FEinfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an Phenylpropionsiure,
4-OH-Phenylpropionsdure und 3,4-diOH-Phenylpropionsdaure in Urin (MW =+ SD). Apfelsaftgruppe,

Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe, Intervention.

Konzentration in Fiazeswasser

Phenylpropionsdure war mit einem durchschnittlichen Gehalt von 805 £ 122 uM die im FW
in hochsten Konzentrationen vertretene aromatische Saure (Abbildung 3.10). Wihrend die
FW-Konzentrationen von Phenylpropionsdure und 4-OH- Phenylpropionsidure durch die
Apfelsaftintervention nicht beeinflusst wurden, stieg die Konzentration der 3,4-diOH-
Phenylpropionsdure von 7,1 £2,1 auf 20,1 + 8,5 uM im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant an (p < 0,05).
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Abbildung 3.10: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an PP, 4-OH-PP und 3,4-diOH-PP
in FW (MW =+ SD), * = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p<0,05. = Apfelsaftgruppe, Depletion;

m Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe, Intervention.

Hydrolyse mit B-Glukuronidase und Sulfatase

4-OH-Phenylpropionsidure wurde in den Urinproben aller Probanden zu 49,3 + 3,5 % in
konjugierter Form detektiert, im FW mit 10,5 + 8,6 % deutlich geringer. Eine dhnliche
Tendenz zeigte sich bei der 3,4-diOH-Phenylpropionsiure (35,6 + 6,6 % konjugiert in Urin,
nur 20,5 £ 9,7 % konjugiert in FW).

Im FW lag Phenylpropionsidure in beiden Studiengruppen und Studienphasen durchschnittlich
zu 18,3 + 6,1 % in konjugierter Form vor. Im Urin wurde vor Apfelsaftintervention die
Phenylpropionsdure nur zu 12,8 + 1,4 % in Form ihrer Konjugate nachgewiesen, nach
Apfelsaftintervention verschob sich das Verhiltnis zugunsten der konjugierten Form

(50,5 + 18,6 %), moglicherweise bedingt durch den Konzentrationsanstieg.
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3.5.14 Hydroxyzimtsiuren

Konzentration in Urin

Nach vierwochiger Apfelsaftintervention wurde Ferulasdure im Urin der Probanden in
signifikant erhohten Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen
(p < 0,05). Die Ferulasdurekonzentration stieg von 14,3 + 3,9 uM auf 26,1 = 7,5 uM an. Die
Konzentration von Isoferulasidure erhohte sich ebenfalls von 6,8 + 4,5 uM auf 13,2 £ 4,3 uM,
der Anstieg war jedoch nicht signifikant. Die Kaffeesdurekonzentration wurde durch die
Apfelsaftintervention nicht moduliert. Sie betrug durchschnittlich im Gesamtkollektiv 2,9 +

2,1 uM.

40
konjugiert
B unkonjugiert
35 *
30 -
Z s
=
S
S 20
E
: |
S }
S 15 I
S
N
10 L
. d % 0 @

Isoferulasiaure Ferulasaure Kaffeesiiure

Abbildung 3.11: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an Isoferulasdure, Ferulasdure und
Kaffeesdure in Urin (MW=+SD), * = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p<0,05.
Apfelsaftgruppe, Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe,

Intervention.
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Konzentration in Fiazeswasser

Auch im FW stieg die Ferulasdurekonzentration nach Apfelsaftintervention signifikant
(p <0,05) von 50,5 £ 9,9 uM auf 74,8 + 14,0 an (Abbildung 3.10). Die Konzentrationen von

Kaffee- und Isoferulasidure dnderten sich durch die Apfelsaftintervention nicht.
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Abbildung 3.12: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an Isoferulasdure, Ferulasdure und
Kaffeesdure in FW (MW =+ SD), signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe mit p<0,05.
Apfelsaftgruppe, Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention; = Kontrollgruppe, Depletion; m Kontrollgruppe,

Intervention.

Hydrolyse mit B-Glukuronidase und Sulfatase

Im Urin aller Probanden lag Kaffeesdure mit 66,3 + 5,9 % iiberwiegend in konjugierter Form
vor, im FW dagegen nur zu 17,2 + 4,7 %. Glukuronide und Sulfate der Ferulasdure hatten im
Probandenurin 38,7 £+ 8,1 % Anteil an der Ferulasduregesamtkonzentration, im FW 24,1 + 4,6
%. Fiir Isoferulasdure betrug der prozentuale Anteil der Konjugate im Urin 55,3 + 3,3 %, im
FW 41,9 £ 13,1 %.
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3.5.1.5 Intakte Apfelsaftpolyphenole

Konzentration in Urin und Fizeswasser

Phloretin war in den Proben der Probanden der Depletionsphase der Apfelsaftgruppe sowie in
beiden Studienphasen der Kontrollgruppe nicht nachweisbar. Nach der vierwochigen
Apfelsaftintervention wurden 2,51 + 1,62 uM Phloretin im Urin nachgewiesen, im FW
0,53 £0,16 uM. Auch Epicatechin konnte nur in den Proben nach Apfelsaftkonsum detektiert
werden mit 3,06 = 6,31 uM (Urin) und 0,67 + 0,31 (FW). Die Daten sind in Abbildung 3.13
dargestellt.

Hydrolyse mit B-Glukuronidase und Sulfatase

Die Apfelsaftpolyphenole Phloretin und Epicatechin konnten in Urin und FW nur in den
Proben mittels GC/MS quantifiziert werden, die vorher durch enzymatische Hydrolyse mittels
B3-Glukuronidase und Sulfatase aufgearbeitet worden waren. Die Polyphenole lagen somit

tiberwiegend in ihrer Form ihrer Phase-II-Konjugate vor.

konjugiert
M unkonjugiert

Konzentration [uM]

0 i o

Phloretin Epicatechin

Abbildung 3.13 Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an Phloretin und Epicatechin in Urin

und FW (MW + SD). m Konzentration im Urin; m Konzentration im FW.
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3.5.2 Polyphenole in Plasma

Im Niichternplasma der Probanden konnten aufgrund ihrer geringen Konzentrationen
(Konzentrationen im nanomolaren Bereich) nur die in Abbildung 3.14 dargestellten
Phenolsduren detektiert werden. Ein Einfluss der Apfelsaftintervention auf den Gehalt der im
Plasma bestimmten Phenolsduren Vanillinsdure, 4-OH-Phenylessigsdure und Ferulasdure
konnte nicht nachgewiesen werden. Eine enzymatische Hydrolyse der Plasmaproben war
aufgrund der unter 2.6 beschriebenen Gelbildung der Probe nicht moglich. Somit konnten nur

die Phenolsduren nachgewiesen werden, die im Plasma in freier Form vorlagen.
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Abbildung 3.14: Einfluss der Apfelsaftintervention auf die Konzentrationen an Phenolsduren in Plasma (MW +
SD). m Apfelsaftgruppe, Depletion; m Apfelsaftgruppe, Intervention; Kontrollgruppe, Depletion; m

Kontrollgruppe, Intervention.
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3.6 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Diabetes- und Adipositas-

assoziierte Risikofaktoren fiir Dickdarmkrebs
3.6.1 Diabetesmarker

Aufgrund der potenziellen antidiabetischen Eigenschaften von Apfelsaftpolyphenolen wurden
im Rahmen dieser Studie die Diabetesmarker Insulin, IGF-1% und IGFBP-3** und HbA1c?
untersucht. Infolge des vierwdchigen Konsums von Apfelsaft konnten keine signifikanten
Anderungen der untersuchten Diabetesmarker Insulin, IGF-1 und IGFBP-3 im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werde. Bei HbAlc zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine tendenzielle, aber nicht signifikante Abnahme von 5,51 £ 0,32 % auf 5,36 + 0,31 % in
der Apfelsaftgruppe (p = 0,08). Insulin sank ebenfalls tendenziell in der Apfelsaftgruppe (p =
0,11).

Tabelle 3.7: Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Diabetesmarker. Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte
und Standardabweichungen der einzelnen Gruppen aus den Studienphasen. Die Konzentrationen an Insulin und
HbAlc nahmen durch die Apfelsaftintervention tendenziell im Vergleich zur Kontrollgruppe ab, die anderen

Marker dnderten sich nicht.

Kontrollgruppe (n=28) Apfelsaftgruppe (n=30)
Diabetesmarker p-Wert
Depletion Intervention  Depletion Intervention
Insulin [pU/mL] 6,00 £ 5,32 6,67 £ 5,47 6,73 £3,71 5,32 £2,65 0,11
IGF-1 [ng/mL] 260 =90 266 =92 270 £ 103 241 +£90 0,28
IGFBP-3 [ug/mL] 4,59 + 0,83 4,76 + 0,80 4,88 + 0,83 4,78 + 0,87 0,78
HbAlc [%] 5,48 £0,24 5,48 £0,32 5,51 £0,32 5,36 £ 0,31 0,08

3 IGF-1=Insulin Growth Factor-1
* IGFBP-3=IGF-Binding Protein-1
» HbAlc=Glykohimoglobin Alc
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3.6.2 Adipositasmarker

Die erhohte Inzidenz fiir kolorektale Tumoren bei adiposen Personen wird mit einer erhohten
Sezernierung fettgewebsspezifischer Proteine in Verbindung gebracht [Cowey, 2006]. Um
den Einfluss von Apfelsaftkonsum auf diese Adipositasmarker bei gesunden Minnern zu
ermitteln, wurden im Serum und Plasma der Probanden vor und nach Intervention die
Konzentrationen verschiedener Adipokine ermittelt.

Die Werte der gemessenen Adipositasmarker Resistin und Adiponektin wurden durch den
Apfelsaftkonsum im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht moduliert. Die Leptinkonzentration
erhohte sich nach vierwochigem Apfelsaftkonsum jedoch signifikant (p = 0,04) von 3,01 +
0,83 auf 4,03 £ 1,51 ng/mL im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tabelle 3.8).

Tabelle 3.8: Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Adipositasmarker. Dargestellt sind die berechneten
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Gruppen aus den Studienphasen. Durch die
Apfelsaftintervention stieg die Leptinkonzentration signifikant (p=0,04) im Vergleich zur Kontrollgruppe an, die

anderen Adipositasmarker dnderten sich nicht.

Kontrollgruppe (n=28) Apfelsaftgruppe (n=30)
Adipositasmarker p-Wert
Depletion Intervention  Depletion Intervention
Resistin [ng/mL] 3,78 £ 1,07 3,82+ 1,16 3,93+ 1,09 4,00 = 0,90 0,94

Adiponektin [pg/mL] 5,80 + 3,10 6,12 + 2,38 5,82 +3,27 5,85 +3,93 0,63

Leptin [ng/mL] 3,38 £0,64 3,04 £0,88 3,01 £0,83 4,03 £1,51 0,04*
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3.6.3 Entziindungsmarker

Durch die vierwochige Apfelsaftintervention konnten keine Anderungen in den
Konzentrationen der untersuchten Entziindungsmarker TNF (x26, IL—627, hsCRPZS, sVCAM?
und sICAM™ ermittelt werden. Die Werte der Apfelsaft- und Kontrollgruppe sind in Tabelle
3.9 dargestellt.

Tabelle 3.9: Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Entziindungsmarker. Dargestellt sind die berechneten

Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Gruppen aus den Studienphasen.

Kontrollgruppe (n=28) Apfelsaftgruppe (n=30)
Entziindungsmarker p-Wert

Depletion Intervention ~ Depletion Intervention
TNF-a [pg/mL] 5,27£3,36 5,62+299 5,18 +3,66 4,15 +3,99 0,19
IL-6 [pg/mL] 1,39 + 0,96 1,49 + 1,56 1,60 + 1,45 1,73 £ 1,26 0,95
hsCRP [ng/mL] 1600 £ 1506 1629 +1401 1528 +1239 1604 £ 1162 091
sVCAM [ng/mL] 700 £ 231 723 £262 684 + 247 695 +251 0,84
sICAM [ng/mL] 415 £ 161 424 £ 201 506 £ 277 463 £ 163 0,36
3.6.4 Korrelationsanalysen

Im Rahmen der Korrelationsanalyse wurden die verschiedenen Parameter auf Korrelationen
untereinander sowie auf Korrelationen mit dem BMI oder Alter untersucht. Die Analyten
wurden dabei entweder nur vor oder nur nach der Intervention miteinander korreliert.

Folgende, aus der Literatur bekannte gemessene Korrelationen bei Studien mit Adipdsen oder
Diabetikern, wurden im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift: Resistin—Adiponektin; Insulin—-IGF-

1; IGF-1-IGFBP-3; Leptin-BMI; Leptin—Korperfett;  Insulin—Alter;  Insulin-BMI;

20 TNFa=Tumor Necrosis Factor o

7 IL-6=Interleukin-6

*® hsCRP=high sensitive C-reactive Protein

? sVCAM=soluble vascular cell adhesion molecule
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Adiponektin—IL-6; IL-6-CRP; Adiponektin—IL-6; Adiponektin—-BMI; Resistin—-BMI; TNFo—
BMI; CRP-BMI. Weder fiir die Kontroll- noch fiir die Apfelsaftgruppe konnten signifikante
lineare Zusammenhénge der untersuchten Parameter untereinander festgestellt werden. Dies
beruht moglicherweise auf dem gesunden Probandenkollektiv (sdmtliche Werte der

gemessenen Diabetes-, Adipositas- und Entziindungsmarker lagen im Normalbereich) und der

engen BMI-Spanne von 20,3-25,3 kg/rn2.
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4 Diskussion

Die protektiven Effekte von Apfelsaft, Apfelsaftextrakten oder isolierten Polyphenolen aus
Apfelsaft hinsichtlich ihres antidiabetischen und antiinflammatorischen Potentials wurden
bereits in einer Vielzahl von Zellkulturstudien oder in Tiermodellen belegt [Barth et al., 2005;
Schifer et al., 2006; Decorde et al., 2008]. Auch weisen verschiedene epidemiologische
Studien am Menschen auf ein priiventives Potential durch regelmiBigen Konsum von Apfeln
bzw. Apfelsaft hin [Knekt er al., 2002; Song et al., 2005]. Um eine Beurteilung des
praventiven Potentials von Apfelsaft am Menschen erméglichen zu kénnen, sind Ergebnisse

aus kontrollierten Humaninterventionsstudien notwendig.

4.1 Probandendaten, Studiendesign und Compliance

Gemil den Studienanforderungen sollten fiir die Interventionsstudie nur normalgewichtige,
méinnliche Teilnehmer mit einer Altersspanne von 20-60 Jahren rekrutiert werden. Mit einer
BMI-Spanne von 20,3 -25,3kg/m” und einer Alterspanne von 21 -57 Jahren des
Gesamtkollektivs wurden diese Kriterien erfiillt. Ferner kamen die Interessenten fiir eine
Studienteilnahme nur dann in Frage, wenn sie keine Storungen im Fettstoffwechsel
aufwiesen. Die im Rahmen der Rekrutierung untersuchten Fettstoffwechselwerte der
Probanden (Tabelle 3.1) lagen weitgehend im Bereich der Referenzwerte. Fiir Serum-
triglyzeride ist ein Referenzbereich von 50 - 150 mg/dL, fiir Serumcholesterol von
120 - 200 mg/dL angegeben [Thomas L., 1998]. Eine Teilnahme von Diabetikern an dieser
Studie war nicht zugelassen. Mit Typ 2-Diabetikern soll in einem nachfolgenden Studienteil
eine Interventionsstudie unter denselben Bedingungen stattfinden, ebenso mit adipdsen
Probanden. Das Ergebnis des oralen Glukosetoleranztests (Abbildung 3.1) zeigt, dass mit
einem durchschnittlichen Niichtern-Blutglukosewert von 85,4 + 8,6 mg/dL. (normal: <
100 mg/dL) und einem Wert zwei Stunden nach Glukosebelastung von 90,8 + 15,2 mg/dL
(normal: < 140 mg/dL) bei allen Probanden eine Storung des Glukosestoffwechsels

ausgeschlossen werden konnte [American Diabetes Association, 2008].

Die Humanstudie wurde randomisiert, kontrolliert und im Paralleldesign durchgefiihrt. Die
Kontrollgetrinkegruppe diente zur Elimination von Einfliissen, die nicht auf

getrinkespezifische Faktoren zuriickzufiihren sind. Bei Erndhrungsstudien {iiber einen
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mehrwochigen Zeitraum konnten beispielsweise Faktoren wie bewusstere Einstellung zur

Erndhrung eine bedeutende Rolle spielen und die Ergebnisse beeinflussen.

Der Zusatz des gleichen Anteils von Zuckern, Mineralstoffen und Vitamin C im
Kontrollgetrink ermoglichte die Fokussierung auf die Wirkung der bioaktiven Inhaltsstoffe
des Apfelsaftes wie Polyphenole und Ballaststoffe. Der vierwochigen Interventionsphase von
Apfelsaft- und Kontrollgruppe ging jeweils eine einwdchige Depletion voraus, in der die
Probanden mit der Einhaltung der Vorgaben des Erndhrungsprotokolls begannen. Die
einwochige Auswaschphase diente dazu, mogliche Nachwirkungen einer der Studie
vorausgegangen  polyphenolreichen  Erndhrung weitgehend zu vermeiden. Die
Depletionsdauer von einer Woche wurde in Anlehnung an die in zahlreichen anderer Studien
dokumentierten raschen Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen gewihlt [reviewed in Scalbert &
Williamson, 2000; Manach et al., 2004]. Ferner wurde dies zuvor in einer Pilotstudie mit

sechs Probanden iiberpriift.

Jeder Studienteilnehmer erhielt vor Beginn der Studie eine Studienbroschiire mit einem
individuellen Terminplan. Dies gewdhrleistete die termingerechte Durchfithrung der beiden
Hauptuntersuchungen sowie Probensammlung durch die Probanden an den Studientagen 6-8
und 33-35 (Studiendesign Abbildung 2.1). Ferner ergab die Uberpriifung der Ernihrungs-
protokolle (Anhang 8.5) und die personliche Befragung der Probanden am Studienende, dass
keiner der Teilnehmer {iber den gesamten Studienzeitraum von den vorgegebenen
Erndhrungsinstruktionen (Anhang 8.4) abwich. Von den 60 rekrutierten Teilnehmern brachen
zwei Teilnehmer aus der Kontrollgruppe die Studie ab; einer in der fiinften Studienwoche aus
beruflichen Griinden, der zweite wegen Unvertriglichkeit des Kontrollgetrinkes in der
zweiten Studienwoche. Die anderen 58 fiihrten die Studie bis zum Ende durch, was
insbesondere fiir die gute Vertrdglichkeit von 0,75 L Apfelsaft am Tag spricht. Ferner zeigt
die geringe Abbrecherquote, dass die Einschrinkungen fiir den Konsum von Lebensmitteln
wie Kaffee, Séften und alkoholischen Getrinken fiir die Teilnehmer iiber den fiinfwochigen

Zeitraum vertretbar waren.

75



4 DISKUSSION

4.2 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf anthropometrische

Parameter und Fettstoffwechselparameter

4.2.1 Anthropometrische Parameter

Aufgrund des hohen Gehaltes an unldslichen Ballaststoffen wie Hemizellulosen und Lignin in
Obst und Gemiise wird deren gewichtsreduzierendes Potential diskutiert. Ballaststoffe haben
eine lange Verweildauer im Darm, bei ausreichender Fliissigkeitszufuhr ein hohes
Quellvermogen und damit einen sittigenden Effekt [Danjo et al., 2008]. In einer Studie von
Conceicao et al. mit iibergewichtigen Frauen konnte beim Verzehr von 3 Apfeln pro Tag nach
zwOlf Wochen bei normaler Ernidhrung eine signifikante Gewichtsreduktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe ermittelt werden [Conceicao de et al., 2003].

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Apfelsaft konnte im Vergleich zur Gruppe mit
isokalorischem Kontrollgetrink kein gewichtsreduzierender Effekt bei den Probanden
nachgewiesen werden, der durchschnittliche BMI édnderte sich iiber die Interventionsperiode
nicht (Tabelle 3.3). Jedoch ist zu beriicksichtigen, dass die Probanden bereits
normalgewichtig waren und eine zusitzliche Reduktion des Korpergewichtes durch
Apfelsaftkonsum nicht wiinschenswert ist. Die Messung der anthropometrischen Parameter
soll im Zusammenhang mit den Folgestudien (Ubergewichtige und Typ 2-Diabetiker)

vielmehr als Kontrolle dienen.

Der BMI erméglicht keine genaue Information iiber die Korperzusammensetzung und auch
keine Information {iiber die Korperfettverteilung [Volkert, 2006]. Aufgrund dieser
Limitationen wurde der BMI im Rahmen dieser Studie nicht als einziger anthropometrischer
Parameter herangezogen. Als erginzender Parameter diente die Messung der Verteilung des
Korperfetts durch Bestimmung des Taille-Hiiftquotienten (WHR). Ein hoher WHR ist mit
einer hohen Akkumulation von Fettdepots um Bauchhaut, Riicken, Seiten und inneren
Organen (Viszeralfett) assoziiert. Ferner wird ein WHR {iber 1,0 bei Médnnern wird mit einem
erhohten Risiko fiir kardiovaskulidre Erkrankungen in Verbindung gebracht [WHO, 2003].
Dabei scheint insbesondere die gesteigerte Sezernierung proinflammatorischer Zytokine aus
den viszeralen Fettzellen (sieche auch Abschnitt 4.5) eine Rolle zu spielen [Filipovsky et al.,
1993]. In beiden Studiengruppen wurde vor und nach Intervention ein durchschnittlicher

WHR von 0,93 + 0,04 gemessen, der damit unterhalb des Risikowertes von 1,0 lag.
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Aus einer Vielzahl an Studien ist bekannt, dass die Zufuhr von unlGslichen Ballaststoffen
aufgrund ihres Séattigungsgefiihls invers mit dem Korperfettanteil assoziiert ist [reviewed in
Slavin 2005]. Im Rahmen dieser Studie konnte, im Vergleich mit der Kontrollgruppe, keine
signifikante Reduktion des Korperfetts durch die vierwochige Intervention mit trilbem
Apfelsaft ermittelt werden (Tabelle 3.3). Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass triiber
Apfelsaft nur einen geringen Anteil an Ballaststoffen enthélt. Die unldslichen Ballaststoffe
sind in den Trubstoffen des Apfelsaftes enthalten. Der Trub besteht vorwiegend aus Proteinen
(40 %), Lipiden (30 %), Pektinen (0,5 %) und neutralen Polysacchariden wie Hemizellulosen
und Lignin (7 %). Der Trub macht ca. 1-2 g/LL des Apfelsaftes aus [Will & Dietrich, 1992].
Somit hatte die Zufuhr von téglich 0,75 L triitbem Apfelsaft nur einen geringen Anteil an der
taglichen Gesamtaufnahme an Ballaststoffen, die in einer typisch westlichen Diét mit 12-20 g
pro Tag jedoch noch deutlich unter der empfohlenen Zufuhr von 30 g liegt [Young 2005;
DGE 2000]. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass der durchschnittliche prozentuale
Korperfettanteil mit 18,4+3,9 % (Apfelsaftgruppe) und 17,143,8 % (Kontrollgruppe) bereits
im Referenzbereich (10-20 %) fiir schlanke Minner lag [Reuter 2006]. Zudem sollen, wie
bereits oben erldutert, die Ergebnisse der Apfelsaftstudie mit den gesunden Probanden
nachfolgend mit den Resultaten der Studien mit Ubergewichtigen und Diabetikern verglichen

werden.

4.2.2 Fettstoffwechselparameter

Die protektiven Effekte der bioaktiven Inhaltsstoffe aus Apfelsaft fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen beruhen moglicherweise auf ihren lipidsenkenen Eigenschaften [Boyer & Liu,
2004]. Verschiedene Studien mit Supplementation von isolierten Apfelpolyphenolen konnten
sowohl bei Ratten als auch beim Menschen nach mehrwochiger Intervention eine signifikante
Reduktion des Gesamtcholesterols, der LDL-Fraktion und der Serumtriglyzeride nachweisen
[Nagasako-Akazome et al., 2005; Duclos et al., 2003; Aprikian et al., 2001; Leontowicz et al.
2002; Aprikian et al., 2003]. Auch die Untersuchungen von 16slichen Ballaststoffen wie
Pektin aus Obst und Gemiise haben positive Effekte auf den Cholesterin-Spiegel bei
Probanden bestitigt. Als relevanter Mechanismus wird die Bindung von Gallensduren im
Darm diskutiert. Der Organismus muss die Gallensduren unter Verbrauch von Cholesterin neu

generieren, was zu einem erniedrigten Serumcholesterinspiegel fithrt [Kiihn 2004].

Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrte Apfelsaftintervention konnte keine signifikante

Anderung der Fettstoffwechselparameter im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden
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(Tabelle 3.4), was darauf zuriickzufiihren ist, dass die Werte der Probanden bereits im
Normalbereich lagen. Ferner leistet der in dieser Studie verwendete Apfelsaft nur einen
geringen Beitrag zur Gesamtzufuhr an 16slichen Ballaststoffen wie Pektin sein (siehe auch
4.2.1). Durchschnittliche Pektingehalte triiber Apfelsifte betragen 600-1000 mg/L, was
wahrscheinlich einen zu geringen Anteil an der Gesamtzufuhr von Ballaststoffen ausmacht
[Dietrich & Will, 1992]. Eine technologische Moglichkeit, den Gehalt an 16slichen
Ballaststoffen wie Pektin in Apfelsaft zu erhohen, kann durch eine so genannte
Tresterextraktion (enzymatischer Aufschluss des Apfeltresters) geschehen. Durch diese
Technik kann der Ballaststoffgehalt um das zehnfache gesteigert werden. Ferner erhoht sich
durch den Aufarbeitungsprozess der Gehalt an Polyphenolen aus der Apfelschale wie z. B.
Quercetin, wodurch der ernidhrungsphysiologische Wert des Saftes zusitzlich gesteigert
werden kann [Mehrldnder et al., 2003]. Fiir weitere Interventionsstudien wére eine
Durchfiihrung mit diesem Tresterextraktionssaft aufgrund des hoheren Gehalts an
Ballaststoffen und Polyphenolen aufgrund ihres gewichtsreduzierenden und lipidsenkenden
Potentials interessant. In diesem Zusammenhang konnte die Untersuchung von

Risikokollektiven wie Ubergewichtigen und Typ 2-Diabetikern wichtige Ergebnisse liefern.

Zusitzlich ist bei dieser Arbeit zu beriicksichtigen, dass die Studie mit einer komplexen
Lebensmittelmatrix in Form von Apfelsaft durchgefiihrt wurde. In den oben geschilderten
Studien, in denen lipidsenkende Eigenschaften von Apfelpolyphenolen festgestellt wurden,
sind die isolierten Inhaltsstoffe verwendet worden. Somit wurden in den Studien Einfliisse
anderer Inhaltsstoffe, die fiir Friichte und Fruchtsifte charakteristisch sind, ausgeschlossen.
Beispielsweise konnte in einer Vielzahl von Humanstudien bei gesunden, normalgewichtigen
Probanden die mehrwochige Supplementation von Friichten mit einer signifikanten Zunahme
des Serumcholesterols und der —triglyzeride assoziiert werden. Dieser Zusammenhang wurde
mit der erhohten Fruktosezufuhr durch die Friichte in Verbindung gebracht [Swanson et al.,
1992; Bantle et al., 2000; Huber et al., 2003]. Mechanistisch beruht der lipidsteigernde Effekt
von Fruktose vermutlich auf Stimulation der hepatischen de novo Lipogenese [Le & Tappy,
2006]. Eine Interventionsstudie von Faeh et al. zeigte bei gesunden Probanden nach 28 Tagen
einer fruktosereichen Kost einen signifikanten Anstieg der Serumtriglyzeride um 79 + 22 %
[Faeh et al., 2005].

Ein signifikanter Anstieg der Fettstoffwechselparameter durch die Apfelsaftintervention
konnte im Rahmen dieser Studie im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht gemessen werden.
Die tdgliche Fruktosezufuhr des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kontrollgetrinkes und

Apfelsaftes lag mit etwa 50 g Fruktose pro 0,75 L deutlich unter der eingesetzten Menge
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anderer Interventionsstudien wie beispielsweise in der von Faeh et al. (3 g Fruktose pro kg
Korpergewicht). Jedoch zeigen die geschilderten Studien die hohe Relevanz, dass man bei der
Untersuchung von bioaktiven Inhaltsstoffen nicht nur die Wirkung des isolierten Produkts,
sondern auch die komplexe Lebensmittelmatrix beriicksichtigen muss, da auch andere

Inhaltsstoffe in der Beeinflussung der untersuchten Parameter eine wichtige Rolle spielen

konnen.

4.3 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf Fizes- und
Fazeswasserparameter

4.3.1 Stuhlgewicht und Stuhlwassergehalt

Die individuelle Zusammensetzung des Stuhls wird iiberwiegend durch die aufgenommene
Nahrung, die Mikroflora und die Transitzeit bestimmt. Die Mikroflora macht bis zu 55 % der
Stuhltrockenmasse aus. Trotz intensiver Wasserriickresorption im Dickdarm besteht Stuhl
nach der intestinalen Darmpassage zum Grofteil aus Wasser [Stephen & Cummings, 1980].
Ein hohes Stuhlgewicht, was mit einem hohen Stuhlwassergehalt und einer kurzen Transitzeit
im Darm verbunden ist, wird mit einem verminderten Risiko fiir die Entstehung kolorektaler
Karzinome assoziiert. Dies beruht auf Verdiinnungseffekten, die den Kontakt potentieller
Karzinogene im Darm mit dem Darmepithel vermindern. Durch eine beschleunigte Transitzeit

wird zudem die Kontaktzeit verringert [Cummings et al., 1992].

Da der Stuhlwassergehalt und das Stuhlgewicht sowohl inter- als auch intraindividuell
betrichtlich variieren kann [Stephen & Cummings, 1980], wurde am Ende jeder Studienphase
tiber eine Periode von 48 h von einem Teil der Probanden Stuhl gesammelt. Aus
organisatorischen Griinden war es nicht moglich, alle Probanden in die Stuhlsammlung
einzubeziehen, da nur drei Rdume mit Gefriertoiletten zur Verfiigung standen. Durch eine
kontrollierte Didt wurde an den Tagen der Probensammlung eine einheitliche Zufuhr von
Fliissigkeit ~und  Ballaststoffen  gewihrleistet.  Letztere  konnen  durch  ihr
Wasserbindungsvermogen und die dadurch bedingte Quellung im Dickdarm das Stuhlgewicht
malgeblich steigern [Gibson et al., 2005]. Sowohl die intra- als auch die interindividuellen
Schwankungen des Stuhlwassergehaltes waren mit 74,4 +4,6 % (Kontrollgruppe) bzw.
74,3 £ 6,9 % (Apfelsaftgruppe) sehr gering. Der durchschnittliche Stuhlwassergehalt lag im
Bereich der ermittelten Werte anderer Studien [Allinger et al., 1989; Jenner et al., 2005].
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Durch die vierwochige Apfelsaftintervention wurde der Stuhlwassergehalt der Fazesproben
im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht beeinflusst. Inhaltsstoffe des Apfelsaftes, die zu einer
Erhohung des Stuhlwassergehaltes fithren konnten, sind die Ballaststoffe. Jedoch scheint die
Konzentration an unloslichen Ballaststoffen des in dieser Arbeit verwendeten Apfelsaftes im
Vergleich zur iiblichen taglichen Gesamtzufuhr an Ballaststoffen (siehe auch 4.2.1) zu gering
zu sein, so dass Effekte auf die hier vorgestellten Parameter nicht nachweisbar waren. In
verschieden Studien wurde eine signifikante Erhohung des Stuhlgewichts erst ab einer
taglichen Supplementation von 15-30 g Ballaststoffen in Form von Zellulose, zusétzlich zur

normalen Erndhrung, erreicht [Gibson et al., 1995; Castiglia-Delavaud et al., 1998].

Das durchschnittliche Stuhlgewicht verschiedener ethnischer Gruppen kann zwischen
72-470 g pro Tag variieren, wobei ein hohes Stuhlgewicht mit einer hdheren Zufuhr an
Ballaststoffen assoziiert wird. Das Stuhlgewicht von Populationen speziell aus
Wohlstandsgesellschaften mit geringer Ballaststoffzufuhr variiert mit 80-120 g pro Tag
deutlich im unteren Bereich [Stephen & Cummings, 1980; Cummings et al., 1992]. Unter
Ausschluss intraindividueller Schwankungen kann aus den Daten von Cummings et al. ein
durchschnittliches Stuhlgewicht von 160-240 g/48 h errechnet werden. Dies entspricht
anndghernd den in im Rahmen dieser Studie ermittelten Daten: Fiir die 48-stiindigen
Sammelperioden vor und nach Intervention wurde eine mittlere Stuhlmasse von
196 £ 101 g /48 h (Kontrollgruppe) bzw. 180 + 98 g/48 h (Apfelsaftgruppe) ermittelt (siche
Tabelle 3.5). Im Vergleich zum Stuhlwassergehalt unterlag das Stuhlgewicht erheblich
groferen interindividuellen Schwankungen von ca. 50%. Durch den Apfelsaftkonsum wurde
auch das Stuhlgewicht nicht signifikant beeinflusst, was wie beim Stuhlwassergehalt auf den

zu geringen Ballaststoffgehalt des Apfelsaftes zuriickgefiihrt werden kann.

Da Ballaststoffe aufgrund ihres FEinflusses auf die vorgestellten Féazesparameter
wahrscheinlich in einem bedeutenden Zusammenhang mit der Darmkrebsprdvention stehen,
konnte in einer weiteren Studie als Alternative zum Apfelsaft ein Lebensmittel mit einem
hoheren Ballaststoffgehalt eingesetzt werden, beispielsweise der unter 4.2.2 vorgestellte
Tresterextraktionssaft, wobei sich durch die Methode hauptsidchlich der Gehalt an 16slichen
Ballaststoffen wie Pektin erhoht. Ferner konnte als alternatives Studiengetrink auch ein so
genannter ,,Smoothie” in Betracht gezogen werden: Ein Smoothie kann zur Hilfte aus Saft
und zur Hilfte aus Fruchtmark oder —piiree bestehen, der Ballaststoffgehalt ist dadurch

deutlich hoher [DGE, 2007]. Die Darreichungsform wére ebenfalls in unkomplizierter Form
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eines Getrianks, und durch den Herstellungsprozesses sind die bioaktiven Inhaltstoffe in den

Portionen homogen verteilt.

4.3.2 pH-Wert von Fazeswasser

Niedrige pH-Werte von Fizeswasser werden mit einem verminderten Risiko fiir kolorektale
Tumoren in Verbindung gebracht [Walker er al., 1986]. Dabei gelten beispielsweise die
verringerte Loslichkeit von freien Gallensduren und langkettigen Fettsduren bei erniedrigten
pH-Werten, Veridnderungen in der Zusammensetzung der Mikroflora sowie eine potentiell
verringerte Bildung von Karzinogenen durch bakterielle Enzyme als Ursachen [American
Gastroenterological Association, 2000]. Das luminale pH-Gleichgewicht ist dynamisch und
hingt von zahlreichen Faktoren ab, z. B. von der Konzentration an kurzkettigen Fettsduren
und anderen organischen Sduren, Bikarbonat, Phosphat, Ammoniak und von anorganischen
Kationen wie Na*, Ca®*, K* und Mg** sowie der Zusammensetzung der Mikroflora [Newmark
und Lupton, 1990]. Eine Ursache fiir eine pH-Wert-Erniedrigung kann eine erhohte Aktivitit
der Mikroflora sein, die Substanzen wie kurzkettige Fettsduren durch den Abbau von
loslichen Ballaststoffen wie Pektin produziert. In einer Humanstudie von Hillman et al.
konnte gezeigt werden, dass erst ab einer tidglichen Supplementation von 12 g Ballaststoffen
iber einen vierwochigen Zeitraum der pH-Wert von Fiazeswasser signifikant reduziert wurde

[Hillman et al., 1983].

Die in dieser Arbeit ermittelten pH-Werte von unverdiinntem Fédzeswasser entsprachen mit
durchschnittlich 6,90 + 0,28 (Apfelsaftgruppe) und 6,92 + 0,43 (Kontrollgruppe) den Werten
aus anderen Studien [Schnibele et al., 2008, Allinger et al., 1989; Glinghammar et al., 1997].
Durch die Apfelsaftintervention wurde der pH-Wert im Fizeswasser der Probanden nicht
verdndert, sondern blieb iiber beide Studienphasen konstant. Dies ist vermutlich auf den zu
geringen Anteil an Ballaststoffen des Apfelsaftes zuriickzufithren, wodurch die
Zusammensetzung und Aktivitit der Mikroflora und nachfolgend der pH-Wert von
Fazeswasser nicht wesentlich beeinflusst wurde. Wie bereits in den vorigen Abschnitten
diskutiert, konnten in weiteren Studien mit Fizeswasseruntersuchungen Apfelsaftprodukte mit

einem hoheren Ballaststoffanteil eingesetzt werden.
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4.3.3 Kurzkettige Fettsiuren

Die dominierenden kurzkettigen Fettsdauren des Kolons, die durch die bakterielle
Fermentation ballaststoffhaltiger Nahrung entstehen, sind Azetat (C2), Propionat (C3) und
Butyrat (n-C4). Sie machen ca. 90 % der kurzkettigen Fettsduren im Dickdarm aus
[Scheppach et al., 1992]. Die Fermentation von Proteinen liefert neben den drei genannten
Fettsduren auch hoherkettige Monokarbonsduren wie Valerat (n-C5) und Caproat (n-C6)
sowie die verzweigtkettigen Fettsduren Isobutyrat (iso-C4) bzw. Isovalerat (iso-C5).

Die Konzentration und das molare Verhiltnis der kurzkettigen Fettsduren werden im
Wesentlichen durch das Substratangebot bestimmt [Scheppach et al., 1992]. Das
durchschnittliche molare Verhiltnis der in dieser Arbeit erfassten Hauptfettsiuren
Azetat:Propionat:Butyrat betrug 54:18:18 (Apfelsaftgruppe) bzw. 58:19:18 (Kontrollgruppe).
Diese Verhiltnisse stimmten damit anndhernd mit den ermittelten Werten aus anderen Studien
iberein: Muir et al. ermittelten in Populationen, die durchschnittlich 24 g Ballaststoffe am
Tag zufiihrten, in Fazeswasser ein molares Verhéltnis von 56:15:18 [Muir et al., 1998].

Die Konzentrationen der in dieser Arbeit erfassten kurzkettigen Fettsduren wurden infolge der
vierwochigen Apfelsaftintervention im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht beeinflusst (siehe
Abbildung 3.2). Ahnlich wie beim gemessenen pH-Wert der Fizeswasserproben, ldsst sich
dies auf den vermutlich zu geringen Gehalt an Ballaststoffen des Apfelsaftes zuriickfiihren,
welche ein potentielles Substrat fiir die intestinale Mikroflora darstellen.

Kurzkettige Fettsduren, insbesondere Azetat und Butyrat, sind nicht nur mikrobielle
Abbauprodukte von Ballaststoffen, sondern auch von Flavonoiden. So wiesen Ueno et al. und
Blaut et al. den mikrobiellen Abbau durch Eubacterium ramulus von Quercetin in die
Phenolsdure 3,4-Dihydroxy-Phenylessigsdure und die Fettsduren Azetat und Butyrat nach
[Ueno et al., 1983]. Da Flavonoide wie Quercetin in dem in dieser Studie verwendeten
Apfelsaft nur in geringen Mengen (ca. 2,9 mg/L) vertreten waren, wird diese Konzentration
fiir eine signifikante Beeinflussung der Fettsdurekonzentration im millimolaren Bereich

wahrscheinlich nicht ausreichend sein.

4.3.4 Fazeswasser-Zytotoxizitit

Es wird vermutet, dass zytotoxische Komponenten im Darmlumen vermehrt zum Absterben
von Epithelzellen der Darmmukosa fithren und es zu einer gesteigerten proliferativen
Aktivitdt von Kryptenzellen kommt, womit sich das Risiko fiir die Entwicklung eines

kolorektalen Karzinoms erhohen kann [Gill & Rowland, 2002].
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fidzeswasserproben zeigten bei Inkubation mit
HT29-Zellen eine dosisabhédngige Abnahme der Zellvitalitit (siche Abbildung 3.3). Trotz der
kontrollierten Didt wihrend der Sammelperiode und einheitlichen Erndhrungsvorgaben
zeigten sich deutliche interindividuelle Schwankungen, was bereits in anderen Studien
beobachtet werden konnte [Osswald et al., 2000]. Die Fizeswasserproben der Probanden der
Apfelsaftgruppe zeigten nach vierwdchiger Saftintervention im Vergleich zur Kontrollgruppe
keine signifikante Anderung ihrer zytotoxischen Eigenschaften in HT29-Zellen (bei 5, 8 und
10 % im Zellkulturmedium, siehe Abbildung 3.4).

Mogliche Mechanismen, die zu einer Reduktion der Fazeswasser-Zytotoxizitidt beitragen
konnen, sind beispielsweise Konzentrationsdnderungen an potentiell toxischen Substanzen
wie Gallensduren, langkettige Fettsdauren und Ammoniak im Féazeswasser. Wie bereits unter
4.3.1 beschrieben, konnen unlosliche Ballaststoffe durch ihr Quellvermégen zu einem
erhohten Wassergehalt im Kolon fiithren, was zu Verdiinnungseffekten fiihrt, wodurch der
Gehalt an potentiell toxischer Komponenten im Darmlumen verringert wird. Ferner konnen
losliche Ballaststoffe wie Pektin als Substrat der Mikroflora deren Aktivitit und
Zusammensetzung modulieren, so dass es zu einer verringerten Produktion bzw. erhohtem
Abbau toxischer Agenzien im Darm kommt [Gibson et al., 2005]. Jedoch scheint die
Konzentration an Ballaststoffen fiir eine Modulation der genannten Faktoren nicht
auszureichen.

Im Zusammenhang mit einer erhohten Polyphenolzufuhr durch die Nahrung wird auch eine
gesteigerte Konzentration an phenolischen Substanzen und deren Metaboliten im Darmlumen
diskutiert. Aufgrund ihrer antiinflammatorischen Wirkung konnten sie zu einer Verringerung
entziindlicher Prozesse im Kolon fiihren [Garsetti, 2000]. Obwohl Apfelsaftpolyphenole
sowie charakteristische Metabolite (siehe 3.4) im Fazeswasser nachgewiesen werden konnten,
scheint ihre Konzentration zu gering zu sein, um die Fidzeswasser-Zytotoxizitit zu
beeinflussen. Fiir zukiinftige Fdzeswasserstudien wire eine Ergénzung mit zusétzlichen
Untersuchungen wie z. B. Messung der antioxidativen Kapazitiit von Fiazeswasser interessant,
um zusitzliche Informationen einer Erndhrungsintervention auf die FEigenschaften von

Fiazeswasser zu erhalten.
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4.4 Einfluss von Apfelsaftkonsum auf das Polyphenolprofil

in Urin, Fazeswasser und Plasma

4.4.1 Einfluss auf die Konzentration intakter Apfelsaftpolyphenole

Die Konzentration intakter Polyphenole in Plasma und Urin ist bereits in einer Vielzahl von
Humanstudien untersucht worden, fiir Fidzesproben sind die Daten bislang begrenzt
[reviewed in Manach et al., 2004]. Die Wiederfindung von Polyphenolen in der Matrix des
entsprechenden untersuchten Humanmaterials kann sich sehr unterscheiden, vermutlich
aufgrund struktureller Besonderheiten. So wurden nach Aufnahme von Flavonolen wie
Quercetin Mengen von 0,3 - 3,6 % der urspriinglichen Verzehrsmenge im Urin detektiert
[Hollman et al., 1997; Graefe et al., 2001]. Wiederfindungsraten von Flavanolen wie
Catechin, Epicatechin und Proanthozyanidinen in Urin variierten stark von ihrer
urspriinglichen Aufnahmequelle (Tee: 0,5 - 6 %, Rotwein: 2 - 10 %, Kakao: bis zu 30 %) [Lee
et al., 1995; Baba et al., 2000; Donovan et al., 2002].

In dieser Arbeit konnten sowohl in den Urin- als auch in den Fizeswasserproben der
Probanden aus der Apfelsaftgruppe nach vierwochiger Intervention Phloretin (Urin:
2,51 £1,62 uM; Fizeswasser: 0,53 + 0,16 uM) und Epicatechin (Urin: 3,07 = 6,31 uM;
Fazeswasser: 0,67 = 0,31 uM) identifiziert werden (siche Abbildung 3.13). In den Proben der
Depletionsphase der Apfelsaftgruppe und beiden Studienphasen der Kontrollgruppe konnten
diese Polyphenole nicht detektiert werden. Die genannten Apfelsaftpolyphenole konnten in
Urin und Fizeswasser nur in den Proben quantifiziert werden, die vorher durch enzymatische
Hydrolyse mittels B-Glukuronidase und Sulfatase aufgearbeitet worden waren. Dies weist
darauf hin, dass die Polyphenole einem intensiven Phase-II-Metabolismus unterliegen und
tiberwiegend in Form ihrer Glukuronide oder Sulfate ausgeschieden werden, was bereits
vielfach in anderen Studien beschrieben wurde [Natsume et al., 2003; Mullen et al., 2006;
Jaganath et al., 2006]. In Form der Phase-II-Konjugate liegen die Pflanzenstoffe als
hochmolekulare, wasserlosliche Verbindungen vor, die als solche von den Korperzellen nicht
resorbiert werden konnen, um potentielle protektive Funktionen in der Zelle ausiiben zu
konnen [Moon et al., 2001].

In einer Studie von DuPont et al. wurde im 24 h-Urin von Probanden, die 1 L Apfelwein
konsumiert hatten, eine Phloretinkonzentration von 3,8 + 1,0 uM ermittelt [DuPont et al.,
2002]. Da Phloretin, variierend nach Apfelsorte, in hohen Mengen enthalten ist, kann dieses
Polyphenol als aussagekriftiger Biomarker fiir die Polyphenolzufuhr durch Apfel und

Apfelprodukte herangezogen werden. Jenner ef al. detektierten bei einem Probanden nach
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einer polyphenolreichen, jedoch nicht kontrollierten Diét eine Phloretinkonzentration bis zu
0,05 uM in Fizeswasser, also deutlich weniger als im Rahmen dieser Arbeit [Jenner et al.,
2005].

Im Plasma der Probanden konnten nach vierwochigem Apfelsaftkonsum keine intakten
Apfelsaftpolyphenole detektiert werden. Dies konnte darauf beruhen, dass eine enzymatische
Hydrolyse der Proben (siehe Abschnitt 2.6) wegen Gelbildung der Probe nicht moglich war
und somit die Polyphenole in Form ihrer Sulfate und Glukuronide nicht identifiziert werden
konnten. Eine weitere Begriindung konnte in der raschen Bioverfiigbarkeit der Polyphenole
liegen: Die Blutentnahme der Probanden fand jeweils am Morgen nach der zweitdgigen
Sammelperiode unter Einhaltung einer zwolfstiindigen Nahrungskarenz statt. Aufgrund der in
anderen Studien ermittelten raschen Bioverfiigbarkeit der Polyphenole ist davon auszugehen,
dass nach 12stiindigen Fasten die Apfelsaftpolyphenole bereits aus dem Blut eliminiert waren
[Scalbert & Williamson, 2000]. Um die Bioverfiigbarkeit der Apfelsaftpolyphenole anhand
von Messdaten im Probandenplasma beurteilen zu kdnnen, miisste im Rahmen einer Kinetik-
Studie der Apfelsaft einmalig zu einem bestimmten Zeitpunkt von den Probanden konsumiert

werden und anschliefend Blutabnahmen zu mehreren, kontrollierten Zeitpunkten stattfinden.

Trotz eines breiten Spektrums an Polyphenolen, die im Apfelsaft enthalten sind, wurden bis
auf die beiden Aglyka Epicatechin und Phloretin keine weiteren intakten Apfelsaft-
polyphenole in den untersuchten Proben detektiert. Dies konnte zum einen darauf beruhen,
dass diese beiden Polyphenole mit Konzentrationen von 14,7 mg/L (Epicatechin) und
88,6 mg/L. (Phloretinglykoside) nach der Chlorogensdure und ihren Derivaten die im
Apfelsaft am hdufigsten vertretenen Polyphenole waren (siehe Tabelle 2.1). Moglicherweise
waren andere Polyphenole nach der Darmpassage und Resorption in den Urin- bzw.
Fazeswasserproben enthalten, jedoch in so geringen Mengen, dass sie mit der in dieser Arbeit
angewendeten GC/MS-Methode nicht mehr nachgewiesen werden konnten. Zudem werden
fir eine hohere Nachweisempfindlichkeit fiir hochmolekulare Polyphenole héaufig
Analysenmethoden wie HPLC-ESI/MS oder HPLC-APCI/MS eingesetzt, welche wiederum
fiir die Analytik von Phenolsduren ungeeignet sind. Aufgrund des geringen Volumens der
Fazeswasser- und Plasmaproben war eine Aufteilung der Proben nicht moglich. Da
insbesondere die Analytik von charakteristischen Metaboliten der Polyphenole im

Vordergrund stand, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Analyse mittels GC/MS bevorzugt.
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4.4.2 Einfluss auf die Konzentration an Phenolséiuren

Im Rahmen dieser Arbeit stand neben der Identifikation intakter Apfelsaftpolyphenole in
Urin, Fidzeswasser und Plasma insbesondere die Analyse einfacher Phenolsduren in
Vordergrund. Der Abbau intakter Polyphenole in einfache Phenolsduren findet durch die
mikrobielle Aktivitdt im Kolon statt. Sie konnen dann direkt mit den Fizes ausgeschieden
werden, oder infolge Resorption im Kolonepithel durch das Blut transportiert und schlie8lich
iber den renalen Weg eliminiert werden [Aherne & O'Brien, 2002]. In anderen Humanstudien
sind einige Phenolsduren bereits als potentielle Metabolite bestimmter Polyphenole
identifiziert wurden und konnen somit als Biomarker fiir die Polyphenolzufuhr herangezogen

werden [DuPont et al., 2002; Olthof et al., 2003; Jenner et al., 2005; Mennen et al., 2006].

Die phenolische Verbindung Phlorogluzinol (1,3,5-TriOH-Benzol) gilt als charakteristisches
Abbauprodukt von Phloretin und Quercetin [Monge et al., 1984; Walle et al., 2001]. Die
detektierten Mengen in Urin und Féazeswasser waren bei allen Probanden sehr gering
(beispielsweise im Féazeswasser 0,35 +£0,18 uM), die Konzentration blieb auch nach
Apfelsaftkonsum unverédndert (siche Abbildungen 3.5 und 3.6). Jenner et al. detektierten mit
0,11 £ 0,12 uM Phlorogluzinol im Fazeswasser ebenfalls nur sehr geringe Mengen. Blaut et
al. beschrieben den raschen mikrobiellen Abbau von Phlorogluzinol zu kurzkettigen
Fettsdauren wie Azetat und Butyrat. Vermutlich stellt Phlorogluzinol nur ein kurzfristiges
Zwischenprodukt dar, welches rasch einem weiteren Metabolismus unterliegt [Blaut et al.,

2003].

Die in dieser Arbeit untersuchte Phenylessigsdure 3,4-diOH-Phenylessigsdure wurde unter
anderem als mikrobieller Metabolit des Quercetins beschrieben, welche weiter zu
4-OH-Phenylessigsdure und 3-OH-Phenylessigsdure abgebaut werden kann [Justesen &
Arrigoni, 2001]. Der Apfelsaftkonsum zeigte keinen signifikanten Einfluss auf eine
Konzentrationszunahme der gemessen Phenylessigsduren im Urin und Fazeswasser der
Probanden, was auch auf der geringen Quercetinkonzentration des Apfelsaftes beruhen
konnte. 4-OH-Phenylessigsdure und 3-OH-Phenylessigsdure waren unter den untersuchten
Phenolsduren im Urin quantitativ am stéirksten vertreten (siche Abbildungen 3.7 und 3.8). In
Plasma wurden ebenfalls mit iiber 0,2 nM relativ hohe Konzentrationen im Vergleich zu den

anderen im Plasma detektierten Sduren gemessen (sieche Abbildung 3.14)

Die in dieser Arbeit bestimmten Hydroxyzimtsduren Kaffeesidure, Ferulasdure und

Isoferulasdure sowie deren mikrobielle Folgeprodukte 3,4-diOH-Phenylpropionsiure,
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4-OH-Phenylpropionsdure, Vanillinsdure und 4-OH-Phenylpropionsdure wurden in einer
Studie von Olthof et al. als mikrobielle Metabolite der Chlorogenséiure identifiziert [Olthof e?
al., 2003]. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte der Apfelsaftkonsum im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikante Konzentrationserhohung (p<0,05) von Ferulasdure und
Vanillinsdure im Urin der Probanden (siehe Abbildung 3.11). Im Fidzeswasser konnte neben
Ferulasdure auch die 3,4-diOH-Phenylpropionsdure in signifikant erhohten Konzentrationen
(p<0,05) infolge Apfelsaftkonsums nachgewiesen werden (siche Abbildung 3.12). Der
Konzentrationsanstieg dieser drei Phenolsduren konnte auf die erhohte Zufuhr an
Chlorogensaure zuriickzufiihren sein; mit dem Konsum von 0,75 L Apfelsaft nahmen die
Probanden téglich ca. 130 mg Chlorogensidure am Tag auf. In der Untersuchung von Olthof e?
al. konnte im 24h-Urin von Probanden, die zuvor 2 g Chlorogensédure in isolierter Form
aufgenommen hatten, ein dhnliches Metabolitenprofil analysiert werden: Die Konzentrationen
von Ferulasdure und 3,4-diOH-Phenylpropionsédure stiegen infolge der Chlorogensiure-

Supplementation stark signifikant (p<0,01) an [Olthof et al. 2003].

Ein Einfluss auf die Konzentration in Urin und Fizeswasser an 3-OH-Benzoesdure (siche
Abbildung 3.5 und 3.6) und die detektierten Phenylpropionsduren (siehe Abbildung 3.9 und
3.10) als mogliche Abbauprodukte monomerer Flavan-3-ole konnte in dieser Arbeit nach
vierwochigem Apfelsaftkonsum nicht gemessen werden. Olthof et al. wiesen im 24 h-Urin
von Probanden nach Verzehr eines catechinreichen Teeextrakts signifikant erhohte
Konzentrationen (p<0,01) an 3-OH-Benzoesdure nach, jedoch war die Zufuhr an Catechinen
aus Teeextrakt mit 1,25 g merklich hoher als mit dem in dieser Arbeit verwendeten Apfelsaft
(20,6 mg/LL monomere Catechine). In einer Studie von Jenner et al. hatte der einmalige
Verzehr einer polyphenolreichen Kost nach einer eintidgigen polyphenolarmen Didt im
Fazeswasser eines Probanden einen dreifachen Anstieg an 3-OH-Benzoesdure zur Folge
[Jenner ef al., 2005]. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass es sich bei der Studie von Jenner
et al. nur um die Untersuchung eines Individuums handelte und somit keine interindividuellen

Schwankungen beriicksichtigt werden mussten.

Obwohl die Probanden durch den Apfelsaftkonsum tédglich ca. 270 mg Polyphenole
aufnahmen, war nach der vierwochigen Saftintervention nur bei wenigen Phenolsduren eine
signifikante Konzentrationszunahme im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten.
Aufgrund der in zahlreichen Studien ermittelten raschen Bioverfiigbarkeit der Polyphenole
und in der eigenen Pilotstudie gemessenen Daten ist davon auszugehen, dass die einwochige

Depletionsphase fiir eine Elimination typischer Metabolite von Apfelsaftpolyphenolen in Urin
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und Fizeswasser ausreichend gewesen ist, um einen Effekt vor und nach der
Apfelsaftintervention nachweisen zu konnen. Trotz kontrollierter Erndhrung zeigten sich
sowohl in Urin als auch in Fidzeswasser hohe inter- und intraindividuelle Schwankungen
beziiglich der Phenolsdaurekonzentrationen. Dies zeigten auch Ergebnisse anderer Studien,
sowohl mit als auch ohne kontrollierter Diét [Jenner et al., 2005; Karlsson et al., 2005; Ito et
al., 2005; Mennen et al., 2006b]. Ursachen dafiir konnen neben Polymorphismen fiir
intestinale Hydrolyse- und Transportenzyme auch Unterschiede in der Zusammensetzung der
Mikroflora sein [Scalbert & Williamson, 2000]. Des Weiteren stellen die analysierten
Phenolsduren nicht nur Metabolite von Polyphenolen dar; als weitere Quellen kommen z.B.
aromatische Aminoséduren und endogene Katecholamine in Frage [Goldstein et al., 2003].

Die Verwendung von Phenolsduren als Biomarker fiir die Polyphenolaufnahme in Form einer
Lebensmittelmatrix gestaltet sich zusitzlich kompliziert, da Polyphenole ubiquitiar in
pflanzlichen Nahrungsmitteln enthalten sind. Laut Erndhrungsprotokoll waren wéhrend der
Studie beispielsweise eine Tasse Kaffee oder Tee am Tag zugelassen. Eine Tasse Kaffee kann
bis zu 150 mg Chlorogensdure enthalten, wobei der Gehalt je nach Zubereitungsart,
Kaffeesorte usw. variieren kann. Dies entspricht mehr als der tdglichen Zufuhr durch 0,75 L
Apfelsaft (ca. 130 mg Chlorogensdure) [Clifford et al., 2000]. Ein kompletter Verzicht der
Probanden auf polyphenolhaltige Lebensmittel iiber den gesamten Studienzeitraum wurde
jedoch aufgrund der langen Studiendauer ausgeschlossen: eine strikt polyphenolarme Kost in
Form von beispielsweise Fleisch, Weillbrot, Nudeln hitte nicht einer {iblichen, gesunden
Erndhrung entsprochen. Mogliche Folgen wiren dadurch moglicherweise eine geringe
Probanden-Compliance, d. h. Nichteinhaltung der vorgegebenen Erndhrungsinstruktionen,

vorzeitiger Studienabbruch oder Verdauungsbeschwerden gewesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls untersucht, in welchem Ausmafl Phenolsduren
einem Phase-1I-Metabolismus unterliegen und somit in Form ihrer konjugierten Metabolite
als Glukuronide und Sulfate in Urin und Fizeswasser ausgeschieden werden. Durch
enzymatische Hydrolyse der Proben wurde die Gesamtkonzentration der einzelnen
Phenolsduren erfasst, d. h. sowohl der Gehalt an freien als auch konjugierten Metaboliten.
Durch Vergleich der Phenolsdurekonzentration aus den Proben ohne enzymatische Hydrolyse
konnte somit bei jedem Probanden ermittelt werden, zu wie viel Prozent die betreffende
Substanz in freier bzw. in konjugierter Form im Verhiltnis zur Gesamtkonzentration der
entsprechenden Phenolsdure vorliegt. Neben Bestimmung der Gesamtkonzentration einzelner

Phenolsduren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass nicht nur die intakten
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Apfelsaftpolyphenole, sondern auch deren Metabolite in Form niedermolekularer
phenolischer und aromatischer Verbindungen einem intensiven Metabolismus unterliegen und
zu einem betrdchtlichen Anteil in konjugierter Form ausgeschieden werden.

In der Gruppe der Hydroxyzimtsduren wurden dabei Unterschiede im Ausmal} der
Konjugation festgestellt, die moglicherweise auf ihre unterschiedlichen strukturellen
Eigenschaften zuriickzufiihren sind: Wihrend im Urin die Kaffeesdure mit knapp 70 %
tiberwiegend in Form ihrer Glukuronide und Sulfate detektiert wurde, waren die prozentualen
Verhiltnisse fiir andere Hydroxyzimtsdauren wie Ferulasdure (knapp 40 %) und Isoferulasdure
(etwa 55 %) deutlich geringer. Isoferulasdure und Ferulasdure unterscheiden sich von
Kaffeesdure durch ihre funktionellen Gruppen am aromatischen Ring: Kaffeesidure besitzt
einen Catecholrest (benachbarte Hydroxylgruppen an C3 und C4), bei Isoferulasidure bzw.
Ferulasédure ist eine der Hydroxylgruppen durch eine Methoxygruppe an C3 bzw. C4 ersetzt.
In diversen in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass Hydroxyzimtsdureverbindungen mit
einer Catecholfunktion wie Kaffeesdure trotz ihrer hohen antioxidativen Kapazitit auch
prooxidative Effekte entfalten konnen und deshalb vom Organismus bevorzugt konjugiert
werden, um die rasche Elimination einer potentiell toxischen Substanz zu ermoglichen
[Boersma et al., 2002]. In einer Studie von Nardini et al. wurde im Plasma von Probanden
nach Bierkonsum die Kaffeesdure fast ausschlieBlich zu 87 - 100 % in konjugierter Form
detektiert, Ferulasdure mit ca. 70 % dagegen deutlich geringer [Nardini et al., 2006]. Um
dieses Ergebnis im Rahmen dieser Arbeit zu bestitigen, wire ein zusétzlicher Vergleich der
Plasmawerte interessant gewesen. Jedoch war eine enzymatische Hydrolyse der
Plasmaproben wegen der unter 2.6 beschriebenen Gelbildung der Proben und somit ein
Vergleich des Verhiltnisses von konjugierten und nicht-konjugierten Phenolsduren nicht
moglich; ferner hitte der Zeitpunkt der Blutentnahme aufgrund der raschen Bioverfiigbarkeit

der Polyphenole 1 - 2 h nach Apfelsaftkonsum statt finden miissen.
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4.5 Beeinflussung Adipositas- und Diabetes-assoziierter
Risikofaktoren fiir Dickdarmkrebs durch Apfelsaft-

konsum

Unter 1.1.3 wurden bereits die Zusammenhinge zwischen Adipositas, Diabetes und damit
assoziierten Komorbidititen wie Darmkrebs geschildert. Da die im Rahmen dieser Studie
bestimmten verschiedenen Diabetes-, Adipositas- und Entziindungsmarker ein mogliches
Verbindungsglied zwischen diesen Erkrankungen darstellen, sind diese Analyten bedeutende
Biomarker fiir die Abschitzung des Erkrankungsrisikos bzw. fiir die Privention: In
,Risikokollektiven* wie Ubergewichtigen konnen sie beispielsweise zur Beurteilung des
Erkrankungsrisikos der Probanden fiir Diabetes eingesetzt werden. Die Untersuchung dieser
Biomarker im Rahmen von Erndhrungsstudien kann dariiber Auskunft geben, ob die
Parameter durch die Aufnahme bioaktiver Inhaltstoffe wie Polyphenole mit
entziindungshemmender oder antidiabetischer Wirkung positiv beeinflusst werden und damit
der priventive Effekt einer polyphenolreichen Erndhrung auf die Gesundheit des Menschen

bestitigt wird.

4.5.1 Diabetesmarker

HbA1C

HbA 1c beschreibt den prozentualen Anteil an glukosyliertem Hamoglobin im Blut und ist bei
Diabetikern aufgrund ihrer Hyperglykdmie signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden
Personen [Rohlfing et al., 2002]. Die Normwerte fiir HbAlc bei Personen ohne gestorte
Glukosehomdostase bzw. Insulinresistenz liegen unter 6 % [Thomas L., 1998], was bei allen
Teilnehmern dieser Studie der Fall war (siehe Tabelle 3.7). In in vitro-Studien haben
Apfelsaftpolyphenole wie Phloretin antidiabetische Effekte durch Inhibierung intestinaler
Glukosetransporter gezeigt [Dimitrakoudis et al., 1992; Panayotova-Heiermann et al., 1995].
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine tendenzielle Reduktion (p=0,08) von HbAlc infolge
des vierwochigen Apfelsaftkonsums im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert werden.
Moglicherweise ist dieser Effekt bedingt durch die geschilderte antidiabetische Eigenschaft
des Phloretins: die Hemmung der Glukose-Resorption im Darm verringert die alimentére
Glukosezufuhr und damit die Konzentration im Blut, was zu einem reduzierten HbAlc-Wert
fiihren konnte. Phloretin in Form seiner Glykoside war mit ca. 90 mg/L im in dieser Arbeit

verwendeten Apfelsaft in relativ hohen Mengen enthalten (Tabelle 2.1); umgerechnet auf das
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Aglykon Phloretin entspricht dies 200 uM. In einer in vitro-Studie war jedoch eine
Polyphenolkonzentrationen von 1 mM noétig, um SGLT1 effektiv zu hemmen, also das
fiinffache dessen, was die Probanden tédglich durch 0,75 L Apfelsaft konsumierten [Kottra &
Daniel, 2007]. Jedoch sollten in einem komplexen Organismus auch andere Effekte wie
Hemmung renaler Glukosetransporter oder synergistische Effekte durch die verschiedenen
Apfelsaftpolyphenole berticksichtigt werden. Zudem spiegelt HbAlc den Blutglukosespiegel
der letzten acht Wochen wider, dient somit also Langzeitmarker. Vermutlich spielt fiir eine
Reduktion des Wertes nicht nur die Dosis, sondern auch die Dauer der Supplementation eine
bedeutende Rolle. Deshalb wire zusitzlich die Durchfiithrung einer Intervention mit Apfelsaft
iiber eine Periode von 8 - 12 Wochen interessant, um zu untersuchen, ob der HbAlc-Wert

durch die ldngere Studiendauer signifikant gesenkt werden konnte.

Insulin, IGF-1 und IGFBP-3

Aufgrund der potentiellen mitogenen Wirkung von Insulin und IGF-1 besteht insbesondere
bei Diabetikern aufgrund ihrer Hyperinsulindmie ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung
kolorektaler Tumoren. Beide Proteine wurden bei Diabetikern und auch bei Ubergewichtigen
in erhohten Konzentrationen nachgewiesen. IGF-1 zirkuliert im Blut zu weniger als 5 % in
freier, ungebundener und damit wirksamer Form, hauptsédchlich ist es an Bindeproteine wie
IGFBP-3 gebunden und damit inaktiviert [Zapf et al, 1986]. IGFBP-3 wird bei
libergewichtigen im Vergleich zu normalgewichtigen Personen ebenfalls in erhohten
Konzentrationen expremiert [Frystyk, 2004]. Ein linearer Zusammenhang zwischen BMI und

IGF-1 bzw. IGFBP-3 konnte bislang jedoch noch nicht bestétigt werden [Chang et al., 2002].

Die in dieser Arbeit ermittelten Werte fiir die Niichterninsulinkonzentration (sieche Tabelle
3.8) liegen im Referenzbereich von 2,5 - 41lmU/mL [Thomas, 1998]. In der Literatur finden
sich fiir IGF-1 und IGFBP-3 in der Literatur Plasmakonzentrationen von 114 - 452 ng/mL
(IGF-1) und 2,01 - 5,47 pg/mL (IGFBP-3), was mit den in dieser Arbeit erfassten Werten
nahezu iibereinstimmt (sieche Tabelle 3.7) [Granada et al., 2000]

Wiihrend IGF-1 und IGFBP-3 durch die Apfelsaftintervention nicht beeinflusst wurden, zeigte
sich bei Insulin eine tendenzielle Reduktion (p=0,11) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Ahnlich wie beim HbAlc konnte dieser Effekt auf die antidiabetischen Eigenschaften von
Polyphenolen wie Phloretin zuriickzufiihren sein. Um die Tendenz fiir die antidiabetischen
Eigenschaften von Apfelsaft zusitzlich zu unterstiitzen, wire es fiir zukiinftige

Untersuchungen sinnvoll, neben den vorgestellten Diabetesmarkern zusétzlich die Niichtern-
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Blutglukosekonzentration der Probanden zu bestimmen: Da die Plasmakonzentrationen von
Insulin und HbAlc mit dem Blutglukosespiegel zusammenhédngen, konnten die tendenziell
reduzierten Insulin- und HbAlc-Werte mit einem erniedrigten Glukose-Spiegel assoziiert

werden.

4.5.2 Adipositasmarker

Adiponektin

In Studien mit Ubergewichtigen und Patienten mit Typ 2-Diabetes wurden signifikant
erniedrigte Adiponektinkonzentrationen im Plasma gemessen [Hotta et al., 2000; Vendrell et
al., 2004]. Aufgrund seiner giinstigen Beeinflussung des Fett- und Glukosemetabolismus
werden fiir Adiponektin insulinsensitivierende Eigenschaften diskutiert [Vendrell et al.,
2004]. Bei Patienten mit koronaren Herzerkrankungen wurde nach vierwochigem Verzehr
von tdglich 1 L Oolongtee signifikant erhohte Adiponektinkonzentrationen ermittelt [Shimada
et al., 2004]. Dieser Effekt konnte auf einer moglichen Interaktion mit anderen Adipokinen
beruhen: So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass proinflammatorische Zytokine wie
IL-6 und TNF-a die Adiponektinsekretion aus dem Fettgewebe hemmen. Aufgrund der
antiinflammatorischen Wirkungen von Polyphenolen (siehe auch néchster Abschnitt) konnte
eine Hemmung dieser Inflammationsmarker die Adiponektinkonzentration giinstig
beeinflussen [Fasshauer & Paschke, 2003].

Ein Einfluss des vierwochigen Apfelsaftkonsums auf die Adiponektinkonzentration konnte im
Rahmen dieser Studie nicht nachgewiesen werden (sieche Tabelle 3.8). Eine Ursache hierfiir
ist vermutlich das gesunde Probandenkollektiv: Mit durchschnittlichen Adiponektin-
konzentrationen von 5,96 +£2,74 uyg/mL  (Kontrollgruppe) und 5,84 + 3,6 ug/mL
(Apfelsaftgruppe) liegen diese gemessenen Konzentrationen im Bereich von aus anderen
Studien ermittelten Werten fiir gesunde, schlanke Minner zwischen 20-60 Jahren [Poppitt et

al., 2008].

Resistin

Wihrend Adiponektin potentiell insulinsensitivierende Wirkung zeigt, wird Resistin als
Promotor der Insulinresistenz diskutiert [Vendrell et al., 2004]. Inwiefern das Protein beim
Menschen tatsidchlich zur Entstehung der Insulinresistenz beitrdgt ist bislang noch unklar, da
viele Humanstudien im Gegensatz zu in vitro-Untersuchungen oder Studien an Tiermodellen

keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen Resistinkonzentration, Insulinresistenz,
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Adipositas und Diabetes zeigen konnen [Heilbronn et al., 2004; Lu et al., 2006].
Verschiedene in vitro-Studien deuten auf eine Beeinflussung der Regulation von Resistin
durch Erndhrungsfaktoren hin: So konnte eine Hemmung der Genexpression von Resistin in
humanen Adipozyten durch Polyphenole aus Griinteeextrakt gezeigt werden [Liu et al.,
2006].

In der Literatur wurden fiir gesunde Personen Resistinwerte zwischen 4,1 +1,7 ng/ml
gefunden, was annihernd mit den im Rahmen dieser Studie bestimmten Daten (siehe Tabelle
3.8) iibereinstimmt [Vendrell et al., 2004]. Durch die vierwochige Apfelsaftintervention
wurde die Resistinkonzentration der Probanden nicht beeinflusst, was vermutlich, dhnlich wie

beim Adiponektin, auf das gesunde Probandenkollektiv zuriickzufiihren ist.

Leptin

Das Hormon Leptin ist wird spezifisch aus dem Fettgewebe sezerniert. Ubergewichtige haben
aufgrund der hohen Akkumulation von Fettzellen hohere Leptinkonzentrationen im Serum im
Vergleich zu normalgewichtigen Personen [Vendrell et al., 2004].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nach vierwochigem Apfelsaftkonsum eine signifikant
erhohte Leptinkonzentration (p = 0,04) im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden.
Da die Leptinkonzentration mit der Fettmasse des Korpers positiv assoziiert ist, miisste dies
bedeuten, dass das Korperfett der Probanden im Rahmen der Apfelsaftstudie ebenfalls
anstieg. Jedoch wurden die anthropometrischen Parameter wie BMI, Korperfett und WHR,
die im Rahmen dieser Arbeit erfasst wurden (Abschnitt 3.2.1), durch die vierwochige
Apfelsaftintervention nicht verdndert. Somit kann eine Steigerung der Leptinkonzentration

durch die Zunahme an Fettmasse der Probanden ausgeschlossen werden.

Aus verschiedenen Humanstudien ist bekannt, dass die Plasmakonzentration von
zirkulierendem Leptin mit der Aufnahme an Nahrungsfetten positiv assoziiert ist
[Yannakoulia et al., 2003; Murakami et al., 2007]. Ferner ist zu beriicksichtigen, dass die
Menge an zirkulierendem Leptin einer Vielzahl von Einfliissen anderer Faktoren unterliegt.
So besitzen Glukokortikoide und Wachstumshormone eine stimulierende Wirkung auf die
Leptinsekretion [Ryan 1996]. Zudem wird die Menge an freiem Leptin durch die Anzahl und
Bindung an Leptin-Rezeptoren beeinflusst, welche in einer Vielzahl von Geweben (Fettzellen,
Gehirn, Herz- und Skelettmuskel, Niere, Lunge etc.) vorkommen [Wang et al. 1998]. In einer
Humanstudie wurde eine positive Korrelation zwischen 16slichem Leptinrezeptor und einer
erhohten Zufuhr an Ballaststoffen analysiert, die Menge an zirkulierendem Leptin und
Ballaststoffen war dagegen invers assoziiert [ Yannakoulia et al., 2003].
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Ob der in dieser Arbeit gemessene signifikante Anstieg von Leptin bei den Probanden der
Apfelsaftgruppe auf eine Anderung der Ernihrungsgewohnheiten withrend der Interventions-
periode zuriickzufiihren ist, ist unklar. Die Probanden sollten iiber den Studienzeitraum ihre
Erndhrungsgewohnheiten unter Beriicksichtigung der Instruktionen des Erndhrungsprotokolls
beibehalten. Ferner sollten durch die Studie im Paralleldesign unter Beriicksichtigung einer
Kontrollgruppe unter gleichen Ausgangsbedingungen duBlere Einflussfaktoren ausgeschlossen
werden. Die Leptinkonzentration in der Apfelsaftgruppe stieg von 3,01 + 0,83 ng/mL vor
Intervention auf 4,03 £ 1,51 ng/mL nach Intervention an. Bei gesunden, schlanken Ménnern
wurden Leptinkonzentrationen mit einer breiten Spanne von 2,8 - 17,5 ng/mL im Serum
analysiert [Hotta er al., 2000; Kanaya et al., 2006]. Somit liegen auch nach der
Apfelsaftintervention die Leptinkonzentrationen der Probanden in einen physiologischen
Bereich. Um zukiinftig zusidtzliche Informationen iiber den Einfluss einer
Erndhrungsintervention auf den Leptinspiegel zu erhalten, konnten weitere Untersuchungen
wie z. B. Bestimmung des Gehaltes an l6slichen Leptinrezeptoren dazu beitragen, eine

Anderung der Leptinkonzentration zu begriinden.

4.5.3 Entziindungsmarker

TNF-a, IL-6 UND CRP

In verschiedenen Studien mit {ibergewichtigen Personen konnten signifikant erhohte
Konzentrationen von TNF-a und IL-6 im Serum im Vergleich zu normalgewichtigen
nachgewiesen werden [Ofei et al., 1996; Pedersen et al., 2003]. Als Induktoren weiterer
Zytokine und Kontrolle der Akute-Phase-Antwort fordern diese Proteine entziindliche

Prozesse.

Der Beitrag des Fettgewebes zur TNF-a-Konzentration im Serum ist jedoch fraglich: so
wurde in einer Studie mit Probanden (BMI-Spanne 22,3-38,7 kg/mz) festgestellt, dass die
Expression im Fettgewebe die im Blut zirkulierende Menge nur unwesentlich beeinflusst
[Mohamed-Ali et al., 1997]. Die insulinresistenzférdernde Wirkung durch TNF-a scheint
vermutlich nicht durch endokrine Mechanismen, sondern iiber para- und autokrine
Mechanismen vermittelt zu werden [Kanety et al., 1995; Hotamisligil ef al., 1996]. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen auch Borst & Conover in einer Studie mit adipOsen,
insulinresistenten Nagern: zwar konnte eine erhohte Expression von TNF-o in den
Muskelzellen gemessen werden, jedoch nicht im Serum der Tiere, was fiir einen autokrinen

Mechanismus von TNF-a als Promotor der Insulinresistenz spricht [Borst & Conover, 2005].
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Im Gegensatz zu TNF-a ist die Sezernierung von IL-6 aus dem Fettgewebe mit einer erhohten
Konzentration an zirkulierendem IL-6 in vivo assoziiert. IL-6 vermittelt seine Funktionen iiber
endokrine Mechanismen, weshalb eine erhohte Serumkonzentration auf pathophysiologische
Zustiande im Zusammenhang mit Adipositas hinweisen konnte [Mohamed-Ali et al., 1997].

IL-6 stimuliert die hepatische Produktion von CRP. Eine positive Korrelation zwischen CRP
und BMI konnte eindeutig belegt werden [Erlinger et al., 2004; Nishida et al., 2007]. CRP
wird als spezifischer Marker fiir das Vorliegen einer akuten (z. B. bei bakteriellen Infekten)
bzw. chronischen (z. B. bei atherosklerotischen oder Krebserkrankungen) Entziindung

herangezogen.

Die antiinflammatorischen Eigenschaften der Polyphenole scheinen insbesondere mit ihrem
Einfluss auf zelluldre Signaltransduktionskaskaden zusammenzuhingen. Beispielsweise
wurden Polyphenole aus Apfeln, Griintee und Rotwein als potente Hemmstoffe des NF-kB-
Signalweges identifiziert [Aggarwal & Shishodia, 2006]. Eine Inhibierung von NF-kB und
der damit verminderten Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNF-a)) und Akute-
Phase-Proteinen (z.B. CRP) ist mit einem verringerten Risiko fiir kolorektale Tumoren
assoziiert [Karin, 2006]. In einer Studie von Watzl et al. wurde bei gesunden Probanden, die
taglich hohe Mengen Obst und Gemiise verzehrten, nach vier Wochen eine signifikante
Reduktion der CRP-Konzentration ermittelt [Watzl et al., 2005]. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte weder eine Reduktion von CRP noch der anderen Entziindungsmarker TNF-o und
IL-6 durch den vierwochigen Apfelsaftkonsum gemessen werden. Es ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass die Probanden im Rahmen dieser Arbeit trotz tiglichem Konsum von
0,75 L Apfelsaft eine deutlich geringere Zufuhr an sekundiren Pflanzenstoffen hatten als in
der Studie von Watzl et al.: in dieser Studie verzehrten die Probanden téglich acht Portionen
Obst und Gemiise, was noch deutlich iiber den empfohlenen Verzehrsmengen der DGE von
fiinf Portionen liegt. Eine Beeinflussung dieser Biomarker bei gesunden Probanden ist

vermutlich nur mit einer extrem hohen Zufuhr an sekundiren Pflanzenstoffen moglich.

SICAM und sVCAM

Eine hohe Zufuhr an sekundiren Pflanzenstoffen wird mit einem verringerten Risiko fiir
Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Verbindung gebracht, welche héufig Folgekomplikationen
von Adipositas und Diabetes sind. Bei Ubergewichtigen und Diabetikern konnten signifikant
erhohte Serumkonzentrationen an zirkulierendem sICAM und sVCAM gemessen werden

[Lee et al., 2008; Leinonen et al., 2003]. Eine verstidrkte Expression der Adhésionsmolekiile
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SICAM und sVCAM wird mit atherosklerotischen Prozessen in Verbindung gebracht, da sie
durch Verstirkung der Immunantwort zu Schidden am Endothelgewebe fiihren konnen
[Papayianni et al., 2002].

In einer Studie von Estruch et al. konnte bei gesunden Minnern nach vierwochigem
Rotweinkonsum (30 g Ethanol am Tag) eine signifikante Reduktion der Plasmakonzentration
beider Adhdsionsmolekiile ermittelt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde kein Effekt
durch Apfelsaftkonsum auf die Konzentrationen von sICAM und sVCAM gemessen; neben
dem hoheren Polyphenolgehalt von Rotwein (4 - 6,5 g/L) im Vergleich zum Apfelsaft kann
der von Estruch er al. gemessene Effekt auch auf einem potentiellen synergistischen Effekt
der Pflanzenstoffe in Kombination mit moderater Alkoholzufuhr beruhen [Estruch et al.,
2004]. Mit durchschnittlichen Konzentrationen fiir sICAM von 484 +219 ng/mL
(Apfelsaftgruppe) und 419 + 181 ng/mL (Kontrollgruppe) und fiir sVCAM von
690 + 249 ng/mL (Apfelsaftgruppe) und 710 + 247 ng/mL (Kontrollgruppe) entsprechen diese
Werte anndhernd den Daten aus anderen Studien mit gesunden Probanden (siehe Tabelle 3.9)

[Papayianni et al., 2002; Estruch et al., 2004].

4.6 Schlussbetrachtung und Ausblick

Interventionsstudien unter Beriicksichtigung komplexer Lebensmittelmatrizes wie Apfelsaft
anstelle isolierter Inhaltsstoffe werden im Rahmen der Krebsprivention immer hiufiger als
Untersuchungsmodell angewandt, um potentiell priventive Mechanismen aufzukldren. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte geklidrt werden, ob ein Einfluss einer polyphenolreichen
Erndhrung in Form von Apfelsaft auf Biomarker fiir Diabetes- und Kolonkarzinogenese-
relevante Prozesse moglich ist. Dazu wurde ein breites Spektrum an analytischen und
diagnostischen Parametern verwendet.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Analytik postulierter Abbauprodukte von
Apfelsaftpolyphenolen, den Phenolsduren, als Biomarker fiir den Apfelsaftkonsum. Die
Identifizierung charakteristischer Metabolite von alimentdr zugefiihrten Polyphenolen in
Humanproben gewinnt in der aktuellen Erndhrungsforschung zunehmend an Bedeutung, um
Aufschluss iiber die in vivo-Bioverfiigbarkeit und -aktivitét zu erhalten: aufgrund der geringen
Bioverfiigbarkeit intakter Polyphenole der Nahrung wird eine bioaktive Wirkung ihrer
Abbauprodukte nicht ausgeschlossen. Der Zusammenhang zwischen einem verminderten
Risiko fiir kolorektale Tumoren durch erhohte Polyphenolzufuhr in Form von Obst und
Gemiise wird unter Anderem mit einer gesteigerten Konzentration der phenolischen
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Substanzen und deren Metabolite im Darmlumen diskutiert. Im Rahmen dieser Studie wurden
im Fidzeswasser und Urin der Probanden nach Apfelsaftkonsum nur geringe Konzentrationen
intakter Polyphenole wie Epicatechin und Phloretin detektiert. Die Analyse ihrer Metabolite,
einfache phenolische und aromatische Siduren, ergab jedoch eine merklich hohere
Konzentration, beispielsweise fiir Ferulasdaure wurden Konzentrationen iiber 80 puM im
Fazeswasser der Probanden analysiert. Obwohl die Probanden wihrend der Probensammlung
von Fizes, Plasma und Urin eine kontrollierte Diét einhielten, war die interindividuelle
Variabilitit der Phenolsdure-Konzentrationen in den Proben betrichtlich. Neben
Unterschieden in Resorptionsvorgidngen und Metabolismus dieser Substanzen, bedingt
beispielsweise durch eine individuelle Mikroflora, spielt vermutlich auch die Komplexitit der
untersuchten Matrizes eine wichtige Rolle. Insbesondere das Fidzeswassermodell wird in
analytischen Studien wenig angewendet. Daten aus Untersuchungen zur Bindung der
Polyphenole an Proteine bzw. feste Bestandteile in der Fidzesmatrix wiren fiir eine
Optimierung der Probengewinnung von Vorteil. Ferner konnten weitere Untersuchungen iiber
die Aktivitdt bakterieller Enzyme in den Fizesproben von Bedeutung sein, da diese
entscheidend an der Biotransformation der Polyphenole im Kolon beteiligt sind. Auch
hinsichtlich der Bioaktivitdt der konjugierten Metabolite sind mehr Informationen durch z. B.
zellphysiologische Studien nétig, inwieweit durch die Konjugation der Polyphenole weitere
Resorptionsmechanismen und die physiologische Wirkung beeinflusst werden.

Fehlende Wirkung auf anthropometrische GroB3en, Fettstoffwechselparameter sowie Fizes-
und Fiazeswasserbiomarker weisen darauf hin, dass aufgrund des geringen Ballaststoffgehaltes
des Apfelsaftes die entsprechenden Parameter nicht beeinflusst werden. Fiir zukiinftige
Interventionsstudien sollte hinsichtlich dieser Parameter ein Lebensmittel mit einem hoheren
Ballaststoffgehalt gewihlt werden. Ballsttoffe beeinflussen das Sattigungsgefiihl, besitzen ein
Quellungsvermodgen im Darm und koénnen die Aktivitit und Zusammensetzung der
Mikroflora verdndern. Moglicherweise konnte unter Einsatz des in der Arbeit erwéhnten
Tresterextraktionssaftes die genannten Faktoren beeinflusst werden.

Die tendenzielle Reduktion von Insulin und HbAlc bei den Probanden der Apfelsaftgruppe ist
ein viel versprechender Hinweis darauf, dass in den nachfolgenden Studien mit Adiposen und
Typ 2-Diabetikern moglicherweise noch stiarkere Effekte durch den polyphenolreichen
Apfelsaft zu erwarten sind. Wegen fehlender Wirkung auf weitere Diabetes-, Adipositas- und
Entziindungsmarker sollte fiir zukiinftige Studien eine ldngere Interventionsdauer von acht bis
zwOlf Wochen in Betracht gezogen werden. Alternativ konnten in Anlehnung an die erwédhnte

Tresterextraktion weitere technologische Untersuchungen zur Anreicherung von
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Polyphenolen im Apfelsaft unternommen werden, um den Gehalt an antiinflammatorischen
und antidiabetischen Inhaltsstoffen zu erhdhen. Allerdings muss man bei einem gesunden
Probandenkollektiv damit rechnen, dass Effekte auf Biomarker, die bereits im

physiologischen Normalbereich liegen, gering sind.

Insgesamt sollte der geringe Einfluss der Apfelsaftintervention bei den Probanden nicht den
Schluss zu lassen, dass fiir gesunde Menschen der Verzehr einer Erndhrung reich an Obst und
Gemiise unerheblich ist. Pflanzliche Nahrungsmittel versorgen den Organismus mit
essentiellen Vitaminen und Mineralstoffen, sind zudem wasserreich und energiearm. Durch
regelmiBigen Verzehr kann das Risiko fiir Zivilisationskrankheiten wie Ubergewicht,
Diabetes, Herz-Kreislauferkrankungen und Krebserkrankungen vermindert werden, zumal

dadurch auch der Verzehr von kalorienreichen Nahrungsmitteln reduziert werden kann.

Diese Humaninterventionsstudie wurde im Rahmen eines BMBF-geforderten Netzwerkes
durchgefiihrt, das die Untersuchung von Apfelsaftinhaltsstoffen in der Prdvention von
Darmkrankheiten zum Ziel hat. Weitere Humaninterventionsstudien werden noch an zwei
Risikokollektiven, mit Ubergewichtigen und Typ 2-Diabetikern, durchgefiihrt, wobei die
Studie mit den gesunden Probanden als Referenz fiir die nachfolgenden Studien gilt.
Aufgrund chronisch entziindlicher Prozesse, die mit Ubergewicht und Typ 2-Diabetes
einhergehen, sind einige der im Rahmen dieser Studie untersuchten Biomarker in ihrer
Konzentration bei diesen Probanden erhoht, so dass potentiell priventive Effekte durch den

Apfelsaftkonsum deutlich werden konnten.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom stellt weltweit eine der hiufigsten Krebserkrankungen dar. Die
meisten  kolorektalen Tumore sind sporadisch, wobei Erndhrungsfaktoren die
Tumorentwicklung mafBgeblich beeinflussen konnen. Ein hoher Obst- und Gemiiseverzehr
wird hédufig mit einem erniedrigten kolorektalen Krebsrisiko in Verbindung gebracht.
Krebsprotektive Wirkungen von Obst und Gemiise werden auf darin enthaltene Substanzen
mit potenziell antiinflammatorischen, antidiabetischen und antikarzinogenen Eigenschaften
wie Ballaststoffe, Vitamine und sekundire Pflanzenstoffe, z.B. Polyphenole, zuriickgefiihrt.
Die protektiven Mechanismen von Polyphenolen sind derzeit unzureichend geklirt,
insbesondere sind die Daten aus kontrollierten klinischen Studien limitiert.

Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen einer Humaninterventionsstudie mit einem
polyphenolreichen Apfelsaft durch Analyse von Urin, Fizeswasser und Plasma der Probanden
Aufschluss iiber den Metabolismus von Apfelsaftpolyphenolen zu erhalten. Ferner wurde
untersucht, ob durch den Apfelsaftkonsum verschiedene Biomarker, welche mit der
Entstehung bzw. Privention von kolorektalen Tumoren assoziiert werden, beeinflusst wurden.
In der randomisierten, kontrollierten Interventionsstudie konsumierten 30 gesunde, ménnliche
Probanden bei ansonsten polyphenolarmer Erndhrung tdglich 750 mL triiben Apfelsaftsaft
(Apfelsaftgruppe) iliber einen Zeitraum von vier Wochen, eine zweite Gruppe mit 28
Probanden (Kontrollgruppe) konsumierte iiber den gleichen Zeitraum téglich 750 mL eines
isokalorischen Kontrollgetrinkes. Beiden Getriankeinterventionen ging eine einwochige
Depletionsphase mit polyphenolarmer Erndhrung voraus. Am Ende jeder Studienphase wurde
von den Probanden iiber 24 h Urin gesammelt, von einem kleineren Kollektiv
(Apfelsaftgruppe n=12, Kontrollgruppe n=10) iiber 48 h Stuhlproben. Am Folgetag kamen
alle Probanden niichtern zur Blutabnahme und zur medizinischen Untersuchung, in welcher
zusitzlich anthropometrische Parameter der Probanden erhoben wurden. Aus den Stuhlproben
wurde Fazeswasser gewonnen. Die Fizeswasserkonzentrationen der wichtigsten kurzkettigen
Fettsduren wurden mittels GC erfasst. GC/MS-Analysen dienten zur Bestimmung der
Konzentrationen intakter Apfelsaftpolyphenole sowie deren mikrobieller Metabolite, den
Phenolsiduren, in Urin, Fizeswasser und Plasma. Im Serum bzw. Plasma der Probanden
wurden neben Fettstoffwechselparametern auch verschiedene Diabetesmarker (Insulin, IGF-1,
IGFBP-3, HbAlc), Adipositasmarker (Leptin, Adiponektin, Resistin) und Entziindungsmarker
(TNF-q, IL-6, CRP, sICAM, sVCAM) bestimmt.

Nach vierwochiger Apfelsaftintervention konnten charakteristische Apfelsaftpolyphenole wie

Phloretin und Epicatechin im Urin und Fidzeswasser der Probanden nachgewiesen werden.
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Die Konzentrationen mikrobieller Metabolite wie Ferulasdure, Vanillinsdure und
3,4-diOH-Phenylpropionsdure waren im Urin bzw. Fédzeswasser nach vierwochiger
Apfelsaftintervention signifikant erhoht (p<0,05). Durch die enzymatische Hydrolyse der
Glukuronide und Sulfate in den Proben wurde die Konzentration an freien Phenolsduren
deutlich gesteigert, was dafiir spricht, dass eine gewisse Menge der Metabolite in Form ihrer
Phase-II-Konjugate ausgeschieden wird. Durch den Apfelsaftkonsum wurden weder der pH-
Wert, die zytotoxischen Eigenschaften noch die Konzentration kurzkettiger Fettsduren von
Fazeswasser moduliert. Die vierwochige Apfelsaftintervention fiihrte zu einer tendenziellen
Reduktion von HbAlc (p=0,08) und Insulin (p=0,11) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies
ist moglicherweise auf die antidiabetischen Eigenschaften von Apfelsaftpolyphenolen
zuriickzufithren. Andere Diabetes-assoziierte Marker wurden durch den Apfelsaftkonsum
jedoch nicht beeinflusst. Leptin erhohte sich nach vierwochiger Apfelsaftintervention
signifikant (p<0,05). Da sich anthropometrische Daten wie der BMI und der prozentuale
Korperfettanteil der Probanden durch die Saftintervention nicht erhohten, kann der gesteigerte
Leptinwert nicht durch eine Zunahme an Fettgewebe und damit bedingter gesteigerter
Sezernierung assoziiert werden. Weitere Adipositas- und Entziindungsmarker wurden durch
die Apfelsaftintervention nicht veréndert.

Die vorliegende Arbeit sollte zeigen, ob eine vierwochige Intervention mit einem triiben,
polyphenolreichen Apfelsaft bei gesunden Probanden zu Anderungen von Biomarkern, die
mit der Entwicklung bzw. Privention von Dickdarmkrebs assoziiert sind, fiihrt. Intakte
Apfelsaftpolyphenole wurden in geringen Mengen mit dem Urin bzw. mit den Fiazes
ausgeschieden. Die Konzentrationen einiger Polyphenolmetabolite in Urin und Fizeswasser
waren signifikant erhoht, was fiir den intensiven Metabolismus von Polyphenolen spricht. Die
fehlenden Wirkungen auf Fizeswasserparameter sowie anthropometrische Grofen nach
Apfelsaftintervention deuten darauf hin, dass fiir zukiinftige Humaninterventionsstudien ein
Lebensmittel mit einem hoheren Ballaststoffgehalt in Betracht gezogen werden sollte, z.B.
Tresterextraktionssaft. Die tendenzielle Reduktion der Insulin- und HbAIc-Konzentration
durch den vierwochigen Apfelsaftkonsum konnte ein viel versprechender Hinweis darauf
sein, dass Biomarker, die mit Diabetes und Adipositas assoziiert sind, durch Apfelsaftkonsum
moduliert werden konnen. Weitere Untersuchungen mit einem verdnderten Studiendesign wie
verlidngerter Interventionszeit oder Verwendung eines Studiengetrinkes mit einem hoheren
Polyphenolgehalt und/oder Ballaststoffgehalt konnten iiber eine Modulation dieser Biomarker

Aufschluss geben.
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6 Summary

Colorectal cancer is one of the most common types of cancer world-wide. Most of the
colorectal tumours are sporadic, whereas diet may be significantly involved in cancer
development. A high intake in fruits and vegetables is often associated with a reduced risk of
colorectal cancer. Cancer protective effects of fruits and vegetables are attributed to
ingredients with potentially anti-inflammatory, anti-diabetic and anti-carcinogenic properties,
such as fibre, vitamins and phytochemicals (e.g. polyphenols). The protective mechanisms of
polyphenols are insufficiently clarified at present, especially data of controlled clinical trials
are limited so far.

Aim of this human intervention study with a polyphenol-rich apple juice was to obtain
information about metabolism of apple polyphenols by analysis of urine, fecal water and
plasma. Furthermore, the influence of apple juice consumption on various biomarkers,
associated with the development and prevention of colorectal cancer, was investigated. In the
randomised controlled trial, 30 healthy male subjects on a diet low in polyphenols consumed
750 mL of cloudy apple juice (apple juice group) daily for a period of four weeks. A second
group with 28 healthy subjects consumed 750 mL daily of an isocaloric control beverage over
the same period (control group). Intervention was preceded by a one-week depletion phase
with a diet low in polyphenols. At the end of each study period, subjects collected urine over
a 24-hour period. Additionally, a subgroup (apple juice group n=12, control group n=10)
collected stool samples over a 48-hour period at the end of each study phase. Taking of blood
samples and further medical investigations of every participant followed after a 12 h fasting
period, including measurement of anthropometric parameters. Fecal water was prepared of
stool samples. Short chain fatty acids in fecal water were detected by GC. GC/MS-Analysis
was used for quantification of entire apple juice polyphenols as well as of their microbial
metabolites, phenolic acids, in urine, fecal water and plasma. Lipid profile and various
parameters associated with diabetes (Insulin, IGF-1, IGFBP-3), adiposity (Leptin, Resistin,
Adiponectin) and inflammation (TNF-a, IL-6, CRP, sICAM, sVCAM) were assessed in
serum and plasma samples.

After four-week apple juice consumption, characteristic apple juice polyphenols such as
Phloretin and Epicatechin could be identified in urine and fecal water of the subjects.
Concentrations of microbial metabolites such as ferulic acid, vanillic acid and
3,4-diOH-phenylpropionic acid were significantly increased after four-week apple juice

intervention (p<0,05) in urine and fecal water, respectively. Enzymatic hydrolysis of the
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samples induced high release of free phenolic acids out of their glucuronide and sulfate
conjugation, indicating that a part of these metabolites was excreted as phase-II-conjugates.
No change in pH, cytotoxic properties or in concentration of short chain fatty acids of fecal
water was observed after apple juice consumption. Apple juice intervention tended to result in
a slight reduction of HbAlc (p=0.08) and insulin (p=0.11) compared to the control group.
This may be due to anti-diabetic properties of apple polyphenols like phloretin. However,
other diabetes-associated parameters were not modulated by apple juice intervention. Leptin
concentrations in plasma significantly increased after apple juice consumption (p<0.05), but
this was not accompanied by an increase in body fat mass. Other parameters involved in
adiposity and inflammation were not affected by apple juice consumption.

This work should show whether a four-week intervention with a cloudy, polyphenol-rich
apple juice could lead to changes in biomarkers associated with the development of diabetes
and colorectal cancer in healthy volunteers. Entire apple juice polyphenols were excreted only
in minor amounts in urine and feces. Concentrations of various polyphenol metabolites were
significantly increased after apple juice consumption, indicating an intensive metabolism of
polyphenols. As no effects on fecal water parameters and anthropometric data could be
detected, for further human intervention studies a food with a higher content in dietary fibres
could be considered, such as pomace extraction juice. Four-week apple juice consumption
tended to result in reduction of insulin and HbAlc concentrations; this could be a promising
advice that biomarkers associated with diabetes and obesity can be modulated. Further
investigations with a modified study design such as an extended intervention period or using a
study beverage with a higher content in polyphenols and/or fibre could give information about

modulation of these biomarkers.
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8 Anhang

8.1 Retentionszeiten und Masseniibersicht der

Polyphenolanalytik (GC/MS)

Tabelle 8.1: Retentionszeiten und Masseniibersicht der im Rahmen dieser Studie erfassten Polyphenole fiir die

GC/MS-Analytik.

I1. Retentionszeit Vorldufer-Ion Qualifier-Ion
L Substanz . 31

[min] [amu’ ] [amu]
Benzoesidure 11,89 179 105
Phenylessigsédure 12,70 193 104
Phenylpropionséure 14,43 222 207
trans-Zimtsidure 16,04 220 205
3-OH-Benzoesdure 16,45 282 267
3-OH- Phenylessigsidure 17,12 296 281
2,3-Dimethoxybenzoesiure 17,13 254 224
4-OH-Benzoesidure 17,39 282 267
4-OH- Phenylessigsdure 17,61 296 281
1,3,5-triOH-Benzol (Phlorogluzinol) 17,75 342 327
4-OH-Phenylpropionséure 19,99 310 192
4-OH, 3-MeO-Benzoesidure

20,33 312 297
(Vanillinsdure)
3-OH, 4-MeO-Benzoesiure

20,46 312 297
(Isovanillinsdure)
4-OH,3-MeO-Phenylessgisdure

20,55 326 311

(Homovanillinsdure)

8 amu=atomar mass unit
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2,5-diOH-BA

2,4-diOH-BA

3,4-DiOH-Benzoesiure

(Protocatechuséure)

3,4-diOH- Phenylessigsédure

4-OH-Zimtsiure (p-Cumarsiure)

3,4-diOH- Phenylpropionséure
(Hydrokaffeesiure)
3,4,5-TriOH-Benzoesiure

(Gallusséure)
2,4,6-TriOH- Benzoesidure

3-OH, 4-MeO-Zimtsdure
(Isoferulasiure)
4-OH, 3-MeO-Zimtsidure

(Ferulasiure)

3,4-diOH-Zimtsdure(Kaffeesidure)

2,4,5-Trimethoxyzimtsdure

Phloretin

Epicatechin

20,73

21,44

21,48

21,64

22,71

22,84

23,01

23,24

24,04

24,23

24,69

24,84

34,83

37,04

370

355

370

384

308

398

458

443

323

323

396

310

369

368

355

281

193

369

293

267

443

355

308

308

381

221

342

355

132



8 ANHANG

8.2 Messwerte der Fettsidureanalytik (GC/FID)

Tabelle 8.2: Datenwerte (MW + SD) der kurzkettigen Fettsduren der Apfelsaft- und Kontrollgruppe aus den

betreffenden Studienphasen. Durch die Apfelsaftintervention énderten sich die Fettsdurekonzentrationen nicht

signifikant.

Apfelsaftgruppe (MW+SD, n=12) Kontrollgruppe (MW4=SD, n=10)
Fettsdure

Depletion Intervention Depletion Intervention
Azetat [mM] 545+£12,2 53,9+£12,8 57,7147 57,8 £18,6
Propionat [mM] 18,1 £6,6 18,7+5,8 182+74 199+79
Butyrat [mM] 17,5 £5,8 18,8 £3,6 18,1 £8,8 17,7+5.9
Isobutyrat [mM] 24+09 2,3+09 20+1,1 25+09
Isovalerat [mM] 25+ 1,1 2,5+09 23+1,1 29+1,2
Valerat [mM] 2,7+ 1,1 24+1,0 2,2+09 29+1,2
Caproat [mM] 1,2+0,9 1,0+ 1,1 0,8+1,1 1,4+1,6
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8.3 Standardisierte Diit wihrend der Sammelperiode

Wihrend der 48-stiindigen Sammelperiode von Urin und Stuhlproben hielten alle Probanden
der beiden Studiengruppen eine einheitliche Nihrstoffzufuhr und Energiezufuhr durch eine
kontrollierte Didt ein. Tabelle 8.3 zeigt die angeordneten Mahlzeiten, welche von den
Probanden an den Studientagen 6-7 und 33-34 konsumierten. Die Hauptgerichte und einige
Zwischenmahlzeiten wurden vom Lehrstuhl zur Verfiigung gestellt. Die anderen
Lebensmittel, die frisch gekauft werden mussten (Banane, Kise,...), organisierten sich die

Probanden selbst.

Tabelle 8.3: Angeordnete Mahlzeiten wihrend der 48-stiindigen Sammelperiode.

Mahlzeit Tag 6 bzw. 33 Tag 7 bzw. 34
2-3 Scheiben Brot (Bauern- 2-3 Scheiben Brot (Bauern-
oder Kornerbrot) mit Becel (20  oder Kornerbrot) mit Becel (20
Friihstiick g) als Aufstrich, wahlweise g) als Aufstrich, wahlweise
Belag mit Marmelade, 1 Belag mit Marmelade, 1
Scheibe Kochschinken oder Scheibe Kochschinken oder
fettarmen Frischkése fettarmen Frischkise
1. Zwischenmahlzeit 1 Banane 1 Banane
Mittagessen Hihnchenkeule mit Beilage Hiihnerfrikassee mit Beilage
Nachtisch Vanille-Himbeer-Eis Schoko-Sahne-Eis
2. Zwischenmahlzeit 1 Fruchtjoghurt 1 Fruchtjoghurt
2-3 Scheiben Brot (Bauern- 2-3 Scheiben Brot (Bauern-
oder Kornerbrot) mit Becel (20  oder Kornerbrot) mit Becel (20
Abendessen g) als Aufstrich, wahlweise g) als Aufstrich, wahlweise

Belag 1 Scheibe Kochschinken  Belag 1 Scheibe Kochschinken

oder fettarmen Frischkise oder fettarmen Frischkise
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8.4 Ernahrungsleitfaden

Jeder Studienteilnehmer erhielt zu Beginn der Studie den Ernidhrungsleitfaden. Die Vorgaben
sollten iiber den gesamten fiinfwochigen Studienzeitraum eingehalten werden. Jeder
Studienteilnehmer dokumentierte die Einhaltung der Vorgaben im Erndhrungsprotokoll

(Abschnitt 8.5).

Eingeschrinkt verzehrte Lebensmittel:
- Kaffee oder Kakao oder griiner Tee: maximal 1 Tasse am Tag
- Wein oder Bier: maximal 1 Glas am Tag (Wein 0,25 L, Bier 0,5 L)
- Gemiise: maximal 1 Portion am Tag (z. B. eine Banane)

- Obst: maximal 1 Portion am Tag (z. B. eine Beilage Salat)

Verbotene Lebensmittel:
- Alle Apfel und Apfelprodukte (z. B. Apfelsaft, Apfelkuchen, getrocknete Apfel im
Miisli, Apfelwein etc.)
- Obst- und Gemiisesifte
- Pro- und pribiotische Joghurts (z. B. Actimel, LC-1, Yacult...)
- Vitamin- und ACE-Priparate

- Mineralstoff- und Spurenelement-Supplemente

Allgemeine Ausschlusskriterien wihrend der Studie:
- Einnahme von Schmerzmitteln (Aspirin, Ibuprofen,...)
- Einnahme von Antibiotika

- Krankheit
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8.5 Ernahrungsprotokoll

Am Ende jeder Studienwoche waren die Probanden angewiesen, die Verzehrmengen der

angegebenen Lebensmittel zu dokumentieren.

Tabelle 8.4a: Wochentliches Erndhrungsprotokoll zur Apfelsaftstudie Teil 1.

Haben Sie diese Getrinke in der

2 Wenn ja, wie oft?
vergangenen Woche konsumiert? L

o 1 x tédglich

| Tasse Kaffee oja o mehrmals téglich
O nein o mehrmals pro Woche
o selten / nie
o 1 x taglich
Oja o mehrmals téglich
I Tasse Kakao O nein o mehrmals pro Woche

O selten / nie

o 1 x tédglich

Tasse Tee Oja 0 mehrmals tiglich
(schwarz / griin) O nein o mehrmals pro Woche
O selten / nie

o 1 x tédglich

1 Glas Oja o mehrmals tiglich
Obstsaft O nein o mehrmals pro Woche
O selten / nie

o 1 x taglich

1 Glas Oja o mehrmals tdglich
Gemiisesaft O nein o mehrmals pro Woche
O selten / nie

o 1 x taglich

1 Glas Oja o mehrmals téglich
Rot-/ Weillwein O nein o mehrmals pro Woche
o selten / nie

o 1 x tédglich

1 Glas Oja o mehrmals tiglich
Bier O nein 0 mehrmals pro Woche
O selten / nie
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Tabelle 8.4b: Wochentliches Erndhrungsprotokoll zur Apfelsaftstudie Teil 2.

Haben Sie diese Lebensmittel in der
vergangenen Woche konsumiert?

Wenn ja, wie oft?

1 Portion Obst  (z.

o 1 x tédglich

B. 1 Banane, 1 Oja 0 mehrmals tiglich
Orange, 1 handvoll | o nein 0 mehrmals pro Woche
Trauben...) O selten / nie
o 1 x taglich
1 Portion Gemiise | O ja o mehrmals téglich
(Beilage) O nein o mehrmals pro Woche

O selten / nie

Haben Sie diese Medikamente in der vergangenen Woche konsumiert?

Schmerzmittel oja Wenn ja,setzen Sie sich bitte
O nein mit der Studienorganisation
(08161/71-2020 oder
Antibiotika Oja Heike.Daumann@wzw.tum.de) in
O nein
Verbindung
Allgemeines
Waren Sie krank? Wenn ja, setzen Sie sich bitte mit der
(Erkiltung Fiebef oja Studienorganisation
Magen-],)arm- ’ o nein (08161/71-2020 oder

Erkrankungen...)

Heike.Daumann@wzw.tum.de) in
Verbindung
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8.6 Dokumentation der Trinkmenge

Jeder Studienteilnehmer dokumentierte wihrend der 48-stiindigen Sammelperiode von Urin
und Stuhl die Trinkmenge (Tabelle 8.5). Im folgenden Protokoll dokumentierten die
Probanden ihre Fliissigkeitszufuhr (Wasser, Milch, Kaffee, Tee, Studien-Apfelsaft,
Kontrollgetrink etc.) an den drei Tagen vor der Blutabnahme. Als Orientierung dienten die
Abbildungen: Fiir jedes getrunkene Glas bzw. jede Tasse wurde ein Strich am entsprechenden
Tag gemacht. Wurde eine ganze Flasche getrunken, wurde statt einzelner Gldsern ein Strich

fiir eine Flasche eingetragen.

Tabelle 8.5: Protokoll zur Dokumentation der Trinkmenge.

Depletionsphase Interventionsphase
Menge
Bsp.
Tag S Tag 6 Tag 7 Tag 32 Tag 33 Tag 34
1 Kleines —
Glas (0,2 L) Laf’
1 Grofles
Glas (0,5 L)
=)
1 kleine 2
Flasche s
0,75L)
1 groBBe p ?‘.,‘
Flasche (1 I z|
L) i
=
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8.7 Informationsbroschiire

Jeder Studienteilnehmer erhielt zu Beginn der Studie eine Informationsbroschiire mit
Terminkalender, um eine termingerechte Einhaltung und einen korrekten Ablauf der

Probensammlung zu gewdhrleisten. Die Inhalte sind auf den Seiten 139-149 dargestellt.

ynformationsbroschiire
mr Apfelsaftstudie 200,

Technische Universitiit Miinchen

Institut fiir Biofunktionalitit der Lebensmittel
Hochfeldweg 1

85350 Freising
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1. Einfiihrung

Lieber Studienteilnehmer,

vielen Dank fiir Ihr Interesse, an der Apfelsaftstudie teilzunehmen.

Mit dieser Broschiire werden wir Sie iiber den detaillierten Ablauf

der Studie informieren. Des Weiteren erhalten Sie im Anhang einen
Studienplan, die fiir die Studie bendtigten Protokolle und Leitfiden

etc.

Zunidchst mochten wir Thnen grundlegende Informationen iiber Getrinkelagerung,
Studienpan, Studienabbruch etc. geben. Des Weiteren erhalten Sie genaue Angaben iiber Thre
Erndhrung  wihrend der  Studie.  Den  dazugehorigen  Erndhrungsleitfaden,
Erndhrungsprotokolle und —vorschriften konnen Sie jeweils im Anhang finden.

Zudem werden Sie detailliert iiber den Ablauf der Probensammlung (z. B. 24Stunden-
Urinsammlung) aufgeklidrt und konnen sich informieren, was wir bei den zwei drztlichen

Untersuchungen analysieren werden.

Bitte lesen Sie sich die Informationen aufmerksam durch. Bei Fragen und
Unklarheiten konnen Sie sich jederzeit an uns wenden.

Tel.: 08161/ 71-2020

e-Mail: Heike.Daumann @wzw.tum.de
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2. Allgemeine Informationen

Studienplan
(Anhang 1)

Getrinkelagerung

Getriankeverzehr

-

(.

Im Studienplan befindet sich eine Ubersicht iiber Ihre
Termine fiir die Probensammlung (Urin, Stuhl), wann die
standardisierten Mahlzeiten verzehrt werden sollen sowie
die Termine fiir die drztlichen Untersuchungen.

Ihre Termine bzw. Probensammlungstage sind jeweils mit

einem bestimmten Symbol gekennzeichnet, z. B. steht das
Symbol ,, fir ,,24Stunden-Urinsammlung® (eine

Erlduterung der Symbole finden Sie in Anhang 2).
Bitte beachten Sie: Sobald Sie mit der Studie beginnen, sind
die Untersuchungstermine fixe Tage und konnen nicht

mehr verschoben werden.

Den Apfelsaft/das Kontrollgetriank (28 Flaschen) sollten Sie
wihrend der gesamten 4wochigen Studie kiihl lagern, z. B.
im Kiihlschrank oder in einem kiihlen Keller (allerdings
darf der Saft nicht gefrieren).

Die leeren Flaschen konnen entsorgt werden und miissen

nicht bei uns zuriickgegeben werden.

Im angegebenen 4wochigen Studienzeitraum
(gekennzeichnet mit €) werden Sie tiglich eine Flasche
(0,75 L) Apfelsaft/Kontrollgetrink konsumieren (sog.
,Interventionsphase‘).

Das Getridnk sollten Sie iiber den Tag verteilt zu den
Mahlzeiten trinken.

Der Apfelsaft bzw. das Kontrollgetrank kann auch mit

Wasser verdiinnt getrunken werden.

Bitte beachten Sie:

In der Startwoche (sog. Depletionsphase, beginnt eine

Woche vor der Interventionsphase; gekennzeichnet miti)
soll noch kein Apfelsaft/Kontrollgetrank konsumiert

werden.
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Studienabbruch

Ihre Teilnahme an der Studie konnen Sie jederzeit ohne
Angabe von Griinden widerrufen. Sollte bei IThnen wihrend der
Studie eines der aufgelisteten Ereignisse auftreten, melden Sie sich

bitte umgehend bei der Studienorganisation:

Krankheit (z. B. grippaler Infekt, Magen-Darm-
Erkrankung,...)

Einnahme von Medikamenten (z. B. Antibiotika)
Apfelsaft-Unvertriglichkeit

Beachten Sie bitte: bei Studienabbruch verlieren Sie Thren
Anspruch auf die Studienvergiitung von 300,- Euro. Eine
Teilauszahlung ist ebenfalls nicht moglich.

3. Ihre Ernihrung wihrend der Studie

Wihrend der Studie sollen Sie weitgehend Ihre {iblichen Erndhrungsgewohnheiten

beibehalten. Das gleiche gilt auch fiir IThre gewohnte Trinkmenge. Die Einschrinkungen oder

Verzichte sind im Erndhrungsleitfaden aufgelistet.

Ernihrungsleitfaden

Ernahrungsprotokolle

Bitte achten Sie darauf, dass Sie die Vorgaben ab Beginn
der Studie (erster Tag der Startwoche) bis zum Ende
einhalten.

Die gelb markierten Lebensmittel sollten Sie wihrend dem
Studienzeitraum eingeschrankt konsumieren
(Mengenangaben befinden sich in der Tabelle.

Auf alle rot markierten Lebensmittel / Medikamente sollten

Sie bitte wihrend der Studie verzichten.

Fiillen Sie bitte am Ende jeder Studienwoche ein
Erndhrungsprotokoll aus.
Die fiinf ausgefiillten Protokolle konnen Sie dann an Threm

letzten Untersuchungstag bei uns abgeben.
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Standardisierte Ernihrungs-

vorschriften

@ @

= Die Erndhrungsvorschriften in Anhang 5 (Tabelle) halten
Sie bitte an den zwei vorgehenden Tagen vor der édrztlichen
Untersuchung ein.

* Die standardisierte Erndhrung aller Studienteilnehmer an
diesen 4 Tagen ist wichtig, um bei allen Probanden die
Aufnahme der gleichen Nihrstoffe mit gleichem

Energiegehalt zu gewihrleisten.

4. Probensammlung und Untersuchungen

24Stunden-
Sammelurin

=t

Vorbedingungen:
Halten Sie Thre normale Trinkmenge ein (ca. 1.5-2.5 L/Tag).

Ein Stabilisator (pulverférmig) wurde von uns in der 3L-
Sammelflasche zugesetzt, der nicht entfernt werden darf.

Zur besseren Handhabbarkeit der Urinsammlung verwenden Sie
bitte den 500mL-Auffangbecher und fiillen die Urinportion in die

3L-Sammelflasche um.

Sammelperiode:

Beginn: morgens am gekennzeichneten Tag ( Symbol d).

Den ersten Morgenurin nach dem Aufstehen verwerfen.

Alle darauf folgenden Urinportionen bis zum nichsten Morgen
einschlieBlich des Morgenurins werden gesammelt. Beachten Sie
bitte: Der 3L-Sammlebehilter muss kiihl gelagert werden

(Kiihlschrank), um die Stabilitit der Probe zu gewéhrleisten.
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48h-Stuhlsammlung
=)

Arztliche

Untersuchung

4

Nach Beendigung der 24Stunden-Urinsammlung konnen Sie den
500mL-Auffangbecher entsorgen.
Die 3L-Sammelflasche bringen Sie zur Untersuchung mit, die im

Anschluss stattfindet.

Die Sammlung von Stuhlproben erfolgt in Gefriertoiletten in den
Probandenzimmern.

Dazu finden Sie sich bitte am gekennzeichneten Tag (Symbol <3)
zu einem vorher vereinbarten Termin im Untersuchungszimmer ein
(im ZIEL am Forum 5, wie bei der Voruntersuchung), wo ihnen ein
Schliissel ausgehiindigt wird.

Handtiicher und sonstige Waschutensilien bringen Sie bitte selbst
mit.

Fiir frische Bettwische und Verpflegung an diesen Tagen sorgen

Wir.

Die Termine fiir die zwei Untersuchungen konnen Sie dem
Zeitplan im Anhang entnehmen: Datum und Uhrzeit, zu der Sie
sich bei uns im Untersuchungszimmer einfinden sollen, ist bereits
auf dem Plan notiert.
- > falls eine friihere / spitere Uhrzeit giinstiger fiir Sie ist,
melden Sie sich bitte rechtzeitig bei uns. Das Datum kann

aber leider nicht mehr verschoben werden.

Bitte beachten Sie:
= Dauer der Untersuchung: ca. 30 min
= Ort: Untersuchungszimmer (im ZIEL am Forum 5, wie bei
der Voruntersuchung)
= Sie miissen niichtern erscheinen (danach konnen Sie gerne
wieder bei uns friihstiicken)

=  Was wird untersucht:
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Gewicht

Messung des Hiift- und Taillenumfanges
Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA): an Hand-
und FuBgelenk werden Elektroden aufgelegt; mit
dieser Methode wird der Wassergehalt, Fett- und
fettfreie Masse des Korpers bestimmt.

Blutabnahme
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: Studienplan

Anhang 1

Studienwoche

Apfelsaft-/ Kontrollgetrink-
Konsum (Interventionsphase)

Startwoche (Depletionsphase)

Standardisierte Mahlzeiten
»lag 2%

Standardisierte Mahlzeiten
»lag 1

Ubernachtung mit 48Stunden-
Stuhlsammlung

Legende

24Stunden-Urinsammlung

I11.

Arztliche Untersuchung

Datum

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Fr

Sa

So

Mo

Di

Mi

Do

Fr

Sa

So

Mo

Di

Mi

Do

Fr

Januar
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@

®

10

11

12

13
14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Sa

So

Mo

Di

Mi

Do

Fr

Sa

So

Mo

Di
Mi

Do

Fr

Sa

So

Mo

Di

Mi

Do

Fr

Februar

148



8 ANHANG

Anhang 2: Legende zum Studienplan

f‘ Arztliche Untersuchung (s. Seite 7)

Ort: Am Forum 5 /wie bei der Voruntersuchung

Uhrzeit: s.Vermerk im Studienplan

24Stunden-Urinsammlung ( s. Seite 6)

Beginn: morgens am gekennzeichneten Tag bis zum darauffolgenden Morgen.

@ 48Stunden-Stuhlsammlung ( s. Seite 7)

Am gekennzeichneten Tag finden Sie sich abends (Zeit wird vorher mit Studienorganisation
vereinbart) im Untersuchungszimmer ein

?@' Standardisierte Mahlzeit ,,Tag 1¢
s. Tabelle in Anhang 3

*@' Standardisierte Mahlzeit ,,Tag 1¢
s. Tabelle in Anhang 3

— Startphase (Depletionsphase)
- Beginn der Einhaltung der Vorgaben des Erndhrungsleitfaden (Anhang 3)
- Noch kein Konsum von Apfelsaft / Kontrollgetrank

" Apfelsaft-/Kontrollgetrink-Konsum (Interventionsphase, s. Seite
4)

- Weiterhin Einhaltung der Vorgaben des Erndhrungsleitfaden (Anhang 3)
- Konsum von Apfelsaft / Kontrollgetrink
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