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Kurzfassung: Auswirkungen eines moderaten Konsums von nativem oder entalkoholisiertem
Rotwein auf antioxidative Parameter im Blut und DNA-Strangbriche in peripheren Leukozyten
gesunder Proband/inn/en — Ergebnisse einer I nterventionsstudie

Problemstdlung: Oxidativer Stress beglnstigt die Entstehung von Herz-Kreislauf-, Tumor- und
chronisch entzindlichen Erkrankungen. Rotwein enthdlt antioxidative Polyphenole und kann daher
maoglicherweise oxidativem Stress in vivo entgegenwirken. Ziel war es, zu prifen, ob ein Glas Rotwein
(RW) nach einmaliger bzw. regelmédfdiger Zufuhr beim Menschen antioxidativ wirkt und ob
entalkoholisierter Rotwein (ERW) aus derselben Charge vergleichbare Effekte hat.

Studie: A) Je 9 gesunde Nichtraucher/innen nahmen morgens nichtern einmalig 200 mL RW, 175 mL
ERW oder 200 mL Wasser zu sich. Blutentnahmen fanden vor sowie 90 und 360 min nach der
Getrankeaufnahme statt. B) 49 gesunde Nichtraucher/innen tranken 6 Wochen lang téglich 200 mL RW
oder 175mL ERW zusdtzlich zu ihrer normalen Kost. 25 Kontrollpersonen erhielten kein
Studiengetrank. Blutproben wurden vor und nach der Intervention entnommen.

Methoden: In beiden Teilstudien wurden die antioxidative Kapazitét (TEAC), der Gesamtphenolgehalt
(Folin), Vitamin C, Albumin, Urat und Bilirubin im Plasma gemessen. Bei B) wurde zusétzlich
a-Tocopherol im Serum bestimmt. Endogene sowie durch H,O, induzierte (exogene) DNA-Strangbriiche
(SB) in peripheren Leukozyten wurden mit Einzel zell-Gel el ektrophorese (Comet Assay) erfasst.

Ergebnisse: A) Der Konsum von RW und ERW fihrte nach 90 min zu einem vorubergehenden Anstieg
des Gesamtphenolgehaltes im Plasma, was auf eine vergleichbare Bioverfligbarkeit von Polyphenolen
aus RW mit und ohne Alkohol hinweist. Die Vitamin C-Konzentration nahm 360 min nach dem Konsum
von RW ab, stieg bei ERW aber an. Ursachen konnten prooxidative Effekte von Alkohol bzw.
Vitamin C-Spareffekte von antioxidativ wirksamen Polyphenolen sein. Die TEAC wurde dadurch nur
marginal beeinflusst. Verdnderungen von Albumin, Urat und Bilirubin, die in den Gruppen RW, ERW
und Kontrolle zu verschiedenen Zeitpunkten auftraten, lagen alle innerhalb des Normbereichs und hatten
ebenfalls keinen messbaren Effekt auf die TEAC. In der Leukozyten-DNA zeigten sich 360 min nach
dem Verzehr von RW und ERW vermehrt endogene SB, was nicht eindeutig auf prooxidative Effekte
zurlckgef iihrt werden kann, da gleichzeitig in der Gruppe ERW die exogenen SB reduziert waren.

B) Nach 6 Wachen Intervention fihrte nur RW, nicht aber ERW zu einem Anstieg der Gesamtphenole
im Plasma, was vermutlich auf eine niedrigere Polyphenolkonzentration bei ERW zuriickzufUhren ist.
Gleichzeitig kam es bei RW zu einer Reduktion endogener DNA-Schéden. Exogene SB, TEAC,
Vitamin C und a-Tocopherol blieben unverandert. Auch Veranderungen von Urat (Kontrolle) und
Bilirubin (ERW) hatten keinen Einfluss auf die TEAC.

Schlussfolgerung: A) Polyphenole aus RW und ERW sind bioverfigbar und fihren zu einer
voriibergehenden Steigerung des Gesamtphenolgehaltes im Plasma, kdnnen aber die TEAC nicht
erh6hen. Eine Zunahme endogener DNA-Schéden deutet auf genotoxische Effekte von RW-
Polyphenolen hin, kénnte aber auch auf einer Aktivierung von Reparaturenzymen beruhen.

B) Bei regelmaliger Zufuhr fuhrt nativer RW zu einer Akkumulation von Polyphenolen im Plasma, ohne
die TEAC zu verdandern. Im Gegensatz zum einmaligen Verzehr wurde das Ausmal3 der endogenen
DNA-Strangbriich reduziert, wodurch protektive Effekte gegeniiber Tumorerkrankungen moglich sind.

Die Diskrepanz zwischen kurz- und mittelfristigen Effekten von RW lasst sich mdglicherweise durch
eine Akkumulation unterschiedlicher Polyphenole erklaren. Zur Uberpriifung wére eine Quantifizierung
einzelner RW-Polyphenole und ihrer Metaboliten im Plasma und in Leukozyten notwendig.

Die Interaktionen von RW-Polyphenolen und der DNA in vivo sollten wegen ihres einerseits protektiven,
andererseits genotoxischen Potentials ndher untersucht werden.



Abstract: Effects of moderate consumption of native or dealcoholised red wine on antioxidant
parametersin blood and DNA-strandbreaksin peripheral leukocytesin healthy men and women —
results of an intervention trial

Background and objective: Oxidative stress is probably involved in initiation and progression of
cardiovascular disease, cancer, and chronic inflammatory processes. Red wine is rich in antioxidant
polyphenols and thus might protect from oxidative stress in vivo. Aim of this study was to examine if a
glass of red wine (RW) consumed once or regularly, respectively, shows antioxidant activity in humans.
The effects of dealcoholised red wine (DRW) of the same batch were determined in comparison.

Study: A) 27 healthy non-smokers received a single dose of 200 ml RW, 175 ml DRW or 200 ml water
after an overnight fast. Blood samples were drawn before, 90, and 360 min after consumption.

B) 49 subjects ingested 200 ml RW or 175 ml DRW daily over 6 weeks in addition to their normal diet.
25 controls did not receive any study drink. Blood samples were drawn before and after intervention.

Methods: In both parts of the study antioxidant capacity (TEAC), total phenolic content (Folin),
vitamin C, albumin, urate, and bilirubin in plasma were determined. In B) a-tocopherol in serum was
measured additionally. Endogenous and H,O,-induced (exogenous) DNA-strandbreaks (SB) in
peripheral leukocytes were assessed by single cell gel dectrophoresis (Comet Assay).

Results: A) A transient increase of total phenolics in plasma was observed after consumption of RW or
DRW indicating that bioavailability of polyphenols is comparable. Vitamin C decreased 360 min after
RW but increased after DRW, which might be due to pro-oxidant effects of alcohol or antioxidant
vitamin C-sparing effects of polyphenoals, respectively. TEAC was not altered significantly. Changes of
abumin, urate, and bilirubin occurring after RW, DRW, and in controls were all within the physiological
range and did not affect plasma-TEAC. More endogenous SB were measured 360 min after RW or DRW
compared to baseline, which cannot be ascribed to pro-oxidant effects, as exogenous SB were reduced in
group DRW at the same time.

B) After 6 weeks intervention RW, but not DRW lead to an increase of total phenolics in plasma,
probably due to the lower polyphenol content of DRW. Concurrently endogenous SB were reduced in
group RW. Exogenous SB, TEAC, vitamin C, and a-tocopherol remained unchanged. TEAC was not
influenced by changes of urate (control) or bilirubin (DRW).

Conclusion: A) Polyphenols from RW and DRW are bioavailable and transiently increase total
phenolics in plasma without affecting TEAC. Enhanced endogenous DNA-damage indicates genotoxic
effects of RW-polyphenols but might also be due to activation of repair enzymes.

B) When RW is consumed regularly, polyphenols are accumulated in plasma without an increase of
TEAC. In contrast to single ingestion endogenous SB are reduced. Thus, tumour-preventing effects of
RW are possible.

Discrepancies between short- and midterm effects of RW might be due to accumulation of different
polyphenoals in plasma and/or cells. To verify this, quantification of concentrations of the most important
RW-polyphenols and their metabolites both intra- and extra-cellular would be necessary.

Interactions of RW-polyphenols and DNA in vivo would be worth being further examined because they
show a protective as well as a genotoxic potential .
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Polyphenole sind sekundére Pflanzenstoffe, die in nahezu allen pflanzlichen Lebensmitteln
enthalten sind und damit einen festen Bestandteil der menschlichen Erndhrung darstellen
(Watzl & Leitzmann 1995). Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass der Verzehr
einer polyphenolreichen Kost vor Herz-Kreislauf- und Tumor-Erkrankungen — den haufigsten
Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland (Statistisches Bundesamt Deutschland
2003) — schitzen kann. Die protektiven Effekte scheinen zumindest teilweise auf den

antioxidativen Wirkungen der Polyphenole zu beruhen (Hollmann 2001).

Rotwein, der sowohl hohe Konzentrationen as auch ein breites Spektrum an phenolischen
Komponenten enthalt (Soleas et al. 1997a; Mattivi et al. 2002), gehort in der westlichen Kost
zu den wichtigsten Polyphenolquellen (Hertog et al. 1995; Linseisen et al. 1997; Radtke et al.
1998). Antioxidative Effekte unmittelbar nach einmaligem Rotweinkonsum wurden in
zahlreichen Interventionsstudien nachgewiesen (Maxwell et al. 1994; Whitehead et al. 1995;
Miyagi et al. 1997, Duthie et al. 1998; Simonetti et al. 2001), die Wirkungen eines
regelmaliigen Rotweinkonsums werden dagegen kontrovers diskutiert (Fuhrman et al. 1995;
de Rijke et al. 1996; Carbonneau et al. 1997; Nigdikar et al. 1998; Leighton et al. 1999; van
der Gaag et al. 2000).

In einer kontrollierten Interventionsstudie wurden daher die Effekte eines einmaligen bzw.
wiederholten moderaten Rotweinkonsums auf den Gesamtphenolgehalt und die antioxidative
Kapazitéat im Plasma bel gesunden Frauen und Mé&nnern Uberprift. Um zwischen direkten
antioxidativen Effekten der Rotweinpolyphenole und sekunddren Wirkungen durch
Veranderungen anderer Antioxidantien im Korper differenzieren zu kénnen, wurden
aul3erdem die Konzentrationen von Albumin, Urat, Bilirubin, Vitamin C und a-Tocopherol
im Blut bestimmt. Dartiber hinaus wurden endogene sowie ex vivo durch Wasserstoffperoxid
induzierte DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten gemessen, was Hinweise darauf
geben sollte, ob Rotweinpolyphenole, die ins Plasma gelangen, auf zelluldarer Ebene
biologisch relevante Wirkungen zeigen. Um die Bedeutung des Alkohols fur die
antioxidativen Wirkungen in vivo abschétzen zu kdnnen, wurde neben nativem Rotwein auch

entalkoholisierter Rotwein eingesetzt, der aus derselben Charge hergestellt wurde.



2 2 Grundlagen

2 Grundlagen

2.1 Oxidativer Stress

Im menschlichen Organismus herrscht ein physiologisches Gle chgewicht zwischen pro- und
antioxidativen Substanzen. Verschiebt sich dieses Gleichgewicht zu Gunsten der
Prooxidantien, spricht man von ,oxidativem Stress® (Sies 1985). Dieser wird as ein
wesentlicher Faktor fur die Entstehung chronisch degenerativer Erkrankungen diskutiert
(Halliwell 1996b; Gaté et al. 1999; Salganik 2001).

2.1.1 Reaktive Sauer stoff- und Stickstoffspezies

Prooxidative Substanzen im Koérper, sog. reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) und reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species, RNS), entstehen durch
Oxidationsreaktionen. Sie sind in der Lage, biologische Molekile (Lipide, Proteine, DNA-
Moleklle) zu oxidieren, wodurch diese in ihrer Funktion beeintrachtigt werden kdnnen. Zu
den ROS und RNS gehéren z.B. Superoxid- (O,7), Hydroxyl- (‘OH), Peroxyl- (RO,") und
Stickoxidradikale (NO), aber auch nicht-radikalische Verbindungen wie Wasserstoffperoxid
(H205), Hypochlorit (HOCI) und Peroxynitrit (ONOQO") (Halliwell 1996b).

ROS und RNS sind fur den Ablauf verschiedener physiologischer Vorgange notwendig. Sie
entstehen als Nebenprodukte in der Atmungskette, sind ein integraler Bestandteil der
unspezifischen Abwehr und spielen dartiber hinaus bel der Signaltransduktion eine wichtige
Rolle (Haliwell 1996b, Saganik 2001). Exogene Faktoren, die zur Bildung reaktiver
Verbindungen im Korper fuhren, sind UV- und radioaktive Strahlung, Zigarettenrauch,
Luftverunreinigungen, Ozon, Medikamente und Toxine (Halliwell 1996b; Block 1999).

Die einzelnen ROS und RNS unterscheiden sich stark in ihrer Reaktivitét und damit in ihrem
schadlichen Potential (Gutteridge 1994). So ist das Superoxidanion ein schwaches
Oxidationsmittel. Es ist instabil und wird rasch in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff
umgewandelt (Dismutation). H,O,, das aul3er durch Dismutation auch durch radikalbildende
Enzyme entsteht, ist selbst nur schwach oxidativ und relativ stabil. Es ist gut wasserléslich
und kann rasch durch die Zellmembran diffundieren. In Gegenwart freier Metallionen
entstehen durch metalkatalysierte Reaktionen (Fenton-Reaktion, Haber-Weiss-Reaktion)
jedoch hochreaktive Hydroxylradikale (Gutteridge 1994; Halliwell 1996b; Gaté et al. 1999),
die rasch fast alle biologischen Molekile oxidieren konnen (Haliwell 1996a).
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Hydroxylradikale sind verantwortlich fir die DNA-schadigende Wirkung von
Wasserstoffperoxid (Duthie et al. 1997a) und radioaktiver Strahlung (Anderson et al. 2000).

Stickstoffmonoxidradikale konnen freie Peroxylradikale abfangen und damit die
Lipidperoxidation inhibieren (Halliwell 1996b). Bei einem Uberschuss an ROS kann aus NO’
und O, jedoch das stark oxidierende und nitrierende Peroxynitrit entstehen (Gutteridge 1994;
Halliwell 1996b). Beim Zerfall von ONOO™ werden ebenfalls Hydroxylradikale freigesetzt
(Gutteridge 1994; Halliwell 1996b).

2.1.2 Antioxidative Schutzmechanismen

Zum Schutz vor ROS und RNS steht dem Korper ein breites Spektrum an Antioxidantien zur
Verfuigung. Nicht-enzymatische Antioxidantien fangen freie Radikale ab (Radikal scavenging)
oder verhindern bereits deren Bildung. Wasserlosliche Antioxidantien wie Albumin, Urat,
Bilirubin, Vitamin C und Glutathion befinden sich dabei im Plasma oder im Zytosol.
Vitamin E, Carotinoide und Ubichinon sind auf Grund ihrer lipophilen Struktur in der
Zellmembran lokalisiert (Lunec & Winyard 1998). Polyphenole entfalten ihre antioxidativen
Schutzwirkungen vermutlich an der Grenzschicht zwischen der wéssrigen Phase und der

lipophilen Oberflache der Zellmembranen (Carbonneau et al. 1997).

Antioxidative Enzyme setzen ROS und RNS zu weniger reaktiven Verbindungen um
(Gutteridge 1994; Lunec & Winyard 1998), wéahrend Speicher- und Transportproteine
Metallionen binden und damit die Katalyse der Lipidperoxidation oder anderer
radikalbildender  Reaktionen  (Fenton-Reaktion, Haber-Weiss-Reaktion) verhindern
(Gutteridge 1994).

Zusétzlich zu diesen antioxidativen Schutzsystemen verfugt der Koérper Uber Reparatur-
mechanismen, mit denen oxidierte Lipide, Proteine oder DNA-Bausteine wieder reduziert
oder entfernt und abgebaut werden konnen (Gaté et al. 1999; Davies 2000).

2.1.3 Diepathophysiologische Bedeutung von oxidativem Stress

Oxidativer Stress kann aus einer erhéhten Produktion von ROS / RNS oder einem Mangel an
Antioxidantien resultieren (Halliwell 1996a) und ist mit verschiedenen pathologischen
Prozessen assoziiert. So gilt as gesichert, dass die Oxidation von Lipoproteinen geringer
Dichte (LDL) einen Eckstein in der Atherogenese darstellt (Steinberg 1997; Aviram &
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Fuhrman 1998). In der DNA konnen Einzel- oder Doppel strangbriiche sowie Modifikationen
der Purin- und Pyrimidinbasen auftreten (Lunec & Winyard 1998), wodurch Mutationen und
damit die Karzinogenese begiinstigt werden (Kasai & Nishimura 1991; Gaté et al. 1999).
Oxidativer Stress tragt auch zur Gewebeschadigung bei Diabetes, Rheuma, entziindlichen
Darmerkrankungen, Morbus Parkinson und Alzheimer bei (Halliwell 1996a; Abuja &
Albertini 2001).

Eine ausreichende Zufuhr an Antioxidantien mit der Nahrung konnte oxidativem Stress in
vivo entgegenwirken und damit protektiv wirken. Epidemiologische Studien zeigen, dass ein
hoher Verzehr von Obst, Gemise, Rotwein und Tee, die reich an Antioxidantien sind,
tatsdchlich mit einem verminderten Risiko fir Herz-Kreislauf- und Tumorerkrankungen
assoziiert ist (Negri et al. 1991; Block et al. 1992; Renaud & de Lorgeril 1992; Hertog et al.
1993a; Hertog et al. 1995; Blot et al. 1996; Hertog et al. 1996; Potter & Steinmetz 1996;
Knekt et al. 1997; Geleijnse et al. 1999; Johnsen et al. 2003; Malin et al. 2003). Neben den
Vitaminen A, C und E sowie den Carotinoiden werden besonders den Polyphenolen
antioxidative Wirkungen zugesprochen (Watzl & Leitzmann 1995).

2.2 Polyphenole

Polyphenole sind sekundéare Pflanzenstoffe, die in fast allen Nahrungsmittelpflanzen
vorkommen und damit einen festen Bestandteil der menschlichen Kost darstellen. In der
Pflanze erfillen Polyphenole vielfdltige Aufgaben, u.a. Anlocken von Bestdubern sowie
Schutz vor Fraldinsekten, Krankheiten, UV-Strahlung und ROS. Als Farb-, Geruchs- und
Geschmacksstoffe beeinflussen sie die sensorische Qualitéat pflanzlicher Lebensmittel (Watzl
& Leitzmann 1995). Dartber hinaus zeigen Polyphenole in vitro antioxidative und andere
pharmakologische Effekte (vgl. Kap. 2.2.4 / 2.2.5). Durch die regelmaige Zufuhr sind
Einflusse auf die menschliche Gesundheit denkbar (Watzl & Leitzmann 1995; Middleton et
al. 2000).
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2.2.1 Struktur und Vorkommen

Polyphenole werden entsprechend ihrer Struktur in phenolische Sauren, Flavonoide und
Stilbene eingeteilt.

Phenolische Sauren basieren auf einer Cs-C;- (Hydroxybenzoesauren) oder einer Cg-Cs-
Grundstruktur (Hydroxyzimtséuren) (Abb. 1). Kaffeesaure und Ferulasdure sind die
haufigsten phenolischen Komponenten in Nahrungsmittel pflanzen (Watzl & Leitzmann 1995;
Yang et al. 2001) und liegen meist mit Chinasaure oder Glucose verestert vor (Herrmann
1989; Belitz & Grosch 1992). Gallussaure ist hingegen haufig mit Flavanolen verbunden und
stellt in dieser Form eine Hauptkomponente von grinem und schwarzem Tee dar (Poon
1998).

HO COOH R

. _ COOH

OH

R=0H: Kaffeesaure
R = OCHs : Ferulasaure
(Hydroxyzimtsauren)

Gallusséaure
(Hydroxybenzoeséaure)

Abb. 1: Wichtige Phenolsauren in Nahrungsmittelpflanzen

Flavonoide sind mit Uber 5000 Vertretern die grofte Klasse der phenolischen Verbindungen
(Yang et al. 2001). lhre Struktur basiert auf zwei Benzolringen, die durch enen
heterozyklischen Pyranring verbunden sind (Flavangeriist = 2-Phenyl-benzo-dihydropyran;
Abb. 2). Eine weitere Unterscheidung in Flavonole, Flavanole, Flavone, Flavanone,
Anthocyanidine und Isoflavonoide basiert auf Modifikationen des heterozyklischen
Pyranrings. Dieser kann an der C4-Position eine Carbonylgruppe besitzen, geséttigt sein oder
eine Doppelbindung enthalten. Bel den Isoflavonen ist der B-Ring am C3- statt am C2-Atom
des C-Rings gebunden (Belitz & Grosch 1992; Watzl & Leitzmann 1995).



6 2 Grundlagen

Abb. 2: Flavangrundgerust

Quercetin, ein Flavonol, ist das in Nahrungsmittelpflanzen am weitesten verbreitete
Flavonoid (Hertog et al. 1992). Flavan-3-ole (Catechine) kommen vor alem in Obst,
Rotwein, Tee und Schokolade vor (Arts et al. 2000a; Arts et al. 2000b). In kondensierter
Form, d.h. als Di- oder Oligomere (Proanthocyanidine) tragen sie als Gerbstoffe zum
adstringierenden Geschmack von unreifen Friichten oder Wein bei (Belitz & Grosch 1992;
Waterhouse 2002). Anthocyane, die Glykoside der Anthocyanidine, sind fur die
charakteristische Farbung roter, blauer und violetter Obst- und Gemusesorten verantwortlich.
Flavone sind vor alem in Blattgewlrzen enthaten, Flavanone in Zitrusfrichten und
Isoflavone in Leguminosen. In der Pflanze sind Flavanole haufig mit Gallussaure verestert,
wahrend die anderen Flavonoide in der Regel als Glykoside vorliegen (Belitz & Grosch 1992,
Watzl & Leitzmann 1995).

Silbene enthalten zwei Phenylkomponenten, die Uber eine 2-Carbon-Methylenbriicke
verbunden sind. Der bekannteste Vertreter ist Resveratrol, das u.a. in Rotwein und Erdniissen
zum Schutz vor Infektionen oder UV-Strahlung gebildet wird (Goldberg et al. 1995).

2.2.2 Alimentare Zufuhr

Zur aimentéaren Zufuhr von Polyphenolen gibt es bislang nur wenige Angaben, die sich meist
auf einzelne Flavonoide beziehen. In den Niederlanden betrug die Aufnahme von drei
Flavonolen (Quercetin, Myricetin, Kampferol) und zwei Flavonen (Apigenin, Luteolin)
insgesamt etwa 25 mg/d (Hertog et al. 1993a; Hertog et al. 1993b). Fur Catechine wurden
72 mg/d angegeben (Arts et al. 2001). In den USA tragen nach (Bronner & Beecher 1995)

Flavanone aus Zitrusfrichten mehr als 23 mg/d zur Gesamtphenol aufnahme bei.
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Von der Arbeitsgruppe um Linseisen und Radtke wurde vor kurzem erstmals eine Datenbank
erstellt, in der die Angaben aus knapp 100 Verdffentlichungen zum Favonoid- und
Phenolsduregehalt verschiedener Lebensmittel zusammengefasst wurden (Linseisen et al.
1997; Radtke et al. 1998). Anhand dieser Daten berechneten die Autoren fur ein Teilkollektiv
der Nationalen Verzehrsstudie (119 Personen, 19-49 Jahre (a@), Bayern) ene
Phenolsdurezufuhr von durchschnittlich 222 mg/d, davon 92% als Kaffeesaure. Neben Kaffee
zahiten Obst, Obstprodukte und —séfte zu den Hauptlieferanten phenolischer Sauren (Radtke et
al. 1998). Die mittlere Flavonoidaufnahme betrug 54 mg/d (davon 12 mg Flavonole, 8,3 mg
Catechine, 13,2 mg Flavanone, 3,7 mg Proanthocyanidine, 2,7 mg Anthocyanidine, 0,7 mg
Phloretin). Dabei war Quercetin mit 10,2 mg/d vorherrschend. Die wichtigsten Quellen waren
Obst, Obstprodukte und —séfte (Linseisen et al. 1997). Die vergleichsweise niedrigen
Flavonoidwerte fUr Bayern lassen sich durch unterschiedliche Verzehrsgewohnheiten,

besonders bei schwarzem Tee, erklaren (Linseisen et al. 1997).

Isoflavonoide und Stilbene wurden nicht berticksichtigt. Da Isoflavonoide fast ausschliefdlich in
Sojaprodukten enthalten sind, haben sie fur die Ernahrung in westlichen Industrieléndern nur
eine geringe Bedeutung (Adlercreutz & Mazur 1997; Skibola & Smith 2000). (Skibola &
Smith 2000) schétzen die tagliche Aufnahme in Asien, wo vid Soja verzehrt wird, auf
20 - 240 mg/d, in alen anderen Regionen auf 1 - 9 mg/d. Auch Stilbene dirften wegen ihres
begrenzten Vorkommens nur in geringen Mengen aufgenommen werden (Goldberg et al.
2003).

Die Angaben zur alimentéren Polyphenolaufnahme sind nur beschrankt aussagefahig, da der
Gehalt in Nahrungsmittelpflanzen je nach Jahreszeit, Sorte, Anbau und Reifezustand variiert.
Dariber hinaus existiert bislang keine Standardmethode fir die Bestimmung der
Polyphenolkonzentration in Lebensmitteln (Linseisen et al. 1997; Radtke et al. 1998; Beecher
1999). Trotzdem lasst sich sagen, dass die Zufuhr von Polyphenolen insgesamt deutlich héher
liegt als die anderer Antioxidantien wie Vitamin C (105 mg/d), Vitamin E (12 mg/d) und
B-Carotin (2,5 mg/d) (Linseisen et al. 1997; Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung 2000b).
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2.2.3 Bioverflugbarkeit und Metabolismus

Die Bioverfugbarkeit von Polyphenolen wurde in zahlreichen Tier- und Humanstudien
untersucht (Ubersicht bei Scalbert & Williamson 2000). Dabei zeigte sich, dass die Absorption
und der Metabolismus wesentlich durch die chemische Struktur der einzelnen Verbindungen
bestimmt werden (Scalbert & Williamson 2000).

Polyphenole liegen in der Pflanze meist as Glykoside oder Ester organischer Sduren vor
(Watzl & Leitzmann 1995). Im Dickdarm werden sie durch Glykosidasen und Esterasen der
Mikroflora hydrolysiert. Die freigesetzten Phenolsduren und Flavonoide konnen direkt oder
nach weiterem mikrobiellem Abbau zu Phenylcarbonsduren oder Laktonen absorbiert werden
(Rechner et al. 2002). Dartber hinaus gibt es Hinweise, dass Chlorogensaure (Olthof et al.
2001) und Flavonoid-Glykoside (Hollmann et al. 1995; Paganga & Rice-Evans 1997; Aziz et
al. 1998) teillweise bereits im DUnndarm absorbiert werden. Acetylierte Flavonoide wie die
Flavanol-Gallatester im Tee scheinen ebenfalls unveréndert in die Darmmukosa zu gelangen
(Scalbert & Williamson 2000). Es gibt Hinweise aus in vitro-Studien, dass nach Abbau der
Oligomere durch Magensaure oder durch die intestinale Mikroflora zu Dimeren oder

Trimeren auch Proanthocyanidine bioverflgbar sind (Déprez et al. 2000; Spencer et al. 2001).

Nach der Absorption werden die Polyphenole in Darm, Leber und Nieren rasch zu
O-Methylestern, Glucuroniden und Sulfaten metabolisiert (German & Walzem 2000; Scalbert
& Williamson 2000; Hollmann 2001). Im Korper liegen sie daher fast ausschliefdlich in
konjugierter Form vor (Manach et al. 1998; Goldberg et al. 2003). Eine Ausnahme bilden die
Anthocyane, die unkonjugiert as Glykoside in Plasma und Urin nachweisbar sind (Miyazawa
et al. 1999; Bub et al. 2001; Matsumoto et al. 2001).

Die Ausscheidung der Polyphenole erfolgt Uber die Nieren und die Gale (Scalbert &
Williamson 2000). Glucuronide und Sulfate, die Uber die Galle sezerniert werden, kénnen
durch die Darmflora als Aglykone freigesetzt und reabsorbiert werden, so dass en
enterohepatischer Kreislauf entsteht (Scalbert & Williamson 2000; Hollmann 2001).

Die Absorption der Polyphenole erfolgt rasch, maximale Konzentrationen im Plasma werden
bereits 1 — 2 h nach der Aufnahme erreicht (Scalbert & Williamson 2000). Ausnahmen bilden
Verbindungen wie z.B. Rutin, die erst nach Hydrolyse im Kolon absorbiert werden kénnen
(Hollmann et al. 1997; Scabert & Williamson 2000). Die Eliminationszeiten der einzelnen
Verbindungen sind unterschiedlich. Wahrend Catechin (Donovan et al. 1999; Bell et al. 2000)
und Malvidin-3-glucosid (Bub et al. 2001) aus Rotwein sowie Teecatechine (Lee et al. 1995)
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rasch ausgeschieden werden, liegt die Habwertszeit der Elimination fur Quercetin bel
17-25h (Hollman et al. 1996; Hollmann et al. 1997). Trotz der kurzen Eliminationszeit
einzelner Verbindungen ist eine Akkumulation von Polyphenolen im Plasma bei regel maliiger
Zufuhr polyphenolreicher Lebensmittel moglich (Hollmann et al. 1997; Bertelli et al. 1998;
Donovan et al. 1999; van het Hof et al. 1999; Boyle et al. 2000a; Rechner et al. 2002).

Nur ein sehr geringer Anteil (< 0,03 —10 %) der aufgenommenen Polyphenole ist unveréndert
oder as Konjugate im Plasma und Urin nachweisbar (z.B. Hollman et al. 1995; Lee et al.
1995; Hollmann et al. 1997; Manach et al. 1998; Donovan et al. 1999; Bub et al. 2001;
Donovan et al. 2002; Rechner et al. 2002; Frank et al. 2003). Bel einer Aufnahme von
10 - 100 mg liegen die maximalen Konzentrationen einzelner Verbindungen im Plasma meist
unter 1 uM (Scalbert & Williamson 2000). Dies ist vermutlich weniger auf eine geringe
Absorptionsrate als vielmehr auf die extensive Metabolisierung zurtickzufiihren (Rechner et al.
2002). Auch eine rasche Anreicherung in verschiedenen Geweben ist denkbar (Bertelli et al.
1996; Bub et al. 2001).

Neben der chemischen Struktur kdnnen andere Lebensmittelkomponenten wie Ballaststoffe,
Proteine oder Alkohol das Ausmald und die Kinetik der Absorption von Polyphenolen
beeinflussen (Serafini et al. 1997; Manach et al. 1998; Scalbert & Williamson 2000; Goldberg
et al. 2003). Auch die Kombination verschiedener Polyphenole und Vitamine konnte die
Absorptionsrate der einzelnen Verbindungen verandern (Boyle et al. 2000b). Darliber hinaus
wurde in vielen Studien eine hohe interindividuelle Variabilitdt der Pharmakokinetik
beobachtet (Aziz et al. 1998; Boyle et al. 2000a; Boyle et al. 2000b; Bub et al. 2001; de Vries
et al. 2001; Rechner et al. 2002; Frank et al. 2003).

2.2.4 Antioxidative Wirkungen

Polyphenole zeigen in vitro antioxidative Wirkungen, die auf verschiedenen Mechanismen
beruhen. Sie kdnnen Elektronen Ubertragen und damit andere Substanzen reduzieren, sind aber
auch in der Lage, freie Radikale abzufangen. Dabei entstehende phenolische Radikale werden
durch das konjugierte Doppel bindungssystem stabilisiert, so dass sie nicht weiter mit anderen
Verbindungen reagieren und damit die Radikalkettenreaktion unterbrechen. Mit Metallionen
konnen Polyphenole katalytisch inaktive Chelatkomplexe bilden, was die Initiation von
Radikalkettenreaktionen verhindert (Rice-Evans et al. 1996; Cao et al. 1997; de Groot &

Rauen 1998). AulRerdem konnen Polyphenole andere Antioxidantien wie Vitamin C oder
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Vitamin E vor Oxidation schiitzen bzw. bereits oxidierte Molekile regenerieren (Rice-Evans et
al. 1996; Carbonneau et al. 1997; de Groot & Rauen 1998; Middleton et al. 2000).

Neben diesen direkten antioxidativen Wirkungen kdnnen sie verschiedene Enzyme inhibieren,
die im Korper zur Freisetzung von ROS fuhren. Beispiele hierfir sind die Cyclooxygenase, die
Lipoxygenase und die Xanthinoxidase (Takahama 1985; de Groot & Rauen 1998; Middleton et
al. 2000). Darlber hinaus sind verschiedene phenolische Verbindungen in der Lage, die
Produktion von ROS durch phagozytierende Zellen zu modulieren (Limasset et al. 1993;
Robak & Gryglewski 1996; Middleton et al. 2000) und damit die zellvermittelte LDL-
Oxidation zu inhibieren (de Whalley et al. 1990; Aviram & Fuhrman 1998).

Die antioxidative Aktivitat verschiedener Phenolsduren und Flavonoide in vitro ist vor allem
von der Anzahl und der Lokalisation der Hydroxylsubstituenten und Doppelbindungen im
Molekll abhéngig. Glykosylierungen und Esterbindungen kénnen die antioxidative Wirkung
steigern oder inhibieren. Die antioxidative Aktivitét der einzelnen Polyphenole ist haufig hther
als die von Ascorbinsdure, a-Tocopherol oder kérpereigenen Antioxidantien wie Urat und
Albumin (Rice-Evans et al. 1996; Cao et al. 1997; Kahkonen & Heinonen 2003).

Eine Reihe von Interventionsstudien zeigt, dass polyphenonolreiche Lebensmittel, z.B. griner
und schwarzer Tee (Serafini et al. 1996), Zwiebeln (Boyle et al. 2000b), Fruchtséfte (Day et al.
1997; Arendt et al. 2001; Bub et al. 2003) oder Rotwein (Kap. 2.3.4) auch in vivo antioxidativ
wirken koénnen. Auf Grund der raschen und umfangreichen Metabolisierung im Korper
scheinen dafur vor alem die Metabolite der aufgenommenen Polyphenole verantwortlich zu
sein (Manach et al. 1998; Scalbert & Williamson 2000; Goldberg et al. 2003).

Fur verschiedene Polyphenole wurden in vitro allerdings auch prooxidative Effekte
nachgewiesen. Diese traten vor alem bel hohen Konzentrationen und/oder in Gegenwart
katalytisch aktiver Metallionen wie Cu?* und Fe?* auf (Cao et al. 1997; Kahkonen & Heinonen
2003). Da Polyphenole im menschlichen Korper meist Konzentrationen unter 1 uM aufweisen
(Scalbert & Williamson 2000) und Metallionen in sequestrierter Form vorliegen (Cao et al.
1997), dirften die prooxidativen Wirkungen in vivo kaum von Bedeutung sein (Cao et al.
1997; Duthie et al. 1997a; Duthie et al. 1997b; Johnson & Loo 2000; Middleton et al. 2000).
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2.2.5 Weitere Wirkungen von Polyphenolen

Polyphenole Uben neben ihrer antioxidativen Aktivitdt weitere biochemische und
pharmakologische Wirkungen aus. Dazu zéhlen antiinflammatorische, antiallergische,
antivirale, anthithrombotische, kardioprotektive und antikarzinogene Effekte. Eine Ubersicht
Uber den Stand der Forschung liefern z.B. (Watzl & Leitzmann 1995; Robak & Gryglewski
1996; Rice-Evans & Packer 1998; Middleton et al. 2000; Hollmann 2001).

Neben potentiell gesundheitsférdernden Wirkungen zeigen verschiedene Phenolsduren und
Flavonoide, besonders Quercetin, in vitro alerdings auch zytotoxische, mutagene und
karzinogene Eigenschaften (Middleton & Kandaswami 1992; Sahu & Gray 1993; Sahu & Gray
1994; Breinholt & Dragsted 1998; Skibola & Smith 2000), die moglicherweise auf
prooxidative Wirkungen der Polyphenole zuriickzufihren sind (Duthie et al. 1997b; de Groot
& Rauen 1998; Johnson & Loo 2000; Szeto & Benzie 2002). In Tierversuchen wurde aber bis
auf wenige Ausnahmen selbst bel hohen Dosierungen kein erhdhtes Auftreten von Neoplasien
beobachtet (Ubersicht bei Stavric 1984; Formica & Regelson 1995; Middleton et al. 2000).

2.2.6 Die Bedeutung von Polyphenolen flr die menschliche Gesundheit

Die Bedeutung von Polyphenolen fur die menschliche Gesundheit ist bislang unklar.
Ergebnisse aus in vitro-Experimenten lassen nur bedingt Ruckschlisse auf die biologischen
Wirkungen von Polyphenolen in vivo zu, da sie meist mit Aglykonen durchgefihrt werden, die
im Plasma nur in sehr geringen Konzentrationen nachweisbar sind (Hollmann 2001; Goldberg
et al. 2003). Epidemiologische Studien deuten zwar darauf hin, dass der Verzehr
polyphenolreicher Lebensmittel negativ mit dem Risiko fur Herz-Kreisauf-Erkrankungen,
bestimmte Tumorarten und anderen chronischen Krankheiten assoziiert ist (z.B. Hertog et al.
1995; Keli et al. 1996; Hertog et al. 1997; Commenges et al. 2000; Le Marchand et al. 2000;
Shaheen et al. 2001; Knekt et al. 2002; Ubersichtsartikel bei Blot et al. 1996; Hertog 1996;
Adlercreutz & Mazur 1997; Hollmann 2001). Kontrollierte, langfristige, prospektive
Interventionsstudien am Menschen, die kausale Zusammenhange bestétigen konnten, liegen
bisher aber nicht vor. Trotzdem werden Polyphenole, insbesondere Flavonoide und
polyphenolreiche Pflanzenextrakte bereits as frel verkaufliche Nahrungserganzungsmittel
angeboten (Skibola & Smith 2000). Die Meinungen Uber den gesundheitlichen Nutzen und die
Unbedenklichkeit solcher Préparate gehen weit auseinander. So bezeichnen (Middleton et al.

2000) Flavonoide als ,remarkably safe nutrients with a wide range of biochemical and
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pharmacologic activities that strongly suggest their possible role as health-promoting, disease-
preventing dietary supplements‘. Andere Autor/inn/en warnen dagegen ausdrucklich vor einer
exzessiven Zufuhr von Flavonoiden (Skibola & Smith 2000), da die postulierten
therapeutischen Effekte nicht ausreichend belegt seien und da zum anderen nicht hinreichend
geklart ist, ob und bei welchen Aufnahmemengen genotoxische und zytotoxische Effekte von
Polyphenolen in vivo auftreten konnen (Skibola & Smith 2000; Ferguson 2001).

2.3 Rotwein als polyphenolreiches L ebensmittel

Ein besonderes Forschungsinteresse unter den polyphenolreichen Lebensmitteln gilt dem
Rotwein, da dieser nicht nur nur einen hohen Gesamtphenolgehalt, sondern auch ein breites
Spektrum an phenolischen Inhaltsstoffen aufweist (Soleas et al. 1997a; Waterhouse &
Teissedre 1997; Mattivi et al. 2002). Polyphenole werden in Weinstock und Reben
synthetisiert, um Insekten fir die Bestaubung anzulocken oder die Pflanze vor UV-Strahlung,
Krankheiten und Fraliinsekten zu schitzen (Burns et al.). Im Wein sind sie fur Farbe,
Geschmack und Haltbarkeit verantwortlich (Waterhouse 2002). Darlber hinaus werden
protektive Wirkungen der Rotweinpolyphenole auf die menschliche Gesundheit diskutiert
(Kap. 2.2.6).

2.3.1 Polyphenoleim Rotwein

Rotwein enthalt Gber 200 verschiedene phenolische Sauren, Flavonoide und Stilbene (German
& Wazem 2000). Die wichtigsten Verbindungen sind in Abb. 3 dargestellt. Rotwein ist
weitaus komplexer zusammengesetzt as Traubensaft, da ein Teil der phenolischen
Inhaltsstoffe erst bel der Fermentation im leicht sauren akoholischen Milieu aus Schalen,
Stielen und Kernen extrahiert wird (Brouillard et al. 1997; Di Stefano 1999). Andere
entstehen durch den Hefestoffwechsel oder sdurekatalysierte Reaktionen (Waterhouse &
Teissedre 1997; Di Stefano 1999). Auch WeilBwein enthdt nur etwa 1/10 so viele
Polyphenole wie Rotwein (Frankel et al. 1995; Lamuela-Raventés & de la Torre-Boronat
1999), da bei der Herstellung nur der Traubenaft vergoren wird und damit eine Extraktion
phenolischer Komponenten aus Schalen, Kernen und Stielen nicht moglich ist (Brouillard et
al. 1997; Waterhouse 2002).
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Abb. 3: Strukturformeln im Wein nachgewiesener Polyphenole (nach Béhm 2000)
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Flavanole sind die mengenmal3ig wichtigsten Polyphenole im Rotwein (Frankel et al. 1995;
Waterhouse & Teissedre 1997; Mattivi et al. 2002; Waterhouse 2002). Sie liegen als
Monomere (Catechin, Epicatechin), Oligomere (Procyanidine) oder Polymere (kondensierte
Tannine) vor (Waterhouse & Teissedre 1997; Waterhouse 2002). Epicatechin ist tellweise mit
Gallussdure verestert (Waterhouse 2002). Flavanole werden bei der Maischegérung zum
grofdten Teil aus Kernen und Schalen extrahiert (Brouillard et al. 1997; Waterhouse 2002), sind
aber auch im Fruchtfleisch zu finden (Di Stefano 1999).

Anthocyane sind fur die rote Farbe von Trauben und Rotwein verantwortlich. Einfache
Glucoside von Cyanidin, Peonidin, Delphinidin, Petunidin und Malvidin finden sich
hauptséchlich in der Schale der Trauben und werden im Laufe der Maischegéarung extrahiert
(Brouillard et al. 1997; Mattivi et al. 2002). Malvidin-3-glucosid (Oenin) ist das wichtigste
Pigment in Trauben von Vitis vinifera (Brouillard et al. 1997; Waterhouse & Teissedre 1997).
Bel der Alterung des Weins kénnen Anthocyane polymerisieren oder mit anderen monomeren
Phenolen stabilere Pigmente bilden (Brouillard et al. 1997; Waterhouse & Teissedre 1997;
Waterhouse 2002).

Flavonole werden in der Traubenschale zum Schutz vor UV-Strahlung gebildet (Waterhouse
& Teissedre 1997; Goldberg et al. 1998b; Di Stefano 1999). Sie liegen in Weintrauben als
Glykoside vor, aus denen durch Saurehydrolyse im Wein die Aglykone freigesetzt werden
(Teissedre et al. 1995; Waterhouse 2002).

Phenolische Sduren sind hauptséchlich in Vakuolen der Traubenzelle enthalten und werden
bei der Saftherstellung leicht freigesetzt (Soleas et al. 1997a; Di Stefano 1999). Daher sind sie
auch in Weil3wein und Traubensaft enthalten, wo sie den grofdten Teil der phenolischen
Verbindungen ausmachen (Frankel et al. 1995; Lamuela-Raventés & de la Torre-Boronat
1999). Hydroxyzimtsauren sind in der Traube meist mit Tartrat verestert. Die wichtigste
Verbindung ist die Caftarsdure (Tartratester der Kaffeesaure) (Waterhouse 2002). Im Wein
werden die Ester hydrolysiert, so dass die Suren in freier Form vorliegen (Waterhouse 2002).
Gallussdure, eine Hydroxybenzoesdure, wird aus den Kernen, der Schale und bei der
Lagerung des Weins in Eichenféassern aus dem Holz extrahiert (Frankel et al. 1995; Mattivi &
Nicolini 1997; Di Stefano 1999; Waterhouse 2002).

Silbene werden von der Pflanze als Reaktion auf Pilzinfektionen, UV-Licht, Ozon und
Verletzungen synthetisiert (Goldberg et al. 1995; Bavaresco et al. 1999). Der Hauptvertreter
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Resveratrol liegt in der Traubenschale as Glucosid vor. Bei der Gérung wird freies
Resveratrol gebildet (Bavaresco et al. 1999).

Der Gesamtphenolgehalt sowie der mengenméllige Anteil der einzelnen Polyphenole im
Rotwein ist sortenabhangig, wird aber auch durch Anbaubedingungen (Boden, Klima) und
kellereitechnische Mal3nahmen (z.B. Fermentationsdauer und -temperatur, Ethanol- und SO--
Konzentration, pH-Wert, Hefestamm, Eichenfass) beeinflusst (Teissedre et al. 1995;
Goldberg et al. 1996; Goldberg et al. 1998a; Goldberg et al. 1998b; Di Stefano 1999; Arts et
al. 2000b). Tab. 1 zeigt den Gehalt an Polyphenolen in Rotwein im Vergleich zu Weil3wein,
rotem und wei3em Traubensaft.

Tab. 1. Polyphenolgehalte von Rotwein, WeilRwein, rotem und weil3em Traubensaft

Konzentration [mg/L]
Traubensaft Traubensaft

Polyphenole Rotwein® WeiRwein® rot® weiR®
Flavonoide

Flavonole 10-203 Spuren 52,9-60,4 57— 8,6
Quercetin 5-53 0

Flavanole 48 — 440 15-30 33,1-51,6 10,7 - 40,3
Catechin 27 -191 3-35

Epicatechin 21,4 -128 2-21

Procyanidin 29-333 5-10

Anthocyane 20 — 500 0 318,2 — 443,7 n.n.
Cyanidin-3-glucosid 2,8-38 0

Malvidin-3-glucosid 24 -170 0

Phenolische Sauren

Hydroxybenzoesauren 0 - 260 0-100 24,1-34,3 32— 40
Gallussaure

Hydroxyzimtsauren 62 — 334 130 — 154 165,1 - 203,9 22,5-38,0
Kaffeesaure 3-18 2,8

Ferulasaure 19 0,3- 3,2b

p-Cumarsaure 7,5-22 1-2

Stilbene

trans-Resveratrol 01-23  0,003-2,0 0,1° n.n. ¢

a: (German & Walzem 2000), die Werte stammen aus verschiedenen Literaturangaben; b: (Pour
Nikfardjam 2001); c: (Frankel et al. 1998); d: (Pour Nikfardjam et al. 2000); bei leeren Feldern
keine Angaben vorhanden.
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2.3.2 Aufnahmeund Bioverfuigbarkeit von Rotweinpolyphenolen

Rotwein stellt neben Obst und Gemuse, Fruchtsaften, Kaffee und Tee eine der Hauptquellen
fur Polyphenole in der menschlichen Ernahrung dar (Hertog et al. 1995; Linseisen et al. 1997;
Radtke et al. 1998; Scalbert & Williamson 2000), wobei der Beitrag der einzelnen
Lebensmittel stark von den regionalen Verzehrsgewohnheiten abhéngt (Hertog et al. 1995). In
Deutschland ist Rotwein vor alem fur die Zufuhr von Catechin, Epicatechin,
Proanthocyanidinen (Linseisen et al. 1997) und Gallussdure (Radtke et al. 1998) von
Bedeutung.

Die erndhrungsphysiologische Relevanz der Rotweinpolyphenole ist von deren
Bioverflgbarkeit abhéngig. In Tab. 2 sind Humanstudien zusammengefasst, in denen die
Konzentrationen von phenolischen Sauren, Catechin und Anthocyanen in Plasma und Urin

nach dem einmaligen Verzehr von Rotwein untersucht wurden.

Die Daten zeigen, dass Polyphenole aus Rotwein vom Menschen rasch absorbiert werden.
Innerhalb einer Stunde nach dem Konsum waren erhthte Plasmaspiegel von phenolischen
Sauren (Abu-Amsha Caccetta et al. 2000; Simonetti et al. 2001), Catechin (Donovan et al.
1999; Bell et al. 2000) und verschiedenen Anthocyanen (Bub et al. 2001; Frank et al. 2003)
messbar. Maximal e Konzentrationen wurden nach 60 — 240 min erreicht. Catechin und dessen
Hauptmetabolit 3'-O-Methylcatechin lagen zu mehr als 98 % als Glucuronsduren und/oder
Sulfate im Plasmavor (Donovan et al. 1999), wahrend Anthocyane unverandert al's Glucoside
in Plasma und Urin zu finden waren (Bub et al. 2001; Frank et al. 2003). Kaffeeséure wurde
sowohl in methylierter Form (Ferulasdure) as auch unveréndert nachgewiesen (Abu-Amsha
Caccetta et al. 2000; Simonetti et al. 2001), wahrend Gallusséure sofort nach der Absorption
zu 4-O-Methylgallussdure umgewandelt wurde (Abu-Amsha Caccetta et al. 2000). Aussagen
zum Grad der Konjugation waren hier nicht mdglich, da die phenolischen Sauren erst nach
saurer bzw. enzymatischer Hydrolyse bestimmt wurden. Die maximalen Konzentrationen im

Plasmalagen fur alle untersuchten Verbindungen im nM-Bereich.
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Tab. 2: Humanstudien zur Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen aus Rotwein

Plasma Urin
Polyphenol Dosis Quelle tmax [Min]  Cmax [NM] [%]® Referenz
Kaffeesaure 0,9 mg 100 mL RW 60 6,6 (Simonetti et al.
1,8 mg 200 mL RW 60 17,9 2001)
2,7mg 300 mL RW 60 27,2
Kaffeesaure 11,0 mg/L 5 mL/kg KG RW 120 84 (Abu-Amsha
5 mL/kg KG ERW 60 91 Caccetta et al.
Gallussaure 9,5mglL 5 mL/kg KG RW 120 176 ° 2000)
5 mL/kg KG ERW 240 184 °¢
Protoca- 1,6 mg/L 5 mL/kg KG RW - n.s.
techussaure 5 mL/kg KG ERW - n.s.
Catechin 35 mg 120 mL RW 3,0-10,3 (Donovan et al.
120 mL ERW 2,1- 8,2 2002)
(8h)
Catechin 35 mg 120 mL RW 86 78 (Bell et al. 2000)
120 mL ERW 86 75
Catechin 35 mg 120 mL RW 60 91 (Donovan et al.
120 mL ERW 81 1999)
Cyanidin-3-G 2,4 mg 400 mL RW - n.n. 0,06 (7h) (Franketal.
Delphin-3-G 38,2 mg - n.n. 0,12 (7h) 2003)
Malvidin-3-G 184,6 mg 90 38 0,11 (7 h)
Peonidin-3-G 18,0 mg 90 27 0,84 (7 h)
Petunidin-3-G 36,4 mg 90 24 0,18 (7 h)
Malvidin-3-G 68 mg 500 mL RW 50 1,4 < 0,03 (Bub et al. 2001)
58 mg 500 mL ERW 90 1,5° (6 h)
Anthocyane 218 mg 300 mL RW 15-51 (Lapidot et al.
(22 h) 1998)

Delphin: Delphinidin; G: Glucosid; RW: Rotwein; ERW: entalkoholisierter Rotwein; KG: Koérpergewicht;
a: Ausscheidung in % der aufgenommenen Menge; b: aus der Abbildung geschatzt; ¢: gemessen als
4-O-Methylgallussaure; n.s.: keine statistisch signifikante Veranderung; n.n.: nicht nachweisbar, unterhalb
der Nachweisgrenze

Nach der Absorption werden Rotweinpolyphenole rasch metabolisiert und ausgeschieden.

Kaffeesaure war bereits 2 —4 h nach dem Verzehr von 1 — 2 Glasern Rotwein nicht mehr im
Plasma nachweisbar (Abu-Amsha Caccetta et al. 2000; Simonetti et al. 2001), wdhrend die

Konzentration von 4-O-Methylgallussdure zu diesem Zeitpunkt noch deutlich erhdht war
(Abu-Amsha Caccetta et al. 2000). Die Habwertszeit der Elimination fur Catechin
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aus nativem Rotwein lag bel 3,2 h, be entalkoholisiertem Rotwein betrug sie etwa 4 h
(Donovan et al. 1999; Bell et al. 2000). Die hochsten Konzentrationen von Anthocyanen im
Urin wurden zwischen 30 min und 6 h nach dem Verzehr gemessen (Lapidot et al. 1998; Bub
et al. 2001; Frank et al. 2003).

Trotz der kurzen Eliminationszeit scheint die wiederholte Aufnahme von Rotwein zu einer
Akkumulation der Polyphenole im Korper zu fihren. So konnten (de Vries et al. 2001) bel
gesunden Mannern und einem Konsum von 750 mL Rotwein téglich nach 4 Tagen einen
Anstieg der Quercetin- und Isorhamnetinkonzentration im Nichternplasma messen. Die
Exkretion von 4-O-Methylgallussaure und Ferulasdure im Urin war nach 2 Wochen téglichen
Konsums von 375 mL Rotwein bzw. 500 mL entalkoholisiertem Rotwein erhoht (Abu-Amsha
Caccetta et al. 2001).

Die Bioverfligbarkeit von Resveratrol aus Rotwein wurde bisher nur bei Ratten untersucht
(Bertelli et al. 1998). Nach der einmaligen Gabe von 4 mL Rotwein (entsprechend 933 mL
bei einem 70 kg schweren Menschen) kam es zu einem raschen Anstieg der Resveratrol-
konzentration im Plasma, die Maximalkonzentration nach 1 h lag bei 89 nM. Mit 2 mL
Rotwein taglich Uber einen Zeitraum von 2 Wochen wurden 33 nM erreicht. Zudem reicherte
sich Resveratrol in der Leber und den Nieren der Ratten an (Bertelli et al. 1998).

Vergleiche zwischen nativem und entalkoholisiertem Rotwein bzw. rotem Traubensaft
zeigen, dass Ethanol einerseits die Absorption von Malvidin-3-glucosid (Bub et al. 2001),
andererseits die Elimination von Catechin aus dem Plasma (Donovan et al. 1999; Bell et al.
2000) und die Ausscheidung Uber die Niere (Donovan et al. 2002) beschleunigt. Die
Bioverflgbarkeit, berechnet als Flache unter der Kurve fur die Konzentration im Plasma
(AUC), wurde dadurch jedoch nicht verandert (Donovan et al. 1999; Bell et al. 2000; Bub et
al. 2001). Bei (Frank et al. 2003) wurden Anthocyane aus Rotwein hingegen nicht nur
langsamer, sondern auch in geringerem Umfang absorbiert als aus rotem Traubensaft.
Entgegen friheren Annahmen (Ruf et al. 1995; Miyagi et al. 1997; Serafini et al. 1997;
Soleas et al. 1997a; Duthie et al. 1998; Serafini et al. 2000) scheinen Polyphenole aus
Rotwein damit nicht besser bioverfigbar zu sein as solche aus anderen Lebensmitteln
(de Vries et al. 2001; Goldberg et al. 2003).
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2.3.3 Antioxidative Wirkungen von Rotwein in vitro

Rotweinpolyphenole als Reinsubstanzen besitzen in vitro vielfatige antioxidative Wirkungen
(Kap. 2.2.4). Auch Rotwein und Rotweinextrakte konnen die Kupfer (Cu)- oder Radikal-
induzierte Oxidation von LDL (Frankel et al. 1993; Kanner et al. 1994; Frankel et al. 1995;
Abu-Amsha et al. 1996; Kerry & Abbey 1997; Miyagi et al. 1997; Ghisdlli et al. 1998;
Frémont et al. 1999; Serafini et al. 2000) und Lipiden (Kanner et al. 1994) inhibieren. (Rifici
et al. 1999) konnten Schutzwirkungen gegenuber zellvermittelter LDL-Oxidation nachweisen.
Auch die Oxidation von Serumkomponenten durch Superoxidradikale (Durak et al. 1999a)
und Kupferionen (Abu-Amsha et al. 1996) wird durch Rotwein verzogert. Weiterhin sind
Rotwein und Rotweinextrakte in der Lage, freie Radikale in wassrigen Systemen abzufangen
(Rice-Evans et al. 1996; Rechner et al. 1997; Soleas et al. 1997b; Henn & Stehle 1998;
Tubaro et al. 1999; Burns et al. 2000; Serafini et al. 2000) und Eisenionen zu reduzieren
(Jamroz & Beltowks 2001). (Lodovici et al. 2001) konnten zeigen, dass Rotweinextrakte
isolierte DNA aus Heringssperma vor Basenoxidation schitzen, wobel  sowohl

Radikal scavenging al's auch Metallchelatierung durch Polypohenole eine Rolle spielen.

Die antioxidative Aktivitdét von Rotwein und Rotweinextrakten korreliert stark mit dem
Gesamtphenolgehalt (Frankel et al. 1995; Abu-Amsha et al. 1996; Rice-Evans et al. 1996;
Rechner et al. 1997; Soleas et al. 1997b; Henn & Stehle 1998; Burns et al. 2000; Serafini et
al. 2000). Der Stellenwert der einzelnen Polyphenolklassen wird alerdings kontrovers
diskutiert (Frankel et al. 1995; Vinson & Hontz 1995; Abu-Amsha et al. 1996; Rice-Evans et
al. 1996; Kerry & Abbey 1997; Miyagi et al. 1997; Soleas et al. 1997b; Tubaro et al. 1999;
Rigo et al. 2000; Lodovici et al. 2001). Da Rotwein als gesamtes Lebensmittel eine héhere
antioxidative Kapazitét aufweist als die Summe der einzelnen Komponenten (Rice-Evans et
al. 1996), sind synergistische Effekte wahrscheinlich (Kanner et al. 1994; Rice-Evans et al.
1996; Roig et al. 2002). Weilwein und Traubensaft weisen wegen ihres geringeren
Polyphenol gehaltes auch eine wesentlich geringere antioxidative Aktivitat auf (Kanner et al.
1994; Frankel et al. 1995; Abu-Amsha et al. 1996; Miyagi et al. 1997; Rechner et al. 1997;
Henn & Stehle 1998; Tubaro et al. 1999; Serafini et al. 2000).

Alkohol scheint hingegen fur die antioxidative Wirkung in vitro nur eine geringe Rolle zu
spielen, da auch entalkoholisierter Rotwein und Rotweinextrakte (Kanner et al. 1994; Vinson
& Hontz 1995; Kerry & Abbey 1997; Frémont et al. 1999; Serafini et al. 2000; Lodovici et al.

2001) antioxidative Kapazitét besitzen. Zudem zeigt Ethanol mit Ausnahme von zwei
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Studien, die widerspriichliche Ergebnisse liefern (Schutz zellularer DNA vor HO,-
induzierten Schaden (Fenech et al. 1997) bzw. prooxidative Wirkung auf die Cu-induzierte
LDL-Oxidation (van Golde et al. 1999)), in vitro weder anti- noch prooxidative Effekte (Abu-
Amshaet al. 1996; Kerry & Abbey 1997; Miyagi et al. 1997; Durak et al. 1999a; Rifici et al.
1999; Jamroz & Beltowksi 2001, Rifici et al. 2002).

2.3.4 Antioxidative Wirkungen von Rotwein in vivo
2.3.4.1 Akute Effekte nach einmaligem Verzehr

Studien zur akuten antioxidativen Wirkung von Rotwein zeigen weitgehend
Ubereinstimmende Ergebnisse. So verringerte der einmalige Verzehr von 100 bis 300 mL
Rotwein die Cu-induzierte LDL—Oxidation ex vivo (Miyagi et al. 1997), wéhrend die
antioxidative Aktivitdt im Plasma bzw. im Serum der Probanden anstieg (Whitehead et al.
1995; Duthie et al. 1998; Simonetti et al. 2001). (Maxwell et al. 1994) und (Oztirk et al.
1999) ezielten &hnliche Ergebnisse mit ener Dosis von 57mglkg bzw.
5,0 mL/kg Korpergewicht (KG). (Cao et al. 1998) und (Serafini et al. 1998; 2000) konnten
eine erhohte antioxidative Aktivitdt im Plasma auch nach dem Verzehr von 300 mL

entalkoholisiertem Rotwein feststellen.

Dartber hinaus konnten 300 — 400 mL Rotwein, die zu einer fettreichen Mahlzeit getrunken
wurden, postprandialen oxidativen Stress (Bildung von Lipidhydroperoxiden, Verbrauch von
Vitamin C und a-Tocopherol, verminderte antioxidative Kapazitét im Plasma oder erhthte
LDL-Oxidation) sowohl bel gesunden Mannern (Ursini et al. 1998; Natella et al. 2001) as
auch bel Diabetikern (Ceriello et al. 2001) verhindern.

Eine Ausnahme bildet die Studie von (Abu-Amsha Caccetta et al. 2000), bei der der Verzehr
von Rotwein (5 mL/kg KG) mit und ohne Alkohol die Cu-induzierte LDL- und Serum-
oxidation nicht verdnderte, obwohl erhohte Konzentrationen von Kaffeeséaure,
4-O-Methylgallussaure und Urat im Plasma gemessen wurden. Die Autor/inn/en fihren dies

auf eine zu geringe Konzentration der Rotwel npolyphenole im Plasma zurick.

Sowohl Rotwein als auch entalkoholisierter Rotwein zeigten in vivo nur vortbergehende
antioxidative Effekte. Diese traten 30—180 min nach dem Verzehr ein, Maximawerte
wurden zwischen 30 und 120 min gemessen. Bereits nach 1 —4 h waren keine signifikanten
Unterschiede zu den Ausgangwerten mehr messbar (Maxwell et al. 1994; Cao et al. 1998;
Duthie et al. 1998, Serafini et al. 1998; Ozturk et al. 1999; Natella et al. 2001;
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Simonetti et al. 2001). Der zeitliche Verlauf scheint nach (Simonetti et al. 2001) vor allem
von der aufgenommenen Menge abhangig zu sein.

Der zeitgleiche Anstieg von antioxidativem Potential und der Konzentration phenolischer
Verbindungen im Plasma (Duthie et al. 1998; Serafini et al. 1998; Simonetti et al. 2001)
deutet auf eine Veranderung des antioxidativen Potentials durch die Absorption der
Rotweinpolyphenole hin. Bioverfugbarkeitsstudien zeigen ebenfals einen Konzentrations-
anstieg verschiedener Polyphenole im Plasmain einem dhnlichen Zeitraum (Kap. 2.3.2). (Day
& Stanshie 1995) sowie (Maxwell & Thorpe 2000) weisen jedoch darauf hin, dass Rotwein
auch den Uratspiegel im Blut verdndern und damit sekundére antioxidative Wirkungen

hervorrufen kann.

2.3.4.2 Antioxidative Wirkungen bei regelmagiger Aufnahme von Rotwein

Im Gegensatz zu den Studien mit einmaliger Rotwein-Zufuhr, die fast alle eine antioxidative
Wirkung nachweisen konnten, fihrten Langzeitversuche zu kontroversen Ergebnissen.

(Kondo et al. 1994) konnten erstmals eine Inhibition der Radikal-induzierten LDL-Oxidation
ex vivo nach 2 Wochen regel méaldigen Rotweinkonsums nachweisen. Auch bei (Fuhrman et al.
1995) wurde die Lipidperoxidation im Plasma und in LDL-Partikeln durch den Verzehr von
400 mL RW téglich gesenkt. Diese Ergebnisse wurden von (Nigdikar et al. 1998) bestétigt.
Zusétzlich wurden hier Rotweinpolyphenole in Kapseln oder gel6st in Weil3wein gegeben, die
eine mit Rotwein vergleichbare Wirkung hatten. Auch bei (Chopra et al. 2000) verzogerte die
Supplementierung von 1 g Rotweinpolyphenolen tiber 2 Wochen die LDL-Oxidation ex vivo.
(Leighton et al. 1999) kombinierten Rotwein mit mediterraner oder fettreicher Kost. Bel
beiden Kostformen fihrten 240 mL téglich zu einer erhdhten antioxidativen Kapazitat im

Plasma und einer Verringerung oxidativer DNA-Schéden in peripheren Leukozyten.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von (Sharpe et al. 1995), die nach 10-tégiger Gabe
von taglich 200mL Rotwein keine antioxidativen Wirkungen (LDL-Oxidation,
Lipidperoxidation, antioxidative Kapazitdt im Serum) nachweisen konnten. Auch hohere
Dosen von bis zu 4 Glasern Rotwein taglich Uber einen Zeitraum von 3 Wochen fhrten nicht
zu einer Veranderung der antioxidativen Kapazitét im Serum bzw. im Plasma (van der Gaag
et al. 2000). Bel (de Rijke et al. 1996) wurde alkoholreduzierter Rotwein eingesetzt (550
mL/d, 4 Wochen), der keinen Schutz vor LDL-Oxidation ex vivo bot. (Abu-Amsha Caccetta
et al. 2001) erzielten bei Rauchern mit 500 mL entalkoholisiertem Rotwein pro Tag nach
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2Wochen dagegen eine Reduktion von Fy-Isoprostanen (Oxidationsprodukte von
Arachidonséure) im Plasma, wahrend nativer Rotwein mit 13,3 % Alkohol keine Wirkung
zeigte. Bel Probanden, die flavonoidarm erndhrt wurden, stieg nach (Young et al. 2000) die
LDL-Oxidation an, ein Traubenscha enextrakt konnte diese oxidativen Veranderungen nicht
verhindern. (van Golde et al. 1999) stellten sogar prooxidative Effekte nach 2-wdchiger Gabe
von téglich 375 mL Rotwein fest.

Auch innerhalb einzelner Studien stimmen die Ergebnisse verschiedener Tests zur Messung
antioxidativer Effekte haufig nicht Gberein. So stieg bel (Carbonneau et al. 1997) nach
2-wachiger Supplementierung von Rotweinpolyphenolen die antioxidative Kapazitdt im
Plasma an, die LDL-Oxidation ex vivo blieb jedoch unveréndert. Bei (Nigdikar et al. 1998)
wurde hingegen die Lipidperoxidation durch Rotweinpolyphenole inhibiert, wahrend die
antixoidative Kapazitét nicht beeinflusst wurde. Die Einnahme von Traubenkernextrakt
(110 mg Procyanidine/d Uber 30 Tage) reduzierte in vivo die Bildung von 8-Hydroxy-
deoxyguanosin  (8-OHdG), einem Mald fir oxidative DNA-Schaden, in peripheren
Lymphozyten, ohne jedoch die Radikalfangerkapazitéat im Plasma zu erhéhen (Simonetti et al.
2002).

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten neben antioxidativen Wirkungen auch einen Anstieg
phenolischer Sauren (Abu-Amsha Caccetta et al. 2001) bzw. des Gesamtphenolgehaltes
(Fuhrman et al. 1995; Nigdikar et al. 1998) in Plasma oder LDL nachweisen. Die
Autor/inn/en gehen daher davon aus, dass Rotweinpolyphenole direkt fir die antioxidativen
Effekte verantwortlich sind. (Simonetti et al. 2002) fuhren den von ihnen beobachteten
Rickgang der DNA-Oxidation in vivo hingegen auf Vitamin E-Spareffekte zurtick.

2.3.4.3 Die Bedeutung des Alkoholsfur die antioxidative Wirkung von Rotwein in vivo

Die Bedeutung des Alkohols fir die anti- bzw. prooxidative Aktivitdt von Rotwein in vivo ist
bisher nicht geklart. (de Rijke et al. 1996) vermuten, dass Alkohol die Absorption von
Rotweinpolyphenolen aus dem Darm und damit die antioxidative Wirkung von Rotwein in
vivo beglnstigen koénnte. Eine Mehrzahl von Studien deutet jedoch eher auf prooxidative
Effekte des Weinalkohols in vivo hin (Fuhrman et al. 1995; Duthie et al. 1998; van Golde et
al. 1999; van der Gaag et al. 2000; Abu-Amsha Caccetta et al. 2001). Nur bei (Kondo et al.
1994) und (Nigdikar et al. 1998) wurde die LDL-Oxidation ex vivo durch 2-wdchige
Interventionen mit 40 bis etwa 60 g Alkohol/d nicht verandert, wahrend (Fenech et al. 1997)
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sogar Schutzwirkungen von Alkohol gegeniiber H,O.-induzierten DNA-Schaden vermuten,
da gleiche protektive Effekte mit polyphenolreichem Rotwein und polyphenoléarmerem

WeiRwein erreicht wurden.

Vermutlich entscheidet das Verhdtnis zwischen dem Alkohol- und dem Polyphenolgehalt
eines Rotweins dartber, ob in vivo antioxidative, prooxidative oder keine Wirkungen
auftreten (van Golde et al. 1999; Abu-Amsha Caccetta et al. 2000; Abu-Amsha Caccetta et al.
2001). Die kontroversen Ergebnisse der vorliegenden Langzeitstudien sind damit nicht nur
durch methodische Unterschiede oder die supplementierten Mengen, sondern auch durch
unterschiedliche Zusammensetzung der Weine und Extrakte zu erklaren (Nigdikar et al. 1998;
van Golde et al. 1999; Abu-Amsha Caccetta et al. 2001; Howard et al. 2002). Zahlreiche
Autor/inn/en fordern daher fUr kinftige Interventionsstudien eine genaue Charakterisierung
des Rotweins, um die Aussagekraft zu erhdéhen und widerspriichliche Ergebnisse zu
vermeiden (Muller & Fuglsang 1997; Waterhouse & Teissedre 1997; Howard et al. 2002).
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3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob moderate Mengen eines genau
charakterisierten Rotweins bel gesunden Mannern und Frauen bei einmaligem bzw.
regelmafdigem Konsum tber mehrere Wochen

* zueinem Anstieg der Polyphenolkonzentration im Plasma fuhren,
* dadurch der antioxidative Status im Plasma verandert wird und

»  periphere Leukozyten vor endogenen sowie exogen durch oxidativen Stress induzierten

DNA.-Strangbriichen geschiitzt werden.

Dartiber hinaus sollte geklart werden, ob entalkoholisierter Rotwein derselben Charge
vergleichbare Wirkungen hat und damit eine alternative Polyphenolquelle zu alkohol haltigem

Rotwein darstellen kann.
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4 Material und Methoden

4.1 Studiendesign

Das vorliegende Projekt gliedert sich in eine Kurzzeit- und eine Langzeitstudie, die von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultét der Rheinischen Friedrich-Wilhems-
Universtitét Bonn geprift und beflrwortet wurden. Die Untersuchungen folgten den
Empfehlungen des Weétarztebundes (Deklaration von Helsinki, 1989) sowie den
EU-Richtlinien der ,Good Clinical Practice”. Alle Proband/inn/en gaben ihr schriftliches
Einverstdndnis. Das Studiendesign war in beiden Félen kontrolliert, dreiarmig und
monozentrisch. Die Aufteilung in die Gruppen Rotwein (RW), Entalkoholisierter Rotwein

(ERW) und Kontrolle (Wasser bzw. kein Studiengetrénk) erfolgte randomisiert.

4.1.1 Fallzahlbestimmung

Die Fallzahlbestimmung wurde am Institut fir Medizinische Biometrie, Informatik und
Epidemiologie, Universitéatsklinik Bonn, mit Hilfe der Software SAS System berechnet. In der
Annahme, dass der intrazelluldre Schutz vor DNA-Strangbriichen wesentlich von der
antioxidativen Kapazitdt im Plasma abhéngt, wurde die PlasmaTEAC as Hauptparameter
ausgewahlt. Die Fallzahlabschdtzung beruht auf den TEAC-Daten gesunder Proband/inn/en,

diein einer zuvor durchgefihrten Interventionsstudie bestimmt wurden (Arendt et al. 2001).
Kurzzeitstudie

Die mittlere Differenz der TEAC-Werte zwischen zwei Messterminen betrug im
Kurzzeitversuch der zu Grunde liegenden Interventionsstudie 0,033mM. Daraus wurde fir
das vorliegende Projekt eine Fallzahl von 6 Proband/inn/en pro Gruppe (RW, ERW,
Kontrolle) berechnet. Hierbei wird eine Anderung der TEAC von mehr as 0,033 mM mit
einer Power von mehr als 90 % angezeigt.

Zur statistischen Auswertung mit nichtparametrischen Tests ist eine Fallzahl von n>7
erforderlich. Um die Auswertung auch im Fall eines Ausscheidens einzelner Proband/inn/en
oder bei Probenverlusten zu gewahrleisten, wurde eine Proband/inn/enzahl von 9 Personen

pro Gruppe angestrebt.
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Langzeitstudie

Die mittlere Standardabweichung fur die Differenz der TEAC-Werte zwischen zwel
Messterminen betrug in der Langzeitstudie bei (Arendt et al. 2001) 0,075 mM. Eine
Veranderung um mehr as 0,075mM wurde as klinisch relevant eingestuft. Eine
Proband/inn/enzahl von 25 Personen pro Gruppe (RW, ERW, Kontrolle) kann einen
Unterschied in der Veranderung der antioxidativen Kapazitét von 0,075 mM mit einer Power
von mehr as 90 % zeigen. Auch der Unterschied zwischen zwei Gruppen wird mit einer
Power von mehr als 90 % angezeigt. Im Gesamttestverfahren liegt die Power bei 90 %, wenn
sich die Wirkung der beiden Studiengetrénke RW und ERW von der Kontrollgruppe

unterscheidet.

Alle einzelnen Tests wurden auf einem Signifikanzniveau von 5% durchgefiihrt. Das

Gesamttestverfahren hdlt damit ein Signifikanzniveau von 5 % ein.

4.1.2 Kurzzeitstudie
4.1.2.1 Proband/inn/en

An der Kurzzeitstudie nahmen 27 gesunde Nichtraucher/innen (19 weiblich (w), 8 méannlich
(m)) zwischen 20 und 50 Jahren teil. Es handelte sich fast ausschliefdich um Studierende und
Angehorige der Landwirtschaftlichen und der Medizinischen Fakultét der Université Bonn,
die Uber Aushange und einen Aufruf im elektronischen Newsletter der Universitat rekrutiert
wurden. Der Gesundheitszustand wurde anhand eines Fragebogens (Anhang A) Uberpriift, der
von den Proband/inn/en selbst ausgefillt und vom einem Arzt der Universitdtsklinik Bonn

begutachtet wurde.

Ausschlusskriterien waren:

Schwangerschaft und Stillzeit

Alter <18 oder >50 Jahre

Allergien gegen Huhnerel

Alkoholabusus oder friihere Alkoholabhéngigkeit

Zigarettenkonsum wahrend der vergangenen 6 Monate

mehr als 10 Stunden Sport pro Woche

regelmafdige Einnahme von Medikamenten, die die antioxidative Kapazitét im Plasma

beeinflussen oder durch Interaktion mit Alkohol Nebenwirkungen hervorrufen
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Einnahme von Nahrungsergénzungsmitteln (z.B. Multivitaminsupplemente, Rotwein-
kapseln, Bioaktivkonzentrate)

Tellnahme an einer anderen klinischen Studie

Die demographischen Daten des Proband/inn/enkollektivs sind in Tab. 3 zusammengefasst.

Tab. 3: Demographische Daten der Proband/inn/en der Kurzzeitstudie

Entalkoholisierter

Rotwein Rotwein Kontrolle
Proband/innfen  n(w/m) 9(712) 9(8/1) 9(6/3)
Alter [a] MW + SD 27,1+ 9,0 26,2+ 3,5 31,4+ 5,8
Min — Max 21-50 20-30 24 - 41
BMI [kg/m?] MW #* SD 208+ 1,1 21,8+ 1,9 22,0+ 2,8
Min — Max 19,0-22,5 18,1-24,1 18,9 -27,0
Sport [h/w] MW + SD 34+29 2,7+3,3 1,9+3,3
Min — Max 0-10 0-10 0-9

a: Jahre; BMI: Body Mass Index; h/w: Stunden / Woche; n: Anzahl; w: weiblich; m: méannlich; MW:
Mittelwert; SD: Standardabweichung; Min: Minimum; Max: Maximum

4.1.2.2 Durchfihrung

Die Kurzzeitstudie bestand aus zwei Abschnitten, die mit den gleichen Proband/inn/en und
unter denselben Versuchsbedingungen durchgefihrt wurden. Am ersten Tell (A) nahmen nur
die Proband/inn/en der Gruppen RW und ERW teil, in Teil B war auch die Kontrollgrupppe
mit einbezogen. Zwischen Teil A und B lag fir die einzelnen Proband/inn/en ein Abstand von

mindestens 2 Wochen.
Tell A

Die Proband/inn/fen kamen morgens zwischen 7.00 und 8.00 Uhr in die Abteilung fur
Allgemeine Innere Medizin | der Universitdtsklinik Bonn. Ab 20.00 Uhr des Vorabends
durfte nur noch Wasser getrunken werden. Am Morgen des Untersuchungstages waren vor
der ersten Blutentnahme maximal 400 mL Wasser erlaubt. Sportliche Aktivitéten sollten 12 h
vor der ersten Blutentnahme bis zum Ende der Untersuchung vermieden werden. Die erste
Blutentnahme erfolgte niichtern. Unmittelbar danach nahmen die Proband/inn/en je 200 mL
RW oder 175 mL ERW zu sich. Weitere Blutentnahmen erfolgten 30, 60, 90 und 120 min

nach der Intervention. Unmittelbar nach der 60-min-Blutentnahme durften sich die



28 4 Materiad und Methoden

Proband/inn/en aus einem Buffet mit polyphenolarmen Lebensmitteln (Weil3brot, Bultter,
Quark, Joghurt, Ké&se, Honig, Milch, Frichtetee, Mineralwasser) en Frihstlick

zusammenstellen.

Im Plasma wurde die antioxidative Kapazitdt als Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) gemessen, um abschédtzen zu konnen, ob und zu welchem Zeitpunkt nach dem
Konsum von RW bzw. ERW antioxidative Effekte ex vivo messbar sind. Zu diesem Zeitpunkt
sollten im Teil B weitere antioxidative Parameter gemessen werden, um zu Uberprifen,
welche Antioxidantien fur die Veranderung der TEAC verantwortlich sind und ob die
Resistenz peripherer Leukozyten gegeniiber oxidativem Stress in vivo und ex vivo beeinflusst

wird.

Um EinflUsse von Polyphenolen aus der Nahrung auszuschlief3en, wurden die Proband/inn/en
gebeten, am Tag vor den Untersuchungen bis zur letzten Blutentnahme auf polyphenolreiche
Lebensmittel zu verzichten. Hierzu erhielten sie eine Liste mit polyphenolreichen und -armen
Lebensmitteln (Anhang B).

Tell B

Teil B verlief analog zu Teil A. Die Proband/inn/en der Gruppen RW und ERW waren die
gleichen wie in Tell A, zusdtzlich wurden 9 Kontrollpersonen einbezogen, die 200 mL
Mineralwasser tranken. Blutentnahmen fanden vor Aufnahme der Getrénke sowie 90 und
360 min danach statt. Zusétzlich zur antioxidativen Kapazitét wurden in Tell B der
Gesamtphenolgehalt und die Konzentrationen an Vitamin C, Albumin, Urat und Bilirubin im
Plasma sowie DNA-Einzelstrangbriiche in peripheren Leukozyten untersucht. Der Zeitpunkt
nach 90 min wurde ausgewéhlt, da dort im Teil A sowohl bei RW als auch bei ERW die
antioxidative Kapazitdt im Plasma im Vergleich zum Nullwert angestiegen war (Kap. 5.1.2 /
Abb. 6). Mit der Blutentnahme nach 360 min sollten evtl. verzogert auftretende antioxidative
Effekte erfasst werden.

Zwischen der zweiten und der dritten Blutentnahme durften die Teilnehmer/innen die Klinik
verlassen. Bis zum Abschluss der Untersuchungen galten jedoch die gleichen diétetischen

Restriktionen wie am Tag vor der Untersuchung.
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4.1.3 Langzeitstudie
4.1.3.1 Proband/inn/en

An der Studie nahmen 78 gesunde Nichtraucher/innen (44 w, 34 m) zwischen 20 und
50 Jahren teil. Die Teilnehmer/innen wurden Uber Aushange und den elektronischen
Newsletter an der Universitédt Bonn sowie Uber eine Anzeige in einer lokalen Tageszeitung
rekrutiert. Es galten die gleichen Teilnahmebedingungen und Ausschlusskriterien wie in der
Kurzzeitstudie (Kap. 4.1.2.1).

Vier Teilnehmer/innen schieden im Verlauf der Langzeitstudie aus. Ein Proband (RW)
erschien nicht zur zweiten Blutentnahme, ein weiterer (RW) wurde von der Auswertung
ausgeschlossen, da er angab, im Untersuchungszeitraum mehrmals Zigaretten geraucht zu
haben. Je eine Probandin aus Gruppe RW und ERW musste die Studie aus gesundheitlichen
Grunden abbrechen. Die demographischen Daten der verbleibenden Proband/inn/en sind in
Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4. Demographische Daten der Proband/inn/en der Langzeitstudie

Entalkoholisierter

Rotwein Rotwein Kontrolle
Proband/innfen  n (w/m) 24 (121/12) 25 (15/10) 25 (15/10)
Alter [a] MW + SD 30,0+ 8,3 26,7+ 6,4 288+ 7,1
Min — Max 20 - 46 20-45 20-42
BMI [kg/m?] MW £ SD 235+ 3,3 219+ 2,1 21,4+ 2,2
Min — Max 17,2 -30,7 18,8 - 26,1 17,8 - 25,5
Sport [hiw] MW + SD 22+ 2,2 20+ 2,0 29+ 24
Min — Max 0-6 0-6 0-8

a: Jahre; BMI: Bodymass Index; h/w: Stunden / Woche; n: Anzahl; w: weiblich; m: mannlich; MW: Mittelwert;
SD: Standardabweichung; Min: Minimum; Max: Maximum

4.1.3.2 Durchfihrung

Die Langzeitstudie begann mit einer einwGchigen Vorlaufphase, in der noch keine
Studiengetrdnke verzehrt wurden, die diétetischen Restriktionen (Kap. 4.1.3.3) jedoch
eingehalten werden sollten. In dieser Phase fuhrten die Tellnehmer/innen ein 7-tégiges
Erndhrungsprotokoll. Anschlie3end folgte eine 6-wochige Interventionsphase, in der die
Proband/inn/en téglich je 200 mL RW bzw. 175 mL ERW zusétzlich zu ihrer normalen Kost
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zu sich nahmen, wéhrend die Proband/inn/en der Kontrollgruppe kein Studiengetrénk
erhielten. Der Wein sollte etwa 1 h nach dem Abendessen getrunken werden. In den letzten 7

Tagen der Intervention wurde ein zweites Erndhrungsprotokol | gefihrt.

Blutentnahmen wurden zu Beginn und am Ende der Interventionsphase durchgefihrt. Die
Proband/inn/en kamen morgens zwischen 7.30 und 9.00 Uhr niichtern in die Abteilung fur
Allgemeine Innere Medizin | der Universitétsklinik Bonn. Ab 20.00 Uhr des Vorabends
durfte nur noch Wasser getrunken werden, am Morgen vor der Blutentnahme waren maximal
400 mL Wasser erlaubt. Zusétzlich sollte 12h vor der Blutentnahme auf sportliche
Aktivitéten verzichtet werden.

4.1.3.3 Diatetische Restriktionen

Die Proband/inn/en sollten ihre normalen Ernahrungsgewohnheiten Uber den ganzen
Studienzeitraum beibehalten. Allerdings wurde die tagliche Zufuhr polyphenolhaltiger
Getranke auf maximal 2 Tassen (a150 mL) Kaffee, schwarzen oder griinen Tee sowie auf
2 Glaser Fruchtsaft (a200mL) beschrénkt. Der Genuss von Multivitamin-, ACE-,
Traubensaften und alkoholischen Getranken sowie die Einnahme von Probiotika und
Nahrungserganzungsmitteln waren nicht gestattet. Diese diétetischen Einschrankungen sollten
eine Woche vor Studienbeginn bis zum Ende des gesamten Beobachtungszeitraums

eingehalten werden.

4.2 Studiengetranke

Fur die Studie wurde ein Rotwein der Staatlichen Weinbaudomane Marienthal (Ahrtal, D)
ausgewahlt (1999er Marienthaler Klostergarten, Spatburgunder). Ein Teil des Weines wurde
durch Vakuumextraktion entalkoholisiert (Fa. Jung, Ridesheim, D).

Der native und der entalkoholisierte Rotwein wurden von der Forschungsanstalt Geisenheim,
Fachbereich Weinanalytik und Getrankeforschung, |ebensmittelchemisch anaysiert
(Anhang C). Die enmaige (Kurzzeitstudie) bzw. tégliche (Langzeitstudie)
Polyphenolaufnahme aus 200 mL Rotwein bzw. 175 mL entalkoholisiertem Rotwein sowie
die antioxidative Kapazitét der Getrénke sind in Tab. 5 aufgefihrt.
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Die Kontrollgruppe der Kurzzeitstudie erhielt 200 mL eines natirlichen, mit Kohlensdure
versetzten Minerdwassers (Markus Brunnen, Vereinte Mineral- und Heilquellen,

Rosbach, D). Zur Zusammensetzung siehe Anhang D.

Tab. 5: Polyphenolgehalt und antioxidative Kapazitat einer Einzeldosis
Rotwein bzw. entalkoholsierten Rotweins (ERW)

Polyphenole Rotwein (200 mL) ERW (175 mL)
Flavonoide 50,4 mg 24,5 mg
davon Catechin 26,5 mg 10,8 mg
Epicatechin 14,4 mg 8,5 mg
Malvidin 8,5 mg 4,7 mg
Peonidin 1,0 mg 0,5mg
Phenolséauren 12,4 mg 13,3 mg
davon Gallussaure 8,0 mg 9,4 mg
Kaffeesaure® 3,7 mg 3,1mg
p-Cumarsieiureb 0,7 mg 0,8 mg
Gesamtphenole® (CAE) 293,2 mg 271,6 mg
Antioxidative Kapazitat (TE) 3,8 mM 2,7mM

a: aus Caftarsaure; b: aus p-Cumaroyl-glucosyl-tartrat; c: Folin-Methode; CAE:
Catechinéquivalente; TE: Troloxaquivalente

Die Rotweinmenge wurde auf ein Glas (200 mL, 24,2 g Alkohol) festgelegt, um einerseits
eine deutliche Erhohung der Polyphenolzufuhr im Vergleich zur durchschnittlichen
diédtetischen Aufnahme (Linseisen et al. 1997; Radtke et al. 1998) zu erreichen, andererseits
aber gesundheitliche Schadigungen durch den enthaltenen Alkohol sowohl bei eéinmaligem als
auch bel regelmélligem Verzehr Uber 6 Wochen zu vermeiden (Australian Nutrition
Formation 2000; Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung 2000a; United States Department of
Agriculture 2000).

Die Aufnahmemenge fur entalkoholisierten Rotwein wurde unter der Annahme festgelegt,
dass bei der Vakuumextraktion des Rotweins etwa 12 % des Volumens als Alkohol verloren
gehen und sich die Konzentration der anderen Komponenten dadurch entsprechend erhoht.
175 mL ERW waéren daher &guivalent zu 200 mL nativem Rotwein. Der Polyphenolgehalt
wurde jedoch durch die Extraktion verandert. Da eine genaue Analyse der beiden Getranke

erst nach Beginn der Studie vorlag, war eine Mengenanpassung nicht mehr moglich.
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4.3 Blutentnahme und Probengewinnung

Nach Punktion der Armvene mit einem Butterfly wurde Vollblut in zwei Lithium-Heparin-
beschichtete Vakuumentnahmerthrchen (zur Plasmagewinnung) sowie ein Serumrohrchen
ohne Antikoagulans (Vacutainer, Becton-Dickinson, Heidelberg, D) 46 mL entnommen. Fir
die weitere Aufarbeitung und Bestimmung wurden die Proben ins Institut fir Physiologie,
Biochemie und Hygiene der Tiere, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn,
gebracht.

Eine Plasma- und die Serumprobe wurden sofort nach der Entnahme dunkel in ener
Styroporkiste auf Eis gelagert und 30 bis 90 min spéater fir 20 min bei 3000 x g und 4 °C
zentrifugiert (Varifuge, Hereaus Instruments, Dusseldorf, D). Das Plasma wurde aufgeteilt
und in Eppendorfcaps bei —70 °C (1 200 pL Gesamtphenolgehalt, 500 uL TEAC) bzw. bei
—20 °C (500 pL far Albumin, Urat und Bilirubin) eingefroren. Fir die Vitamin C-Messung
wurden 500 pL Plasma zur Ausfalung der Proteine und zur Stabilisierung der Ascorbinsaure
mit 750 pL 5%iger Trichloressigsdure versetzt. Die Proben wurden gevortext und fir 3 min
bei 12 000 x g zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, D). Der Uberstand
wurde mit einer Pipette abgenommen und bei —70 °C bis zur Analyse eingefroren. Fir die

a-Tocopherol-Bestimmung wurden 500 uL Serum bel —20 °C eingefroren.

Die Bestimmungen erfolgten innerhalb von 3 Wochen (Gesamtphenolgehalt), einem Monat
(Vitamin C), 2 Monaten (Albumin, Urat, Bilirubin und a-Tocopherol) bzw. 4 Monaten
(TEAC).

Fur die Messung der DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten wurde das zweite
Plasmarohrchen bis zur Durchfiihrung des Tests ca. 60 — 120 min nach der Blutentnahme bel
Raumtemperatur lichtgeschitzt aufbewahrt. Nach (Betti et al. 1994) hat eine Lagerung bis zu
24 h unter diesen Bedingungen keinen Einfluss auf das Ergebnis der SCGE.
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4.4 Methoden
4.4.1 Erfassung der Polyphenol- und Nahrstoffzufuhr

Die Energie-, Alkohol-, Vitamin C- und Polyphenolaufnahme wurde mit Hilfe von
Erndhrungsprotokollen ermittelt. In der Kurzzeitstudie wurde damit die Einhaltung der
polyphenolarmen Di& am Tag vor den Untersuchungen kontrolliert. Dazu wurde ein
Erndhrungsprotokoll  Gber 24 h gefihrt. In  der Langzetstudie sollten die
Erndhrungsgewohnheiten der Proband/inn/en in der Woche vor und in der letzten Woche der
Intervention ermittelt werden, um mogliche Unterschiede zwischen den Gruppen sowie
Verdnderungen durch die Teilnahme an der Studie, den Weinkonsum oder saisonale
Schwankungen zu erfassen. Alle Proband/inn/en erhielten dazu ein standardisiertes
Erndhrungsprotokoll, in dem polyphenolreiche Lebensmittel wie Obst, Gemiise, Tee und
Fruchtsdfte detailliert aufgelistet waren (Anhang E). Die Protokolle wurden mit der
Erndhrungssoftware DGE-PC  Professional, Version2.7 (Deutsche Gesellschaft for
Erndhrung, Bonn, D), ausgewertet, die auf dem Bundeslebensmittel schitissel (BLS) basiert.

Fur die Ermittlung der Phenolsdure- und Flavonoidaufnahme wurde eine eigene Datenbank
zusammengestellt (Anhang F). Grundlage war die Polyphenoldatenbank von (Linseisen et al.
1997) und (Radtke et al. 1998), in der Uber 100 verschiedene Literaturangaben zum
Polyphenolgehalt zusammengefasst sind. Diese wurde fur die vorliegende Arbeit durch
neuere Daten erganzt. Die Quercetin- und Kampferoldaten fir Tomatensol3e, -suppe, Ketchup
und Tomatenpilree stammen aus den Untersuchungsergebnissen von (Stewart et al. 2000).
Die Catechin- und Epicatechingehalte fur Apfel, rote Weintrauben (Arts et al. 2000a) und
Schwarztee (Arts et al. 2000b) wurden den Arbeiten einer niederlandischen Gruppe
entnommen, die neben der Sortenvielfalt auch die Verzehrs- und Einkaufsgewohnheiten der

Verbraucher/innen bei der Auswahl der Proben berticksichtigen.

Bei der Auswertung der Ernghrungsprotokolle wurden nur die Phenolsduren und Flavonoide
berticksichtigt, die mengenmaliig den groliten Anteil in den verzehrten Lebensmitteln und in
den Studiengetrénken ausmachen. Als Hauptvertreter der Flavonoide wurden Kampferol,
Quercetin, Myricetin (Flavonole), Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Gallocatechin
(Flavanole), Naringenin (Flavanon), Cyanidin, Peonidin, Petunidin und Malvidin
(Anthocyanidine) ausgewdhlt. Aus der Gruppe der Phenolsduren wurden Salicyl-,
p-Hydroxybenzoe-, Gallus, Syringa= und Ellagsaure (Hydroxybenzoesduren) sowie
p-Cumar-, Kaffee- und Ferulasaure (Hydroxyzimtsauren) berticksichtigt. Alle Werte wurden

as Aglykone in mg/kg bzw. mg/L berechnet.
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4.4.2 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltesim Plasma

Der Gesamtphenolgehat im Plasma wurde colorimetrisch bestimmt (Singleton & Ross
1965). Um eine Storung durch Plasmaproteine zu vermeiden, wurden die Proben mit leichten
Modifikationen wie bei (Serafini et al. 1998) aufbereitet.

4.4.2.1 Prinzip

Das Verfahren basiert auf der Oxidation phenolischer Hydroxylgruppen durch das Folin-
Ciocalteu-Reagenz. Das Reagenz selbst wird reduziert, wobei ein blauer Molybdan-Wolfram-
Komplex entsteht. Die Intensitét der blauen Farbung wird anhand der Absorption bei 765 nm
photometrisch gemessen. Die Farbreaktion wird proportiona zur Konzentration der
phenolischen Komponenten in einer Probe verstérkt. Der Gesamtphenolgehalt wird in

Catechin-Aquivalenten (mg CAE/L) angegeben.

Bei der Verwendung von Plasmaproben sind vor der Bestimmung mehrere Hydrolyse- und
Extraktionsschritte notwendig. Dabei werden zunéchst die konjugierten Polyphenole durch
Salzsdure hydrolysiert. Dann erfolgen eine Trennung der Polyphenole von den Lipiden und
eine Extraktion durch Natriumhydroxid und Methanol. Die Plasmaproteine werden durch
meta-Phosphorsaure ausgefalt und mittels Zentrifugation entfernt. Die Polyphenole aus dem
Pellet werden mit Aceton extrahiert und die Uberstande zusammen analysiert (Serafini et al.
1998).

4.4.2.2 Praktische Durchfihrung
Geréte

*  Wasserbad (Kottermann, Ketze-Hansingen, D)

o Zentrifuge 1.0 R (Heraeus Instruments, Dusseldorf, D)

o Zentrifuge 5804 R (Eppendorf, Hamburg, D)

e Inkubator IR 1500 (Bio Flow Technik, Meckenheim, D)

* UV/Vis Spektra photometer U-2000 (Hitachi, USA)

«  Membranfilter Acrodisc® 4 mm mit 0,45 um Nylon Membran (Gelman Laboratory, USA)
» Habmikrokivetten (Sarstedt, NUmbrecht, D)
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Reagenzien

e Salzsdure 1M (Merck, Darmstadt, D)

* NaOH in 75%igem Methanol 2M

8 g Natriumhydroxid (Sigma Aldrich, Steinheim, D) wurden in 25 mL aqua demin. geldst und
zu 75 mL Methanol (Merck) gegeben.

* Meta-Phosphorsaure 2M

100 g meta-Phosphorsaure (40 %) (Merck) wurden in 250 mL aqua demin. gel0st.

* Aceton-L 6sung

Aceton (Roth, Karlsruhe, D) wurde 1:2 (v/v) mit aqua demin. verdinnt. Die Losung wurde an
jedem Versuchstag frisch hergestellt.

* Natriumcarbonat-Ldsung 75 g/L

75 g NaxCO;3 (Fluka, Buchs, CH) wurden in 1 L aqua demin. gel6st und bei 4 °C gelagert.

* Folin-Ciocalteu-Arbeitslosung 1:10

Zu einem Teil Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz (Fluka) wurden 9 Teile agua demin. gegeben.
Die Verdiinnung wurde an jedem Versuchstag frisch hergestellt und bis zum Einsatz dunkel
gelagert.

» Catechin-Stammlésung 500 mg/L

23,35 mg Catechinhydrat (entsprechen 23 mg Catechin) (Sigma Aldrich) wurden in 900 pL
Ethanol (Merck) geldst und mit 45,1 mL aqua demin. gemischt. Die Stammldsung wurde in

Aliquotsvon 1 200 pL bis zur Analyse bei —20 °C eingefroren.

Analysenansatz

Die Proben wurden bei 22 °C im Wasserbad aufgetaut und 5 min bel 12 000 x g zentrifugiert
(Eppendorf). Je 500 uL des Uberstandes wurden in ein Réhrchen uberfiihrt, in das zuvor
1mL 1M HCI vorgelegt wurde. Nach 1 min kréftigem Vortexen der Proben erfolgte eine
30-mindtige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C. Anschliel?end wurde 1 mL NaOH-
M ethanol-L 6sung zugegeben und fir 3 min gevortext. Die Proben wurden erneut bei 37 °C
fur 30 min in den Inkubator gestellt. Nach Zugabe von 1 mL meta-Phosphorséure wurden die
Proben 3 min gevortext und anschlief3end fir 10 min bei 1500 x g zentrifugiert (Heraeus
Instruments). Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen und auf Eis gelagert. Das
Pellet wurde mit 1 mL Aceton-LOosung versetzt, gemischt und fur 10 min bei 2700 x g

zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem ersten Uberstand zusammengegeben, gemischt
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und erneut fir 3min bei 2 700 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand der Proben

filtriert (Acrodisc®).

Jeweils 200 pL der Probe wurden in eine Kivette pipettiert und mit 1 mL Folin-Ciocalteu-
Arbeitd6sung versetzt. Anschliefiend wurden 800 pL Natriumcarbonat-Losung zugegeben
und die Proben fur 2 Stunden lichtgeschitzt bei Zimmertemperatur inkubiert. Anschlief3end
erfolgte die Messung der Absorption bei 765 nm gegen aqua demin. Fir jede Probe erfolgte
ei ne Doppel bestimmung.

Die Absorption des Blindwertes (aqua demin., ebenso aufbereitet wie die Proben) wurde von
der Absorption der Proben subtrahiert. Zur Erstellung der Eichgeraden dienten Catechin-
Standardldsungen (5; 10; 15; 20; 30; 50 mg/L), die aus einer Stammlosung (500 mg/L) an
jedem Versuchstag frisch hergestellt wurden. Die Probenabsorption wurde in die Gleichung
der Eichgeraden eingesetzt und die Gesamtphenolkonzentration in der Plasmaprobe

berechnet.

4.4.3 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat im Plasma

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt erfolgte mittels der TEAC-Methode von
(Miller et al. 1993), modifiziert nach (Arendt et al. 2001).

4.4.3.1 Prinzip

Metmyoglobin induziert in Gegenwart von H,O, die Bildung eines stabilen Radikakations
aus 2,2 -Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat (ABTS). Die Intensitét der blaugriinen
Farbung von ABTS " wird anhand der Absorption bei 734 nm gemessen. In Gegenwart von
Antioxidantien wird die Farbreaktion proportiona zur Konzentration verzogert. Die
antioxidative Kapazitdt der zu untersuchenden Substanz wird in Relation zur
Standardsubstanz  Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carboxylsdure), einer

wasserl 6slichen, synthetischen Form von Vitamin E, angegeben (mM).
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4.4.3.2 Praktische Durchfiihrung
Geréte

»  Chromatographiesiule Econocolumn (Biorad, Munchen, D)

50cm lang, 2,5cm Durchmesser, gepackt mit Sephadex G 15 (Sigma Aldrich), Trenn-
lange = 35 cm. Dazu wurden 60 — 70 g Sephadex G 15 fur 12 h in aqua bidest. gequollen,
anschlieffend entgast und auf die Saule gegeben. Zur Trennung wurde die Séule mit Phosphat
gepufferter Salzlosung (PBS) equilibriert. Die Saule wurde bei 4 °C mit 0,2 % Natriumazid
gel agert.

* UV/Vis Spektra photometer U-2000 (Hitachi)

» Habmikrokivetten (Sarstedt)

Reagenzien

e PBS 5mM, isoton mit 145 mM NaCl, pH = 7,4

9,55 g PBS-Pulver (Sigma Aldrich) mit 9,467 g NaCl wurden auf 2 L aqua bidest. aufgefillt,
der pH-Wert mit NaCl und HCI eingestellt.

* Metmyoglobin ca 140 pM

Metmyoglobin entsteht durch die Oxidation von Myoglobin mit Kaliumhexacyanoferrat(l11).
Myoglobinlésung 400uM

0,1424g equines Herzmuskel-Myoglobin (Sigma Aldrich) wurden in 20mL PBS
(Raumtemperatur; RT) gelOst.

Kaliumhexacyanoferrat(l11) 740 uM

4,878 mg K3[Fe(CN)g] (Sigma Aldrich) wurdenin 20 mL PBS (RT) gel6st.

Beide Losungen wurden gemischt und 15 min lichtgeschiitzt inkubiert (RT), das entstandene
Metmyoglobin zur Reinigung Uber die Sephadex-Sdule gegeben und die braune
Metmyoglobinfraktion aufgefangen. Die Absorption der MetmyoglobinlGsung wurde bel 490,
560 und 580 nm gegen Luft gemessen und die Konzentration nach den Whitburn-

Gleichungen berechnet.

Whitburn-Gleichungen (Miller et al. 1993)

[Met-M b] = 146 x Asgonm - 108 X Asgonm + 2,1 X Asgonm
[FerryI-M b] = -62 x A490nm + 242 x A560nm - 123 x A580nm
[MbO,] = 2,8 XAsgonm - 127 X Asgonm + 153 X Asgonm

Mb = Myoglobin, Ax ,m = Absorption der Lésung bel der Wellenlénge x nm
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Die Konzentration von Metmyoglobin betragt in der Regel > 95 % des gesamten Hamproteins
und sollte bei etwa 140 uM liegen. Die konzentrierte Losung ist bei —20°C bis zu 6 Monate,
bei 4 °C etwa 5 Tage haltbar.

*  Wasserstoffperoxidlésung 0,9 mM

50 pL einer 30%igen H,O,-Losung (Sigma Aldrich) wurden mit 4,95 mL aqua bidest.
verdunnt. Anschlief3end wurden 0,5 g dieser Verdiinnung mit aqua bidest. auf 50 g aufgefullt.
Die H,0,-L6sung wurde lichtgeschitzt aufbewahrt und taglich frisch zubereitet.

e Trolox-Stammldsung 2,5 mM

31,286 mg Trolox (Sigma Aldrich) wurden in 25 mL NaOH (0,2 M) gel6st. Nacheinander
wurden langsam 2,5 mL aqua bidest. und 30 mL PBS zugegeben. Der pH 7,4 wurde mit HCI
(0,1 M) eingestellt, anschlief3end wurde mit PBS auf 50 mL aufgefllt. Die Lésung wurde
aliquotiert und bel —70 °C eingefroren. Sie kann bis zu 6 Monate gelagert werden.

« ABTS-Stammldsung 5mM

54,86 mg ABTS (Sigma Aldrich) wurden in 20 mL PBS gel0st. Lichtgeschitzt ist die Losung
bei 4 °C biszu 3 Tagen haltbar.

Aus den Stammldsungen wurden téglich die verdinnten Arbeitsldsungen hergestellt.

Dazu wurde

die Metmyoglobinldsung mit PBS auf 90 uM verdiinnt,

3,75 mL ABTS-Stammldsung mit PBS auf 100 mL aufgefillt (187,5 pM),

1,5 mL Troloxlésung im Wasserbad (24°C) aufgetaut und Standardverdinnungen von
0,5bis2,5 mM mit PBS hergestel|t.

Analysenansatz

Das Plasmawurde im Wasserbad (24°C) aufgetaut und bel 10 000 x g fir 10 min zentrifugiert
(Eppendorf), um Tribungen zu beseitigen. Der Uberstand diente zur Messung der anti-

oxidativen Kapazitét.

ABTS, Metmyoglobin und H,O, wurden im Wasserbad auf 24°C erwarmt.

1200 pL ABTS-LOsung mit

50 puL Metmyoglobin und

15uL  Standard, Probe bzw. Puffer fir den Leerwert

wurden 15min im Dunklen bel Zimmertemperatur inkubiert. Alle Proben wurden im
Dreifachansatz bestimmt.
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 300 uL H,O, gestartet. Die Absorption wurde bel
734 nm gemessen. Sobald der Leerwert eine Absorption von 0,5 erreicht hatte, was nach etwa
5—7 min der Fall war, wurde die Messreihe abgel esen. Da die Absorption sehr rasch ansteigt,
muss das Ablesen jeder Probe nach exakt der gleichen Zeit erfolgen. Gilnstig ist ein Takt von

15 Sekunden fur das Einpipettieren der H,O,-L6sung und das Ablesen des Wertes.

Die Absorption (Abs) der einzelnen Proben wurde auf den Leerwert bezogen:

Der TEAC-Wert wurde aus der Inhibition mit Hilfe der Trolox-Standardgeraden berechnet.

Um die Abweichungen zwischen den einzelnen Messungen zu minimieren, wurde bei jeder
Messung ein Standardplasma mitgefihrt. Dieses war aliquotiert bei —70 °C eingefroren. Der
TEAC-Wert des Standardplasmas fur eine Messreihe wurde auf den Mittelwert dieses
Standards Uber alle Messungen bezogen. Die Plasmaproben der Messreithe wurden nach
demsel ben Faktor korrigiert.

4.4.4 Bestimmung des Vitamin C-Gehaltesim Plasma

Der Vitamin C-Gehalt im Plasma wurde nach (Lowry et al. 1945), wie bel (Speitling et al.
1992) beschrieben, ermittelt.

4.4.4.1 Prinzip

Ascorbinsaure wird durch Kupfersulfat zu Dehydroascorbinsdure und Diketogulonsdure
oxidiert, welche im weiteren Verlauf mit 24-Dinitrophenylhydrazin zu enem
Zwischenprodukt reagieren. Diese Verbindung lagert sich unter Zugabe von konzentrierter
Schwefelséure zu einem farbigen Osazon um. Aus der Absorption bel 520 nm kann mit Hilfe
einer Standardgeraden die Konzentration an Vitamin C berechnet werden. Dabei wird die
reduzierte Ascorbinsdure zusammen mit der oxidierten Dehydroascorbinsaure als Vitamin C
erfasst.
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4.4.4.2 Praktische Durchfiihrung
Geréte

*  Wasserbad (Kottermann)

Zentrifuge 1.0 R (Heraeus Instruments)
Zentrifuge 5804 R (Eppendorf)

UV/Vis Spektral photometer U-2000 (Hitachi)
Halbmikrokvetten (Sarstedt)

Reagenzien

* Dinitrophenylhydrazinlésung 2,2 %

1,1 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin (Merck) wurden in 50 mL 9 N Schwefelsaure (Roth) gel 6st
und filtriert.

* Messschwefelsdure

Zu 100 mL aqua demin. wurden 875 mL konz. H,SO, (Merck) hinzugefigt und mit aqua
demin. auf 1 L aufgefullt.

* Thioharnstofflésung 5%

5 g Thioharnstoff (Merck) wurden in ca. 20 mL aqua demin. gelést und auf 100 mL
aufgefullt.

* Kupfersulfatlésung 0,024 M

0,6 g CuSO,* 5 H,0O (Merck) wurden in 100 mL aqua demin. gel6st.

e Trichloressigsaure 5%

10 g Trichloressigsaure (Merck) wurden in 200 mL aqua demin. gel 6st.

 DNP-Reagenz

1 Volumenteil 5%ige Thioharnstofflésung wurde mit 1 Volumenteil Kupfersulfatlésung und
20 Volumenteilen 2,2%iger DNP-L 6sung gemischt.

* Ascorbinsdure-Stammlésung 100mg/dL

20 mg Ascorbinséure (Sigma Aldrich) wurden in 20 mL 5%iger Trichloressigsaure gelost,
aliquotiert und bei —20 °C bis zur Anayse eingefroren.

* Ascorbinsiurelsung fur die Qualitatskontrolle 1 mg/dL

10 mg Ascorbinsdure wurden in 100 mL 5%iger Trichloressigsdure gel6st. Daraus wurden
10 mL Lésung entnommen, mit 5%iger Trichloressigsaure auf 100 mL aufgefillt, aliquotiert

und bel —20 °C bis zur Analyse eingefroren.
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Analysenansatz

Die aufbereiteten Plasmaproben wurden bel 22 °C im Wasserbad aufgetaut und 5 min bel
12000 x g zentrifugiert (Eppendorf). Zu 375 uL des Probentiberstandes wurden 125 uL
DNP-Reagenz pipettiert, gemischt und 1h im Wasserbad bei 60 °C inkubiert. Nach
5-minutiger Kuhlung im Eisbad wurden 500 pL Messschwefelsdure hinzupipettiert, kréftig
gevortext und die Proben 20 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden in Kivetten Gberfihrt
und im Spektralphotometer bei 520 nm gegen Messschwefel sdure gemessen. Die Absorption
des Blindwertes (aqua demin., ebenso aufbereitet wie die Proben) wurde von der Absorption
der Proben und der Eichwerte subtrahiert. Fir jede Probe wurde eine Doppelbestimmung
durchgefuhrt.

Zur Erstellung der Eichgeraden dienten Ascorbinsaure-Standardlésungen (0,2; 0,6; 1,2; 2,0;
3,0; 4,0 mg/dL), die aus einer Stammldsung (100 mg/dL) an jedem Versuchstag frisch
hergestellt und im Verlauf der Analyse wie Plasmaproben behandelt wurden. Die
Probenabsorption wurde in die Gleichung der Eichgeraden eingesetzt und die Ascorbinsdure-

Konzentration in den Plasmaproben berechnet.

Als Qualitétskontrolle diente die Ascorbinsaureldsung mit einer Konzentration von 1 mg/dL,
die bei jeder Analysencharge mitgefihrt wurde.

4.4.5 Bestimmung von a-Tocopherol im Serum

a-Tocopherol wurde nach einer Arbeitsvorschrift, die am Institut fur Diabetesforschung,
Dusseldorf, standardisiert wurde, mittels HPLC, gekoppelt mit einem Diodenarray-Detektor,
bestimmt (Referenzbereich 6 - 18 mg/L).

4.4.6 Bestimmung endogener Antioxidantien im Plasma

Die Bestimmung von Albumin, Urat und Bilirubin wurde am Zentralinstitut for Klinische
Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Universitdt Dusseldorf, durchgefiihrt. Albumin wurde
immunonephelometrisch (Referenzbereich 3,5—-5,0 g/dL), Urat enzymatisch-colorimetrisch
(Referenzbereich 2,4—-7,0mg/dL) und Bilirubin mit der DPD (2,5-Dichlor-phenyl-
diazoniumsal z)-M ethode (Referenzbereich 0 — 1,1 mg/dL) gemessen.
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4.4.7 Detektion von DNA-Strangbrichen in peripheren Leukozyten

DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten wurden mit der Einzelzell-Gelelektrophorese
(Single-cell gel electrophoresis; SCGE oder Comet Assay) gemessen. Dabel handelt es sich
um eine semiquantitative Methode, mit der DNA-Strangbriiche in priméren oder kultivierten
Zellen mikrobiellen, pflanzlichen, tierischen oder menschlichen Ursprungs gemessen werden
konnen. Ursprunglich wurde die SCGE fir die Untersuchung von Schéden durch radioaktive
Strahlung entwickelt, heute werden auch genotoxische und antioxidative Effekte
verschiedener Substanzen in vitro und in vivo mit der SCGE untersucht (McKelvey-Martin et
al. 1993; Fairbairn et al. 1995; Maller & Loft 2002). Einen Uberblick tber die zahlreichen
Einsatzmoglichkeiten und -formen der SCGE liefern z.B. (Kassie et al. 2000; Collins 2002)
und (Olive 2002). In der vorliegenden Studie wurde nach der Anleitung von (Bauch et al.
1999) gearbeitet, die auf der Methode von (Ostling & Johanson 1984) basiert.

4.4.7.1 Prinzip

Eine Einzelzellsuspension wird auf Objekttragern in Agarose eingebettet. Nach dem Gelieren
der Agarose werden die Zellen mit phospatgepufferter Salzlésung (PBS) (Kontrollen) oder
einer Wasserstoffperoxidlésung (Induktion von DNA-Einzelstrangbriichen) inkubiert und
anschlieffend mit Hilfe eines Detergens lysiert, um Membranen und Proteine zu entfernen.
Danach werden die Zellen einer Elektrophorese unterworfen. Briiche in den DNA-Molekilen
stéren deren komplexe Struktur, so dass entspannte Teile der DNA im Verlauf der
Elektrophorese zur Anode wandern konnen. Eine Farbung mit einem DNA-bindenden
Farbstoff macht die Migration der DNA als ,Kometen* mit einem stark fluoreszierenden
Kopf und einem schwécher leuchtenden Schweif fluoreszenzmikroskopisch sichtbar. Die
SCGE gilt as sensitive Methode, die geeignet ist, oxidativen Stress und die Wirkung
nutritiver Antioxidantien in vitro sowie in vivo zu untersuchen (Collins et al. 1997; Aruoma
1999; Kassie et al. 2000; Mgller & Loft 2002).

Im Gegensatz zu anderen Protokollen wurde in der vorliegenden Arbeit auf die Isolierung von
mononukledren Zellen verzichtet und stattdessen Vollblut eingesetzt. Dadurch sollten
Storfaktoren bei der Aufarbeitung gering gehalten und die in vivo-Situation moglichst genau
wiedergegeben werden.
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4.4.7.2 Praktische Durchfiihrung
Geréte

»  Objekttrager (Merck)

* MegaHorizontal Gelbox Safety (Molecular Bio-Products, San Diego, USA)
*  Spannungsguelle Power Pac 1000 (BioRad)

*  Fluoreszenzmikroskop Leitz DM RB (Leica, Bensheim, D)

* CCD-Kamera (Cohu, San Diego, USA)

» Bildanalysesystem Comet Assay |1 (Perceptive Instruments, Suffolk, GB)

Reagenzien

 PBS10mM,pH=74

9,55 g (1 Packchen) PBS-Pulver (Sigma Aldrich) wurden mit aqua bidest. auf 1 L aufgefillt.
* Agarose0,1 % bzw. 0,75 % in PBS

0,01 g bzw. 0,075 g niedrig schmelzende Agarose (Serva, Heidelberg, D) wurden in 10 mL
PBS kurz aufgekocht. Anschlief3end wurde die Lésung im Wasserbad fur 20 min auf 80 °C
gehalten und vor der Verwendung auf 60 °C (Vorbeschichtung) bzw. 42 °C (Auftragen der
Zéellen) abgekihlt.

*  Wasserstoffperoxid 300 uM

51,6 puL einer 30%igen H,O.-Ldsung (Sigma Aldrich) wurden in 5mL PBS gegeben.
Anschlief3end wurden 391 pL dieser Stammlésung in 130 mL PBS auf eine Konzentration
von 300 uM verdinnt. Die H,O,-L6sung wurde taglich frisch angesetzt.

e Lysetsung

25,0 g Natriumlaurylsulfat (SDS), 10,0 g N-Lauroylsarcosinat und 7,305 g Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) (alle Sigma Aldrich), wurden mit aqua demin. auf 1 L aufgefllt. Der
pH-Wert wurde zuvor mit 10 M NaOH auf 9,5 eingestel|t.

» Elektrophoresepuffer

14,2 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D), 5,6 g
Borat (Merck) und 0,74 g EDTA (Sigma Aldrich) wurden mit agua demin. auf 1 L aufgefillt.
Der pH-Wert der Losung liegt bei 8,3.

e Propidiumiodid 25 uM

Es wurde eine Stammlésung von Propidiumiodid (Sigma Aldrich) hergestellt (1 mg/mL in
aqua bidest.). 3,08 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Amersham Pharmacia Biotech) und
1,468 g NaCl wurden in 200 mL aqua bidest. gelost. 4,175 mL der Propidiumiodid-
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Stammldsung wurden zugegeben und der pH-Wert mit 1 M HCl auf 7,5 eingestellt.
Anschlieflend wurde mit aqua demin. auf 250 mL aufgefullt.

Analysenansatz

Vorbeschichtung der Objekttrager
Die Objekttrager wurden mit jewells 500 pL der 0,1%igen Agarose vollstandig bedeckt und
auf einer Warmeplatte bei 75 °C etwa 20 min getrocknet. Die vorbeschichteten Objekttréger
sind bei 4 °C eine Woche haltbar.

Behandlung der Zellen

Um DNA-Strangbrtiche durch UV-Strahlung zu vermeiden, wurde das Labor abgedunkelt.
Alle Inkubationsschritte wurden in einer Styroporkiste mit Deckel durchgefiihrt.

Zehn pL heparinisiertes Vollblut wurden in 90 L PBS (37 °C) gegeben. Nach der Zugabe
von 500 pL 0,75%iger Agarose (40 — 45 °C) wurde die Mischung sofort auf einen Objekt-
trager aufgetragen. Die Agarose gelierte 10 min im Dunklen auf einer Kihlplatte bei 4 °C.

Die Objekttréger wurden danach fur 20 min in 300 UM Wasserstoffperoxid inkubiert, um
oxidative DNA-Schaden in den Leukozyten zu induzieren. Nach (Benitez-Bribiesca &
Sanchez-Suartez 1999) handelt es sich dabel hauptsachlich um Einzelstrangbriiche.
Kontrollen wurden fur den gleichen Zeitraum in PBS getaucht. Die Behandlung fand im
Eiswasserbad statt, um eine Reparatur der oxidativ induzierten DNA-Schéden zu verhindern
(Collins et al. 1995). Danach wurden die Gele 15 min in Lysedsung (15 °C) gegeben und

anschlieffend 5 min in agua demin. (4 °C) gewaschen.

Elektrophorese

Die Objekttrager wurden in die Elektrophoresskammer gelegt und mit dem
Elektrophoresepuffer (4 °C) gerade bedeckt. Die Elektrophorese erfolgte fir 4 min bel 1 V/cm
(Elektrodenabstand 39 cm). Die Bedingungen wurden so gewahlt, dass auch die Kometen der
unbehandelten Zellen erkennbare Schweife aufwiesen. Dadurch wurde sichergestellt, dass alle
durch H,0O induzierten DNA-Strangbriiche durch eine weitere Migration der DNA in den
Schweif sichtbar werden. Typische Kometen von Zellen mit und ohne H,O,-Belastung zeigt
Abb. 4.
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Abb. 4: Zellen nach Einzelzell-Gelelektrophorese. 400-fache VergroRBerung, angefarbt mit
Propidiumiodid. A: Unbehandelte Zellen; B: Nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid (300 uM, 20 min, 4 °C).

Haltbarmachen der Gele

Die Gele wurden anschlieffend noch einmal fir 10 min in aqua demin. (4 °C) gewaschen und
dann auf einer Warmepl atte bei etwa 50 °C fur 20 — 30 min getrocknet. Die fertigen Praparate
wurden bis zur Messung bei —20 °C aufbewahrt.

Messung

Die Mikrogele wurden 10 min in aqua bidest. bei Zimmertemperatur rehydriert und mit je
150 pL Propidiumiodid-Losung gefarbt. Nach 20 min Inkubation im Dunklen bei 4 °C
wurden die Kometen bei 400-facher Vergroferung am Fluoreszenzmikroskop (Leica),
ausgestattet mit einer 50-W-Quecksilberlampe und einem Filter zur Grinanregung, sichtbar
gemacht. Die Fluoreszenz wurde mit dem Bildverarbeitungsprogramm Comet Assay |l
(Perceptive Instruments) gemessen, das Uber die CCD-Kamera (Cohu) mit dem Mikroskop
verbunden war. Pro Objekttrager wurden 50 zufélig ausgewahlte Zellen gemessen. Fir die
weiteren Berechnungen wurde das arithmetische Mittel der 50 Einzelwerte herangezogen.
Von alen Proben wurden Doppel bestimmungen durchgefiihrt. Bel Verlust einzelner Gele im
Verlauf der Aufarbeitung wurde im verblelbenden Gel die doppelte Anzahl an Zellen

gemessen.
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4.4.7.3 Auswahl der Messparameter

Das Programm Comet Assay |l bietet eine Reihe von Parametern an, mit denen die Verteilung
der DNA in Kopf und Schweif der Kometen beschrieben wird. In Abb. 5 sind diese anhand
einer Beispielmessung dargestellt.

Tall
Region

Head Length / Head Region \j

+—>
Tail Length

Peak Position

Abb. 5: Messung einer Zelle nach Einzelzell-Gelelektrophorese mit dem Comet Assay II-System.
Die &uRReren Linien begrenzen das Messfenster, in dem die Zelle in Falschfarben dargestellt wird. Die linke (1) und
die rechte Linie (3) im Messfenster markieren die Ausdehnung des Kometen, die mittlere Linie (2) den Punkt der
hoéchsten Fluoreszenz (Peak Position). Die Lange des Kopfes (Head Length) entspricht dem doppelten Abstand
zwischen 1 und 2, die L&dnge des Schweifs (Tail Length) dem Abstand zwischen 2 und 3. Alle Punkte innerhalb der
Kopfregion gehodren zur Intensitét des Kopfes (Head Intensity), zwischen dem Ende der Kopfregion und dem Ende
des Kometen liegt die Schweifregion, die Summe der Punkte darin bildet die Schweifintensitat (Tail Intensity).
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In der Literatur werden Ublicherweise die Lange des Schwelfs (Tail Length), der prozentuale
Anteil der DNA im Schweif (Tail Intensity, TI') oder das Tail Moment (TM?), ein Produkt aus
der Lange des Schweifs und dem Anteil der DNA im Schweif, angegeben. Da die Tail Length
nur begrenzt mit der Anzahl der DNA-Strangbriiche korreliert ist (McKelvey-Martin et al.
1993; Fairbairn et al. 1995), wurde in der vorliegenden Studie auf die Auswertung dieses
Parameters verzichtet.

Tail Intensity und Tail Moment in unbehandelten Zellen (Tlg, TMg) entsprechen den
endogenen, bereits im Korper vorliegenden DNA-Schéden. DNA-Strangbriiche, die durch ex
vivo-Behandlung mit H,O, verursacht werden (Tlz0, TMag; exogene Strangbriiche)
entsprechen der Differenz zwischen behandelten und unbehandelten Zellen (Riso et al. 1999).

448 Statistik

4.4.8.1 Beschreibung des Proband/inn/enkollektivs

Fur Alter, BMI und sportliche Aktivitdt wurden das arithmetische Mitte (MW), die
Standardabweichung (SD) sowie Minimum und Maximum berechnet. Zum Vergleich
zwischen den Gruppen wurden der Kruska-Wallis- und der Mann-Whitney-U-Test wie in
Kap. 4.4.8.2 beschrieben angewandt.

4.4.8.2 Ergebnisse

Fur die Auswertung der Daten wurden ausschliefdlich verteilungsunabhangige,
nichtparametrische Tests verwendet. Der Vergleich zwischen den Gruppen RW, ERW und
Kontrolle zu einem bestimmten Untersuchungstermin erfolgte mit dem H-Test nach Kruskal
und Wallis. Bei signifikanten Unterschieden wurden je zwel Gruppen mit dem U-Test nach

Mann und Whitney verglichen. Veranderungen innerhalb der Gruppen wurden mit Hilfe des

! Tail Intensity = Fluoreszenzintensitat im Schweif / Fluoreszenzintensitét des gesamten Kometen in %
2 Im Handbuch fiir das Programm Comet Assay |1 wird die Formel zur Berechnung des Tail Moment angegeben

as. Tal Moment = Tail Intensity [%] / Sum Comet Intensity [%] * (Tail Centre of Gravity — Peak Position),
wobei Sum Comet Intensity = Gesamtfluoreszenzintensitét des Kometen, Tail Centre of Gravity = Summe der
Strecken aller Fluoreszenzpunkte der Schweifregion / Anzahl der Messpunkte und Peak Position = Bereich der
hochsten Fluoreszenzintensitét. Die Angabe erfolgt in willkdrlichen Einheiten.
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Wilcoxon-Signed-Rank-Tests untersucht. Fur alle Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau
von o = 0,05 festgelegt. Die Berechnungen erfolgten mit dem Programm SPSS 10.0 fir
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Soweit nicht anders vermerkt, wurden in Text und Tabellen das arithmetische Mittel (MW),
Standardabweichungen (SD), Minimum (Min) und Maximum (Max) angegeben. Als
bevorzugte Diagramme wurden Boxplots gewahlt, die auf dem Median, den Quartilen und
Extremwerten basieren. Die Box stellt den Interquartilbereich mit 50 % der Werte dar. Die
von der Box ausgehenden Linien fuhren jeweils bis zum hdchsten und bis zum niedrigsten
Wert, ohne dass AusreifRer und Extremwerte berticksichtigt werden. Die quer Uber die Box
gelegte Linie gibt die Lage des Medians wieder. AusreiRer’ und Extremwerte’ sind als
einzelne Datenpunkte dargestellt. In Linien- und Bakendiagrammen sind MW und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) eingezeichnet.

! Falle mit Werten, die zwischen 1,5 und 3 Boxldngen vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind

2 Falle mit Werten, die mehr als 3 Boxlangen von der oberen oder unteren Kante der Box entfernt sind
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5 Ergebnis
5.1 Kurzzeitstudie

5.1.1 Proband/inn/en

Alle 18 Proband/inn/en der Gruppen Rotwein (RW) und entalkoholisierter Rotwein (ERW)
nahmen sowohl am ersten (A) as auch am zweiten Tell (B) der Kurzzeitstudie teil. In Teil A
war es bei enigen Proband/inn/en wegen Venenproblemen nicht moglich, zu alen
Zeitpunkten Blutproben zu entnehmen. In Teil B standen die 90-Minuten-Werte zweier
Probandinnen aus der Kontrollgruppe durch Probenverluste bei der Aufarbeitung nicht zur
Verfigung. Die jeweiligen Proband/inn/enzahlen sind in den Abbildungen und Tabellen
angegeben.

Der Altersdurchschnitt war bei den Kontrollpersonen hoher (31,4 + 5,8 a) als in den Gruppen
RW (27,1 £ 9,0a p=0,050) und ERW (26,2 + 3,5 & p = 0,040). Hinsichtlich Body Mass
Index (BMI) und sportlicher Aktivitét gab es keine signifikanten Unterschiede (Tab. 3).

5.1.2 Tell A: Antioxidative Kapazitét im Plasma

Am Tel A der Studie nahmen nur die Proband/inn/en der Gruppen RW und ERW teil.
Gemessen wurde die antioxidative Kapazitdt im Plasma. Zu keinem Zeitpunkt gab es einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen RW und ERW. 30, 60 und 90
min nach dem Vezehr von RW war die antioxidative Kapazitd gegeniber dem
Ausgangswert signifikant erhoht. Bei ERW war dies nach 90 min der Fall. Nach 120 min
lagen die Mittelwerte in beiden Gruppen noch Uber dem Nullwert, die Differenzen waren
jedoch nicht statistisch signifikant (RW: p = 0,063; ERW: p = 0,173) (Abb. 6).
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Abb. 6: Antioxidative Kapazitdt im Plasma nach einmaligem Verzehr von 200 mL
Rotwein (RW) bzw. 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) (Kurzzeitstudie Teil A)
(MW + SEM). TEAC: Troxol equivalent antioxidant capacity. a-d: statistisch signifikanter
Unterschied zum Nullwert (p = a: 0,012; b: 0,011; c: 0,021; d: 0,015).

513TelB

An Tel B der Kurzzeitstudie nahm auch die Kontrollgruppe teil. Vor dem Verzehr der
Getranke gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen RW,
ERW und Kontrolle hinsichtlich der di&tetischen Polyphenolaufnahme oder der gemessenen

antioxidativen Parameter.

5.1.3.1 Polyphenol- und Nahrstoffzufuhr

Die Teilnehmer/innen nahmen am Tag vor den Untersuchungen insgesamt im Durchschnitt
2,1+ 5,3 mg Flavonoide, 20,8 + 46,2 mg Phenolsduren mit der Nahrung auf. Die Energie-
zufuhr lag bel 1 769 + 561 kcal, die Vitamin C- und Alkoholaufnahme bel 31,8 + 26,3 g bzw.
04 +1,89g. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen RW, ERW und
Kontrolle gab es nicht (Tab. 6).
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Tab 6: Polyphenol-, Energie-, Vitamin C- und Alkoholaufnahme der Proband/inn/en der
Kurzzeitstudie bei polyphenolarmer Kost am Tag vor der Untersuchung

Phsr Flavo Gesphe Energie Vitamin C Alkohol
[mg] [mg] [mg] [keal] [a] [a]
Rotwein (n =9)
MW 26,6 1,6 28,1 1718 29,5 0,0
SD 63,9 4,8 63,3 483 29,3 0,0
Min 0,0 0,0 0,0 1060 2,4 0,0
Max 191,7 14,3 191,7 2700 89,1 0,0

Entalkoholisierter Rotwein (n = 9)

MW 17,6 2,1 19,7 1610 27,4 1,0
SD 36,9 54 41,8 204 21,4 2,9
Min 0,0 0,0 0,0 1360 4,9 0,0
Max 106,4 16,5 122,9 2 000 62,3 8,8

Kontrolle (n = 9)

MW 17,5 2,8 20,3 2 040 40,6 0,0
SD 34,9 6,5 35,5 875 29,6 0,0
Min 0,0 0,0 0,0 1150 4,3 0,0
Max 95,2 17,5 96,5 3770 87,0 0,0

Phsr: Phenolsauren; Flavo: Flavonoide; Gesphe: Polyphenole gesamt; kcal: Kilokalorien;
n: Anzahl der Proband/inn/en

5.1.3.2 Gesamtphenolgehalt im Plasma

Der Verzehr von RW und ERW flihrte nach 90min zu enem Anstieg des
Gesamtphenolgehaltes im Plasma, der sowohl gegentiber dem Nullwert als auch gegeniber
der Kontrollgruppe signifikant war. Nach 360 min lag die Gesamtphenolkonzentration in
allen drei Gruppen tber dem Ausgangswert. Unterschiede zwischen RW, ERW und Kontrolle
wurden zu diesem Zeitpunkt nicht beobachtet (Abb. 7).

5.1.3.3 Antioxidative Kapazitat im Plasma

Im Gegensatz zu Teil A verdnderte sich die antioxidative Kapazitdt im Plasma in keiner
Gruppe gegentber dem Ausgangswert. Ein Anstieg 90 min nach dem Verzehr von
entalkoholisiertem Rotwein lag an der Signifikanzgrenze (p = 0,051). Auch zwischen RW,
ERW und Kontrolle gab es keine Unterschiede (Tab. 7).
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Abb. 7: Gesamtphenolgehalt im Plasma nach einmaligem Verzehr von 200 mL Rotwein
(RW), 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) oder 200 mL Wasser (Kontrolle). CAE:
Catechinaquivalente; N: Anzahl der Proband/inn/en; a-d: statistisch signifikante Unterschiede,
a-c: zum Nullwert (p = a: 0,008; b: 0,021; c: 0,011), d,e: zur Kontrollgruppe (p = d: 0,042; e: 0,016).

Tab. 7: Antioxidative Kapazitat im Plasma nach einmaligem Verzehr von 200 mL Rotwein (RW),
175 ml entalkoholisiertem Rotwein (ERW) oder 200 mL Wasser (Kontrolle)

Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) [mM]

Rotwein Entalkoholisierter Rotwein Kontrolle
Nullwert 90 min 360 min Nullwert 90 min 360 min Nullwert 90 min 360 min
n 9 9 9 9 9 9 9 7 9
MW 1,22 1,25 1,23 1,25 1,28 1,24 1,23 1,26 1,24
SD 0,08 0,07 0,08 0,08 0,08 0,07 0,05 0,05 0,04
Min 1,09 1,15 1,15 1,14 1,14 1,14 1,19 1,21 1,21
Max 1,34 1,35 1,39 1,39 1,39 1,34 1,33 1,34 1,34

n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Min: Minimum; Max: Maximum

5.1.3.4 Endogene Antioxidantien im Plasma

Die Albuminkonzentration im Plasma anderte sich nach dem Verzehr von RW und ERW

nicht, stieg aber in der Kontrollgruppe 90 min nach dem Trinken an. Rotwein erhthte die

Uratkonzentration 90 min nach der Aufnahme, wahrend ERW und Wasser keine Wirkung auf

diesen Parameter hatten. Die Bilirubinkonzentration im Plasma stieg in der Kontrollgruppe

nach 90 min signifikant an. In den Gruppen RW und ERW lag der Bilirubinspiegel 360 min

nach dem Getrankekonsum unterhalb des Ausgangswertes. Unterschiede zwischen den
Gruppen RW, ERW und Kontrolle gab es bei keinem der drei Parameter (Tab. 8).
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Tab. 8: Albumin, Urat und Bilirubin im Plasma nach einmaligem Verzehr von 200 mL Rotwein (RW),
175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) bzw. 200 mL Wasser (Kontrolle)

Albumin [g/dL] Urat [mg/dL] Bilirubin [mg/dL]
Nullwert 90 min 360 min Nullwert 90 min 360 min Nullwert 90 min 360 min
Rotwein

n 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MW 4,1 4,4 4,4 4,6 53" 45 0,7 0,7 05°
SD 0,5 0,4 0,5 1,0 1,0 0,9 0,4 0,4 0,3
Min 3,6 3,7 3,6 35 4.4 3,4 0,3 0,3 0,3
Max 4,8 51 5,0 6,2 6,9 5,8 1,7 1,5 1,2

Entalkoholisierter Rotwein

n 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MW 4.4 4.4 4.4 4.8 4,9 4,5 0,7 0,7 0,5e
SD 0,4 0,5 0,6 1,2 1,1 1,0 0,3 0,2 0,3
Min 3,8 3,6 3,7 3,5 3,6 3,1 0,3 0,4 0,2
Max 51 5,0 5,2 7,0 7,0 6,4 1,2 11 1,0
Kontrolle
n 9 7 9 9 7 9 9 7 9
MW 4,1 4,3'31 4.4 4,6 4,9 4.4 0,5 0,6C 0,5
SD 0,4 0,3 0,5 1,1 1,2 1,1 0,2 0,3 0,2
Min 3,7 3,9 3,6 3,3 3,2 3,0 0,3 0,4 0,3
Max 4,8 4,9 51 6,7 6,9 6,6 1,1 1,2 1,0

n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Min: Minimum; Max: Maximum, a-e: statis-
tisch signifikante Unterschiede zum Nullwert (p = a: 0,028; b: 0,007; c: 0,046; d: 0,027; e: 0,010).

5.1.3.5 Vitamin C im Plasma

In der Gruppe RW nahm die Vitamin C-Konzentration im Plasma 360 min nach dem Verzehr
gegeniber dem Ausgangswert ab. Be ERW stieg sie zum selben Zeitpunkt statistisch
signifikant an. Unterschiede zwischen RW, ERW und Kontrolle gab es nicht (Abb. 8).
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Abb. 8: Vitamin C-Konzentration im Plasma nach einmaligem Verzehr von 200 mL
Rotwein (RW), 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) oder 200 mL Wasser
(Kontrolle). AusreiRer und Extremwerte sind als einzelne Datenpunkte dargestellt. N: Anzahl der
Proband/inn/en; a,b: statistisch signifikante Unterschiede zum Nullwert (p = a: 0,008; b: 0,017).

5.1.3.6 DNA-Strangbrichein peripheren Leukozyten

Die Ergebnisse fur Tail Intensity und Tail Moment zeigten groRe Ubereinstimmung. Die
endogenen DNA-Strangbriiche (Tlo, TMg) stiegen 360 min nach dem Konsum von Rotwein
und entalkoholisiertem Rotwein gegeniber dem Nullwert an. In der Gruppe ERW lag der
90 min-Wert ebenfals Uber dem Ausgangswert. In der Kontrollgruppe gab es keine
Veranderungen. Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht signifikant (Abb. 9A,
Tab. 9).

Die ex vivo durch 300 uM H,O; induzierten DNA-Strangbriiche (Tlsp, TM3g) veranderten
sich nur in der Gruppe ERW. Sie nahmen 360 min nach dem Konsum sowohl gegeniiber dem
Nullwert al's auch gegentiber der Kontroll- und der Rotweingruppe ab (Abb. 9B, Tab. 9).
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Abb. 9: DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten als Tail
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einmaligem Verzehr von 200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) bzw.

200 mL Wasser (Kontrolle). A: in unbehandelten Zellen (Tlg); B: ex vivo induziert durch H,O,

(300 puM, 20 min, 4 °C) (Tlzgg). Ausrei3er und Extremwerte sind als einzelne Datenpunkte dargestellt.
a-f: statistisch signifikante Unterschiede, a-d: zum Nullwert (p = a: 0,038; b: 0,050; c: 0,012; d: 0,036),
e: zur Kontrollgruppe (p = 0,005), f: zur Gruppe RW (p = 0,002).
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Tab. 9: DNA-Strangbriche in peripheren Leukozyten als Tail Moment (TM) nach
Verzehr von 200 mL Rotwein (RW), 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW)
oder 200 mL Wasser (Kontrolle)

TMo TM300
Nullwert 90 min 360 min Nullwert 90 min 360 min
Rotwein
n 9 9 9 9 9 9
MW 1,86 2,03 2,61° 1,69 1,39 1,22
SD 0,48 0,43 0,43 0,92 0,65 0,67
Min 1,23 1,31 1,89 0,38 0,41 0,28
Max 2,60 2,59 3,15 3,35 2,68 2,31

Entalkoholisierter Rotwein

n 8 8 8 8 8 8
MW 1,98 2,36° 2,67°¢ 1,43 1,05 0,21 %"
SD 0,33 0,23 0,24 0,78 0,87 0,45
Min 1,64 2,16 2,19 0,25 -0,62 -0,61
Max 2,64 2,81 2,97 2,37 2,36 0,90
Kontrolle

n 9 7 6 9 7 6

MW 2,19 2,43 2,33 1,15 0,78 1,21

SD 0,67 0,43 0,44 1,07 1,23 0,52
Min 1,05 1,76 1,84 -0,48 -0,88 0,40
Max 3,08 2,86 3,02 3,20 2,91 1,65

TMo: endogene Strangbriiche; TMggo: ex vivo induziert durch H,O, (300 uM, 20 min,
4 °C); n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Min:
Minimum; Max: Maximum; a-f: statistisch signifikante Unterschiede, a-d: zum Nullwert
(p = a:0,024; b:0,050; c:0,012, d:0,036), e:zur Kontroligruppe (p=0,008), f:zur
Gruppe Rotwein (p = 0,004).

5.2 Langzeitstudie
5.2.1 Proband/inn/en

Die Gruppe RW hatte mit 23,5 £ 3,3 kg/m? einen htheren BMI als die Gruppen ERW
(21,9+£ 2,1 kg/m?, p=0,046) und Kontrolle (21,4 £ 2,2; p=0,017). Der durchschnittliche
BMI der Proband/inn/en veradnderte sich Uber den Interventionszeitraum nicht. Auch der
Unterschied zwischen den Gruppen war nach 6 Wochen weiterhin signifikant
(RW 23,5+ 3,4 kg/m?, ERW 21,9 kg/m?, p = 0,032; Kontrolle 21,4 + 2,3, p = 0,016). Beim
Alter und der korperlichen Aktivitét zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen (Tab. 4).
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5.2.2 Polyphenol- und Nahr stoffzufuhr

In der Woche vor der Intervention gab es bel der Phenolsaure-, Flavonoid- und
Gesamtphenolzufuhr keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. In der
Interventionsphase stiegen alle drei Werte bei RW und ERW an. Auch in der Kontrollgruppe
wurden nach 6 Wochen mehr Phenolsduren und Gesamtpolyphenole aufgenommen als zu
Beginn. Die Phenolsdure- und Gesamtphenolzufuhr unterschied sich auch wahrend der
Intervention nicht zwischen den Gruppen. Die durchschnittliche Flavonoidaufnahme lag bel
ERW hingegen hoher as in der Kontrollgruppe, bei RW hoher als bei ERW und Kontrolle.
Die Gesamtphenolaufnahme ist in Tab. 10 dargestellt, die Phenolsdure- und Flavonoidzufuhr
in Abb. 10.

Tab. 10: Gesamtphenolzufuhr vor (w-1) und wahrend Intervention mit 200 mL Rotwein (RW),
175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) taglich bzw. ohne Studiengetrank (Kontrolle) (w6)

Gesamtphenolzufuhr [mg/d]

Rotwein Entalkoholisierter Rotwein Kontrolle
w-1 w6 w-1 w6 w-1 w6
n 24 24 25 25 25 25
MW 136,7 211,82 162,5 2225° 124,8 176,7°
SD 81,2 90,8 94,4 117,7 80,2 111,8
Min 13,6 22,4 30,5 70,5 9,7 16,7
Max 291,5 385,8 445,3 4446 348,6 505,2

n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Min: Minimum;
Max: Maximum; a-c: statistisch signifikante Unterschiede zwischen w-1 und w6 (p = a: < 0,001;
b: 0,005; c: 0,035).

Zu Beginn der Studie gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen RW, ERW und
Kontrolle bei der durchschnittlichen Energie-, Alkohol- und Vitamin C-Aufnahme. Die
einzige Veranderung im Interventionszeitraum war ein Anstieg der Alkoholzufuhr bei
taglichem Konsum von nativem Rotwein im Vergleich zum Ausgangswert sowie zu den
Proband/inn/en aus ERW und Kontrollgruppe (Tab. 11).
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Abb. 10: Phenolsaure- und Flavonoidzufuhr bei normaler Kost und bei zuséatzlicher Aufnahme von
200 mL Rotwein (RW) bzw. 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) taglich. (MW + SEM). Die
Kontrollgruppe erhielt kein Studiengetrank. Die Daten wurden durch 7-Tages-Erndhrungsprotokollen ermittelt, die
in der Woche vor (w-1) und in der 6. Woche der Intervention (w6) von den Proband/inn/en ausgefiillt wurden.
Phsr: Phenolséduren; Flavo: Flavonoide; a-g: statistisch signifikante Unterschiede in der Gesamtaufnahme, a-d: zu
w-1: (p = a: 0,014; b: < 0,001; c: 0,019; d: 0,025), e,f: zur Kontrollgruppe (p = e: < 0,001; f: 0,005), g: zur Gruppe
ERW (p = 0,005).

Tab. 11: Energie-, Vitamin C- und Alkoholaufnahme bei normaler Kost (Nullwert,
Kontrolle) und bei zuséatzlichem Konsum von 200 mL Rotwein bzw. 175 mL
entalkoholisiertem Rotwein (ERW) taglich

Energie [kcal/d] Vitamin C [mg/d] Alkohol [g/d]
Nullwert 6w Nullwert 6w Nullwert 6w

Rotwein (n = 24)

MW 1869 1924 183,4 171,1 75 28,1 &Pc
SD 443 515 92,4 92,4 8,3 54
Min 1290 1260 62,3 50,6 0,0 24,2
Max 3260 2 870 404,0 407,0 25,8 44,6
Entalkoholisierter Rotwein (n = 25)
MW 1922 1945 163,6 198,0 5,8 6,5
SD 445 637 80,8 112,8 7,1 7,7
Min 1160 971 68,4 37,8 0,0 11
Max 2770 3810 342,0 452,0 24,9 29,9
Kontrolle (n = 25)
MW 1862 1950 165,6 199,9 6,1 6,9
SD 464 545 74,0 113,8 6,6 6,7
Min 1040 1070 43,3 58,3 0,0 0,0
Max 3250 2980 337,0 567,0 25,5 22,1

kcal: Kilokalorien; n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standardabwei-
chung; Min: Minimum; Max: Maximum, a-c: statistisch signifikante Unterschiede, a: zum
Nullwert; b: zur Kontrollgruppe; c: zur Gruppe ERW (alle p < 0,001).
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5.2.3 Gesamtphenolgehalt im Plasma

Weder vor noch nach der Intervention gab es einen Unterschied zwischen den
Proband/inn/engruppen. Nach 6 Wochen regelméadigen Rotweinverzehrs stieg der
Gesamtphenolgehalt im Plasma im Vergleich zum Ausgangswert an, wahrend sich die Werte

bei ERW und in der Kontrollgruppe nicht signifikant veranderten (Abb. 11).
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Abb. 11: Gesamtphenolgehalt im Plasma vor und nach 6 Wochen Intervention mit
200 mL Rotwein (RW) oder 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) téaglich bzw.
ohne Studiengetrank (Kontrolle). 6w: nach 6 Wochen Intervention; a: statistisch signifi-
kanter Unterschied zum Nullwert (p = 0,002).

5.2.4 Antioxidative Kapazitat im Plasma

Die TEAC-Werte der Gruppen RW, ERW und Kontrolle unterschieden sich weder vor noch
nach 6 Wochen Intervention voneinander. Auch gegeniiber den Ausgangswerten veranderte
sich das antioxidative Potential im Plasma nicht signifikant (Tab. 12).

5.2.5 Vitamin C im Plasma

Die durchschnittliche Vitamin C-Konzentration im Plasma der Proband/inn/en aus den
Gruppen RW, ERW und Kontrolle zeigte weder vor noch nach der Intervention statistisch
signifikante Unterschiede (Tab. 12).



60 5 Ergebnis

5.2.6 a-Tocopherol im Serum

Die durchschnittlichen a-Tocopherol-Gehalte in den Gruppen RW, ERW und Kontrolle
unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt voneinander. Nach 6 Wochen Intervention zeigten

sich auch keine statistisch signifikanten Unterschiede zum Nullwert (Tab. 12).

Tab. 12: Antioxidative Kapazitét, Vitamin C- und a-Tocopherol-Konzentration im Plasma
bzw. Serum vor und nach 6 Wochen Intervention mit 200 mL Rotwein oder
175 mL entalkoholisiertem Rotwein taglich bzw. ohne Studiengetrank (Kontrolle).

TEAC [mM] Vitamin C [mg/dL] a-Tocopherol [mg/L]
Nullwert 6w Nullwert 6w Nullwert 6w
Rotwein (n = 24)
MW 1,47 1,45 1,30 1,35 11,3 11,3
SD 0,06 0,04 0,28 0,26 3,0 3,0
Min 1,37 1,39 0,81 0,84 7,4 7,8
Max 1,59 1,53 1,98 1,90 17,4 18,1

Entalkoholisierter Rotwein (n = 25)

MW 1,44 1,42 1,43 1,42 11,2 115
SD 0,08 0,07 0,36 0,39 2,6 2,7
Min 1,24 1,32 0,93 0,71 6,3 5,9
Max 1,56 1,59 2,17 1,99 16,5 17,3

Kontrolle (n = 25)

MW 1,46 1,43 1,48 1,57 11,2 11,0
SD 0,08 0,07 0,29 0,28 2,9 2,7
Min 1,32 1,28 0,76 1,07 74 7,0
Max 1,64 1,57 2,00 2,36 16,7 16,2

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity: im Plasma; Vitamin C: im Plasma;
a-Tocopherol: im Serum; n: Anzahl der Proband/inn/fen; MW: Mittelwert; SD:
Standardabweichung; Min: Minimum; Max: Maximum

5.2.7 Endogene Antioxidantien im Plasma

Die Gruppen RW, ERW und Kontrolle unterschieden sich weder vor noch nach der
Interventionsphase hinsichtlich der Albumin-, Urat- oder Bilirubinkonzentration im Plasma.
Der Uratgehat im Plasma stieg in der Kontrollgruppe nach 6 Wochen im Vergleich zum
Ausgangswert an. Bei ERW sank die Bilirubinkonzentration. Weitere Veranderungen der

endogenen Antioxidantien wurden nicht beobachtet (Tab. 13).
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Tab. 13: Albumin, Urat und Bilirubin im Plasma vor und nach 6 Wochen
Intervention mit 200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem Rotwein taglich
bzw. ohne Studiengetrank (Kontrolle)

Albumin [g/dL] Urat [mg/dL] Bilirubin [mg/dL]
Nullwert 6w Nullwert 6w Nullwert 6w

Rotwein (n = 24)

MW 4,22 4,30 4,69 4,88 0,68 0,61
SD 0,40 0,36 1,17 1,16 0,28 0,35
Min 3,30 3,30 3,20 2,70 0,20 0,20
Max 4,90 5,10 6,80 7,30 1,20 1,90
Entalkoholisierter Rotwein (n = 25)
MW 4,26 4,12 4,44 4,48 0,68 0,59"
SD 0,42 0,63 1,08 0,94 0,33 0,27
Min 3,70 3,20 3,20 2,90 0,30 0,20
Max 5,20 5,50 7,30 7,00 2,00 1,30
Kontrolle (n = 25)
MW 4,20 4,24 4,40 4,73 a 0,64 0,62
SD 0,40 0,54 1,24 1,46 0,33 0,35
Min 3,60 3,40 2,20 2,60 0,20 0,20
Max 5,00 5,70 6,90 8,20 1,70 1,60

n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Min: Minimum;
Max: Maximum; a,b: statistisch signifikante Unterschiede zum Nullwert (p = a: 0,035;
b: 0,022).

5.2.8 DNA-Strangbriichein peripheren Leukozyten

Durch Verluste von Gelen im Verlauf der SCGE standen in den Gruppen ERW und Kontrolle
jeweils nur die Daten von 21 Proband/inn/en zur Verfigung. Weder vor noch nach der
Intervention gab es signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen beziiglich der Parameter
fur DNA-Strangbrtiche. Der Vergleich zwischen dem Null- und dem 6-Wochen-Wert ergab
bei Kontrolle und ERW keine Veradnderungen. Nach 6 Wochen téglichem Verzehr von einem
Glas Rotwein nahmen die endogenen DNA-Strangbriiche (Tlo; TMg) ab, wéahrend sich die
H.>O,-induzierten Schaden (Tlso; TMago) nicht veranderten (Abb. 12, Tab. 14).
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Abb. 12: DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten, gemessen mit der Einzelzell-
Gelelektrophorese als Tail Intensity (TI) vor und nach 6 Wochen Intervention mit 200 mL Rotwein
oder 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) taglich bzw. ohne Studiengetrank (Kontrolle).
AusreiRer und Extremwerte sind als einzelne Datenpunkte dargestellt. Tly: endogene Strangbriiche; Tlzgo: ex
vivo induziert durch H>O; (300 uM, 20 min, 4 °C); 6w: nach 6 Wochen Intervention; a: statistisch signifikanter
Unterschied zum Nullwert (p = 0,026).

Tab. 14: DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten als Tail Moment (TM)
vor und nach 6 Wochen Intervention mit 200 mL Rotwein oder 175 mL
entalkoholisiertem Rotwein taglich bzw. ohne Studiengetrank (Kontrolle)

TMo TM3o0
Nullwert 6w Nullwert 6w

Rotwein (n = 24)

MW 2,18 1,88° 1,02 0,96

SD 0,56 0,48 0,69 0,49

Min 1,06 0,90 -1,22 0,10

Max 3,13 2,59 2,04 1,62
Entalkoholisierter Rotwein (n = 21)

MW 1,97 2,05 0,87 0,92

SD 0,56 0,70 0,72 0,65

Min 1,11 0,99 -0,95 -0,26

Max 2,89 3,65 2,30 2,22
Kontrolle (n = 21)

MW 2,22 1,95 0,95 1,18

SD 0,79 0,49 0,54 0,50

Min 0,86 1,15 0,00 0,19

Max 3,28 2,91 1,65 2,20

TMo: endogene Strangbriiche; TMasgo: ex vivo induziert durch H2O, (300 pM,
20 min, 4 °C); n: Anzahl der Proband/inn/en; MW: Mittelwert; SD: Standard-
abweichung; Min: Minimum; Max: Maximum; 6w: nach 6 Wochen Intervention;
a: statistisch signifikanter Unterschied zum Nullwert (p = 0,037).
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6 Diskussion

Oxidativer Stress wird as ein wichtiger Faktor fur die Entstehung von Tumor-, Herz-
Kreisauf-, chronisch entzindlichen und neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert.
Rotwein ist reich an antioxidativen Polyphenolen, die oxidativen Stress in vivo vermindern
und damit praventiv wirken konnten. In der vorliegenden Arbeit sollte daher Uberprift
werden, ob der einmalige bzw. regelmalige moderate Konsum von nativem bzw.
entalkoholisiertem Rotwein bel gesunden Nichtraucher/inne/n den Gesamtphenolgehalt im
Plasma erhoht und ob dadurch antioxidative Parameter im Blut sowie endogene und exogen
durch H,O, induzierte DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten beeinflusst werden.
Dazu wurden zwei Interventionsstudien an gesunden Nichtraucher/inne/n durchgefthrt. In
einer Kurzzeitstudie wurden die akuten Effekte nach einmaligem Verzehr von 200 mL
Rotwein (RW) oder 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (ERW) im Vergleich zu 200 mL
Wasser (Kontrolle) gemessen. In einer Langzeitstudie tranken die Proband/inn/en die gleichen
Mengen RW bzw. ERW 6 Wochen lang téglich zusétzlich zu ihrer normalen Kost, wahrend
die Kontrollgruppe kein Studiengetrank erhielt.

6.1 Studienaufbau

Um die antioxidativen Wirkungen von Rotwein in vivo unter mdglichst realitdtsnahen
Bedingungen untersuchen zu kdnnen, wurde fur die Intervention ein kommerzieller Ahr-
Rotwein mit mittlerem Polyphenolgehalt und mittlerem antioxidativem Potential eingesetzt
(Tab. 5/ Anhang C). Dartber hinaus sollten die Proband/inn/en, abgesehen von den Studien-
getranken, ihre normalen Erndhrungsgewohnheiten beibehalten. Das dreiarmige Design der
Studie erlaubt Aussagen uber die Wirkungen von Rotwein und entalkoholisiertem Rotwein im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Vergleich zwischen Rotwein und entalkoholisiertem
Rotwein sollte dartiber hinaus die Rolle des Alkohols fir die antioxidativen Wirkungen in
vivo kléaren. Da der Polyphenolgehalt des Rotweins durch die Vakuumextraktion verandert
wurde (Tab. 5), sind die Ergebnisse der beiden Interventionen in dieser Hinsicht nur

beschrankt aussagefahig.

Das paralele kontrollierte Design ist fUr Interventionsstudien mit nutritiven Antioxidantien
besser geeignet als ein Cross-over, da zeitliche Effekte, die unabhéngig von der Intervention
auftreten konnen, anhand der Daten der Kontrollgruppe erkennbar werden (Maller & Loft
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2002). In der vorliegenden Arbeit wurden zusétzlich Ernghrungsprotokolle gefthrt, um zu
Uberprifen, ob die Verzehrsgewohnheiten der Proband/inn/en in der Langzeitstudie konstant
blieben oder ob Veranderungen der Polyphenol- oder Vitamin C-Aufnahme die Ergebnisse
beeinflusst haben konnten. In der Kurzzeitstudie wurde mit den Ernahrungsprotokollen die

Einhaltung der polyphenolarmen Di& am Tag vor den Untersuchungen kontrolliert.

6.2 Methoden

Die Bioverfugbarkeit der Polyphenole wurde anhand des Gesamtphenolgehaltes im Plasma,
gemessen mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz, Uberprift. Da Plasmaproteine die Bestimmung
stéren, wurden diese wie bel (Serafini et al. 1998) beschrieben entfernt. Nur so ist ein Einsatz
der Methode fir Plasmaproben mdglich. Im Gegensatz zur Quantifizierung einzelner
Verbindung mittels HPLC oder anderer chromatographischer Methoden werden beim
Gesamtphenolgehalt auch unbekannte Metaboliten sowie Substanzen, deren Konzentrationen
in der Einzelbestimmung unterhalb der Nachweisgrenze liegen, erfasst. Allerdingsist bel der
Interpretation der Ergebnisse zu beachten, dass die Methode nicht spezifisch fir Polyphenole
Ist, sondern auch andere reduzierende Substanzen, vor alem Vitamin C, erfasst werden
konnen (Scalbert & Williamson 2000; Serafini M & Maiani G 2001, personliche Mitteilung).
Um solche Stérungen zu kontrollieren, wurde in der vorliegenden Studie auch die Vitamin C-

Konzentration im Plasma gemessen.

Die antioxidative Kapazitét (TEAC) im Plasma dient als Parameter fir den extrazelluldren
antioxidativen Status. Dieser wird dadurch besser wiedergegeben as durch die Messung
einzelner Antioxidantien im Plasma, da auch unbekannte Verbindungen sowie
Synergieeffekte zur Gesamtwirkung beitragen konnen (Ghiselli et al. 2000). Die gleichzeitige
Bestimmung von Albumin, Urat, Bilirubin, Vitamin C und a-Tocopherol, die zusammen
etwa 55 bis 90 % der TEAC im Plasma ausmachen (Miller et al. 1993; Cao & Prior 1998),
erlaubt eine Unterscheidung zwischen direkten antioxidativen Wirkungen der
Rotweinpolyphenole und sekundéren Effekten durch Veranderung anderer Antioxidantien. In
der Kurzzeitstudie wurde auf die Bestimmung von a-Tocopherol verzichtet, da innerhalb
weniger Stunden nicht mit einer Anderung der Konzentrationen zu rechnen ist (Pietta et al.
1998).
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Die biologische Relevanz der TEAC ist dlerdings unklar. Zum einen wird die
Radikalfangerkapazitét gegentiber ABTS gemessen, einem Radikal, das relativ stabil ist und
in vivo nicht vorkommt (Prior & Cao 1999). Zum anderen resultiert ein Anstieg der TEAC
nicht unbedingt aus antioxidativen Effekten einer Intervention, sondern konnte auch eine
Antwort auf erhdhten oxidativen Stress darstellen. Sinnvolle Aussagen sind daher nur in
Verbindung mit anderen antioxidativen Parametern maoglich (Prior & Cao 1999).

Um zu Uberprifen, inwieweit sich Veranderungen des Polyphenolgehaltes und der
antioxidativen Kapazitét im Plasma auf zelluldrer Ebene auswirken, wurden DNA-Schéden in
peripheren Leukozyten mit der SCGE gemessen. Wahrend DNA-Strangbriiche in
unbehandelten Zellen das Gleichgewicht zwischen auftretenden Schéden und
Reparaturmechanismen in vivo widerspiegeln, wird bei ex vivo-Behandlung mit H,O, vor
allem die intrazellulére Radikafangerkapazitét erfasst (Duthie et al. 1996; Riso et al. 1999;
Maller & Loft 2002). Die differenzierte Betrachtung von endogenen und durch H;O»-
Behandlung induzierten exogenen DNA-Schaden kann daher Hinweise darauf geben, ob
Polyphenole intrazelluléar ausschlieffdlich antioxidative Wirkungen zeigen oder ob DNA-
Schéden auch durch andere Mechanismen, z.B. Stabilisierung der DNA (Duthie & Dobson
1999) oder Aktivierung von Reparaturmechanismen (Anderson et al. 2000; Ferguson 2001),
beeinflusst werden konnten. Obwohl (Duthie et al. 1996) und (Riso et al. 1999) die
Genauigkeit der Messung endogener DNA-Strangbriche anzweifeln, konnten andere
Arbeitsgruppen eine Reduktion von DNA-Schaden in vivo durch polyphenol- (Lean et al.
1999; Boyle et al. 2000b) bzw. carotinoidreiche Lebensmittel (Pool-Zobel et al. 1997)
nachweisen, so dass der Parameter fur die Untersuchung antioxidativer Wirkungen von

Rotwei npol yphenolen geeignet erscheint.

6.3 Kurzzeitstudie
6.3.1 Polyphenol- und Nahrstoffzufuhr

Die Proband/inn/fen der Kurzzeitstudie nahmen am Tag vor der Untersuchung im
Durchschnitt 23 + 47 (0 —192) mg Polyphenole auf (Kap. 5.1.3.1). Dieser Wert liegt deutlich
unter der Aufnahme bei normaer Erndhrung, wie sie fur die Telnehmer/innen der
Langzeitstudie vor der Intervention (141 mg/d) (Tab. 10) und fur ein bayerisches Kollektiv
der Nationalen Verzehrsstudie (276 mg/d) (Linseisen et al. 1997; Radtke et al. 1998)
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berechnet wurde. Die vergleichsweise geringe Polyphenolaufnahme in der vorliegenden
Studie zeigt, dass die Proband/inn/en die Vorgabe polyphenolarmer Kost eingehalten hatten.
Auch die geringe Vitamin C- (31,8 g) und Alkoholaufnahme (nur eine Probandin der Gruppe
ERW hatte ein Glas Sekt getrunken) deutet auf eine gute Compliance bei den diatetischen
Restriktionen hin.

Die Energieaufnahme am Tag vor der Untersuchung lag mit durchschnittlich 1 749 kcal bei
Frauen und 1 812 kcal bel Méannern unterhalb der Richtwerte der Deutschen Gesellschaft fir
Erndhrung (DGE) (2 300 kcal/d bzw. 2 900 kcal/d) fur die Altersgruppe zwischen 25 und 50
Jahren (Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung 2000a). Da es sich bei den Proband/inn/en fast
ausschliefdlich um Studierende und Universititsangehdrige mit  erndhrungswissen-
schaftlichem oder medizinischem Hintergrund handelte, ist eine zu geringe Nahrungs-
aufnahme  (Undereating) auf Grund der eingeschrankten Lebensmittelauswahl
wahrscheinlicher as eine Unterschatzung der Verzehrsmengen (Underrecording). Da die
Polyphenol zufuhr nur etwa 1/6 bis 1/12 der Menge betrug, die mit einer normalen Mischkost
aufgenommen werden (s. oben), ist aber auch im Falle eines Underrecordings nicht mit

Storeinfllissen durch am V ortag aufgenommene Polyphenol e zu rechnen.

6.3.2 Gesamtphenolgehalt im Plasma

Der Gesamtphenolgehalt im Plasma stieg 90 min nach der Aufnahme von Rotwein (+17 %)
bzw. entalkoholisiertem Rotwein (+15 %) im Vergleich zum Ausgangswert an. Nach 360 min
war die Gesamtphenolkonzentration immer noch hoher als vor der Intervention, jedoch war
der Unterschied wesentlich geringer (+2,8 % bzw. +3,8 %) (Abb. 7). Dies entspricht den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die 30 min nach dem Verzehr von 100 mL Rotwein
(Duthie et al. 1998) bzw. 50 min nach Aufnahme 113 mL ERW (Serafini et al. 1998)
ebenfalls einen voribergehenden Anstieg des Gesamtphenolgehaltes im Plasma messen
konnten. Dass die Verdnderungen in beiden Studien grof3er waren as in der vorliegenden
Arbeit (+28 % bzw. +42 %), deutet darauf hin, dass die maximale Konzentration im Plasma
nicht erst nach 90 min, sondern mdéglicherweise schon vorher erreicht wurde. (Abu-Amsha
Caccetta et al. 2000) konnten nach Aufnahme von Rotwein oder ERW (5 mi/kg KG) keine
Veranderungen des Gesamtphenolgehaltes im Plasma messen. Allerdings wurde bei (Abu-
Amsha Caccetta et al. 2000) eine Proteinfalung und Polyphenolextraktion, wie bei (Serafini
et al. 1998) beschrieben, nicht durchgefiihrt, so dass dieses Ergebnis nicht aussagefahig ist
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(vgl. Kap. 6.2). Dass sich die Phenolkonzentrationen im Plasma 90 min nach der Zufuhr von
nativem und entalkoholisiertem Rotwein nicht signifikant unterschieden, unterstiitzt die
Annahme, dass Ethanol die Bioverfligbarkeit von Polyphenolen beim Menschen nicht
wesentlich beeinflusst (Donovan et al. 1999; Bell et al. 2000; Bub et al. 2001). Unklar ist, ob
der Gesamtphenolgehalt zwischen 90 und 360 min wieder absinkt, weil die Polyphenole rasch
ausgeschieden werden oder im Gewebe akkumulieren (Bub et al. 2001).

Der erhthte Gesamphenolgehalt im Plasma nach 360 min kann nicht eindeutig auf den
Konsum von Rotwein bzw. ERW zurtickgefUhrt werden, da auch in der Kontrollgruppe eine
Veradnderung in einer vergleichbaren GrofRenordnung (+2,8 %) auftrat. Die Ursache fur die
erhdhte Gesamtphenolkonzentration in der Kontrollgruppe ist unklar. Da das Folin-Ciocal teu-
Reagenz nicht spezifisch fur Polyphenole ist, sind Stérungen durch andere reduzierende
Substanzen, vor alem VitaminC, mdglich (vgl. Kap.6.2). Da nach 360 min der
Gesamtphenolgehat im Plasma jedoch in alen drel Gruppen anstieg, wéahrend der
Vitamin C-Spiegdl sank (RW), anstieg (ERW) oder unveréndert blieb (Kontrolle) (Abb. 8),
kann auch zu diesem Zetpunkt VitaminC as Ursache fur den Anstieg des

Gesamtphenol gehaltes im Plasma ausgeschl ossen werden.

Denkbar ist auch ein geringer Anstieg des Gesamtphenolgehaltes im Plasma durch das
Mittagessen zwischen der zweiten und der dritten Blutentnahme. Die Proband/inn/en sollten
sich weiterhin polyphenolarm ernghren, da Polyphenole jedoch in fast allen pflanzlichen
Lebensmitteln enthalten sind, ist eine vollig polyphenolfreie Kost kaum zu redlisieren.
Neunzig Minuten nach der Intervention hatte die Aufnahme von 62,8 mg (RW) bzw. 37,8 mg
(ERW) Polyphenolen zu einem Anstieg des Gesamtphenolgehaltes im Plasma um etwa 15 %
gefuhrt. Daher konnte ein Anstieg um etwa 3 %, wie er nach 360 min beobachtet wurde,
theoretisch durch 10 mg Polyphenole in der Nahrung hervorgerufen werden. Diese Menge
wird bereits mit knapp 30 g Zwiebeln erreicht, die z.B. unerkannt als Gewlrz in nicht selbst
zubereiteten Gerichten enthalten gewesen sein konnten. Zudem liegen fur zahlreiche
»erlaubte’ Lebensmittel, wie z.B. Geback oder Nudeln, bisher keine Anaysedaten zum
Polyphenolgehalt vor. Diese Lebensmittel kénnten vor allem phenolische Sauren enthalten
(Rechner et al. 2002) und damit zu einem Anstieg des Gesamtphenolgehaltes im Plasma
fuhren. Da die Polyphenolaufnahme am Untersuchungstag nicht durch Erndhrungsprotokolle
kontrolliert wurde, sind Fehler auf Grund mangelnder Compliance nicht vdllig
auszuschliefen. Um solche Stérungen zu vermeiden, sollten in koinftigen Studien

ausschliefdich standardisierte Mahlzeiten verwendet werden.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Rotweinpolyphenole unabhéngig vom Alkoholgehalt
rasch absorbiert werden, eine einmalige Zufuhr jedoch nur eine temporére Steigerung des

Gesamtphenol gehaltes im Plasma bewirkt.

6.3.3 Antioxidative Kapazitat im Plasma

Antioxidative Effekte unmittelbar nach einmaligem Verzehr von Rotwein, entalkoholisiertem
Rotwein bzw. Rotweinextrakten auf Plasma, Serum (Maxwell et al. 1994; Whitehead et al.
1995; Cao et al. 1998; Duthie et al. 1998; Serafini et al. 1998; Durak et al. 1999b; Oztirk et
al. 1999; Serafini et al. 2000; Natella et al. 2001; Simonetti et al. 2001) oder LDL (Miyagi et
al. 1997) konnten in zahlreichen Kurzzeitstudien nachgewiesen werden. Auch in der
vorliegenden Arbeit war die antioxidative Kapazitdt im Plasma 30, 60 und 90 min nach dem
Verzehr von 200mL Rotwein sowie 90min nach der Aufnahme von 175mL

entalkoholisiertem Rotwein gegentiber dem Ausgangwert erhoht (Tell A).

Allerdings waren diese Effekte nicht reproduzierbar. In Teil B kam es bei den gleichen
Proband/inn/en unter denselben Versuchsbedingungen zwar nach 90 min zu einem Anstieg
des Gesamtphenolgehaltes im Plasma, anders als bei (Serafini et al. 1998) und (Duthie et al.
1998) wurde die antioxidative Kapazitét im Plasma jedoch nicht signifikant verandert
(Tab. 7). (Abu-Amsha Caccetta et al. 2000) wiesen erhdhte Phenol sdurekonzentrationen im
Plasma nach einmaligem Verzehr von Rotwein und entalkoholisiertem Rotwein nach, ohne
dass ein Schutz vor Cu-induzierter LDL- oder Serumoxidation erreicht wurde. Die
Autor/inn/en gehen davon aus, dass die Konzentration der Rotweinpolyphenole im Blut zu
gering war, um ex vivo antioxidative Effekte hervorzurufen. Dass in Teil B der vorliegenden
Studie bei ERW mit p = 0,051 das Signifikanzniveau von a = 0,05 nur knapp Uberschritten
wurde, weist darauf hin, dass antioxidative Effekte vorhanden gewesen sein konnten, die aber

Zu gering waren, um eine konsistente Steigerung der Plasma-TEAC zu bewirken.

Auch die geringe GrofRe des Proband/inn/enkollektivs konnte fir die unterschiedlichen
Ergebnisse von Teil A und B verantwortlich gewesen sein. So kam es in Teil A sowohl bei
RW als auch bei ERW 90 min nach der Intervention bei 8 von 9 Personen zu einem Anstieg
der TEAC. In Teil B war dies in der Gruppe RW nur noch bei 7 von 9 Personen der Fall. In
der Gruppe ERW standen nur 7 Werte zur Verfligung, davon wurde in 4 Féllen ein Anstieg
gemessen. Bei ener groleren Stichprobe hétten solche kleinen Verschiebungen
moglicherweise nicht zu einem Verlust der Signifikanz gefuhrt. Ein weiterer Storfaktor
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konnte das Frihstiick 60 min nach dem Verzehr der Getranke gewesen sein, bei dem auch
proteinreiche Lebensmittel (Milch, Milchprodukte) angeboten wurden. (Serafini et al. 1996)
konnten zeigen, dass die Zugabe von Milch zu grinem und schwarzem Tee antioxidative
Wirkungen in vivo inhibiert. Da die Zusammensetzung des Frihstiicks nicht protokolliert
wurde, kann eine héhere Proteinzufuhr bei Teil B im Vergleich zu Teil A as Ursache fiir das
Ausbleiben antioxidativer Wirkungen im Plasma nicht ausgeschl ossen werden.

6.3.4 Vitamin C im Plasma

Die Vitamin C-Konzentration im Plasma nahm 360 min nach dem Verzehr von nativem
Rotwein im Vergleich zum Ausgangswert ab (Abb. 8). Vergleichbare Untersuchungen gibt es
hierzu bislang nicht. Eine mdogliche Erklarung liefern die Ergebnisse verschiedener Tier-
(Yunice et al. 1984; Suresh et al. 1999) und Humanstudien (Lecomte et al. 1994; van der
Gaag et al. 2000), die auf einen erhohten Vitamin C-Verbrauch durch den Alkohol-
metabolismus schliefien lassen. Da Vitamin C wasserlgslich ist, konnte zudem eine erhohte
Diurese, wie sie von (Donovan et al. 2002) nach dem Verzehr akoholhaltigen Rotweins
beobachtet wurde, die Ausscheidung von Vitamin C beschleunigt haben. Nach (Pietta et al.
1998) haben mdglicherweise auch Polyphenole direkt einen Einfluss auf die Vitamin C-
Konzentration im Plasma. Die Autor/inn/en konnten zeigen, dass der Vitamin C-Spiegel im
Plasma gesunder Probanden 1 — 4 h nach der Aufnahme von Teecatechinen sank, danach aber

wieder das Ausgangsniveau erreichte.

Dass die Vitamin C-Konzentration im Plasma in der vorliegenden Studie 360 min nach dem
Verzehr von entalkoholisiertem Rotwein erhoht war, spricht jedoch gegen diese Hypothese.
Vielmehr scheinen die Rotweinpolyphenole in Abwesenheit von Alkohol Vitamin C-sparend
zu wirken. Dabel kdnnte unter anderem eine Stabilisierung der Ascorbinsaure, Reduktion von
Dehydroascorbat zu Ascorbat und ein geringerer metabolischer Verbrauch von Vitamin C
eine Rolle spielen (Middleton et al. 2000). Kurzfristige Veranderungen des Vitamin C-
Gehaltes im Plasma durch entalkoholisierten Rotwein wurde bisher jedoch nicht beobachtet
(Cao et al. 1998; Serafini et al. 1998). Der Unterschied zu den hier vorliegenden Ergebnissen
konnte auf Differenzen im Polyphenolgehalt und —muster der Weine beruhen. Bei (Cao et al.
1998) wurde der entalkoholisierte Rotwein zudem nicht nichtern, sondern in einem
proteinhaltigen Getrénk gereicht, was die Resorption der Polyphenole beeinflusst haben

konnte.
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Signifikante Einflusse von Vitamin C auf die Gesamtphenolmessung sind unwahrscheinlich,
da der hdchste Anstieg des Gesamtphenolgehaltes im Plasma nach 90 min gemessen wurde,
wahrend Veranderungen der Vitamin C-Konzentration erst nach 360 min auftraten. Auch die
antioxidative Kapazitdt im Plasma wurde durch Veranderungen des Vitamin C-Spiegels nicht
beeinflusst.

6.3.5 Endogene Antioxidantien im Plasma

Albumin, das etwa 30 — 40 % (Miller et al. 1993; Cao & Prior 1998) zur TEAC im Plasma
beitragt, stieg nur in der Kontrollgruppe 90 min nach der Wasseraufnahme an (Tab. 8). Die
antioxidative Kapazité im Plasma wurde dadurch jedoch nicht beeinflusst.

In der Rotweingruppe kam es 90min nach der Intervention zu einem Anstieg der
Uratkonzentration im Plasma, die sich jedoch im physiologischen Bereich bewegte (Tab. 8).
Diesist durch einen erhthten Purinabbau beim Alkoholmetabolismus (Y amanaka 1996), eine
verminderte renale Uratausscheidung durch erhohte Laktatkonzentrationen (Y amanaka 1996;
Abu-Amsha Caccetta et al. 2000) sowie durch Purine im Rotwein (Natella et al. 2001) zu
erklaren. Einige Autor/inn/en vermuten, dass auch nicht-alkoholische Komponenten von
Rotwein den Uratspiegel im Blut steigern kénnen (Day & Stansbie 1995; Abu-Amsha
Caccetta et al. 2000; Natella et al. 2001).Wie bel (Cao & Prior 1998) und (Serafini et al.
1998) wurden in der vorliegenden Studie jedoch keine Verdnderungen der Uratkonzentration
im Plasma nach Aufnahme von ERW beobachtet, so dass der Effekt nach Konsum von RW

auf den Alkohol zuriickzufihren sein dirfte.

Da Urat eines der wichtigsten Antioxidantien im Korper darstellt, konnte die Steigerung des
Uratspiegels einen grofRen Tell der antioxidativen Wirkungen von Rotwein in vivo ausmachen
(Day & Stansbie 1995; Maxwell & Thorpe 2000). In der vorliegenden Arbeit fuhrte jedoch
90 min nach der Aufnahme von Rotwein weder die erhohte Konzentration von
Gesamtphenolen (+17 %) noch von Urat (+15 %) zu einer signifikanten Veranderung der
antioxidativen Kapazitét im Plasma. Dies legt nahe, dass die TEAC-Methode nicht sensitiv
genug ist, um antioxidative Wirkungen von Rotwein in vivo zu erfassen. Auch bel (Cao et al.
1998) wurde die TEAC nach dem Verzehr von 300 mL entalkoholisiertem Rotwein nicht
verdndert, obwohl das Eisenreduzierende Potential (FRAP) und die Fahigkeit,
Sauerstoffradikal e abzufangen (ORAC), im Serum anstiegen.
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Die Veranderungen des Bilirubinspiegels in der Kontrollgruppe nach 90 min und bei RW und
ERW nach 360 min (Tab. 8) beruhen vermutlich auf physiologischen Schwankungen. Nach
einem Labormanua (vitamin be classic + new media 2003) sollten Blutproben fur die
Bilirubinbestimmung nur morgens enthommen werden, da die Konzentration ,, betréchtliche
Tagsschwankungen* zeigt. Bilirubin macht insgesamt nur etwa 1% der antioxidativen
Kapazitét im Plasma aus, so dass Veranderungen nur bei pathophysiologisch erhthten Werten
eine Rolle fur die TEAC spielen dirften (Woodford & Whitehead 1998). Die
Durchschnittswerte lagen in alen drei Gruppen zu jedem Zeitpunkt innerhab des
Normbereiches, so dass Wirkungen auf die antioxidative Kapazitdt im Plasma nicht zu

erwarten sind.

6.3.6 DNA-Strangbrichein peripheren Leukozyten

Endogene DNA-Schaden in peripheren Leukozyten stiegen 360 min nach dem Verzehr von
einem Glas Rotwein oder entalkoholisiertem Rotwein signifikant an. Gleichzeitig nahm das
Ausmald der H,O.-induzierten Strangbriiche in der Gruppe ERW ab, wéhrend sie in der
Gruppe RW unveréndert blieb (Abb. 9/ Tab. 9).

Der Anstieg der basalen DNA-Schéden ist schwer zu erkléren. Er steht im Widerspruch zu
einer Studie von (Fenech et al. 1997), bei der nach einmaligem Verzehr von 300 mL Rot-
oder Weildwein eine Reduktion der basalen DNA-Schaden in peripheren Lymphozyten,
gemessen mit dem Cytokinese-Block-Mikronukleustest (CBMN), beobachtet wurde. Auch
mit anderen Methoden konnten bisher keine prooxidativen Effekte von Rotwein in vivo
nachgewiesen werden. Nur (van Golde et al. 1999) beobachteten nach 2-wdchigem Konsum
von 375 mL Rotwein/d eine erhthte Oxidierbarkeit von LDL ex vivo. Da die Studie nicht

kontrolliert war, ist ihre Aussagekraft jedoch beschrankt.

Da die endogenen DNA-Schaden bel nativem und entalkoholisiertem Rotwein gleichermalien
anstiegen, kdnnen genotoxische Wirkungen durch Ethanol, wie sie von (Greenrod & Fenech
2003) in vitro (CBMN) nachgewiesen wurden, als Ursache ausgeschlossen werden. Da in
beiden Gruppen die Gesamtphenolkonzentration im Plasma angestiegen war und andere
Weinkomponenten wie Glycerin und Tartrat keine DNA-schadigenden Effekte auf humane
Lymphozyten zeigen (Greenrod & Fenech 2003), sind vermutlich die Rotweinpolyphenole
bzw. deren Metabolite fur die vermehrten DNA-Strangbriiche in vivo verantwortlich. Dass

diese erst nach 360 min messbar waren, wahrend die Peak-K onzentration der Gesamtphenole
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nach 90 min erreicht wurde, deutet auf eine Verzogerung der intrazelluléren Effekte hin, wie
sie auch bei (Boyle et al. 2000b) beobachtet wurde. Genotoxische Wirkungen von
Polyphenolen in vivo wurden bisher allerdings nicht beobachtet. In vitro fihrte die Inkubation
mit verschiedenen Polyphenolen erst bei unphysiologisch hohen Konzentrationen zwischen
25 und 1 000 uM zu vermehrten DNA-Strangbrtichen (SCGE) bei Lymphozyten (Duthie et
al. 1997b; Szeto & Benzie 2002) und Jurkat-T-Zellen (Johnson & Loo 2000). (Pool-Zobel et
al. 1999) beobachteten bei kultivierten Kolon-Karzinomzellen mit der SCGE zwar
DNA -schédigende Effekte eines Anthocyanextrakts aus roten Trauben, die Ergebnisse waren

aber nicht reproduzierbar.

Da DNA-Strangbriche as Zwischenprodukte bei der Basen- oder Nukleotid-
Excisionsreparatur entstehen, konnten die vermehrten endogenen DNA-Schéden nach dem
Verzenr von RW und ERW auch auf einer Aktivierung von Reparaturenzymen durch
Polyphenole (Duthie & Dobson 1999) beruhen. Um zu kl&ren, welche Mechanismen fur den
beobachteten Anstieg der DNA-Strangbrtiche in vivo verantwortlich sind, wére in zukinftigen
Studien eine Modifikation der SCGE sinnvoll, bei der die Oxidation von Purin- und
Pyrimidinbasen (Collins et al. 1993; Giovanelli et al. 2000) und die Aktivitdt von
Reparaturenzymen (Collins et al. 1995) erfasst werden kdnnen.

Methodische Fehler as Ursache fur das unerwartete Ansteigen der endogenen DNA-
Strangbriiche, z.B. durch unterschiedliche Aufarbeitung der Proben an unterschiedlichen
Tagen (Riso et al. 1999) konnen weitgehend ausgeschlossen werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Belastung der Leukozyten durch Verwendung von Vollblut anstelle von
isolierten Zellen minimiert, die Versuchsbedingungen (Temperatur, Lichteinwirkung) waren
konstant. Zudem wurden an jedem Versuchstag Proband/inn/en aus mindestens zwel der drei
Interventionsgruppen (RW, ERW, Kontrolle) untersucht, so dass mit signifikanten Einfltissen

von Interassay-Abweichungen auf nur eine der Gruppen nicht zu rechnen ist.

Im Gegensatz zu den endogenen DNA-Schaden nahmen die H,Oy-induzierten Strangbriiche
nach dem Konsum von entalkoholisiertem Rotwein ab, was auf antioxidative und/oder DNA-
stabilisierende Wirkungen (Duthie & Dobson 1999) von nicht-alkoholischen Rotwein-
komponenten ex vivo schlief3en lasst. Bei (Fenech et al. 1997) nahmen H,O,-induzierte DNA-
Schéden 1 — 3 h nach der Aufnahme von Rot- und Weil3wein ab. Hierfir konnten neben den
Polyphenolen auch andere Inhaltsstoffe des Weins wie Glycerin und Tartrat verantwortlich
sein (Fenech et al. 1997; Greenrod & Fenech 2003). Auch der erhéhte Vitamin C-Gehalt im
Plasma 360 min nach dem Verzehr von ERW (Abb. 8) kénnte eine Erklérung liefern.
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Schutzwirkungen von Vitamin C vor oxidativen DNA-Schéden in Leukozyten wurden in
vitro (Noroozi et al. 2000; Fabiani et al. 2001) sowie ex vivo nach dem Verzehr (Ubersicht bei
Mgller & Loft 2002) bereits mehrfach nachgewiesen. Zudem konnte (Lenton et al. 1999) in
einer Untersuchung an Lymphozyten von 105 gesunden Proband/inn/en zeigen, dass die
intrazelluldre Vitamin C-Konzentration invers mit oxidative DNA-Schéden in vivo, gemessen
an Hand von Basenoxidationsprodukten, korreliert ist. Unklar ist allerdings, wieso das
Absinken des Vitamin C-Spiegels in der Gruppe RW in der gleichen GrofRenordnung (RW:
-0,2 + 0,2 mg/dL; ERW: +0,2 + 0,3 mg/dL) nicht analog die Empfindlichkeit der Leukozyten
gegeniber H,O, erhdhte. Um die Bedeutung von Vitamin C fur die exogenen DNA-
Strangbriiche abschdtzen zu kénnen, ware eine Messung der intrazelluldaren Vitamin C-
Konzentrationen sinnvoll. Zudem sollte das Verhdtnis zwischen reduzierter Ascorbinséure
und oxidierter Dehydroascorbinsdure bestimmt werden, da nur so eine Aussage uber
oxidativen Stressin vivo moglich ist (Duthie 1999).

Der scheinbare Widerspruch zwischen erhthten endogenen DNA-Schaden und ener
Schutzwirkung gegeniiber oxidativem Stress ex vivo nach dem Vezehr von
entalkoholisiertem Rotwein lasst sich durch die unterschiedlichen Bedingungen zum
Zeitpunkt der Schadigung erklaren. Solange sich die Leukozyten im Kérper befinden, wird
ihre DNA durch das gesamte Spektrum an intra- und extrazelluléaren enzymatischen und
nicht-enzymatischen antioxidativen Mechanismen vor oxidativen DNA-Schaden geschitzt
(Kap. 2.1.2). Darlber hinaus konnen bereits entstandene Schaden durch Reparaturenzyme
beseitigt werden (Gaté et al. 1999; Davies 2000). Die mit der SCGE erfassten DNA-
Strangbriiche spiegeln damit nicht nur das Verhdltnis zwischen pro- und antioxidativen
Substanzen, sondern auch zwischen entstandenen und reparierten DNA-Schaden wider
(Duthie et al. 1996). Durch die niedrige Temperatur (4 °C) bel der ex vivo-Behandlung mit
H.O, werden antioxidative und Reparaturenzyme inaktiviert, so dass hierbel ausschliefdich
die Wirkungen von nicht-enzymatischen Radikalfangern und Metallchelatoren erfasst werden
(Duthie et al. 1996; Riso et al. 1999). Durch die vielfdtigen biologischen Wirkungen der
Polyphenole (Robak & Gryglewski 1996; Middleton et al. 2000; Ferguson 2001), ist denkbar,
dass in vivo die Aktivitét von antioxidativen Enzymen und Reparaturmechanismen moduliert
werden, so dass es vermehrt zu DNA-Strangbriichen kommt. Dagegen kénnten in H,O,-
behandelten Zellen die nicht-enzymatischen Antioxidantien (Polyphenole und/oder
Vitamin C) nach Konsum von ERW einen messbaren Schutz vor oxidativen DNA-Schaden
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bieten. Um diese Hypothese tberpriifen zu kdnnen, missten die Aktivitét der entsprechenden
Enzyme sowie die Konzentrationen der intrazelluléren Antioxidantien bestimmt werden.

6.4 Langzeitstudie
6.4.1 Polyphenol- und Nahr stoffzufuhr

Die Phenolsaure- und Flavonoidzufuhr der Proband/inn/en betrug vor der Intervention durch-
schnittlich 106 = 77 (Median 84) bzw. 35 + 20 (30) mg/d (Abb. 10 / Tab. 10). Sie war damit
niedriger as in einem reprasentativen Teilkollektiv der Nationalen Verzehrsstudie, in dem
taglich im Mittel 222 mg Phenolsduren (Radtke et al. 1998) und 54 mg Flavonoide (Linseisen
et al. 1997) aufgenommen wurden. Die Differenz bei den Flavonoiden l&sst sich vor allem
durch Hesperitin, Isorhamnetin, Luteolin, Phloretin, Proanthocyanidin und Delphinidin
erklaren, die in der vorliegenden Studie bel der Berechnung der Flavonoidaufnahme nicht
erfasst wurden. Sie machen bei (Linseisen et al. 1997) zusammen etwa 13,5 mg der téglich
aufgenommenen Flavonoide aus. Gentisin-, Protochatechus-, Sinapin- und Vanillinséure, die
in der vorliegenden Studie nicht berticksichtigt wurden, tragen hingegen mit etwa 2 mg/d
(Radtke et al. 1998) nur wenig zur Gesamtphenolsaurezufuhr bei. Die geringe
Phenolsdureaufnahme durfte daher vor alem durch die Restriktion des Kaffee- und
Fruchtsaftverzehrs (Kap. 4.1.3.3) zu erkléren sein. Diese Lebensmittel zahlen in Deutschland
Zu den wichtigsten Lieferanten fur Phenolséuren (Radtke et al. 1998).

Darliber hinaus lag die Energieaufnahme mit durchschnittlich etwa 1 900 kcal/d (Tab. 11)
deutlich unterhalb der Richtwerte der DGE (vgl. Kap. 6.3.1). Da sich das Kdrpergewicht nicht
signifikant verénderte, muss man davon ausgehen, dass die Verzehrsmengen von den
Proband/inn/en unterschétzt wurden. Ein solches Underreporting durch Underrecording wird
bei Ernahrungserhebungen héufig beobachtet (Livingstone & Black 2003) und lasst daher
nicht auf eine mangelnde Vadiditée der Erndhrungsprotokolle schlieffen. Da das
Underreporting in den Gruppen RW, ERW und Kontrolle vor Beginn sowie wahrend der
Intervention gleichermal3en auftrat, handelt es sich um einen systematischen Fehler, der die

Interpretation der Ergebnisse nicht beenflusst.
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Der Verzehr von Rotwein und entalkoholisiertem Rotwein fuhrte zu einem deutlichen Anstieg
der Flavonoidaufnahme gegentber dem Ausgangswert, aber auch im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Zudem lag die Flavonoidzufuhr in der Gruppe RW hoher als bei ERW
(Abb. 10), was sich durch den unterschiedlichen Polyphenolgehalt der beiden Getranke
(Tab.5) erklaren l&sst. Fir die Phenolsdureaufnahme spielten dagegen vor alem die
Erndhrungsgewohnheiten der Proband/inn/en eine Rolle, der Beitrag von RW und ERW zur
Phenol sdureaufnahme war gering. Entsprechend unterschied sich die Phenolsdurezufuhr in
den Gruppen RW und ERW nicht von der Kontrollgruppe. Im Vergleich zum Ausgangswert
kam esim Interventionszeitraum in in alen drel Gruppen zu einem Anstieg, was auf saisonale
Schwankungen der Verzehrsgewohnheiten oder Veranderungen des Erndhrungsverhaltens
durch die Teilnahme an der vorliegenden Studie (Maller & Loft 2002) schliefien l&sst. Da
Phenolsduren den groften Teil der Polyphenole ausmachen, gilt gleiches fir die
Gesamtphenolaufnahme (Tab. 10). Die beobachteten Effekte auf die DNA in der Gruppe
Rotwein (Kap. 5.2.8) sind damit eher auf die enthaltenen Flavonoide als auf die Phenolséuren

zurtckzuf dhren.

Die Vitamin C-Aufnahme der Proband/inn/en war mit 160 mg/d (Tab. 11) bedarfsdeckend
(Deutsche Gesellschaft fur Ernghrung 2000a) und verénderte sich im Verlauf der Studie nicht
signifikant, so dass Einflisse der Vitamin C-Zufuhr auf die Studienergebnisse nicht zu

erwarten sind.

Die Compliance fur die Alkoholrestriktion war gering. Vor bzw. wahrend der Intervention
verzichteten nur 22 bzw. 28 der 74 Proband/inn/en vollig auf alkoholische Getranke, auch in
der Rotweingruppe wurde zusétzlich Alkohol getrunken (Tab. 11). Die durchschnittliche
Alkoholaufnahme der Proband/inn/en — abgesehen von der Intervention mit Rotwein — lag mit
durchschnittlich 5,8 — 7,5 g/d jedoch unterhalb der in Deutschland Ublichen Verzehrmenge
von 12,3 g/d bei Frauen und 20,9 g/d be Méannern (Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung
2000b). Da die Alkoholzufuhr gering war und sich in den Gruppen ERW und Kontrolle im
Verlauf der Studie nicht verdnderte, sind signifikante Einflisse auf die Ergebnisse

unwahrscheinlich.



76 6 Diskussion

6.4.2 Gesamtphenolgehalt im Plasma

Der Gesamtphenolgehalt im Plasma stieg im Gegensatz zur Kurzzeitstudie nur in der
Rotweingruppe an, wahrend er nach 6 Wochen taglichen Konsums von entalkoholisiertem
Rotwein unverandert blieb (Abb. 11). Auch (Fuhrman et al. 1995) und (Nigdikar et al. 1998)
konnten eine Steigerung des Gesamtphenolgehaltes in Plasma bei regelméfdigem Verzehr von
nativem Rotwein nachweisen. Aul3erdem stiegen der Gesamtphenolgehalt in LDL-Partikeln
(Fuhrman et al. 1995; Nigdikar et al. 1998) und die Konzentration einzelner Polyphenole im
Plasma (Leighton et al. 1999; Abu-Amsha Caccetta et al. 2001). Dagegen stimmt der
unveranderte Gesamtphenolgehalt in der Gruppe ERW nicht mit den Ergebnissen anderer
Interventionsstudien Uberein, bel denen auch entalkoholisierter Rotwein und Rotweinkapseln
die Konzentration von Gesamtphenolen (Nigdikar et al. 1998) und einzelnen phenolischen
Sauren (Abu-Amsha Caccetta et al. 2001) im Plasma steigern konnten. Ein Grund fur diese
Diskrepanz konnte die geringe Zufuhrmenge von 175 mL/d in der vorliegenden Studie sein.
Bei (Nigdikar et al. 1998) erhielten die Probanden 375 mL entalkoholisierten Rotwein bzw.
die extrahierten Polyphenole aus dieser Menge, bei (Abu-Amsha Caccetta et al. 2001) waren

es 500 mL entalkoholisierter Rotwein.

Die unterschiedliche Wirkung von RW und ERW basiert wahrscheinlich auf dem
vergleichsweise hoheren Polyphenolgehalt im Rotwein (Tab.5). Der unterschiedliche
Alkoholgehalt dirfte hingegen keine Rolle spielen. Zwar gehen einige Autor/inn/en davon
aus, dass Alkohol die Absorption von Rotweinpolyphenolen verbessert (Ruf et al. 1995;
Miyagi et al. 1997; Duthie et al. 1998; Serafini et al. 2000), aktuelle Bioverfiigbarkeitsstudien
konnten dies jedoch nicht bestdtigen (Donovan et al. 1999; Bell et al. 2000; Bub et al. 2001;
Donovan et al. 2002; Frank et al. 2003; Goldberg et al. 2003).

6.4.3 Antioxidative Kapazitat im Plasma

Der erhthte Gesamtphenolgehalt im Plasma nach dem Verzehr von Rotwein fuhrte nicht zu
einem Anstieg der antioxidativen Kapazitét, auch bei entalkoholisiertem Rotwein gab es keine
Veranderungen der TEAC (Tab. 12). Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, in
denen nach téglichem Konsum von 180 mL Rotwein Uber 10 Tage (Sharpe et al. 1995) bzw.
von vier Glasern Uber 3 Wochen (van der Gaag et al. 2000) keine Verénderungen der Serum-
TEAC gemessen werden konnten. (Simonetti et al. 2002) weisen darauf hin, dass

homaoostatische M echanismen mittelfristig eine Verénderung der antioxidativen Kapazitét im
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Plasma verhindern kénnten. Dem gegentiber stehen jedoch die Beobachtungen von (Nigdikar
et al. 1998), wonach die 2-wochige Supplementierung von 1 — 2 g Rotweinpolyphenolen pro
Tag einen Anstieg der TEAC im Plasma bewirkt. Auch Interventionsstudien, in denen andere
antioxidative Wirkungen von Rotwein, entalkoholisiertem Rotwein oder Rotweinextrakten
mit anderen Parametern wie LDL-Oxidation, Lipidperoxidation oder F,-Isoprostanen
Uberpruft wurden, liefern kontroverse Ergebnisse (Kap. 2.3.4.2). Neben methodischen
Differenzen ist dafir vermutlich die unterschiedliche Polyphenolaufnahme in den einzelnen
Studien verantwortlich (Nigdikar et al. 1998; van Golde et al. 1999; Howard et al. 2002).

6.4.4 Antioxidantien im Plasma/ Serum

Im Gegensatz zu anderen Studien, in denen die Zufuhr von Rotwein zu einem Anstieg der
Uratkonzentration im Blut fuhrte (van der Gaag et al. 2000; Abu-Amsha Caccetta et al.
2001), konnten in der vorliegenden Studie wie bei (Struck et al. 1994) keine Verdnderungen
des Uratspiegels nachgewiesen werden (Tab. 13). Dies liegt vermutlich an der geringeren
taglichen Zufuhr von 200 mL (vorliegende Studie) bzw. 180 mL (Struck et al. 1994) im
Vergleich zu 375 mL (Abu-Amsha Caccetta et al. 2001) bzw. 4 Glasern Rotwein (van der
Gaag et al. 2000). Unerwartet kam es in der Kontrollgruppe zu einem Anstieg der
Uratkonzentration im Plasma. Die Veranderungen bewegten sich jedoch im Normbereich und
hatten offensichtlich keinen Einfluss auf die Plasma-TEAC. Auch der leichte Rickgang des
Plasma-Bilirubinspiegels in der Gruppe ERW (Tab. 13) ist vermutlich auf physiologische
Schwankungen zurtickzufihren und wegen des geringen Beitrags des Bilirubins zur
antioxidativen Kapazitdt im Plasma nicht von Bedeutung. Auch die Albuminkonzentration

hatte keinen Einfluss auf die Ergebnisse, dasiein allen Gruppen unverandert blieb (Tab. 13).

Die Konzentrationen von Vitamin C im Plasma und a-Tocopherol im Serum wurden durch
die regelmaiige Zufuhr von Rotwein und ERW nicht beeinflusst (Tab. 12). Dies entspricht
den Ergebnissen der meisten anderen Interventionsstudien, in denen die Konzentrationen der
beiden Vitamine im Blut nach taglichem Verzehr von Rotwein, entalkoholisiertem Rotwein
oder Extrakten Uber mehrere Wochen untersucht wurden (Struck et al. 1994; Fuhrman et al.
1995; de Rijke et al. 1996; Chopra et al. 2000; van der Gaag et al. 2000; Abu-Amsha
Caccetta et al. 2001). Mit signifikanten Einfliissen von Vitamin C oder a-Tocopherol auf die

Ergebnisse fur den Gesamtphenolgehalt und die TEAC-Messung ist damit nicht zu rechnen.
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6.4.5 DNA-Strangbriichein peripheren Leukozyten

Wahrend die endogenen DNA-Schaden bei regelmélligem Verzehr von entalkoholisiertem
Rotwein und in der Kontrollgruppe unverandert blieben, nahmen sie bei Rotwein im
Vergleich zum Ausgangswert signifikant ab (Abb. 12/ Tab. 14). Das Ausmald der
Strangbrtiche, die ex vivo durch 300 uM H,O; induziert wurden, veradnderte sich hingegen in
keiner der Gruppen. (Leighton et al. 1999) berichten nach einer 4-wdchigen Intervention mit
240 mL Rotwein téglich, kombiniert mit mediterraner oder fettreicher Kost, ebenfalls von
einer Reduktion basaler DNA-Schaden, gemessen als 8-Hydroxydeoxyguanosin (8-OHdG) in
peripheren Leukozyten. Die Wirkungen sind vermutlich auf die Polyphenole zuriickzufthren,
da auch die Supplementierung eines akoholfreien Traubenkernextraktes (Simonetti et al.
2002) oder eine polyphenolreiche Diét, basierend auf grinem Tee und Zwiebeln (Lean et al.
1999), vor endogenen DNA-Schéden schiitzen konnen.

Wahrend endogene DNA-Schéden durch den regelméaldigen moderaten Konsum von Rotwein
abnahmen, konnten ex vivo durch H,O.-induzierte DNA-Strangbriiche nicht verringert
werden. (Pool-Zobel et al. 1997) machten bei Supplementierung von carotinoidreichen
Gemusesdften eine dhnliche Beobachtung, liefern daflr aber keine Erklérung. M 6glicherweise
ist die intrazellulare Konzentration der Polyphenole ausreichend, um in vivo vor oxidativen
DNA-Schéden zu schiitzen, aber zu gering, um unphysiologisch hohe Konzentrationen von
H.O, ex vivo abzufangen. Denkbar ist auch, dass der endogene protektive Effekt nicht (nur)
auf direkte antioxidative Wirkungen zuriickzufthren ist. Polyphenole kénnten die endogene
ROS-Produktion verringern, z.B., indem sie Enzyme wie die Lipoxygenase, Cyclooxygenase
oder Xanthinoxidase inhibieren (Middleton et al. 2000). Auch die ROS-Produktion durch
Makrophagen und Granulozyten kann durch Polyphenole inhibiert werden (de Whalley et al.
1990; Limasset et al. 1993; Robak & Gryglewski 1996; Aviram & Fuhrman 1998; Middleton
et al. 2000). Diese Hinweise stammen jedoch aus in vitro-Studien. Ex vivo konnten in der
vorliegenden Studie nach wiederholtem Konsum von RW oder ERW keine Verdnderungen
beim Respiratory Burst von Monozyten und Granul ozyten festgestel It werden (Ellinger 2003).
Zudem konnten DNA-stabilisierende Wirkungen (Duthie & Dobson 1999) oder eine
beschleunigte Reparatur (Anderson et al. 2000; Ferguson 2001) in vivo vor DNA-Schéden
schitzen. Anhand der vorliegenden Daten kénnen jedoch keine Aussagen Uber die zu Grunde
liegenden Wirkungsmechanismen getroffen werden.
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In der Gruppe ERW blieben die endogenen und H,O-induzierten DNA-Strangbriche in
peripheren Leukozyten unveréndert. Dies ist plausibel, da weder der Gesamtphenolgehalt
noch die Konzentrationen antioxidativer Vitamine im Plasma bzw. Serum durch den

regel maldigen Konsum des entalkoholisierten Rotweins beeinflusst wurden.

6.5 Vergleich zwischen kurz- und mittelfristigen Effekten

Der Verzehr von einem Glas RW oder ERW fihrte zu einem akuten Anstieg des
Gesamtphenolgehaltes im Plasma, was die Beobachtungen anderer Autor/inn/en unterstitzt,
dass Alkohol fur die Resorption von Polyphenolen nicht entscheidend ist (Donovan et al.
1999; Bell et al. 2000; Donovan et al. 2002; Bub et al. 2003; Goldberg et al. 2003). Bei
regelmafdiger Zufuhr fihrte jedoch nur nativer Rotwein mittelfristig zu einer messbaren
Akkumulation von phenolischen Komponenten im Plasma, was auf den hoheren

Flavonoidgehalt des Rotweins zurtickzufihren sein dirfte.

In der Langzeitstudie wurde die TEAC in der Gruppe RW trotz eines Anstiegs der
Gesamtphenolkonzentration im Plasma um durchschnittlich 5% in der Gruppe RW nicht
signifikant verandert. Dies konnte auf homoostatische Mechanismen fir die antioxidative
Kapazitat hindeuten (Simonetti et al. 2002). Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die TEAC-
Methode nicht sensitiv genug ist, um bei gesunden Personen antioxidative Effekte nach
Konsum von polyphenolreichen Lebensmitteln nachzuweisen (Cao & Prior 1998; Lean et al.
1999). Dies wird durch die Ergebnisse der Kurzzeitstudie gestitzt, bei der trotz eines deutlich
hoheren Anstiegs des Gesamtphenolgehaltes im Plasma um etwa 15 %, der bei Rotwein
zudem mit einer erhdhten Uratkonzentration einherging, kein reproduzierbarer Anstieg der

antioxidativen Kapazitdt im Plasma nachzuweisen war.

Die Messung von DNA-Strangbriichen in peripheren Leukozyten lieferte widersprichliche
Ergebnisse. 360 min nach dem einmaligen Verzehr von Rotwein und entalkoholisiertem
Rotwein stiegen die endogenen DNA-Schéden an, was auf direkte oder indirekte prooxidative
Eigenschaften der Rotweinpolyphenole hindeutet. Im Gegensatz dazu kam es in der
Langzeitstudie zu einer Reduktion der endogenen DNA-Strangbriiche. Dies war nur in der
Gruppe RW der Fall, in der auch der Gesamtphenolgehalt im Plasma angestiegen war, was
die Vermutung unterstiitzt, dass die Rotweinpolyphenole fir die beobachteten Effekte

verantwortlich sind.



80 6 Diskussion

Die Diskrepanz bei den Ergebnissen der SCGE in der Kurz- und Langzeitstudie deutet darauf
hin, dass nach 6 Wochen regelméfdigen Konsums von Rotwein andere Polyphenole in Plasma
und Zellen vorliegen as kurz nach der einmaligen Aufnahme. Dies lasst sich durch die
unterschiedlichen Eliminationszeiten der einzelnen Polyphenole und ihrer verschiedenen
Metaboliten (Donovan et al. 1999; Scalbert & Williamson 2000; Rechner et al. 2002)
erklaren. Hinweise darauf liefert auch eine Studie von (Boyle et al. 2000a), in der 4 - 7 h nach
einer einmaligen Supplementierung von 500 mg Rutin hauptséchlich Quercetin, aber nur
Spuren von Kampferol und Isorhamnetin im Plasma gesunder Proband/inn/en nachgewiesen
wurden. Dagegen fuhrte die regelmalige Einnahme Uber 6 Wochen zu einem 10-fachen
Anstieg der Isorhamnetinkonzentration im Plasma, der Kémpferolspiegel stieg auf das
3-fache, wahrend sich Quercetin nur um den Faktor 2,5 erhdhte. Um fundierte Aussagen in
Bezug auf die vorliegende Studie treffen zu koénnen, wéren jedoch die Identifikation und
Quantifizierung einzelner Rotweinpolyphenole und ihrer Metabolite im Plasma und in den
Leukozyten notwendig.

Dariiber hinaus konnte auch der Zeitpunkt des Rotwei nkonsums (morgens niichtern bzw. nach
dem Abendessen) fur die unterschiedlichen Effekte in der Kurz- und Langzeitstudie
entscheidend gewesen sein (Natella et al. 2001). In zwe verschiedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass eine fettreiche Mahlzeit die Lipidhydroperoxidkonzentration im Plasma
gesunder Probanden steigert (Ursini et al. 1998) und mit einer Abnahme des Vitamin C-
Spiegels im Plasma sowie von a-Tocopherol in LDL einhergeht (Natella et al. 2001). Zudem
war die Empfindlichkeit von LDL gegentiber Cu-induzierter Oxidation erhoht (Natella et al.
2001). Die Gabe von 300 mL (Ursini et al. 1998) bzw. 400 mL Rotwein (Natella et al. 2001)
zu den Mahlzeiten konnte diesen Effekten entgegenwirken. Mdglicherweise wurden durch
den Konsum von Rotwein in der Langzeitstudie unmittelbar nach dem Essen prooxidative
Effekte der Abendmahlzeiten vermindert, was nach 6 Wochen zu einer messbaren Reduktion
endogener DNA-Schaden fuhrte. In der Kurzzeitstudie hingegen tranken die Proband/inn/en
den Rotwein auf niichternen Magen, wodurch andere Effekte der Rotweinpolyphenole zum
Tragen kamen.

Obwohl nach 6-wéchigem Konsum von Rotwein der Gesamtphenolgehalt im Plasma anstieg
und die endogenen DNA-Strangbriiche in Leukozyten abnahmen, waren die Zellen ex vivo
nicht besser gegen H,O,-induzierten oxidativen Stress geschutzt as vor der Intervention, was
die Annahme von (Duthie & Dobson 1999) und (Anderson et al. 2001) unterstiitzt, dass
DNA-schitzende Wirkungen von Polyphenolen nicht nur auf antioxidativen Effekten
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beruhen. Auch die antioxidative Kapazitdt und die Konzentration von VitaminC, a-
Tocopherol und endogenen Antioxidantien im Blut blieben unverandert. Dies bestétigt die
Vermutung aus der Kurzzeitstudie, dass weniger die Polyphenole, sondern eher andere
Antioxidantien, z.B. Vitamin C, fir die protektiven Effekte gegeniber H,O, ex vivo

verantwortlich sind.

6.6 Schlussfolgerung

Polyphenole aus Rotwein und entalkoholisiertem Rotwein sind for den Menschen
bioverfigbar, werden jedoch rasch ausgeschieden oder im Gewebe angereichert, was sich
nach einmaligem Konsum der Getrdnke in einer vorlbergehenden Erhohung des
Gesamtphenolgehaltes im Plasma widerspiegelt. Die Polyphenolkonzentrationen im Plasma
sind zu gering, um eine konsistente Steigerung der antioxidativen Kapazitét, gemessen als
TEAC, zu ereichen. Ein vermehrtes Auftreten von endogenen DNA-Schéden in peripheren
Leukozyten 360 min nach der Intervention mit RW bzw. ERW deutet erstmals auf
genotoxische Effekte von Rotweinpolyphenolen in vivo hin. Diese sind nicht eindeutig auf
prooxidative Wirkungen zurtickzuftihren, da ERW gleichzeitig in der Lage ist, oxidativem

Stress ex vivo entgegenzuwirken.

Im Gegensatz dazu fuhrt eine mittelfristige regelméfdige Aufnahme von nativem, aber nicht
von entalkoholisiertem Rotwein, zur Anreicherung von Polyphenolen im Plasma und schiitzt
DNA von Leukozyten vor oxidativen Schaden in vivo, ohne die antioxidative Kapazitdt im

Plasma zu verandern.

Dass das Auftreten endogener bzw. exogener DNA-Strangbriiche durch den Verzehr von
Rotwein (Kurz- und Langzeitstudie) sowie entalkoholsiertem Rotwein (Kurzzeitstudie)
beeinflusst wird, deutet darauf hin, dass Polyphenole aus dem Plasma in periphere

L eukozyten aufgenommen werden und dort biologisch relevante Effekte ausl0sen konnen.

Der Unterschied zwischen kurz- und mittelfristigen Effekten von Rotwein auf endogene
DNA-Schéden in peripheren Leukozyten konnte auf der Akkumulation unterschiedlicher
Polyphenole bzw. von deren Metaboliten beruhen, deren Wirkungen zum Teil stark
voneinander abweichen. Um dies zu Uberprifen, sollten in zukinftigen Studien neben dem
Gesamtphenolgehalt auch einzelne phenolische Verbindungen in Plasma und Zellen
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untersucht werden. Auch die Verzehrsgewohnheiten kdnnten fir die genotoxischen bzw.
DNA-schiitzenden Effekte entscheidend sein. Regelméidig ein Glas Rotwein abends nach dem
Abendessen zu trinken scheint dabei ginstiger zu sein als der einmalige Verzehr der gleichen
Menge morgens nichtern. Da auch entalkoholisierter Rotwein in der Kurzzeitstudie zu
vermehrten endogenen DNA-Strangbriichen fuhrte, scheint nicht der Alkohol, sondern eher
die Polyphenole fur diesen Effekt verantwortlich zu sein.

Im Gegensatz zu Rotwein fuhrt ERW bei wiederholtem moderatem Konsum weder zu einer
Akkumulation von Polyphenolen im Plasma noch zu anti- oder prooxidativen Effekten. Die
fehlende Wirkung ist eher auf die geringere Polyphenolkonzentration des entalkoholisierten
Rotweins als auf den niedrigeren Alkoholgehalt zurlickzufiihren. In zukinftigen Studien zur
Wirkung von nativem im Vergleich zu entalkoholisiertem Rotwein sollte daher auf eine
identische Zusammensetzung der beiden Getrdnke geachtet werden. Da bei der
Vakuumextraktion Polyphenolverluste nicht zu vermeiden sind, wéare der Einsatz von
entalkoholisertem Rotwein, dem wie in Untersuchungen von (Bell et al. 2000) und (Donovan

et al. 1999) die urspringliche Alkoholmenge zugesetzt wird, sinnvoll.

Die Diskrepanz zwischen dem vermehrten Auftreten endogener DNA-Schéaden bei RW und
ERW einerseits und einem signifikanten (Teil A) bzw. tendenziellen (Teil B) Anstieg der
antioxidativen Kapazitét im Plasma nach dem Verzehr von Rotwein oder entalkoholisiertem
Rotwein unterstreicht, dass sich anhand der TEAC im Plasma keine Aussagen Uber
physiologische Effekte auf zellulérerer Ebene treffen lassen. Da zudem auch deutliche
Veranderungen des Gesamtphenolgehaltes von Urat oder Vitamin C im Plasmamit der TEAC
nicht erfasst wurden, scheint dieser Parameter fur Interventionsstudien mit Lebensmitteln bel

gesunden Proband/inn/en nicht geeignet zu sein.

Die biologische Relevanz der vorliegenden Daten ist unklar. Das vermehrte Auftreten
endogener DNA-Schaden nach dem Verzehr von Rotwein und entalkoholisiertem Rotwein
weist nicht zwingend auf genotoxische Effekte in vivo hin. Da bel der DNA-Reparatur
voribergehende Strangbriche entstehen, konnte z.B. auch eine erhohte Aktivitdt von
Reparaturenzymen, die langfristig DNA-Schéden vermindert, in der SCGE zu einem Anstieg
von endogenen DNS-Strangbrichen fuhren (Duthie et al. 1996). Zudem stiegen die
endogenen DNA-Schaden nur in der Kurzzeitstudie an, in der die Proband/inn/en den
Rotwein bzw. entalkoholisierten Rotwein morgens nichtern zu sich nahmen, was nicht den

ublichen Verzehrsgewohnheiten entspricht.
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Der einmalige Verzehr von entalkoholisiertem Rotwein schiitzt ex vivo die DNA peripherer
Leukozyten vor H,O,-induzierten Strangbriichen, was darauf hindeutet, dass das intrazellulére
antioxidative Potential durch ERW erhdht werden kann. Der sekunddre Anstieg von
Vitamin C durch die Polyphenole aus entalkoholisiertem Rotwein scheint dabel ein wichtiger
Faktor zu sein. Protektive Effekte gegenltber oxidativem Stress wurden jedoch nur ex vivo bel
unphysiologisch hohen Konzentrationen von H,O, gemessen. Damit durften sie in vivo wenig
relevant sein, sofern keine Erkrankungen vorliegen, die mit erhohtem oxidativem Stress

einhergehen.

Durch die Reduktion von endogenen DNA-Schaden konnte der regelméfdige Konsum von
Rotwein zu bzw. unmittelbar nach den Mahlzeiten vor Tumorerkrankungen schiitzen (Duthie
et al. 1996). Auf Grund des Gefahrenpotentials einerseits und der mdglichen protektiven
Effekte andererseits sollten die Wirkungen von Rotwein auf endogene DNA-Schaden genauer
untersucht werden. Da DNA-Strangbruche in peripheren Leukozyten nicht unbedingt die
Situation in anderen Geweben widerspiegeln, sollten dabei auch Zellen aus tumorgeféhrdeten
Organen wie Blase, Rektum, Kolon oder Haut beriicksichtigt werden (Duthie et al. 1996;
Halliwell 2000).
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7 Zusammenfassung

Rotwein ist ein polyphenolreiches Lebensmittel, dem vor adlem auf Grund seiner
antioxidativen Kapazitdt gesundheitsfordernde Eigenschaften zugesprochen werden.
Humanstudien zur antioxidativen Wirkung von Rotwein in vivo liefern jedoch kontroverse

Ergebnisse.

In einer Interventionsstudie mit gesunden Nichtraucher/inne/n wurde daher untersucht, ob
moderater Konsum von Rotwein den Gesamtphenolgehalt im Plasma steigern kann und ob
dadurch die antioxidative Kapazitdt im Plasma sowie die Konzentrationen verschiedener
Antioxidantien im Blut beeinflusst werden. Dartber hinaus wurden antioxidative Wirkungen
auf Leukozyten durch die Messung endogener sowie ex vivo durch Wasserstoffperoxid
induzierter DNA-Strangbriiche erfasst. Da Rotwein auf Grund seines Alkoholgehaltes bei
langfristigem regelméfigem Konsum gesundheitliche Risiken birgt, sollte auf3erdem gepruift
werden, ob entalkoholisierter Rotwein, der aus demselben Rotwein hergestellt wurde,
vergleichbare Wirkungen hat und damit eine aternative Polyphenolquelle darstellen kann.
Akute Effekte nach einmaligem Verzehr und mittelfristige Effekte nach mehrwdchigem
regel méfdigem Konsum wurden differenziert betrachtet.

Nativer Rotwein fuhrte sowohl bei einmaligem as auch bei regelméldigem Verzehr zu einem
signifikanten Anstieg der Gesamtphenolkonzentration im Plasma, wahrend die antioxidative
Kapazitét nur marginal verandert wurde. Ein vermehrtes Auftreten von DNA-Strangbriichen
in vivo und eine gleichzeitige Abnahme von VitaminC im Plasma weist auf akute
prooxidative und genotoxische Effekte von Rotwein hin. Ein mehrwdchiger Konsum
reduzierte hingegen endogene DNA-Schéden und wirkt damit protektiv. Die Resistenz
peripherer Leukozyten vor exogenem oxidativem Stress wurde durch nativen Rotwein weder

akut noch mittelfristig verandert.

Polyphenole aus entalkoholisiertem Rotwein waren Kkurzfristig ebenso bioverfugbar wie
solche aus nativem Rotwein, die antioxidative Kapazitdt im Plasma wurde dadurch
tendenziell erhdht. Auch bei entalkoholisiertem Rotwein kam es akut zu einer Steigerung
endogener DNA-Schaden, wahrend exogene Strangbriiche reduziert wurden. Dies durfte
zumindest teilweise auf die Radikafangerkapazitét von Vitamin C zurlckzufihren sein, da
Vitamin C gleichzeitig — moglicherweise durch Sparwirkungen der Rotweinpolyphenole —im

Plasma anstieg. Im Gegensatz zu nativem Rotwein fihrte entalkoholisierter Rotwein bel
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mehrwdchigem Konsum weder zu einer Akkumulation von Polyphenolen im Plasma noch zu
antioxidativen oder DNA-schitzenden Wirkungen.

Da Wirkungen auf die DNA nur in Verbindung mit einem veranderten Gesamtphenol gehalt
im Plasma auftraten, ist davon auszugehen, dass Rotwenpolyphenole in peripheren
Leukozyten aufgenommen werden und dort zellphysiologisch relevante Effekte ausiiben. Die
Diskrepanz zwischen messbaren Effekten auf DNA-Strangbriiche in Leukozyten und dem
Ausbleiben von TEAC-Veranderungen macht deutlich, dass die antioxidative Kapazitét im
Plasma nur geringe Aussagekraft tUber die anti- oder prooxidativen Wirkungen von Nahrungs-

mittel polyphenolen in vivo hat.

Die Wirkungen von nativem und entalkoholisiertem Rotwein auf die Leukozyten-DNA sind
widersprichlich. Wahrend der Anstieg endogener DNA-Schaden nach einmaligem Verzehr
von Rotwein und entalkoholisiertem Rotwein auf genotoxische Effekte hindeutet, scheint
nativer Rotwein mittelfristig vor DNA-Strangbriichen in vivo zu schiitzen. Da endogene
DNA-Schadden die Karzinogenese beglnstigen, sollten die Mechanismen und die
physiologische Relevanz der DNA-schitzenden Effekte von Rotwein einerseits und des

genotoxische Potentials andererseits in zukinftigen Studien néher untersucht werden.
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Anhang

1.1 AnhangA: Fragebogen fur Proband/inn/en

NAME et
NSO L e ees

TeEfON: oo

GEDUIMSABEUM: e
GESChIECNE: e

Zutreffendes bitte ankreuzen

Ja Nen

1.2 Schwangerschaft und Stillzeit

Nehmen Sie orale Kontrazeptive (, Pille") ein?

Sind Sie schwanger?

Stillen Sie?

1.3 Erkankungen

Leiden Sie unter Bluthochdruck?

Leiden Sie unter Hyperurikadmie (erhéhte Harnsdurewerte) / Gicht?

Leiden Sie an einer Storung des Fettstoffwechsels (Cholesterin,
Triglyceride)?

Leiden Sie an einer Lebererkrankung?

Leiden Sie an einer Erkrankung der Bauchspeichel driise?

Leiden Sie an einer Erkrankung des Magen-Darm-Traktes?

Leiden Sie an Nierenfunktionsstorungen?

Leiden Sie an Autoimmunerkrankungen (z.B. Morbus Addison,
Lupus Erythematodes, Diabetes Typ I, Hashimoto Thyreoditis,
priméres Myxodem, Colitis Ulcerosa, Rheumatoide Arthritis)?

Leiden Sie unter sonstigen Erkrankungen des Immunsystems?

Leiden Sieim Moment unter einer |nfektionskrankheit?

Leiden Sie unter Essstérungen?

Leiden Sie unter einer Hihnereiwei3alergie?
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Zutreffendes bitte ankreuzen

Ja

Nen

Haben Sie sonstige gesundheitliche Probleme?

Wenn ja, welche?

1.4 Medikamente

Nehmen Sie regel mallig Medikamente ein?

Wenn ja, welche?

15 Genussmittel und Drogen

Trinken Siemehr als1 L Bier, 0,5L Wein, oder 0,1 L Spirituosen
taglich?

Nehmen Sie BTM G-pflichtige Drogen?

Rauchen Sie?

Wenn ja, wieviel? Zigaretten pro Tag

Haben Sie in den letzten 6 Monaten geraucht?

1.6 Nahrungserganzungsmittel

Nehmen Sie Nahrungsergadnzungsmittel ein (z.B. Vitaminpréparate,
Fischdl- oder Rotwei nkapseln, Bioaktivkonzentrate,
Mineral stofftabl etten, Eiwel [3praparate)?

Wenn ja, welche?

1.7 Sport

Treiben Sie regelmaldig Sport?

Wenn ja, wie oft? Stunden pro Woche

1.8 Teilnahmean anderen Studien

Nehmen Sie im Moment an einer anderen klinischen Studie teil?

Haben Sie wahrend der vergangenen 30 Tage an einer anderen
klinischen Studie teilgenommen?
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Anhang B: Liste polyphenolarmer und —reicher L ebensmittel

L ebensmittel, diejeweilsam Tag vor den Unter suchungen erlaubt bzw. zu meiden sind:

erlaubt sind:

zu meiden waren:

Getranke

Mineralwasser, Friichtetee, Limonaden

Kaffee, Griintee, Schwarztee, Krautertee,
Fruchtsaft, Nektare, Fruchtsaftgetranke,
Gemiiseséfte, Cola, Bier, Wein, Spirituosen

Brot und Backwaren

Weif¥brot, Brotchen, Toastbrot

Vollkornprodukte

Kuchen, Torten, Kekse

Schokoladenkuchen, -kekse,
V ollkornkuchen,Obstkuchen, L ebkuchen

Beilagen

Polierter Reis

Naturreis, Kartoffeln

Nudeln (Eier-, Hartweizen)

Vollkornnudeln

Fleisch, Wurstwaren, Geflligel

Obst und Gemiuse

Eier Frisch, gefroren, getrocknet, Konserven

Fisch insbesondere Zwiebeln, Broccoli, Apfel,
Beerenobst, Weintrauben, Zitrusfriichte

Brotbelag

Ké&se (ohne Krauter) Kase (mit Krautern), Vegetarischer Brotaufstrich

Honig Marmel ade, Nuss-Nougat-Creme, Apfelkraut

Milch- und Milchprodukte

Milchprodukte pur

Milchprodukte mit Frichten oder Krautern,
Kakao, Vanille-, Erdbeer-, Bananenmilch,
Schokoladen-, Vanillepudding

SiRwaren und Knabbereien

Speiseeis

Erdbeer-, Himbeer-, Brombeer-, Schokoladeneis

Schokolade

Salzstangen, Chips

Nusse, Erdnussflips

Sonstiges

Ole und Fette

Salz, Gewlrze, Essig, Zucker

Kréauter

Nahrungser gdnzungsmittel

Eiwel Bpréparate, Mineral stofftabl etten

Vitaminpraparate, Fischdl-, Rotweinkapseln,
Grunteekapseln, Bioaktivstoffpréparate
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Anhang C: Analysedaten des nativen und entalkoholisierten Rotweins

Jahrgang

1999

Bezeichnung

Marienthaler Klostergarten QbA

Rebsorte Spétburgunder
Rotwein entalkolisierter Rotwein

Dichte 0,9936 1,0105
Alkohol vorhanden % Vol 12,08 0,61
Extrakt giL 25,4 33,2
zuckerfreier Extrakt g/L 20,7 27,6
Zucker vor Inversion g/L 4,7 55
Zucker nach Inversion g/L 4,7 5,6
Glucose giL 1,13 1,14
Fructose g/L 1,21 1,27
pH - Wert 3,51 3,44
Gesamtsaure g/L 4,6 5,0
flichtige Saure g/L 0,66 0,56
Weinsaure g/L 1,63 2,59
Apfelsaure g/L 0,23 n.n.
Milchséure g/L 1,67 2,03
Citronensaure g/L n.n. n.n.
Shikimisaure mg/L 9,0 14,0
freie SO, mg/L 8,0 8,0
Reduktone mg/L 4.0 2,0
Gesamt SO, mg/L 63 102
Gallussaure mg/L 40,1 53,5
Caftarsaure mg/L 32,4 31,4
p-CGT mg/L 10,4 12,1
Catechin mg/L 132,3 61,7
Epicatechin mg/L 71,8 48,2
P&onidinglucosid mg/L 7,8 4,4
Malvidinglucosid mg/L 63,2 39,8
Gesamtphenole Folin mg/L 1.466 1.552
TEAC mmol/L 19,2 15,3

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity; p-CGT: p-Coumaroyl-glucosyl-tartrat; n.n.: nicht

nachweisbar

Die Analysen wurden

freundlicherweise von

der

Forschungsanstalt Geisenheim, Fach-

gebiet Weinanalytik und Getréankeforschung, unter der Leitung von Prof. Dr. H. Dietrich durchgefuhrt.
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Anhang D: Herstellerangaben zum Mineralwasser fir die Kurzzeitstudie

Markus Brunnen, nattrliches Mineralwasser
Mit Kohlensaure versetzt, entei sent
Aus dem Markus Brunnen, Rosbach

Still

Kationen

Natrium (Na") mg/L 45,1
Kalium (K") mg/L 3,1
Magnesium (Mg?*) mg/L 34,2
Calcium (Ca?") mg/L 89,1
Anionen

Chlorid (CIN) mg/L 90,2
Sulfat (SO4%) mg/L 10,1
Hydrogencarbonat (HCOs3") mg/L 411,0
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Anhang E: Ernahrungsprotokoll

Ernéhrungsprotokoll vom .................. bis ..
Name: Probandin Nr.
Adresse:
Alter (Jahre):
Grof3e (cm):

Gewicht zu Beginn:
Gewicht am Ende:

Protokolltage:

Beachten Sie bitte beim Ausfillen:

1. Nehmen Sie |Ihr Erndhrungsprotokoll tiberall mit hin. Notieren Sie bitte alles. Auch z. B. Nisse, Bonbons und Snacks

beim Fernsehen. Versuchen Sie wahrend dieser Woche nicht abzunehmen, aber auch nicht zuzunehmen.
Machen Sie jeweils einen Strich fir die angegebene Portionsmenge.
Die Bezeichnung , Tasse" ist ein MaR fur die Menge, die in eine normale Kaffeetasse passt.
Andern Sie die Mengenbezeichnungen nicht.

Geben Sie Ihr Gewicht vor und nach der Woche an.
Nach sieben Tagen zahlen Sie bitte Ihre Strichlisten zusammen und tragen in die entsprechenden Késtchen die Summe

o0k wbd

ein

7. Bei Fruchtsaften, Fruchtnektaren und Fruchtsaftgetranken achten Sie bitte auf die genaue Bezeichnung des Getrénks.

Lebensmittel

|Anzah| |Sum |KUcheneinheit

Himbeer Teelodffel 10 g
Brombeer Teeldffel 10 g
Heidelbeer Teelodffel 10 g
Johannisbeere rot Teeloffel 10 g
Johann. schwarz Teeloffel 10 g
Hagebutte Teeloffel 10 g
Sonst. Marmeladen Teeloffel 10 g

Frihstucksallerlei

Magerquark

Essloffel 30 g

Speisequark

Essloéffel 30 g

Eier

Stiick 60 g

Haferflocken, trocken

Essloéffel 10 g

Mdsli, trocken

Essloéffel 15 g

Brot

Graubrot Scheibe 40 g
Weil3brot, Toast Scheibe 25 g
1/2 Brotchen Stick 25 g
1/2 Vollkornbrétchen Stiick 30 g
Vollkornbrot Scheibe 45 g
Knécke, Zwieback Scheibe 10 g
Brotaufstrich

Butter Teeloffel 5 g
Margarine Teeloffel 5 g
Margarine halbfett Teeloffel 5 g
Wurst Portion 25 g
Wurst fettreduziert Portion 25 g
Kéase unter 20% Fett Portion 30 g
Kése 20-40% Fett Portion 30 g
Kése lber 40% Fett Portion 30 g

SiRe Aufstriche

Honig

Teeloffel 10 g

NuRnougatcreme

Portion 20 g

Konfiture, Gelee

Aprikose

Teeloffel 10 g

Pfirsich

Teeloffel 10 g

Sauerkirsche

Teeldffel 10 g

Pflaumen

Teeldffel 10 g

Erdbeer

Teeldffel 10 g

Frischkornbrei Tasse 125 g
Cornflakes, trocken Tasse 20 g
Frahstickscerealien Tasse 30 g
HeilRe Getranke

Kaffee Tasse 150 g
Tee schwarz Tasse 125 g
Tee grin Tasse 125 g
Mate-Tee Tasse 125 g
Pfefferminztee Tasse 125 g
Krautertee Tasse 125 g
Malzkaffee Tasse 150 g
Kakao Tasse 150 g
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Milch und Milchprodukte Sofen
Kondensmilch Teeloffel 5 g BratensoRle Portion 60 g
Trinkmilch 3,5% Fett Glas 200 g TomatensoRe Portion 60 g
Trinkmilch 1,5% Fett Glas 200 g HackfleischsoRRe Essloffel 20 g
Buttermilch Tasse 150 g Béchamelsole Portion 60 g
Joghurt mit Friichten Becher 150 g PilzsoRRe mit Sahne Portion 60 g
3,5 % Fett ] ]

Fertig- und Schnellgerichte
Joghurt mit Friichten Becher 150 g -
1,5 % Fett Pizza Stiick 300 g

Joghurt 3,5 % Fett

Becher 150 g

Doner Kebap

Portion 350 g

Joghurt 1,5 % Fett

Becher 150 g

Quark mit Frichten

Essloffel 30 g

Nudelauflauf (Schinken,
Kase)

Portion 350 g

Quark mit Krautern

Essloffel 30 g

Hamburger

Portion 150 g

Rahm, Schmand

Essloffel 25 g

Gemiiseburger

Portion 200 g

Fleisch, Geflugel

Getreidebratling

Portion 200 g

Kotelett, Schnitzel

Portion 125 g

Gemise

Steak, Schnitzel natur

Portion 125 g

Blattgemiise

Putenschnitzel

Stiick 125 g

Spinat tiefgefroren

Portion 150 g

Braten

Portion 125 g

Bleichsellerie

Portion 150 g

Gulasch, Ragout

Portion 125 g

Sellerie

Portion 150 g

Bratwurst

Stick 150 g

Mangold

Portion 150 g

Wirstchen, Bockwurst,
Wiener

Stuck 125 g

Kohlgemise

Fleisch-, Kochwurst

Portion 100 g

Frikadelle, Klops Stuck 100 g
Eisbein, Haxe Portion 130 g
1/2 Hahnchen Stiick 300 g

Leber, Herz, Niere

Portion 125 g

Blumenkohl Portion 150 g
Broccoli Portion 150 g
Chinakohl Portion 150 g
Grunkohl / Braunkohl Portion 150 g
Kohlrabi Portion 150 g
Rosenkohl Portion 150 g

Mett, Gehacktes

Portion 125 g

Rotkohl / Blaukraut

Portion 150 g

Tatar, Schabefleisch

Portion 70 g

WeilRkohl / Weil3kraut

Portion 150 g

Speck, Bauchfleisch

Scheibe 50 g

Sprossen- und Lauchgemise

Fisch

Artischocken

Portion 150 g

Fisch, gekocht

Portion 150 g

Fisch, gebraten

Portion 150 g

Fischstabchen Stick 30 g
Fischkonserve Dose 180 g
Fisch, gerauchert Stick 70 g
Rollmops, Matjes Stiick 90 g

Krustentiere

Portion 100 g

Fenchel Portion 150 g
Spargel weil3 Portion 200 g
Porree / Lauch Portion 200 g
Zwiebeln Portion 30 g
Knoblauch Portion 2 g
Fruchtgemise

Aubergine Portion 150 g
Okra Portion 150 g

Paprika griin

Portion 150 g

Beilagen

Kartoffeln Stiick 80 g
Kartoffelpiree Portion 150 g
Kl6Re, Knodel Stiick 80 g

Bratkartoffeln

Portion 150 g

Paprika gelb Portion 150 g
Paprika rot Portion 150 g
Tomaten Stiick 60 g

Pommes frites

Portion 100 g

Wurzel- und Knollengemiise

Rote Ribe / Rote Bete

Portion 150 g

WeiBe Ribe Portion 150 g
Mohrribe Portion 150 g
Pastinake Portion 150 g
Schwarzwurzel Portion 150 g

Kartoffelpuffer Stuck 70 g

Reis, gekocht Tasse 100 g
Naturreis, gekocht Tasse 100 g
Eiernudeln, gekocht Tasse 100 g
Nudeln ohne Ei, gekocht Tasse 100 g
Vollkornnudeln, gekocht Tasse 100 g

Knollensellerie /
Wourzelsellerie

Portion 150 g
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Pilze Johannisbeere rot Nektar Glas 200 g
Champignons Portion 100 g Johannisbeere schwarz Glas 200 g
Sonst. Pilze Portion 100 g Nektar
— — Holunderbeere Fruchtsaft Glas 200 g
Hulsenfrichte
— - Ananas Fruchtsaft Glas 200 g
Bohnen griin gegart Portion 150 g
- Ananas Nektar Glas 200 g
Erbsen gegart Portion 60 g
- Banane Nektar Glas 200 g
Wachsbohnen gegart Portion 150 g
- - Mango Fruchtsaft Glas 200 g
Bohnen dick, Konserve Portion 150 g
- - Mango Nektar Glas 200 g
Sojabohnen gegart Portion 150 g -
- Maracuja Nektar Glas 200 g
Bambussprossen gegart Portion 150 g
- - Orange Fruchtsaft Glas 200 g
Kichererbsen gegart Portion 150 g
Orange Nektar Glas 200 g
Suppen, Eintopfe Grapefruit Fruchtsaft Glas 200 g
Klare Suppe Teller 300 g Grapefruit Nektar Glas 200 g
Erbsen-, Linsen-suppe, Teller 250 g Gemisesaft Glas 200 g
Konserve
- Softdrinks
Champignoncremesuppe Teller 320 g -
— Limonaden Glas 200 g
Gemdusesuppe Teller 350 g -
(Minestrone) Diatgetranke Glas 200 g
Tomatensuppe Teller 300 g Colagetranke Glas 200 g
- (coffeinhaltig)
Franzdsische Teller 300 g -
Zwiebelsuppe Cola light Glas 200 g
Eintopf Teller 450 g Cola Mix Glas 200 g
Malzbier Glas 330 g
Salat
Wasser, Mineralwasser Glas 200 g
Rettich Portion 150 g
Radieschen Portion 100 g Alkoholische Getranke
Gurke Portion 100 g Bier Glas 300 g
Chicoree Portion 50 g Bier alkoholfrei Glas 300 g
Endivien Portion 50 g Weilwein Glas 130 g
Eisbergsalat Portion 50 g Rotwein Glas 130 g
Feldsalat (Rapunzel) Portion 50 g Roséwein Glas 130 g
Kopfsalat Portion 50 g Sekt Glas 100 g
Romanasalat Portion 50 g Apfelwein Glas 130 g
Kresse frisch Portion 150 g Likorweine Glas 50 ¢
Oliven griin Portion 20 g Likore Schnapsglas 20 g
Oliven schwarz Portion 20 g Spirituosen Schnapsglas 20 g
Kartoffelsalat Portion 150 g Obst
Fleischsalat Portion 50 g Kern-, Steinobst
Heringssalat Portion 50 g Apfel Stiick 125 g
Essiggurken Portion 100 g Orange / Apfelsine Stiick 150 g
Alkoholfreie Getranke Grapefruit Portion 125 g
Fruchtsaft, Nektar Mandarine, Clementine Stiick 40 g
Apfel Fruchtsaft Glas 200 g Birne Stiick 140 g
Apfel Fruchtnektar Glas 200 g Quitte Portion 125 g
Birne Fruchtsaft Glas 200 g Aprikose /Marille Portion 125 g
Birne Nektar Glas 200 g Pfirsich Portion 125 g
Aprikose Nektar Glas 200 g SuRkirsche Portion 125 g
Pfirsich Nektar Glas 200 g Kirschen Konserve Portion 125 g
Sauerkirsche Nektar Glas 200 g Pflaumen Portion 35 g
Pflaumen Nektar Glas 200 g Beerenobst
Himbeere Nektar Glas 200 g Erdbeere Portion 125 g
Traubensaft rot Glas 200 g Himbeere Portion 125 g
Traubensaft wei Glas 200 g Brombeere Portion 125 g
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Heidelbeere

Portion 125 g

Heidelbeere Konserve

Portion 125 g

Nusse, Kerne

Stachelbeere

Portion 125 g

Weintraube rot

Portion 125 g

Weintraube weil3

Portion 125 g

Erdnuss Essloffel 25 g
Walnisse Essloffel 25 g
Haselnuss Essloffel 25 g

Johannisbeere rot

Portion 125 g

Kokosnuss Raspeln

Essloffel 20 g

Johannisbeere weil}

Portion 125 g

Johannisbeere schwarz

Portion 125 g

Sud-, Zitrusfrichte

Cashewnuss Essloffel 25 g
Paranuss Essloffel 25 g
Sesam Essloffel 20 g

Sonnenblumenkerne

Essloffel 20 g

Kurbiskerne

Essloffel 20 g

Gewiirze, SolRen

Banane Stick 140 g

Ananas Portion 125 g
Avocado Portion 125 g
Granatapfel Portion 125 g
Mango Portion 125 g
Kiwi Portion 125 g
Papaya Portion 125 g

Wassermelone

Portion 125 g

Zuckermelone /
Honigmelone

Portion 125 g

Jodiertes Salz Teeldffel 5 g
Zucker Teeltffel 5 g
Gewurzkrauter Portion 1 g
Schnittlauch Portion 5 g
Petersilie Portion 10 g
SalatsoRe Portion 45 g
Tzatziki Portion 150 g
Tomatenketchup Essloffel 20 g
Senf Teeltffel 5 g
Mayonnaise Essloffel 25 g

Fir Lebensmittel, die nicht in dieser Liste aufgefihrt sind

Lebensmittel

Anzahl

Sum

Kucheneinheit

Zitrone Portion 125 g
Limette Portion 125 g
Feige frisch Portion 20 g
Feige getrocknet Portion 25 g
Dattel getrocknet Portion 25 g
Rosinen Portion 25 g
SuRspeisen

Milchspeisen (GrieRbrei, Portion 250 g
Milchreis,...)

Pfannkuchen Stiick 180 g
Pudding Portion 150 g
Rhabarberkompott Portion 125 g

Apfelkompott

Portion 125 g

Kuchen, SiRBwaren, Knabbereien

Obstkuchen Stiick 100 g
Trockenkuchen Stick 70 g
Teilchen Stiick 100 g
Sahne-, Cremetorte Stick 120 g
Kekse Stick 5 g
Schlagsahne Essloffel 20 g
Eis Portion 75 g
Bonbon Stick 5 g
Lakritze Portion 50 g
Gummib&rchen 3 Stick 15 g
Schokolade Stuckchen
649
Schokoriegel (z. B. Mars, Stiick 60 g
Nuts)
Pralinen Stick 13 g
Salzige Knabbereien Tasse 25 g
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Anhang F: Polyphenoldatenbank

Flavonoide

Obst

Apfel

Apfelsaft

Apfelsine
Apfelsinensaft
Aprikose
Aprikosenmarmelade
Aprikosensaft

Birne

Birnensaft
Brombeeren
Erdbeeren
Erdbeermarmelade
Grapefruit
Grapefruitsaft
Heidelbeeren
Himbeeren
Johannisbeeren, rot
Johannisb., schwarz
Kirsche, sauer
Kirsche, sy

Kiwi
Passionsfruchtsaft
Pfirsich
Pfirsichmarmelade
Pflaume
Pflaumenmarmelade
Pflaumensaft
Preiselbeeren
Stachelbeeren
Traubensaft
Weintrauben, rot
Weintrauben, weil}
Zitrone

Zitronensaft

Kae

2,2

1,5
1,1
0,5
2,0

12,2
18,0
10,0
0,0

16,7

0,5
7,6
2,0
1,4

1,2

1,5
3,4

0,6

0,5
3,1

Que

32,2
12,1
43,2
7,8
10,2
14,1
10,5
11,7
1,9
44,7
21,0
5,3
14,4
4,9
25,6
23,7
15,0
69,1
8,4
7,7
1,7

1,8
4,4
9,1

12,7

156,0

4,2
24,1
22,2
28,8
10,9

Myr

0,0

0,0

0,0

13,9

6,2
7,1
2,3

Flavonoidgehalt [mg/kg] bzw. [mg/L]

Cat

a

9,5
12,7

46,0

5,5
2,3
14,0
33,8

48,0

11,7
8,3
6,5
4,0
15,6
13,4

85,0
16,2
84,0
21,5

41
89,4°

Ecat

81,4

151,8

23,3

14,7

112,0
1,9

12,7
35,5
5,2
1,7
98,2
33,9

6,3

7,4

2,0
1,1
86,4°

EgC GC
1,0 42
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
00 07
0,0 0,0
0,0 0,0
2,4 47
35 2,0
53 19,0
0,0 0,0
3,0 40
0,0 0,0
0,0 0,0

Nar

145,2
44,0

541,4
254,3

0,9
3,1

13,2
8,8

Cy Pao Pet
56,3
866,8
111,9 330,8 152,0
614,0
651,8
377,9 0,3
320,7 68,3
61,0 74,7

Mal

370,9

233,3



Anhang All
Flavonoidgehalt [mg/kg] bzw. [mg/L]
Kae Que  Myr Cat Ecat EgC GC Nar Cy Pao Pet Mal
Gemiuse
Aubergine 0,0 0,0
Blumenkohl 1,0 0,5
Bohnen, grin 6,0 34,0
Bohnen, weil3 0,0 20,0 26,0
Brokkoli 58,0 22,0
Endivie 46,0 1,3
Grinkohl 105,5 60,0
Kopfsalat 1,0 14,0
Mdohre 0,0
Paprika 0,0
Porree 55,8 5,1
Radieschen 6,2 1,0
Rettich 6,2 0,0
Rosenkohl 7,4 0,5
Rotkohl 0,0 51
Schnittlauch 9,3 245,0
Tomate 1,0 8,0
Tomatensaft 0,2 13,0 0,0
WeiRkohl 0,7 0,6
Wirsing 2,0 1,0
Zwiebel 1,0 347,0
TomatensoRe 0,1° 6,5°¢
Tomatensuppe nd® 11°
Tomatenpuree 0,6° 29,9°¢
Ketchup 0,1¢ 509°
Getrénke
Rotwein 0,3 5,7 6,4 109,8 30,7 20,6 1,6 7,4
Schokoladenmilch 13 0,0
Sherry 0,0 0,2
(S:Sf‘g’ﬁgzs‘;”ee 131 173 57 61° 266% 288 126
Bier 0,0 0,0 1,7 0,6
WeiBwein 0,0 0,4 18,3 6,6 0,0 0,0
Kae: Kéampferol; Que: Quercetin; Myr: Myricetin; Cat: Catechin; Ecat: Epicatechin; EgC: Epigallocatechin;
GC: Gallocatechin; Nar: Naringenin; Cy: Cyanidin; P&o: Pé&onidin; Pet: Petunidin; Mal: Malvidin; nd: nicht
nachweisbar
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Daten von (Linseisen et al. 1997) Ubernommen.

a: nach (Arts et al. 2000a), arithmetisches Mittel aus 7 verschiedenen Apfelsorten;

c: nach (Stewart et al. 2000); d: nach (Arts et al. 2000b), arithmetisches Mittel aus 8 verschiedenen Teesorten

b: nach (Arts et al. 2000a);



Al12

Anhang

Phenolsauren

Obst

Ananas
Ananassaft
Apfel

Apfelsaft
Apfelsine
Apfelsinensaft
Aprikose
Aprikosensaft
Birne

Birnensaft
Brombeeren
Erdbeeren
Grapefruit
Heidelbeeren
Himbeeren
Himbeersaft
Johannisbeeren, rot
Johannisb, schwarz
Johannisb, weil3
Kakifrucht
Kirsche, sauer
Kirsche, st
Kiwi
Passionsfrucht
Pfirsich
Pfirsichsaft
Pflaume
Preiselbeeren
Rhabarber
Stachelbeeren
Traubensaft
Weintrauben, rot
Weintrauben, weif}
Zitrone

Sal

21,0

2,8

23,0

25,8

2,7

18,6
13,6
6,8
16,4
51,4

50,6
30,0

8,5
8,5
1,6
1,4
5,9

2,1
16,4
1,3

4,7
4,7
1,8

p-Hb

0,3

7,9
12,6
20,0
20,2

3,0
12,0

4,3

0,1
1,3
0,9

0,0
0,0

Phenolséuregehalt [mg/kg] bzw. [mg/L]

Gal Syr

22,5
1.8

19,7

15
14,3

0,0
19,8
20,5

189,9

0,0

0,5
14
0,2
0,2

Ellag

2010,0
226,6

650,1
9,6

14,9

p-Cum

15,9
0,4
8,7
11,7
5,0

2,7
0,7
16,6
1,3
6,4
0,0
0,0
1,6
4,8

2,9
115

81,6
149,2

0,9
0,1
15,6

6,0
10,1
3,9
175,3

6,0

Kaf

3,7

57,5
22,6
50,0
0,5
85,1
7,4
76,8
46,6
22,8
3,0
40,0
946,8
3,0

3,2
39,9

384,0
120,6
160,9
384,0

158,5
2,0
247,8

0,8
18,5
80,6

700,8

Fer

1,0
2,2
0,9
10,0
0,5
4,9

0,0

4,4
0,5

3,7
2,9

1,0
9,2

520,0
1,6
2,6

1,2
0,5
8,9

0,5
2,3
2,4



Anhang

Al13

Phenolséuregehalt [mg/kg] bzw. [mg/L]

Sal p-Hb Gal Syr Ellag p-Cum
Gemise
Artischocke 4,6
Aubergine 4.4
Blumenkohl 1,6 6,9 11,4 18,4
Bohnen, griin 1,1
Brokkoli 6,5 8,1
Brunnenkresse 13
Champignon 12,6
Chinakohl 5,2 4,6
Chicoree 10,2
Endivie 19,0
Erbsen 0,4
Grinkohl 0,0 25,0
Gurke 7,8
Kartoffel 0,0 1,0
Kopfsalat 0,0
Mohre 2,3 1,4
Olive, grun 12,3
Porree 0,8
Radieschen 12,4
Rettich 12,4
Rosenkohl 0,7 4,4
Rote Ribe 25 5,0
Rotkohl 0,8 62,3
Sojakeimlinge 7,0
Spinat 5,8 54,4
Tomate 0,9 11,0
Tomatensaft 1,3
Wirsing 0,0 0,5 26,8
Zwiebel 1,6
Walnuss 7400,0
Getréanke
Rotwein 0,6 59,5 7,0 24,0 12,4
Vollbier 0,9 0,7
Weil3bier 0,9 0,7
WeilRwein 3,3 0,5
Kaffee

Sal: Salicylsdure; p-Hb: p-Hydroxybenzoeséure; Gal: Gallussaure; Syr: Syringasaure;
p-Cum: p-Cumarséure; Kaf: Kaffeesaure; Fer: Ferulasaure

Alle Daten nach (Radtke et al. 1998)

Kaf

218,9
329,5
4,8

18,6

4,9
2,2
283,9

210,0

28,3
196,8
45,6

50,4
5,0
26,4
0,2
9,3
23,8

12,8

7,0
0,2
0,2
3,9
631,3

Ellag:

Fer

1,0
8,0
3,7

8,3

1,7

1,0

200,0
15,0

1,0
2,0

4,8

3,6
60,0
25,3

0,2
28,8

6,4

4,5

0,5
1,3
1,3
2,1

Ellagsaure;
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