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Zusammenfassung

Viele in vivo Studien zeigen, dass Flavonoide (Isoflavone und Flavanole) ein brei-
tes Wirkspektrum mit einem positiven Einfluss auf diverse Stoffwechselvorgénge
besitzen. So kénnen sie zum Beispiel aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaft
und Uber die Regulation des Zellwachstums die Krebsentstehung hemmen und
haben unter anderem auch einen positiven Einfluss auf das Immunsystem. M&g-
licherweise kann eine lebenslange Zufuhr (beginnend mit flavonoidreicher Mutter-
milch) diese positiven Einflisse unterstiitzen. Das Ziel der Arbeit war zu untersu-
chen, ob eine Intervention mit flavonoidreichen Getranken die flavonoidkonzentra-
tion in der Muttermilch beeinflusst. Zusatzlich sollten mit geeigneten Testverfahren
qualitative Unterschiede der Milch (antioxidative Kapazitat und Glutathion) durch
die flavonoidreiche Intervention untersucht werden.

44 Stillenden aus dem evangelischen Waldkrankenhaus Berlin-Spandau wurden
rekrutiert und in drei Gruppen eingeteilt. Jeweils 18 Probandinnen tranken 1 x tag-
lich Uiber einen Zeitraum von 6 Tagen ein Sojagetrank (TetraPak® a 250 mL) der
Marke Alpro® soja (18 Probandinnen) und 300 mL (2 x 3 g/ 150 mL) entkoffeinier-
ten schwarzen Darjeeling-Tee der Firma TeeGschwendner. Die Ubrigen 8 Frauen
tranken Wasser statt der Testgetranke (Kontrollgruppe). Insgesamt wurden zu vier
Zeitpunkten Milchproben entnommen; einmal vor, zweimal wahrend und einmal
nach der Intervention. Insgesamt wurden mit dem Sojagetrank 12,4 mg Isoflavone
/ Tag und mit dem Tee 67 mg Flavanole / Tag aufgenommen.

Die Konzentrationen der Flavonoide (Isoflavone, Flavanole) (RP-HPLC und elekt-
rochemischer Detektion), des Glutathion (RP-HPLC und Fluoreszenzdetektion)
und der antioxidativen Kapazitat (TEAC) wurden in allen Milchproben untersucht.
Die Aufnahme der nutritiven Antioxidantien und der Flavonoide wahrend der Inter-
vention wurde mit einem standardisierten 3-Tage Ernahrungsprotokoll ermittelt
und mittels Ebis pro® ausgewertet.

Es konnte eine signifikante Veranderung der Isoflavonkonzentration in der Mut-
termilch durch die Intervention mit dem Sojagetrank festgestellt werden (O nmoL
bis 12 nmoL, p|<0,005). Die mit dem Tee verabreichten Flavanole konnten dage-
gen in der Milch nicht nachgewiesen werden. Grinde fur die bessere Bioverfug-
barkeit der Isoflavone sind mdglicherweise auf ihre chemische Struktur zuriickzu-
fuhren, da sie im Gegensatz zu Flavanolen mit einem Zuckermolekil glycosidisch
verbunden sind. Diese Bindung an ein Zuckermolekil bietet Schutz vor Abbau
durch Darmbakterien. Nach einer 6-tagigen Intervention mit einem Sojagetrank
nimmt ein gestillter Saugling taglich 9,6 nmoL (<0,01 mg) Isoflavone mit der Mut-
termilch auf. Unterschiede in der Muttermilch hinsichtlich Glutathiongehalt und an-
tioxidative Kapazitat sind durch die Intervention nicht aufgetreten. Denkbar ist al-
lerdings, dass dann, wenn Sauglinge Uber einen langeren Zeitraum mit flavono-
idangereicherter Muttermilch gestillt werden, dies einen positiven Effekt fur die
Kinder haben kann.



Summary

Several in vivo studies suggested an enormous bioefficacy of flavonoids (isofla-
vones and flavanols) in humans. They have beneficial effects in prevention or
treatment of many hormone-dependent or cardiovascular diseases. Maybe a life-
time exposure to these substances, beginning with flavonoid-rich breastmilk, con-
firms these health benefits. The aim of this study was to investigate whether an
intervention with flavonoid-rich beverages influences the flavonoidconcentration
and markers of the antioxidant capacity in human breast milk.

44 breastfeeding women were recruited and divided in three groups. 18 women
consumed one daily serving of a soydrink (250 mL containing 12 mg isoflavones)
respectively two cups of decaffeinated black tea (2 x 3 g/ 150 mL containing 67
mg/ 300 mL) for 6 days. 8 women belonged to the control group and drank water.
They collected their own milk one day before, two times during and one day after
the intervention period.

For quantifiying isoflavones and flavanols in human breast milk we established a
method for using HPLC and electrochemical detection. The analytes in the human
milk were hydrolyzed enzymatically and then extracted by using SPE cartridges
(Strata X; HLB Oasis) before HPLC analysis. The glutathione content were meas-
ured by HPLC with fluormetric detection, and the antioxidant capacity was deter-
mined by the TEAC assay.

The isoflavone values increased significantly in the soygroup (0 nmoL to 12 nmolL,
p<0,005), flavanols were not detected in the human milk after consuming decaf-
feinated black tea. Isoflavones are better absorbed than flavanoles possibly be-
cause of their chemical structure occuring as glycosides. After a daily intervention
with a soydrink containig 12 mg per serving size for six days, a 4 month old infant
would be exposed to 9,6 nmoL (<0,01 mg) per day, adjusted to body weight and
daily volume (700-850 mL) of milk consumed.The antioxidative parameters didn’t
change after consuming flavonoid-rich beverages. Nevertheless a constant expo-
sure to isoflavone in infants breastfed by mothers consuming soy will maybe result
in healthy benefits for the infants.
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1. Einleitung

1.1 Vorkommen und Verzehr von Flavonoiden

Sekundare Pflanzenstoffe, wie beispielsweise isoprenoide (Terpene, Steroide und
Carotinoide) sowie phenolische Verbindungen (Phenole und Polyphenole), werden
im so genannten ,sekundaren Stoffwechsel" der Pflanze gebildet und sind in den
pflanzlichen Lebensmitteln in unterschiedlichen Konzentrationen nachweisbar. Der
Pflanze dienen sie als effektive chemische Abwehrstoffe gegen Viren und als
Lockstoff fur pollenverbreitende Insekten und samenverbreitende Friichtefresser.
Sekundare Pflanzenstoffe befinden sich Uberwiegend an bzw. in den Randschich-
ten der Pflanze sowie an den aul3eren Blattern. Noch bis vor wenigen Jahren wur-
de dieser chemisch sehr heterogenen Stoffgruppe ernahrungsphysiologisch wenig
Beachtung beigemessen; heute zeigen aktuelle Forschungsarbeiten, dass diese
Substanzen in vielfaltiger Weise im menschlichen Organismus ,bioaktiv‘ sein kon-
nen. In verschiedenen in vitro und tierexperimentellen in vivo Studien wurden un-

ter Anderem folgende Wirkungen festgestellt [1, 2]:

* Immunmodulation

* Entzindungshemmung

* Senkung des Cholesterinspiegels

» Antioxidative und hormonahnliche Eigenschaften

e Inhibition der Kanzerogenese

Sowohl quantitativ als auch qualitativ gehoren die zu den Polyphenolen zéahlenden
Flavonoide zu den wichtigsten Vertretern der sekundaren Pflanzenstoffe. Che-
misch betrachtet besitzen die Flavonoide das Flavon-Grundgerist als gemeinsa-
mes Merkmal bestehend aus zwei Benzolringen (A und B), die durch einen hete-
rozyklischen Pyranring (C) verbunden sind (siehe Abbildung 1) [3].

Insgesamt wurden mehr als 6000 unterschiedliche Flavonoide beschrieben und
definiert. Untergruppen sind: Isoflavone, Flavanole, Flavone, Flavonole, Anthocy-

anidine und Flavanone.
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Abbildung 1: Strukturformeln der Flavonoide:

o Isoflavone
OH Anthocyanidine i A

Eine Untergruppe der Flavonoide bilden die fir tropische Hulsenfrichte charakte-
ristischen Isoflavone . Zu den Hauptvertretern der Isoflavone gehéren Genistein
und Daidzein sowie das in geringeren Mengen vorkommende Glycitein (siehe Ab-
bildung 2).
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Abbildung 2: Strukturformeln der Isoflavone:

Glycitein

In der Regel liegen die Isoflavone in Form von Glykosiden (Genistin, Daidzin so-
wie Glycetin) vor. Dabei ist der Saccharidrest (in Abbildung 3: R;) am C-7 des A-
Ringes gebunden. Daneben kommen auch haufig die entsprechenden 6-O-
Acetyl- und 6°"-O-Malonylglycoside vor, bei denen am C-6"" der Glucose ein Ace-

tyl- oder Malonylrest gebunden ist (in Abbildung 3: Ra bzw. R2b) [4, 5].

Abbildung 3: Chemische Struktur der Isoflavone und ihrer Konjugate (modi-
fiziert nach [6]):
0
D\}. Il
C 4+ CH,—C 4-0—CH,
/
OH
OH
OH
Rgb Rza Rl
Malenyl Acetyl Glykosid Aglykon

o B i
- Ll |

kenjugierte Form Aglykon-Form

Quantitativ bedeutsame Megen befinden sich in der Sojabohne und daraus herge-

stellten Produkten. Wahrend in unfermentierten Sojaprodukten die Isoflavone
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hauptséachlich in Form ihrer Glykoside auftreten, dominieren in fermentierten Soja-
produkten (Tofu, Miso, Tempeh) die Aglykone [7-9]

Der Gehalt an Gesamt-Isoflavonen in der Sojabohne ist abhangig von Sorte, Her-
kunft sowie Anbaubedingungen und schwankt zwischen ca. 60 mg und 265
mg/100 g essbarer Portion. Quantitativ weniger bedeutsame Quellen fur Daidzein
und Genistein sind unter anderem Erdnisse und Pflaumen (siehe Tabelle 1) [10]..

Tabelle 1: Durchschnittswerte (Minimum- und Maximal  werte) der Isoflavon-
gehalte (Aglykone) verschiedener Lebensmittel (mg/1 00 mL bzw. mg/100 g)
[10]

Daidzein Genistein
Sojagetrank 3,4 54
(0,7-9,8) (1,1-11,3)
sojahaltige Saug- 1,4 1,8
lingsnahrung (0,8-1,9) (1,6 - 2,3)
Miso 16,1 24,6
(7,1 - 36,6) (11,7 - 52,4)
Tofu 11,7 16,6
(8 - 25,3) (11,1-42,2)
Tempeh 17,6 24,9
(4,7 - 27,3) (1,1 - 39,8)
Erdniisse 0,03 0,24
(0,01-0,1) (0,1-0,4)
Pflaumen 0,005 0,55
Erbsen, roh 2,42 0
(0-7,3)

0 = unterhalb der Nachweisgrenze

Die durchschnittliche tagliche Aufnahme von Sojaprodukten in asiatischen L&n-
dern wird auf etwa 30 g/Tag geschatzt. Dies entspricht einer Isoflavonaufnahme
von etwa 60-90 mg/Tag [11]. In westlichen Landern wird Soja eher selten verzehrt,
die Isoflavonaufnahme betragt weniger als 1 mg/Tag [12]. Bei regelmaldigem Ver-

zehr von sojahaltigen Lebensmitteln, wie bei den Asiaten, wurden Nichtern-

4
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Plasmakonzentrationen an Gesamtisoflavonen von etwa 870 nmol/L gemessen,
wéahrend sie bei Europaern nur bei ca. 10 nmol/L lagen [13].

Isoflavonhaltige Proteinisolate sind heutzutage nicht nur in traditionellen asiati-
schen bzw. klar deklarierten Sojaprodukten enthalten, sondern auch in vielen
Backwaren, Sol3en, Suppen, Speiseeis, Sportlernahrung oder Fertiggerichten. So-
japrotein besitzt funktionelle Eigenschaften bei vielen Verarbeitungsprozessen von
Lebensmitteln. Unter anderem tragt Sojaprotein zur Stabilisierung von Emulsionen
und zur Verbesserung des Wasserbindungsvermégens von Produkten bei. Neben
dem isolierten Sojaprotein finden auch beispielsweise Sojamehl und Sojalecithin
im Herstellungsprozess vieler Lebensmittel Anwendung. Aufgrund der breiten
Verwendung dieser Substanzen sind Isoflavone inzwischen in einer grof3en An-

zahl von Lebensmitteln nachweisbar.

Flavanole , eine weitere Untergruppe der Flavonoide, kommen besonders reichlich
im granen und schwarzen Tee sowie in Obst, Wein und Schokolade vor (siehe
Tabelle 2). Im Gegensatz zu den Isoflavonen liegen Flavanole nicht als Glykoside,

sondern als Gallatester vor (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Chemische Struktur der Flavanole und i hrer Konjugate (modifi-
zZiert nach [14]):

R4 Rz
EC H H OH
EGC OH H 0
ECG H gallat= OH
EGCG OH gallat

OH

Die durchschnittliche tagliche Aufnahme an Flavanolen betragt etwa 18-50
mg/Tag in Europa, wobei Tee, Schokolade, Apfel, Birnen, Trauben und Rotwein
5
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die Hauptquellen darstellen [2]. In Tabelle 2 sind die Minimum- und Maximalwerte
der Flavanolgehalte verschiedener Lebensmittel aufgefuhrt.

Tabelle 2: Durchschnittswerte (Minimum- und Maximal
gehalte verschiedener verzehrsfahiger Lebensmittel

werte) der Flavanol-
(mg/100 mL bzw.

mg/100 g) [15]

Cat Epi EGCG ECG
Schwarzer Tee 15 2,1 9,3 59
(0,4-438) | (0,6-8,7) | (0,7-40,7)|(0,8-18,9)
Schwarzer Tee 0 0,5 1,0 0,6
(entkoffeiniert) (0,3-09 | (05-26) | (0,3-1,7)
Rotwein 7,0 3,3 0 0
(0-39) ](0,2-16,5) (0-0,1)
Apfel mit Schale 0,9 6,1 0,3 0
(0-55) [(0,8-19,2)| (0-86,3) (0-0,2)
Pflaumen, dunkel 17,6 2,4 0,5 0
(6,1 —29) (0-4,9) (0-0,9)
Trauben, dunkel 10,1 8,7 0 2,8
(8,9-10,8)| (8,6 —8,7)
Dicke Bohnen, roh 12,8 22,5 0 0
Dicke Bohnen, gekocht 8,2 7,8 0 0

0 = unterhalb der Nachweisgrenze
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1.2 Absorption und Metabolismus der Flavonoide

Die mit der Nahrung aufgenommenen Flavonoidaglykone kénnen im Dunn- und
Dickdarm durch passive Diffusion absorbiert werden.

Fur die in Lebensmitteln Gberwiegend vorliegenden Glykosidderivate (z.B Genis-
tin und Daidzin) werden mehrere Absorptionswege diskutiert, wobei die jeweilige
qualitative und quantitative Rolle unklar ist. Aufgrund erster Studien wurde ange-
nommen, dass Glykoside erst im Dickdarm durch bakterielle B-Glykosidasen, [3-
Glukuronidasen und Sulfatasen zu den entsprechenden Aglykonen metabolisiert
und anschlieBend als Aglykone absorbiert werden. Aufgrund von Humanstudien
mit lleostomie-Patienten und von experimentellen Untersuchungen mit keimfrei
gehaltenen Ratten wurde jedoch festgestellt, dass eine Abspaltung des Zuckerres-
tes auch durch didnndarmeigene zytosolische bzw. Membran-gebundene (-
Glykosidasen, wie bspw. die Lactase-Phlorizin-Hydrolase, erfolgen kann [16, 17].
Es besteht zusatzlich die Moglichkeit, Flavonoide in ihrer Glykosidform ohne vo-
rangegangener Hydrolyse aufzunehmen. Sie kénnen (ber den Na'- abhangigen
Glucose-Transporter (SGLT1), der sich in der Birstensaummembran befindet, ab-
sorbiert werden. Studien mit Quercetin-Glykoside bestéatigen dies [18]. In einer
Studie von Setchell et al. [19] konnten nach Gabe von Genistin und Daidzin diese
Isoflavonglycoside im menschlichen Plasma jedoch nicht nachgewiesen werden.
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Absorptionsraten der Isoflavone bei 20-55%
und die der Flavanole bei 5% liegen [20]. In einem Review-Artikel von Manach et
al. [2] wurden die biokinetischen Daten von insgesamt 97 Bioverfugbarkeitsstudien
Uber Polyphenole zusammengestellt. Aus allen Studien wurden die maximalen
Plasmakonzentrationen der Flavonoide zusammengefasst und so umgerechnet,
dass sie einer Gabe von 50 mg des gemessenen Flavonoidaquivalents entspra-
chen. Es hat sich beim Vergleich der Werte herausgestellt, dass nach enzymati-
scher Behandlung das Genistein einen durchschnittichen maximalen Plasma-
Wert von 2,56 umol/L erreichte. Nach Verabreichung der Glykoside Daidzin und
Genistin konnten maximale Plasmawerte von 1,92 bzw. 1,84 pumol/L gemessen
werden. Daidzein erreichte nach entsprechender Intervention einen mittleren Wert
von 1,57 umol/L. Die Flavanole schnitten schlechter ab. Sowohl Catechin als auch
Epicatechin erreichten nur Konzentrationen von 0,4 pmol/L und das EGCG einen

mittleren Wert von 0,12 pmol/L.
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In den Enterocyten des Dunndarms erfolgen nach Absorption die ersten Konjuga-
tionsreaktionen durch Phase II-Enzyme (UDP-Glukuronyltransferase (UGT), Sul-
fotransferase (SULT) und Catechol-O-Methyltransferase (COMT)) [21, 22]. Auf
welche Weise Flavonoide letztendlich die Enterocyten zur Blutseite verlassen, ist
noch unklar. Nicht im Dinndarm absorbierte Flavonoide gelangen letzlich in den
Dickdarm und konnen durch die Darmflora reduktiv metabolisiert oder mit dem
Faeces ausgeschieden werden [2, 22, 23].

Nach der Absorption aus dem Darm gelangen Metabolite via Pfortader in die Le-
ber. Dort werden sie wiederum durch Phase-lI-Konjugationsreaktionen zu Mono-
und Diglukuroniden, aber auch zu Mono- und Disulfaten sowie zu Sulfoglukuroni-
de umgesetzt. In dieser Form, je nach Metbolisierung, werden sie sowohl renal als
auch biliar ausgeschieden [24-26]. Gelangen die Konjugate mit der Galle in den
Darm, kdnnen sie durch Enzyme der Darmflora gespalten und die so entstande-
nen Aglykone erneut absorbiert werden. Damit unterliegen die Flavonoide &hnlich
den koérpereigenen Steroidhormonen einem enterohepatischen Kreislauf [27-29].
Viele Studienergebnisse zeigen einen biphasischen Verlauf der Plasma-
Isoflavonkonzentrationen. Dies ist auf den oben genannten enterohepatischen
Kreislauf der Substanzen bzw. auf eine Resorption im Dickdarm mit vorangehen-
der geringerer Resorption im Magen-Duodenum-Jejunum-Bereich zurlickzuftihren.
Neben der bilidren und renalen Ausscheidung tber die Niere gelangen die Konju-
gate auch in den systemischen Kreislauf und so zu den verschiedenen Gewebe-
zellen, demnach auch zum Brustdrisengewebe und somit moglicherweise in die
Muttermilch (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Absorptionswege der Flavonoide (modifi ziert nach [2, 23])
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1.3 Wirkung von Flavonoiden

Wie in Kapitel 1.1 erwédhnt, besitzen Flavonoide unter anderem eine antioxidative
Eigenschaft. Durch die Abgabe von Wasserstoffatomen aus den phenolischen
Hydroxylgruppen sind sie wirksame Fénger der Radikalen Hydrogenperoxid, Su-
peroxid und Singulettsauerstoff [30-32]. Mit Hilfe geeigneter Testverfahren (FRAP,
TEAC) konnten in den letzten Jahren einige klinische Studien belegen, dass die
Einzeldosis eines Teeaufgusses die antioxidative Kapazitat des Plasmas erhoht
[33-38]. In Studien mit mehrmaligen Teegaben Uber einen langeren Zeitraum (1-2
Wochen) konnten Biomarker, die fir den oxidativen Status charakteristisch sind,
signifikant gesenkt werden [37, 39]. Flavonoide agieren auch als Antioxidantien
durch ihre direkte Hemmung von Enzymen. Beispielsweise inhibieren Isoflavone
die Lipoxygenase und reduzieren somit das artheriosklerotische Risiko [40]. Eine
weitere antioxidative Eigenschaft der Flavonoide ist ihre induzierende Wirkung auf
die protektiv wirkenden Enzyme Glutamat-Cystein-Ligase (GCL) und Glutathion-
Peroxidase.

Das Glutathion (GSH) ist ein korpereigenes Antioxidanz und schitzt Makromole-
kile, wie etwa Proteine und Membranlipide, vor reaktiven Sauerstoffspezies. Da-
bei wird — katalysiert durch die Glutathion-Peroxidase — GSH durch H,0O, in GSSG
(Glutathiondisulfid) oxidiert, woraus durch die Glutathion-Reductase mit NADPH

9
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als Wasserstoffdonator GSH regeneriert wird. Viele experimentelle und klinische
Studien belegen, dass Flavonoide einen direkten Einluss auf die Enzymaktivitat
der Glutathionperoxidase haben [39, 41, 42].

Glutathion ist ein Tripeptid und besteht aus den drei Aminosauren Glutaminsaure,
Cystein und Glycin, wobei die Enzyme Glutamat-Cystein-Ligase (GCL) und Gluta-
thionsyntethase die Synthese aus den drei Aminosauren katalysieren. Durch die
induzierende Wirkung der Flavonoide auf die Glutamat-Cystein-Synthase wird die
Glutathionbildung und -konzentration im Plasma beeinflusst. Fu et al. [43] zeigten
in einer experimentellen Studie, dass das Epigallocatechingallat (EGCG) die Syn-
these von Glutathion positiv beeinflusst, indem durch das EGCG eine gesteigerte
Genexpression der katalytischen Enzymunterheit eingeleitet wird.

Glutaminsdure, ein wesentlicher Baustein des Glutathions, kommt besonders
reichlich in Sojaprodukten vor. Somit stellt sich die Frage, ob durch den Konsum
des hier verabreichten Sojagetrdnkes die Glutathionsynthese beeinflusst werden
kann. Sowohl in experimentellen als auch in Humanstudien konnte nachgewiesen
werden, dass vor allem die Verabreichung von Glutamin, das in den Zellen zu Glu-

taminsdure desaminiert, die Glutathionsynthese steigern kann [44-46].

1.4 Biosynthese der Muttermilch

Schon wahrend der Schwangerschaft verandert sich das Brustdrisengewebe zur
Vorbereitung der Milchproduktion nach der Geburt. Unter Einfluss der Steroidhor-
mone Ostrogen und Progesteron reifen die milchproduzierenden Zellen (Laktozy-
ten) der Alveolen sowie die Epithelzellen der Milchgange heran. Nach der Geburt
erfolgt die Milchsekretion unter dem Einfluss des Prolaktins und des Oxytocins. Im
Verlauf der Stillzeit ist die Milchproduktion priméar von dem Trinkverhalten des Kin-
des und somit von dem Muttermilchbestand in den Alveolen des Brustgewebes
abhangig. Es wird spekuliert, ob die Syntheserate unter anderem von einem Mol-
kenprotein gesteuert wird, dem sogenannten ,Feedback inhibitor of lactation“ (FIL)
[47]. Wilde et al. [48] haben zum ersten Mal in Ziegenmilch dieses Molkenprotein
gefunden und mit FIL beschrieben. Sie haben festgestellt, dass dieses Protein die
Synthese von Bestandteilen der Muttermilch und somit auch die Milchsynthese

unterdriicken kann. Demnach wirkt das in der Milch enthaltene Molkenprotein

10
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(FIL) als Inhibitor, so dass die Milchsynthese bei gefillten Lumen der Alveole her-
abgesetzt wird.

Etwa 750-800 mL Muttermilch werden taglich gebildet. In der Brustdriise werden
die meisten Milchbestandteile in den Laktozyten bereitgestellt und in das Lumen
der Alveole sekretiert [47]. Dort bleibt die Milch so lange bis sie durch Kontraktion
(von dem Hormon Oxytocin gesteuert) der myoepithelialen Zellen in die kleineren
Milchgange entleert wird und von dort aus die gré3eren Milchgange erreicht. Die
kleinen Milchgange vereinigen sich zu 15 bis 25 Hauptgéngen, die sich zu kleinen
Sinussen nahe der Areola erweitern [49]. Im Gegensatz zu den kleinen Milchgan-
gen spielen die groRen Milchgange eine passive Rolle bei der Milchsynthese. Sie
dienen lediglich dem Transport der Milch aus dem Lumen der Alveole zu den Si-

nussen unterhalb der Areola (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Darstellung des Brustdrisengewebes (ei gene Darstellung)
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Die Milchgange und Alveolen sind im Bindegewebe eingebettet, das noch weitere
fur die Milchbildung wichtige Zelltypen enthalt (siehe Abbildung 6). Die Fibroblas-
ten und die Fettzellen (Adipozyten) sind Quellen verschiedener Wachstumsfakto-
ren wie bspw. das IGF1 (insulin-like growth factor) [50, 51]. Dartber hinaus sind
sie moglicherweise fur die Bildung der Lipoprotein-Lipase zustandig, die die
Milchlipidsynthese aktiviert [52]. Ebenfalls im Bindegewebe eingebettet sind Plas-
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mazellen. Sie sind urspriingliche B-Lymphocyten, die das Brustgewebe als Zielort
angesteuert und sich dort niedergelassen haben. Die Zellen produzieren Immun-
globuline, die dann tber Transcytose in die Milch gelangen [53].

Es gibt funf verschiedene Prozesse der Milchsekretion, die in Abbildung 7 gra-
phisch dargestellt sind. Vier Transportwege sind transzellular, wobei mindestens
zwei Membranbarrieren durchquert werden. Der flinfte erfolgt parazellular und er-
maoglicht einen direkten Austausch der Bestandteile zwischen Blut und Milch. Aus-
genommen ist die Fettsekretion; sie erfolgt Uber apikale Abschnirung der Milch-
fettglobuli (MFG) [52, 54].

Abbildung 7: Mechanismen der Milchsekretion [52]

Lumen

Laktocyt

Blut

A = Adipocyte; BM = Basalmembran; D = Desmosom; ER = endoplasmatisches
Retikulum; GJ = gap junction; ME = myoepitheliale Zelle; MFG = Milchfettglobuli; N
= Nucleus; P = Plasmazelle; SV sekretorische Vesikel; TJ = tight junction

| Exocytose (z.B. Protein, Lactose) [55, 56] Il Fettsekretion durch apikale Abschni-
rung (Apocytose) der MFG [57] Ill Diffusion durch apikale Membran (z.B. Na®, CI,
K", Aminosauren) [58, 59] IV Transcytose (meist rezeptorvermittelt) u.a. von en-
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dokrinen Hormonen (Insulin, Prolaktin und IGF1) [60, 61] V parazellularer Trans-
port von Plasmabestandteilen (Leukozyten)

Das Besondere beim parazellularen Transport ist, dass Substanzen aus dem In-
terstitium direkt in die Milch gelangen, da die Tight Junctions (Verschlul3kontakt
zweier Zellen) unter Umstanden durchlassig werden. Das heil3t, Plasmabestand-
teile wie bspw. Cytokine oder inflammatorische Zellen, kdnnen auf direktem Weg

aus dem Interstitium in das Lumen der Alveole gelangen [52].

1.5 Flavonoide — erndhrungsphysiologisch wertvolle Be-
standteile der Muttermilch

Die Muttermilch ist die empfohlene Ernahrung fur den Saugling, da sie die fir ihn
erforderlichen N&hrstoffe in optimaler Form und Menge enthalt. Einzigartig fur die
Muttermilch sind zudem die darin enthaltenen Hormone, die das Wachstum beein-
flussen, sowie die Immunstoffe und Antioxidantien, die seine Abwehr starken. Zu
den Antioxidantien zahlen enzymatische und nicht-enzymatische antioxidative Be-
standteile wie bspw. Katalase, Superoxid-Dismutase, Glutathion-Peroxidase,
Glutathion, Vitamin C, E und A sowie das B-Carotin [62, 63]. Viele Studien bele-
gen, dass der Gehalt an bestimmten N&ahrstoffen in der Muttermilch, wie u.a. die
oben genannten antioxidativ wirksamen Vitamine, von der Ernahrung der Mutter
abhangt [64-66].

Auf welche Weise Flavonoide in die Muttermilch gelangen, ist unklar, jedoch wur-
den sie schon nach flavonoidreicher Kost in der Milch nachgewiesen [67-70]. Auf-
grund der angenommenen antioxidativen Wirkung kénnen Flavonoide als ernah-
rungspysiologisch wertvoll angesehen werden und haben nach dem Transport aus
dem Blut in die Alveole méglicherweise einen Einfluss auf die Qualitat der Mutter-
milch. Erste Studien zum Gehalt von Isoflavonen in Muttermilch wurden von der
Arbeitsgemeinschaft Franke durchgefuhrt [67, 68, 71]. Nach Erarbeitung eines
neuen analytischen Verfahrens unter Verwendung eines HPLC- Massenspektro-
meters analysierten sie in einer aktuellen Studie den Isoflavongehalt der Mutter-
milch von 7 Probandinnen. Sie erfassten einen signifikanten Anstieg von 5 nmol

Gesamtisoflavon/L auf 71 nmol Gesamtisoflavon/L Muttermilch nach Verzehr ei-
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nes Sojagetrankes (55 mg Gesamtisoflavon /36,5 mg). Weitere analytisch funktio-
nelle Marker wurden nicht untersucht [71].

1.6 Ziel

Die Datenlage hinsichtlich des Transfers von Flavanoiden aus der Erndhrung der
Mutter in die Muttermilch ist nicht ausreichend. Das Ziel der Untersuchung in Zu-
sammenarbeit mit dem Evangelischen Waldkrankenhaus in Berlin ist somit die
Beantwortung der unten formulierten Fragen nach einer Intervention mit einem

Sojagetrank und entkoffeiniertem Schwarztee bei Stillenden.

1) Sind Isoflavone und Flavanole nach einer Sojagetrank- bzw. Teeinterventi-

on bei stillenden Frauen in der Muttermilch nachweisbar?

2) Veréandert sich die antioxidative Kapazitat (TEAC) und der Glutathiongehalt
in der Muttermilch nach der Soja- bzw. Teeintervention?
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2. Material

2.1 Chemikalien

Sigma Aldrich, Steinheim, D
Ammoniumacetat
Cystein
Daidzein
Epicatechin
Epigallocatechingallat
Genistein
B-Glucosidase (EC 3.2.1.21)
Glutathion, red. Form
Glycin
Homocystein
Kaliumhexacyanoferrat Ill
Myoglobin
N-(2-Mercaptopropionyl)-Glycine (MPG)
Phenolphtalein
Phenolphthalein Glucuronséaure
p-Nitrocatechol Sulfat
Tri-n-Buthylphosphin
B-Glucuronidase 1X-A, E. coli (EC 3.2.1.31)
2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox)

E. Merck, Darmstadt, D

Aluminiumoxid

BHT 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (Butylhydroxytoluol)
Borsaure

Diethylether

di-Kaliumphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat-1-Hydrat
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di-Natriumhydrogenphosphat-2-Hydrat
Essigsaure

Ethanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxyd-Platzchen
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Natriumacetat

Natriumchlorid

Perchlorsaure etwa 70%
Phosphorsaure

Salzsaure (37%)
Sulfosalicylsdure (SSA)
Titriplex Il (EDTA)
Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth, Karlsruhe, D
Acetonitril
Hexan
Methanol
Tetrahydrofuran, Roti®Solv HPLC

FlukaChemie GmbH, Buchs, D
7-Fluorobenzofurazane-4-sulfonic acid Ammonium Salz (SBD-F)
Catechin

Flavon

Bachem, Weil am Rhein, D

Cys-Gly

Praxair, Biebesheim am Rhein, D
Stickstoff
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2.2 Gerate

Eppendorf, Hamburg, D
Tischzentrifuge 5415

Heraeus, Hanau, D
Tischkihlzentrifuge 1.0 R

Savant Instruments, Holbrook, USA
Kihlfalle mit Glaseinsatz

Speed Vac Konzentrator Sc110

Scientific Industries, Bohemia, USA
Schittler Roto Shake Genie

Sartorius, Géttingen, D
Elektronische Analysenwaage Sartorius R 160 P
Hartschalenwaage

Kontron Instruments, Zirich, CH

Spektrophotometer Uvicon 922

Heidolph, Kehlheim , D
Vortex Heidolph REAX 2000

Knick, Egelsbach, D
pH-Meter

Macherey und Nagel, Duren, D
SPE-Station

Gerhardt, Kénigswinter, D
Magnetriihrer MR 2002

17



Material

2.3 HPLC-Systeme
2.3.1 HPLC-Gerate

Sykam, Miinchen, D
Autoinjektor S5200
HPLC-Pumpe S1122
Eluentenmischer S 8111
Saulen Thermoregler S 4011
HPLC-Pumpe S1100
Eluentenmischer S 8110
Saulen Thermoregler S 4010

Biometra, Gottingen, D
Elektrochemische Detektor EC-D EP 30

Merck Hitachi, Darmstadt, D

Fluoreszenzdetektor LaChrom L-1585

2.3.2 HPLC-Séaulen

VDS optilab Chromatographie Technik GmbH, Berlin, D
Prontosil 120 C 18H, 250 x 4,6 mm, 5 um

Thermo electron corportion, Waltham, USA
Hypersil ODS , 250 x 4 mm, 3um

Mz Analysentechnilk, Mainz, D
PerfectBond ODS-HD, 150 x 4 mm, 5 um

2.3.3 HPLC-Auswerteprogramm

Software fur Chromatographie und Prozessanalytik Gm
Leeste, D
ChromStar Light Version 6.3

bH, Weyhe
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2.4 Hilfsmittel

Faust, Meckenheim, D
verschlieRbare Reagenzglaser

Reagenzglaser

Brand, Wertheim, D

Klvetten

Spectrum, Los Angeles, USA

Dialyserohr zur Enzymaufreinigung

Phenomenex, Aschaffenburg, D
Strata-X 33um

Waters, Eschborn, D
OASIS®HLB

BBraun, Melsungen, D

Plastikspritzen

Schleicher & Schill, Dassel, D
Spritzenfilter
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3. Methoden

Das vorliegende Projekt wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Berlin
geprift und genehmigt.

Alle Probandinnen gaben ihr schriftiches Einverstandnis zur Teilnahme an der
Studie.

Die Studie wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Kinder- und Jugend-
medizin des Evangelischen Waldkrankenhauses in Berlin-Spandau durchgefthrt.

PD Dr. Jochum betreute diese Studie als Prufarzt.

3.1 Rekrutierung der Probandinnen

Uber den Zeitraum von 24 Monaten erfolgte die Rekrutierung der Probandinnen im
Evangelischen Waldkrankenhaus Spandau. Alle Wéchnerinnen wurden nach der
Entbindung des Kindes befragt, ob sie an der Studie teilnehmen wollen. Bei vor-
handenem Interesse wurden sie etwa 2-3 Wochen spéter zu Hause besucht und
eingehend Uber das Projekt aufgeklart. Mit Hilfe eines Fragebogens wurden die
Ausschlusskriterien Uberprift. Die anschlieRende Rekrutierung in drei Gruppen
erfolgte blockrandomisiert mit ungleichen Gruppengréf3en tber Losverfahren.
Ausschlusskriterien  waren:
* Abstillen vor dem 27. Tag der Laktation
* RegelmaRige Einnahme von Medikamenten (Antibiotika, Diuretika, Schild-
driisenhormone) und Supplemente mit antioxidativen Substanzen (Vit. C, E,
Carotinoiden)
» Bekannte Erkrankungen der Leber, der Nieren, des Magen-Darm-Traktes
* Vorliegen von Allergien und Stoffwechselerkrankungen (Laktoseintoleranz,
Diabetes mellitus)
* Vegetarische Erndhrungsform
» Essstérungen (Anorexia nervosa, Bulimia nervosa)
» Teilnahme an einer anderen Studie gleichzeitig oder innerhalb der letzten
30 Tage
* Rauchen
 BMI <15 und > 30 postpartal
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3.2 Studiendesign

Die Interventionsstudie war randomisiert und wurde monozentrisch durchgefihrt.
Die Studiendauer betrug insgesamt acht Tage und startete ab dem 27. Laktations-
tag. Uber einen Zeitraum von sechs Tagen nahmen die Stillenden taglich ein
Testgetrank zu sich (siehe Abb.8). Insgesamt nahmen 44 Frauen an der Studie
teil: 18 Frauen tranken 250 mL Sojagetrank (1 Tetra Pak® und 18 Probandinnen
nahmen taglich 2 Tassen entkoffeinierten schwarzen Tee (ca. 300 mL) zu sich.
Weitere 8 Frauen bildeten die Kontrollgruppe (entsprechenden Mengen an Was-
ser). Die Probandinnen wurden gebeten, wahrend des Studienverlaufs auf
flavonoidreiche Lebensmittel und Getranke (Tee, Kaffee, Schokolade, sojahaltige
Lebensmittel) zu verzichten. Zur Uberprifung des Ernahrungsverhaltens fiihrten
alle 44 Probandinnen ein standardisiertes Ernahrungsprotokoll an 3 Tagen im In-

terventionszeitraum (siehe unten).

Abbildung 8: Ablauf der Studiendurchfuhrung

&

r I
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag4 Tag5 Tagh6 Tag 7 Tag 8

=

0

@
@
@

Die Aufnahme des Studiengetranks erfolgte vormittags; 10-12 Stunden spater er-
folgte die Probenentnahme mit entsprechenden Milchpumpen wahrend des ubli-
chen Stillrhythmus durch die Mutter selbst. Insgesamt wurde zu vier Zeitpunkten
Muttermilch abgepumpt, einmal vor, zweimal wéhrend und einmal nach der Inter-
vention mit dem Testgetrank (Abb. 8). Bis zur Lagerung im Krankenhaus wurden
die Proben im Haushalt (Tiefkiihifach) der Probandin eingefroren. Auf Tockeneis

wurden die Proben nach Bonn verschickt und bis zur Analyse bei —80°C gelagert.
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3.3 Testgetranke

Fur die Studie wurden zwei Testgetranke verwendet. Eine Gruppe erhielt ein So-
jagetrank mit Vanillearoma der Marke Alpro® soja. Die Energie- und Né&hrstoffzu-

fuhr pro 100 mL sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Energie- und Néhrstoffgehalt des Sojaget  rankes (Daten von Alpro ©

soja)

Durchschnittliche Nahrwerte pro 100 mL

Energie 62 kcal
Protein 3,39
Kohlenhydrate 7949
davon

e Zucker 7849

e Laktose 0Og
Fett 1,89
Ballaststoffe 0,69
Natrium 0,05¢
Calcium 120 mg
Vitamine

e« B2 0,24 mg

e BI12 0,15 pg

Die zweite Gruppe konsumierte einen entkoffeinierten schwarzen Darjeeling Tee
(TeeGschwendner, Meckenheim, D), der vor Vergabe an die Probandinnen in
Teebeutel abgefillt wurde. Es wurden pro Probandin 6 x 2 Teebeutel mit jeweils 3
g Darjeeling-Tee abgewogen. Taglich sollten 2 Tassen Tee (ca. 300 mL) mit je-
weils einem Teebeutel aufgebriht (3 min Ziehzeit) und getrunken werden. Die

Probandinnen durften den Tee nach Belieben siiRen.
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3.4 Nutritive Aufnahme von Flavonoiden und Antioxid an-
tien

Wahrend der Interventionswoche wurde von den Probandinnen ein standardisier-
tes dreitdgiges Ernéhrungsprotokoll gefuhrt.

Die verzehrten Lebensmittel wurden nach Gruppen sortiert (z.B. Brot, Obst und
Gemiuse) und in haushaltstiblichen Verzehrsmengen angegeben (z.B. eine Schei-
be Vollkornbrot = 50 g). Die verzehrten Portionen wurden von den Probandinnen
geschatzt.

Die Berechnung der durchschnittlichen taglichen Aufnahme von Energie, antioxi-
dativen Vitaminen (Vitamin A, E und C) und dem antioxidativ wirkendem Mineral-
stoff Zink erfolgte unter der Verwendung der Software EBIS pro® fiir Windows,
Version 4.0 (Erhardt, Universitdt Hohenheim). Basis dieses Programms ist die Da-
tenbank des Bundeslebensmittelschlissels (BLS 11.3). Nahrstoffangaben zu Le-
bensmitteln, die nicht im BLS 11.3 enthalten sind, wurden bei den Herstellern nach-
gefragt. Bei zusammengesetzten und verarbeiteten Lebensmitteln, bei denen nur
Daten fur die Rohprodukte vorlagen, wurden anhand von Rezepten oder durch die
Angaben zu den Gehalten der Rohprodukte im Endprodukt Umrechnungen vorge-
nommen (bei Fertiggerichten z.B. Pizza). Da der BLS keine Angaben zu Flavono-
idgehalten, im Speziellen zu den Isoflavon- und Catechinkonzentrationen in Le-
bensmitteln enthalt, wurden aus internationalen Datenbanken Angaben entnom-
men und in das Programm eingeflugt [10, 15, 72-74]. So konnte die tagliche Auf-

nahme von Flavonoiden mit der Nahrung ermittelt werden.

3.5 Flavonoidbestimmung

3.5.1 Probenaufbereitung

» Sojagetrank

Das Sojagetrank wurde in Anlehnung an Knight et al. [75] aufbereitet. Jeweils 1
mL Sojagetrank wurde mit 1 mg Glucosidase versetzt und bei 37 °C 24 Stunden
lang inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine dreistiindige Extraktion der freigesetzten
Aglykone mit 4 mL Methanol bei Raumtemperatur. Nach der Extraktion wurde die
Probe bei 2000 x g 10 Minuten lang zentrifugiert, sodass der Uberstand abpipet-
tiert werden konnte. Dieser wurde im Speed Vac getrocknet und mit 1 mL Laufmit-
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tel aufgefullt. Die aufbereiteten Proben lagerten bis zur HPLC-Analyse bei -80°C in
Eppendorfgefalien.

e Tee

Die Aufarbeitung der Teeproben gelang durch Anwendung einer modifizierten
Festphasenextraktion in Anlehnung an Kivits et al. [76] (siehe Ablauf in Abbildung
9).

Entkoffeinierter Tee (3 g) wurde in 150 mL siedenem Wasser 3 Minuten aufge-
briht. AnschlieRend wurde die Teeprobe 1:10 mit Aqua dest. verdinnt. 1 mL der
Teeprobe wurde mit 3 mL Methanol (zum Oxidationsschutz mit 1 g BHT/L ver-
setzt) 5 Minuten gemischt (Roto-Shake). Danach wurden 100 mg Aluminiummoxid
(Adsorption der Flavanole) zugesetzt. Nach erneutem Mischen (15 Minuten auf
dem Roto-Shake) und Zentrifugieren (3 Minuten, 4°C, 2000 x g) wurde der Uber-
stand verworfen und das verbleibende Aluminiumoxid mit 3 mL Diethylether ge-
waschen (1 Minute mischen). Der Diethylether wurde nach erneuter Zentrifugation
(3 Minuten, 4°C, 2000 x g) abpipettiert und der verbleibende Rest im Wasserbad
bei 37°C abgedampft. Das Herauslosen der Gesamtcatechine aus dem Alumini-
umoxid erfolgte durch Zugabe von 100 pL Methanol/Perchlorsaure/Wasser-
Gemisch (8:1:1) und anschlieBendem 1 minttigem Ausschitteln mit 900 pL Lauf-
mittel. Nach Zentrifugation (3 Minuten, 2000 x g, 4°C) wurde das Aluminiumoxid
uber Spritzenfilter (0,2 um) vom klaren Uberstand getrennt. Die aufbereiteten Pro-
ben lagerten bis zur HPLC-Analyse bei -80°C in EppendorfgefaRen. Der Variati-
onskoeffizient der Flavanole lag zwischen 4,7 und 12,9% (Cat: 12,9%; Epi: 4,7%;
EGCG: 10,8% und ECG: 6,7%).
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Abbildung 9: Arbeitsschritte zur Flavanolbestimmung

an [76]

1 mL Tee (1:10 mit aqua dest. verdinnt)

A 4

Zugabe von 3 mL MeOH (enthélt 1g

BHT/L), 5 min mischen

A 4

Uberstand zu 100 mg #D; zu setzen,

15 min mischen (Roto- shake)

A 4

Zentrifugieren (3 min, 2000 x g), Uberstanc
verwerfen

A 4

Al,O3 in Diethyleter aufnehmen,

zentrifugieren (3 min, 2000 x g, 4°C), Ethe
abschuitten und den Rest im Wasserbad bé
37°C abdampfe

L

A 4

Zugabe von 100 pL Me-
OH/Perchlorsaure/4® (8/1/1) 1 min mi-
schen

A 4

Zugabe von 900 pL HPLC-Laufmittel, mi-
schen, zentrifugieren (3 min, 2000 x g 4°C

A 4

Al,Os mittels Spritzenfilter in ein Eppen-
dorfgefal abfiltrieren

A 4

Filtrat bis zur Analyse bei -80°C einfrieren

im Tee in Anlehnung
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e Muttermilch

e Probenaufbereitung zur Isoflavonbestimmung mittels Festphasenex-
traktion / Solid-Phase Extraction (SPE)

Zur Entfernung der abgesetzten Fettschicht wurden die Muttermilchproben 5 Minu-
ten bei 1800 x g zentrifugiert. Der entrahmten Muttermilch (1 mL) wurden 50 pL
dialysiertes und verdinntes Enzymgemisch (Glucuronidase (200kU/L) /Sulfatase
(5kU/L)) zugegeben. Da das pH-Optimum dieser Enzyme im leicht sauren Bereich
liegt (pH 5), ist das Zusetzen von 250 uL Natriumacetatpuffer (pH 4) erforderlich.
Die Proben wurden bei 38°C im Wasserbad 1 Stunde zur vollstandigen Hydrolyse
der glucuronidierten und sulfatierten Isoflavone inkubiert.
Anschliel3end wurden die Isoflavone in der Muttermilchprobe mittels Festphasen-
extraktion extrahiert. Verwendet wurden dazu Strata X Kartuschen der Firma Phe-
nomenex (Adsorption der Isoflavone an Styroldivinylbenzolpolymeren) [77].
Zunachst wurde die Saule mit 3 mL Methanol und 3 mL Wasser vorkonditioniert.
Anschlie3end erfolgte das Auftragen der mit den Enzymen behandelten Multter-
milchprobe (1,3 mL) auf die Kartusche. Nach Durchlaufen der Probe wurde die
Festphase der Kartusche mit 3 mL Wasser gereinigt. Die folgende Elution gelang
erfolgreich mit zweimaligem Auftragen von 3 mL Methanol (Abb. 10). Anschlie-
Rend wurde das Eluat im Speed Vac Konzentrator getrocknet und danach mit 1
mL HPLC Laufmittel gelost. Bis zur HPLC-Analyse wurden die aufgereinigten Pro-
ben bei -80°C gelagert.
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Abbildung 10: Probenaufbereitung zur Isoflavonbesti
milch mittels SPE

mmung in der Mutter-

1. Schritt: 2. Schritt: 3. Schritt:
Vorkonditionierung mit - Auftragen der Probe Waschschritt mit
3 mL MeCHund 1,3 mbL) 3 mL VWasser

3 mL WWasser

—
1

4, Schritt:

Elution mit
2% 3 mL Me(OH

* Probenaufbereitung zur Flavanolbestimmung mittels F

traktion / Solid-Phase Extraction (SPE)

estphasenex-

Die entfettete Milch (1mL) wurde mit 250 pL 0.1 M Natrium-Phosphat-Puffer (+ 0.5

mM Na,-EDTA) (pH 3.5) versetzt,

anschlieRend mit

50 pL Glucuro-

nidase/Sulfatase-Losung behandelt und eine Stunde in einem auf 37°C temperier-

ten Wasserbad inkubiert. Die Probe wurde dann mit 10 pL Ethylgallat (10 pumol/L)

versetzt. Die weitere Aufarbeitung der Muttermilchproben erfolgte mit einer HLB-

Festphasenextraktionssaule (Hydrophilic-Lipophilic-Balanced Reversed-Phase) in

einer modifizierten Form nach Unno et al. [78]. Die Arbeitsschritte der Festpha-

senextraktion (SPE) sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Probenaufbereitung zur Flavanolbestim

milch mittels SPE
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3.5.2 Chromatographische Bestimmung der Flavonoide

Die Bestimmung der Flavonoide in den aufgereinigten Testgetrdnken und den
Muttermilchproben erfolgte mittels HPLC und anschliel3ender elektrochemischer
Detektion. Die elektrochemische Detektion ist fir Stoffe geeignet, die elektroaktive
Verbindungen enthalten. Die phenolischen Gruppen der Flavonoide werden an der
Oberflache der Arbeitselektrode, die ein bestimmtes Potential aufweist, oxidiert
und erzeugen somit einen messbaren Elektronenfluss. Der entstandene Strom ist
direkt proportional zur Flavonoidkonzentration im Analysat. Typische Chromato-
gramme sind in den Abbildungen 12 und 13 gezeigt.

» HPLC-Bedingungen der Isoflavone:
Flussrate: 0,9 mL/min
Injektionsvolumen: 20 L
Isokratisches Laufmittel: 0.1 m Ammoniumacetatpuffer (pH 4.6)/Methanol/EDTA
(50+50+1)
Saule: Prontosil mit Vorsaule
Detektion: elektrochem. Detektion, 750 mV
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Die Konzentrationsberechnung erfolgte durch Vergleich mit einem Isoflavonstan-
dardgemisch (Daidzein und Genistein: jeweils 100 nmol/L, wiederholte Analyse

nach acht Muttermilchproben).

» HPLC-Bedingungen der Flavanole:
Flussrate: 0,6 mL/min
Injektionsvolumen: 30 pl
Isokratisches Laufmittel: 0.2 M Phosphorsaure/Acetonitril/Tetrahydrofuran (86 +
125+ 1.5)
Saule: ODS Hypersil, 250 x 4,6 mm
Detektion: elektrochem. Detektion, 650 mV

Die Konzentrationsberechnung erfolgte anhand der Analyse eines Flavanolstan-
dardgemisches bestehend aus Catechin (Cat), Epicatechin (Epi), Epigallocate-
chingallat (EGCG) und Epicatechingallat (ECG) mit einer Konzentration von je-
weils 80 nmol/L. Vor jeder Analysereihe wurde das flr die entsprechende Proben-
aufbereitungsreihe frisch angesetzte Ethylgallat (ETG) als internen Standard zu-
gesetzt (100 nmol/L), sodass eine Korrektur durch Verluste wahrend der Proben-
aufbereitung durch den Bezug auf den internen Standard mdglich war. Jeweils
nach einer Serie von 8 Proben (= 1 Probandin) wurde eine Standardlésung (80
nmol/L) analysiert. Die Berechnung der Flavanolkonzentration in der Probe erfolg-
te anhand der integrierten Peakflachen der einzelnen Flavanole mit folgender

Formel:

PFIavanoI Probe[ P ETG Stardard [CETG Probe
CFlavanol Probe (an'/L) = [Criavanol stardard [V

PFIavanoI Stardard EPETG Probe [CETG Stardard

P: Peakflache
C: Konzentration

V: Verdiinnung
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Abbildung 12: Typische Chromatogramme der HPLC-Anal  ytik zur Isoflavon-
bestimmung
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HPLC- Chromatogramme einer Isoflavon-Standardldsung (100 nmol/L) (a), einer
aufbereiteten Muttermilchprobe (b) und einer aufbereiteten, mit Isoflavon-Standard
(100 nmol/L) versetzten Muttermilchprobe (c) (elektrochemische Detektion: 750
mV; Laufmittel: 0.1 m Ammoniumacetatpuffer (pH 4.6)/Methanol/EDTA (50+50+1),
Flussrate: 0,9 mL/min; Injektionsvolumen: 20 uL)
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Abbildung 13: Typische Chromatogramme der HPLC-Anal  ytik zur Flavanol-
bestimmung
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HPLC- Chromatogramme einer Flavanol-Standardlésung (40 nmol/L) mit dem in-
ternen Standard versetzt (a), einer aufbereiteten Muttermilchprobe mit dem inter-
nen Standard versetzt (b) und einer aufbereiteten mit Isoflavon-Standard (100
nmol/L) und dem internen Standard versetzten Muttermilchprobe (c) (elektroche-
mische Detektion: 650 mV, Laufmittel: 0.2 M Phosphorsau-
re/Acetonitril/Tetrahydrofuran (86 + 12.5 + 1.5, Flussrate: 0,6 mL/min; Injektions-
volumen: 30 pL)
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3.5.3 Methodenvalidierung

» Validierung der SPE-Aufbereitungsmethoden

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der SPE-Aufbereitungsmethoden wurden

drei Muttermilchproben mit einer Flavonoid-Standardlésung (40 nmol/L bzw. 25
nmol/L) versetzt und unter den in Kapitel 3.5.2 beschriebenen Methoden aufberei-
tet.

Die Wiederfindungen der Flavonoide in der Muttermilchprobe wurden nach SPE-

Aufbereitung ermittelt.

» Validierung der RP-HPLC zur Quantifizierung der Fla  vonoide

Zur Bestimmung der Linearitat der HPLC-Methoden fiir Catechin, Epicatechin, E-
picatechingallat, Epigllocatechingallat, Epicatechingallat sowie die Linearitat fir die
Isoflavone Daidzein und Genistein wurden von den Standardldsungen der
Flavonoide verschiedene Verdinnungen hergestellt. Jede Verdiinnungsstufe wur-
de unter den in Kapitel 3.5.3 angegeben Chromatographiebedingungen doppelt
analysiert. Als Mal3 fur die Gute der linearen Approximation wurde der Korrelati-
onskoeffizient bestimmt.

Die Reproduzierbarkeit der HPLC-Methode fiir die Flavonoide, ausgedriickt als

Standardabweichung und Variationskoeffizient, erfolgte anhand der Analyse von

10 neu pipettierten Standardlésungen.
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3.6 Glutathion

Glutathion schitzt Sulfhydrylgruppen in Proteinen vor Oxidation und regeneriert
das Tocopheryl-Radikal. Zur Stabilisierung von Glutathion wahrend der Aufarbei-
tung werden die oxidationsempfindlichen Thiole mit Tri-n-Butylphosphin reduziert
und stabilisiert. Gleichzeitig werden proteingebundene Thiolverbindungen gel6st.
Die Proteine werden mit Sulfosalicylsaure (SSA) gefallt, die N-2-
Mercaptopropionylglycin (MPG) als internen Standard enthalt.

Die reduzierten Thiole wurden mit Ammonium-7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-
sulfonat (SBD-F), einem Reagenz, das spezifisch mit Thiolgruppen reagiert, zu
stabilen Derivaten mit fluoreszierenden Eigenschaften umgesetzt.

Probenderivatisierung: 150 uL Probe (Muttermilch und Sojagetrank) wurden mit 15

pL Buthylphosphin versetzt und anschlieRend 30 Minuten bei 4°C inkubiert. 15 pL
30%ige SSA + EDTA (5,5 mM) + MPG (25 uM) wurden dazupipettiert, gemischt
und danach bei 1500 x g bei 4°C 20 Minuten lang zentrifugiert. Anschliel3end wur-
den 100 pL Uberstand abpipettiert und mit 200 pL Boratpuffer (2,5 M, pH 9,5 + 4
mM EDTA) und 100 pL SBD-F Ldsung versetzt. Nach einer 60 minutigen Inkubati-
on bei 56°C wurde die Probe auf 4°C abgekuhlt und analysiert mittels RP-HPLC.
Die Trennung erfolgte mittels HPLC auf einer RP-18-Saule. Die Detektion erfolgte
fluorimetrisch, die Konzentrationen wurden durch Vergleich mit einem Standard-
gemisch und MPG als internem Standard ermittelt. Der Variationskoeffizient dieser
Methode betragt 1,1% [79].

HPLC-Bedingungen:

Flussrate: 0,9 mL/min

Injektionsvolumen: 20uL

Eluent A: 4% Methanol in 0,1 M Phosphatpuffer pH 6 gelost

Eluent B: Wasser, Methanol (1+1)

Saule: PerfectBond, 150 x 4,6 mm

Gradient: 0’, 100% A, 0% B; 6’, 100% A, 0% B; 9’, 0% A, 0% B; 10’, 0% A, 0% B;
15", 0% A, 100% B; 20", 0% A, 100% B; 25", 100% A, 0% B; 32’, 100% A, 0% B;
40’, 100% A, 0% B; 41’, 100% A, 0% B; 42’, 100% A, 0% B; 45’, 0% A, 100% B

Detektion: Fluoreszenzdetektion, Ex. 385 nm; Em. 515 nm
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3.7 Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

Zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat in den Testgetréanken und in der Mut-
termilch wurde ein sogenannter Trolox equivalent antioxidant capacity — Test
(TEAC) nach Miller et al [80] durchgefunhrt.

Das Prinzip dieses Tests basiert darauf, dass das Peroxidase-Substrat ABTS
(2,2"-Azinobis-[3-ethylbenzothiazolin-6-sulphonsaure]) mit Metmyoglobin inkubiert
wird. Durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid (H.O;) oxidiert das Metmyoglobin
zu einem Ferrylmyoglobin-Radikal. Ferrylmyoglobin gibt sein Radikal an das
ABTS-Molekul ab (siehe Abbildung 14).

Die im Medium enthaltenen Antioxidantien dienen als Wasserstoffdonatoren und
unterdriicken dadurch die Bildung des ABTS-Radikals. Das Ausmal} dieser Hem-
mung wurde dann mit der Inhibition durch die Standard-Substanz 6-Hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylsaure (Trolox), einer wasserloslichen syn-

thetischen Form von Vitamin E, verglichen.

Das blaugriine ABTS-Radikal wurde anhand der Absorption bei 743 nm gemes-
sen. In Gegenwart von antioxidativen Substanzen wurde die Farbreaktion propor-
tional zur Konzentration verzdgert, da die Bildung des ABTS-Radikals (Radikal-
kation) durch die Antioxidantien gehemmt wurde. Der Variationskoeffizient betrug
2,85%.

Abbildung 14: Bildung des ABTS-Radikals

1. Schritt: ] -
Bildung des Ferrylmyoglobin:  HOC-Fell+ HyQy = ¥-[Fe '=0]
Methunyoglobin Fetrryl-Mryoglobin
2. Schritt: ) .
Bildung des ABTS-Radikals: ¥~ [Fel'EO] + ABTS — ABTS + HX-Fell
Fadikal-kation

Probenaufbereitung Muttermilch- und Sojagetrank-Proben wurden jeweils im Ver-

haltnis 1:1 mit Hexan (v/v) gemischt und anschlieRend 1 Stunde auf den Roto-
Shake gelegt. Dann wurden die Proben 10 Minuten lang bei 1800 x g zentrifugiert,
sodass zwei Phasen vorlagen, eine organische und eine wassrige Phase. Beide
Phasen wurden getrennt abpippetiert (jeweils 200 puL), im Speed-Vac-Konzentrator

getrocknet und der Ruckstand in jeweils 200 pL PBS (5 mM, pH 7,4) aufgenom-
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men. Die antioxidative Kapazitat in beiden Phasen wurde gemessen [81]. Die
Messung im verdunnten Tee (1:10) erfolgte ohne vorherige Aufbereitung.

Zur Messung wurden folgende Volumen an Reaktionsldsungen und Probe in
Halbmikrokivetten pipettiert: 8,4 uL Probe, 506 pyL PBS, 36 pL Metmyoglobin (70
pmol/L) und 300 pL ABTS (500 umol/L) wurden gemischt und 15 Minuten im Pho-
tometer bei 30°C inkubiert. Durch Zugabe von 150 pL H,O; — Arbeitslosung wurde

die Reaktion gestartet.

Berechnung: Um das Ausmald der Reduktion des ABTS-Radikals zu bestimmen,
wurde die Absorption der Probe (Testgetrank/Muttermilch) nach 3 Minuten Inkuba-
tion bei 30°C mit einer Wellenlange von 734 nm gemessen und mit der Absorption

des Leerwerts entsprechend folgender Formel

(%) - (AbS Leerwert — ADS Probe)
ADbES.Leerwert

Inhibition * 100

verglichen. Dadurch erhielt man die prozentuale Inhibition der Reaktion, die pro-
portional zur antioxidativen Kapazitat ist [82]. Die antioxidative Kapazitat der Probe
wurde anhand der Trolox-Standardgeraden (0 — 2,5 mmol/L) berechnet und in Tro-

loxaquivalenten angegeben.
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3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Programmes SPSS,
Version 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) auf der Basis von parametrischen und
nichtparametrischen Testverfahren. Die Untersuchung auf Normalveteilung wurde
mittels Kolmiogorov Smirnov Test durchgefiihrt. Die Unterschiede vor, wahrend
und nach der Intervention wurden mit dem gepaarten t-Test und des Wilcoxon
Tests Uberprift. Mit Hilfe der ANOVA und des Mann-Whitney-U-Tests konnten Un-
terschiede zwischen den Gruppen untersucht werden. Allen statistischen Berech-
nungen wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05 zugrunde gelegt.

Soweit nicht anders angegeben, wurden in Text, Tabellen und Darstellungen das
arithmetische Mittel (MW) und Standardabweichungen (SD) sowie das Minimum

(Min) und Maximum (Max) angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakteristik der Probandinnen

Insgesamt haben 44 Stillende an der Studie teilgenommen, die in drei Gruppen
randomisiert wurden. Acht Probandinnen gehoérten zur Wasser-Gruppe (Kontroll-
gruppe), 18 zur Sojadrink-Gruppe (Gruppe 1) und 18 zur Tee-Gruppe (Gruppe 2).
In Tabelle 4 sind die anthropometrischen Merkmale des Probandenkollektivs auf-

gefluhrt.

Tabelle 4. Anthropometrische Daten der Probandinnen

Kontrolle Gruppe 1 Gruppe 2
(Soja) (Tee)
(n=8) (n=18) (n=18)
Alter (Jahre) | MW = SD 29+2 31+7 31+4
Min / Max 26/31 20/43 25/40
Gewicht (kg) | MW = SD 74+8 68 + 10 70+10
Min / Max 61 /86 53/85 53/90
Grée (cm) | MW +£SD 1697 1705 168 +8
Min / Max 156/ 175 162 /180 150/ 180
BMI (kg/m?) | MW + SD 26 +2 24 +4 25+3
Min / Max 23/28 19/30 20/30

Die Gruppen waren hinsichtlich Alter, Gewicht, GréRe und BMI vergleichbar (t-
test).
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4.2 Nutritive Aufnahme von Antioxidantien und Flavo noi-
den

In den Tabellen 5 und 6 sind die taglichen durchschnittlichen Energieaufnahmen
und die Aufnahmen an ausgewahlten Antioxidantien zusammengestellt. Die
durchschnittlichen nutritiven Aufnahmen an Energie-, Antioxidantien- und Flavono-
idenzufuhr unterschieden sich in den drei Gruppen nicht.

Tabelle 5: Tagliche nutritive Energie- und Antioxid  antienaufnahme wéhrend

der Intervention (MW + SD) (Berechnung ohne Testget ranke)

Kontrolle Gruppe 1 Gruppe 2 Gesamt

(Soja) (Tee)
(n=8) (n=18) (n=18) (n=44)

Energie (kcal) 2411 + 913 2117 + 706 2346 + 516 2264 £ 673
Vitamin C (mg) 102 + 78 143 + 85 164 + 114 145 + 98
Vitamin E (mgQ) 12+9 12+5 13+5 12+6
Zink (mg) 12+3 12+3 13+5 12+4

Tabelle 6: Tagliche nutritive Flavonoidaufnahme wah rend der Intervention

(MW = SD) (Berechnung ohne Testgetranke)

Kontrolle Gruppe 1 Gruppe 2 Gesamt
(Soja) (Tee)
(n=8) (n=18) (n=18) (n=44)
GE (u9) 81+50 122 +123 140 £132 125+118
DA (u1g) 130 £ 95 142 + 230 93 £ 270 119 + 157
Cat (mg) 4,1+45 4,2+3,9 15,8 + 10,2 9+23
Epi (mg) 4,2 +3,5 49+49 8,075 6+6
EGCG (mgQ) 49+99 1,8+4,1 7,742 5+13
ECG (mgQ) 29+6,3 06+2,6 2,1+2,0 25
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4.3 Validierung von HPLC-Analytik und Probenaufbere i-
tung

4.3.1 Validierung der HPLC-Methode

Die Flavonoide konnten mittels RP-HPLC mit anschlieBender elektrochemischer
Detektion erfasst und quantifiziert werden. Die genauen Beschreibungen der
chromatographischen Bedingungen sind in Kapitel 3.5.3 aufgefuhrt. Die Standard-
Variationskoeffizienten fur Daidzein und Genistein betrugen 4,2 und 3,3%. Die Va-
riationskoeffizienten fir Flavanole betrugen 4,7-8% (Cat: 6,9%, Epi: 5,3%, EGCG:
8% und ECG: 4,7%). Wie in den Abbildungen 15 und 16 ersichtlich, zeigte die
Analysenmethode mittels HPLC im Konzentrationsbereich zwischen 6,25 und 100
Isoflavonstandardgemisch/L und im Bereich von 5 und 80 nmol Flavanolstandard-
gemisch/L hervorragende Linearitat (hohe BestimmtheitsmaRe von R?> 0,99). Das
Detektionslimit der Methode lag fir die Isoflavone bei 6,25 nmol/L (DA) und 2,5
nmol/L (GE) und das der Flavanole bei 2,5 (Cat und Epi) und 5 nmol/L (EGCG
und ECG) bei einem Signal/Rausch - Verhaltnis von 2:1.

Abbildung 15: Korrelation zwischen Peakflache (mV) und Konzentration von
Genistein (GE) und Daidzein (DA) (Doppelbestimmung)
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Abbildung 16: Korrelation zwischen Peakflache (mV)
Epicatechin (Epi), Catechin (Cat), Epicatechingalla
chingallat (EGCG) (Doppelbestimmung)
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4.3.2 Validierung der SPE

Die Reproduzierbarkeit der beiden eingesetzten SPE-Methoden (Flavanolbestim-

mung mit waters Kartuschen; Isoflavonbestimmung mit Strata X Kartuschen) wur-
de durch die Aufbereitung und nachfolgende Analyse von jeweils drei entweder
mit Isoflavonen (100 nmol/L) oder Flavanolen (40 nmol/L) versetzten Muttermilch-
proben bewertet. Der Variationskoeffizient (VK) der Isoflavone lag bei 3,8 (Daidz-
ein) und 5% (Genistein) und der der Flavanole zwischen 4,6 und 11,7% (Cat:
11,7%; Epi: 7,7%; EGCG: 4,6% und ECG: 8,4%).

Die Wiederfindungen (WF) der Flavonoide nach Aufbereitung der Muttermilchpro-

ben wurden sowohl im hohen Bereich (100 nmol Isoflavonstandardgemisch/L, 40
nmol Flavanolstandardgemisch/L) als auch im niedrigen (25 nmol Isoflavonstan-
dardgemisch/L, 10 nmol Flavanolstandardgemisch/L) berechnet. In Tabelle 7 sind
die durchschnittichen Wiederfindungen nach jeweils dreimaliger Aufbereitung

dargestellt.

Tabelle 7: Wiederfindungen (%) der Flavonoide nach
benaufbereitung (n=3)

entsprechender Pro-

(n=23) Cat Epi EGCG ECG

WF im hohen Bereich 102,3+4,8 |101,3+3,1 {1075+1,9 | 79,6 +2,7
WF im niedrigen Bereich | 100,7 +1,3 | 106,7+1,5 | 78,1+0,3 |76,6+1,2
(n = 3) DA GE

WEF im hohen Bereich 97,2+3,7 107,7 £5,4

WF im niedrigen Bereich 1044+19 |96,4%0,6
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4.4 Flavonoidgehalte und antioxidative Kapazitat in den
Testgetranken

* Flavonoidgehalt
Die Isoflavonkonzentrationen im verwendeten Sojagetrank wurden in zwei 250 mL
Tetra Pak-Portionen aus einer Charge bestimmt. Jeweils drei Aliquote (a 1 mL)
einer Packung wurden extrahiert, doppelt aufbereitet und analysiert. Die mittlere
Daidzein-Konzentration lag bei 7,6 £ 0,5 und die des Genisteins bei 4,8 + 0,5
mg/250 mL Testgetrank (Abbildung 17). Mit dem Sojagetrank nahmen die Stillen-
den somit taglich 12,4 mg Isoflavone bei 100%iger Compliance auf. Die tagliche
mittlere Isoflavonaufnahme der Sojagruppe lag bei 12,7 mg Isoflavone (+ 0,3 mg

Isoflavone mit der Ernahrung).

Abbildung 17: Durchschnittliche Isoflavonkonzentrat ion des Sojagetrankes
(n=6)

Konzentration (mg/250mL)

Daizein Genistein

Isoflavone
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Die Flavanolgehalte (Cat, Epi, ECG und EGCG) im Teegetrdnk wurden in funf

verschiedenen Teeaufgussen (3 g/150 mL, 3 min.) gemessen. In Tabelle 8 sind

die mittleren Gehalte der Flavanole im Tee angegeben. Die tagliche Flavanolzu-

fuhr (300 mL Tee/Tag) lag bei etwa 67 mg; unter Bericksitigung der Erndhrung

nahmen die Stillenden durchnittlich 99 mg Flavanole am Tag auf.

Tabelle 8: Durchschnittliche Flavanolgehalte im Tee

mg/L MW +SD
Cat 2,9 0,3
Epi 20,9 0,9
ECG 67,4 4,5
EGCG 131,8 14,2

* Antioxidative Kapazitat

(n=5)
mg/300 mL | MW +SD
Cat 0,9 0,1
Epi 6,3 0,3
ECG 20,2 1,4
EGCG 39,6 4,3

Jeweils zwei Aliquote aus funf Teeaufgliissen und zwei Aliguote aus zwei Sojage-

trankpackungen wurden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat verwendet.

Im Tee konnte ein TEAC Wert von 15,6 mmol/L £ 1,06 und im Sojagetrank ein

Wert von 5 mmol/L = 1,3 nachgewiesen werden. In Abbildung 18 sind die Ergeb-

nisse graphisch dargestellt.

Abbildung 18: Antioxidative Kapazitat in den Testge
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4.5 Flavonoidgehalt in der Muttermilch

4.5.1 Intervention mit dem Sojagetrank

Vor der Intervention lag der Isoflavon-Gehalt in der Muttermilch bei allen Proban-
dinnen unter dem Detektionslimit (Daidzein: 6,25 nmol/L, Genistein: 2,5 nmol/L).
Nach Konsum des Sojagetrankes konnten in insgesamt 17 [von insgesamt 54 (3
Abnahmetage x 18)] Milchproben keine Isoflavone oberhalb des Detektionslimits
gemessen werden. Fir die statistische Berechnung wurde in diesen Féllen der
Daidzein- und Genisteingehalt auf einen Wert festgelegt, der 10% unterhalb des
entsprechenden Detektionslimits lag (Daidzein: 5,6 nmol/L und Genistein: 2,3

nmol/L).

* Veranderungen der Isoflavonkonzentrationen nach Int ~ ervention

Die Gesamt-Isoflavonkonzentration in der Muttermilch veranderte sich in der
Sojagruppe signifikant (Tab.9). Im Vergleich zu den Ausgangswerten (t;) sind die
Konzentrationen nach 3 bzw. 6 Interventionstagen (t4, 7) (p < 0,005) sowie am ers-
ten Tag nach der Intervention (tg) signifikant héher (p = 0,03).

Auch Genistein steigt im Vergleich zum Ausgangswert signifikant an (t; zu t;: p =
0,001; t7 zu t3: p = 0,006; tg zu t;: p = 0,04; tg zu t4: p = 0,013). Die Konzentrationen
von Daidzein sind dagegen nur wahrend der Intervention (t5, 7) signifikant zum
Ausgangswert (t;) angestiegen (p = 0,001 bzw. p = 0,05). Die Daidzein- und Ge-
nisteinkonzentrationen sind an allen Abnahmetagen hochsignifikant verschieden
(ts: p = 0,001; t;: p = 0,003; tg: p = 0,001). Die Ergebnisse sind zusatzlich gra-
phisch dargestellt.
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Tabelle 9: Isoflavonkonzentrationen in der Muttermi Ich (nmol/L); Durch-
scnittswerte (Minimum- und Maximalwerte)
Kontrolle Gruppe 1
(Soja)
(n=8) (n=18)
t; Daidzein <DL <DL
Genistein <DL <DL
Total <DL <DL
t, Daidzein <DL 9,3+472
(5,6 -19,4)
Genistein <DL 4,9+277
(2,3-12,6)
Total <DL 142 +55
(7,9 — 25,6)
t; Daidzein <DL 9,1+4,8
(5,6 — 20,6)
Genistein <DL 43+27
(2,3-11)
Total <DL 13,4571
(7,9 -22,9)
tg Daidzein <DL 7,3+3,3
(5,6 - 15,3)
Genistein <DL 35+23
(2,3-10,8)
Total <DL 10,8 +5,T
(7,9—23,1)

< DL = Werte unterhalb des Detektionslimi®aidzein: 6,25 nmol/L, Genistein: 2,5
nmol/L); fur die statistische Auswertung wurde B nmol Daidzein/L und 2,3 nmol Ge-
nistein/L und 7,9 nmol Gesamt-Isoflavone/L gerethne

” hochsignifikante (p<0,005) bzwsignifikante (p<0,05) Veranderung zu t

# signifikante Veranderungen zu t
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Abbildung 19: Daidzein- und Genisteinkonzentration
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4.5.2 Intervention mit entkoffeiniertem Schwarztee

Weder in der Kontrollgruppe noch in der Interventionsgruppe waren Flavanole in

der Muttermilch nachweisbar. Da Ethylgallat als interner Standard mitgefthrt und

in den Muttermilchproben nach entsprechenender Aufbereitung sehr gut wiederge-

funden wurde, sind Verluste durch die Aufbereitung auszuschlieRen. Trotz der

Etablierung einer sehr sensitiven Methode mit einem geringen Detektionslimit von
2,5 (Cat und Epi) und 5 nmol/L (EGCG und ECG) waren Flavanole in der Milch

nicht nachweisbar.
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4.6 Glutathion

Wahrend der Intervention traten keine signifikanten Veranderungen im Glutathion-
gehalt der Muttermilch auf (Tabelle 10). Die Glutathionkonzentrationen in der Mut-
termilch der beiden Interventionsgruppen waren mit denen der Kontrollgruppe an
jedem Abnahmetermin vergleichbar.

Tabelle 10: Durchschnittliche Glutathionkonzentrati on (umol/L) in der Mut-
termilch

t, ta t; tg
Kontrolle
(n=18) 2411 24+14 19+14 2,1+0,8
Gruppe 1
(Soja) 24+1.4 22+1.2 22+1,1 2,0+0,7
(n=18)
Gruppe 2
(Tee) 1,9+0,9 20+11 1,9+0,8 2,0+0,7
(n=18)
Gesamt 22+172 21+1,.2 20+£1,0 2,0+0,7
(n=44)
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4.7 Antioxidative Kapazitat in der Muttermilch

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den beiden Interventionsgruppen ist die

antioxidative Kapazitat in der wassrigen Phase signifikant hoher als in der lipophi-

len Phase (p < 0,001). Die Werte jedes Abnahmetermins sind mit den Ergebnissen

der jeweiligen anderen Gruppe vergleichbar. Es gibt keine signifikanten Unter-

schiede im Gruppenvergleich (siehe Abbildung 20).

Wahrend der Intervention andert sich das antioxidative Potential in der Kontroll-

und in beiden Interventionsgruppen nicht (Tabelle 11).

Abbildung 20: Antioxidative Kapazitat in der lipoph

der Muttermilch (MW+SD)
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Tabelle 11: Antioxidative Kapazitat (mmol/L) in der Muttermilch
Kontrolle Gruppe 1 Gruppe 2
(Soja) (Tee)
(n=28) (n=18) (n=18)
ts lipophil 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
wassrig 12+0,4 1,3+04 1,3+04
Total 1,3+0,4 1,4+0,5 1,4+0,5
ta lipophil 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
wassrig 12+04 1,3+04 1,3+04
Total 1,3+0,3 1,4+0,4 1,4+0,4
t; lipophil 0,1+0,1 0,1+0,2 0,1+0,1
wassrig 1,3+04 1,3+04 1,3+04
Total 1,3+0,4 1,4+0,5 1,4+0,4
tg lipophil 0,1+0,1 0,1+0,2 0,1+0,1
wassrig 1,2+0,3 1,2+04 1,2+04
Total 1,3+0,4 1,4+0,5 1,3+04
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5. Diskussion

5.1 Studiendesign,-durchfiihrung und Methoden

Viele in vivo Studien zeigen, dass Flavonoide gesundheitsférdernde Eigenschaf-
ten besitzen [1, 83-85]. Nach entsprechender Intervention sind sie im Plasma
nachweisbar und haben eine positive Wirkung auf verschiedene Stoffwechselvor-
gange, was unter anderem auf ihre antioxidativen Eigenschaften zuriickzufiihren
ist. Ergebnisse aus experimentellen Tierstudien zeigen, dass Krebserkrankungen
bei Tieren signifikant weniger auftreten, wenn diese als Jungtiere mit Genistein
behandelt wurden [86, 87]. Solche Ergebnisse sprechen daflir, dass das Stillen
durch eine flavonoidkonsumierende Mutter krebsvorbeugende Wirkung beim Kind
haben kann. Die Dosierungen in den tierexperimentellen und in vielen in vivo Stu-
dien sind jedoch hoher als die Konzentrationen, die tber den ublichen taglichen
Verzehr von Lebensmitteln erreicht werden kdnnen. Dennoch postulieren Franke
et al. einen krebsvorbeugenden Effekt durch Isoflavon-Exposition in einer sehr
frihen besonders kritischen Entwicklungsphase. In der vorliegenden Studie sollte
Uberprift werden, ob durch einen sechstagigen Konsum eines handelstblichen
flavonoidreichen Getrankes Flavonoide in die Muttermilch Gbergehen und ob sich

dadurch die Qualitat der Muttermilch verandert.

» Studiendesign und -durchflihrung
Im Rahmen einer monozentrischen Studie mit kontrolliertem Design wurde eine
Intervention mit 44 Stillenden durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um Stillende,
die den 27. Laktationstag abgeschlossen und demnach keine Stillprobleme hatten
sowie den ublichen Stillrythmus gewohnt waren. Die Rekrutierung erfolgte block-
randomisiert Uber 24 Monate im Evangelischen Waldkrankenhaus Berlin-
Spandau. Die Probandinnen gaben ihr schriftliches Einverstandnis und erhielten
nach einer eingehenden Projektaufklarung und Uberprifung der Ausschlusskrite-
rien ein handelsubliches flavonoidreiches Getrank. Dabei handelte es sich um ein
Sojagetrank mit Vanillegeschmack (250 mL/Tag; Alpro® soja) und um einen ent-
koffeinierten Schwarztee (300 mL/Tag; TeeGschwendner). Die Wahl fiel auf einen
entkoffeinierten Tee, da in der Stillzeit das Koffein tber die Muttermilch an den

Saugling weitergegeben wird. Sauglingen fehlt ein bestimmtes Enzym in der Le-

50



Diskussion

ber, das zum Abbau des Koffeins notwendig ist. Dementsprechend ist die Wirkung
des Koffeins bei Neugeborenen sehr stark.

Uber einen Zeitraum von sechs Tagen sollten die Getranke jeden Morgen getrun-
ken und am Abend die Muttermilch mit einer Pumpe abgepumpt werden. Denn
Franke et al. haben in ihrer Studie festgestellt, dass nach etwa 12 Stunden der
Isoflavon-Maximalwert in der Muttermilch erreicht wird [68]. In der vorliegenden
Studie wurden taglich verzehrsiubliche Dosierungen (250mL = 1TetraPak Soja-
milch bzw. 300mL = 2 Tassen Tee) Uber einen Zeitraum von sechs Tagen konsu-
miert, um zu Uberprufen, ob positive physiologische Effekte durch einen tblichen
taglichen Verzehr von Lebensmitteln beobachtet werden kdnnen. Zusatzlich wur-
den die Frauen angehalten, ein 3-tdgiges Ernahrungsprotokoll selbststandig zu
fuhren, um den Anteil der nutritiven Zufuhr an Antioxidantien und Flavonoiden
Uber die Lebensmittel ermitteln zu kénnen. Die berechnete Isoflavonzufuhr lag im
Mittel bei 244 pg/Tag und ist vergleichbar mit den Werten aus hollandischen Ver-
zehrstudien. Dort ermittelte Boker et al. eine Menge von 312 ug/Tag [88]. Dage-
gen sind die ermittelten Werte in der hier vorliegenden Studie im Vergleich zu den
in Asien festgestellten Mengen sehr niedrig. Die mittlere Isoflavonaufnahme in
China und Korea liegt bei 7,8 mg/Tag und in Japan liegt sie zwischen 30,5 bis
89,9 mg/Tag [89-91]. Die mittlere Flavanolzufuhr der Stillenden lag bei etwa 22
mg/Tag. Diese Menge ist geringer als die, welche in einer hollandischen Studie
von Arts et al. ermittelt wurde. Arts et al. bestimmten eine durchschnittliche Flava-
nolzufuhr von 59,8 mg/Tag [72, 92]. Dass Flavonoide mit den Lebensmitteln tGber
den gesamten Studienzeitraum konsumiert wurden, konnte nicht ausgeschlossen
werden. Obst und Gemise stellen eine reichhaltige Flavonoidquelle dar, auf die
die Stillenden acht Tage nicht verzichten sollten. Zudem konnte aus organisatori-
schen Grunden den Stillenden kein standardisiertes Essen Uber acht Tage ange-
boten werden, da sie sich nicht Uber den Studienzeitraum im Krankenhaus befan-
den. Bei der Auswertung der Erndhrungsprotokolle wurde aufRerdem festgestellt,
dass die durchschnittliche Energiezufuhr der Stillenden nur 2264 + 673 kcal/Tag
betrug und somit um etwa 24% unterhalb des Richtwertes fur Stillende der ge-
meinsamen Referenzwerte der Deutschen, Osterreichischen und Schweizerischen
Gesellschaften fur Ernéhrung (D A CH, 2000) lag. Dies ist womdoglich auf eine Un-
terschatzung der eigenen Verzehrsmengen (Underreporting) zurtickzufiihren.

Nach Goldberg et al. [93] liegt dann ein ,Underreporting” vor, wenn der Quotient
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aus der Ennergiezufuhr und dem Grundumsatz unter 1,1 lag, was bei drei Ernah-
rungsprotokollen der Fall war.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung der Muttermilch. Eine zu-
satzliche Messung der Flavonoidkonzentration und des antioxidativen Potentials
im Blutplasma der S&auglinge hatte weiterfiihrende Erkenntnisse gebracht. Da
Sauglinge aber Uber sehr wenig Blut verfigen und zu dem Zeitpunkt noch nicht
feststand, ob und wie viel Flavonoide in die Muttermilch Ubergehen, wére es
schwierig gewesen, dieses Vorhaben von der Ethikkommission genehmigen zu

lassen.

 Methoden

o Chromatographische Bestimmung der Flavonoide
Grundvoraussetzung fur die Bestimmung der Flavonoide war die Etablierung einer
reproduzierbaren und routinemafig anwendbaren Analysemethode zur Auftren-
nung und Quantifizierung der Flavonoide in der Muttermilch.

Aus der Literatur bekannte Verfahren zur Flavonoidbestimmung sind die HPLC-
Massenspektrometrie (MS), Gaschromatographie (GC) und verschiedene Enzym-
immunoassays (ELISA, RIA). Neben diesen genannten Methoden wird die Hoch-
leistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) zur Konzentrations-bestimmung
von Flavonoiden sowohl im Lebensmittel als auch im biologischem Material haufig
beschrieben [67-69, 71, 94-97]. In der vorliegenden Studie wurden die Flavonoide
mit einem elektrochemischen Detektor gemessen. Die beiden Flavonoidgruppen
(Isoflavone und Flavanole) besitzen jedoch verschiedene Oxidationspotentiale.

Demnach mussten zwei getrennte Analysen mittels HPLC erfolgen.

» [soflavone
Aus der Literatur ist bekannt, dass das optimale Potential zur elektrochemischen
Detektion der Isoflavone bei 750 mV liegt [97]. Auch in der vorliegenden Studie
waren nach Injektion eines angesetzten Standards entsprechende Peaks fiur Ge-
nistein und Daidzein bei diesem Potential nachweisbar. Bei der Wahl des geeigne-
ten Laufmittels fiel die Entscheidung auf das von King und Bursill [98] verwendete
isokratische Verfahren mit einem Ammoniumacetat-Methanol-EDTA-haltigem
Laufmittel. Das in der vorliegenden Arbeit ermittelte Detektionslimit fir Genistein
und Daidzein lag bei 2,5 bzw. 6,25 nmol/L. Der Vergleich mit anderen Studien

52



Diskussion

zeigt die hohe Sensitivitdt des beschriebenen Verfahrens. Vergleichbar sind die
Werte mit denen von Gamache et al. [99], die mit einem Coul-Array-Detektor ana-
lysiert haben und somit gleichzeitig mit mehreren Potentialen messen konnten. Sie
erreichten ein Detektionslimit von 5,2 nmol/L fir Daidzein und von 7,3 nmol/L fir
Genistein. Studien, in denen das Daidzein und das Genistein mittels Fluoreszenz-
detektion analysiert wurden, liegen nicht vor, obwohl dieses Detektionsverfahren
weitaus empfindlicher ist als die Messung mittels UV-Detektion. Wang et al. [100]
untersuchten in einer Studie den Isoflavongehalt in der Sojabohne mittels UV- und
Fluoreszenzdetektion. Ein Standardgemisch bestehend aus funf Isoflavonen wur-
de von dem UV-Detektor analysiert, jedoch nicht alle von dem Fluoreszenzdetek-
tor. Er detektierte nur das Daidzein, Formononetin und das Coumestrol. Genistein
und Biochanin A haben keine fluoreszierenden Eigenschaften, sodass die Mes-
sung mit einem entsprechenden Detektor nicht mdglich ist [97].

Die abschlieBende Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Linearitat der Isof-
lavone zusammen mit dem Laufmittel zeigte sehr gute Resultate. Fir beide Isof-
lavone ergab sich eine hervorragende Reproduzierbarkeit. Der Variationskoeffi-
zient fur Genistein lag bei 3,3% und der fur Daidzein bei 4,2%. In einem Konzent-
rationsbereich von 6,25 — 100 nmol/L konnte eine sehr gute Linearitdt nachgewie-
sen werden (siehe Abbildung 15). Somit wurde eine sensitive und reproduzierbare

Methode zur chromatographischen Isoflavonbestimmung etabliert.

= Flavanole

Flavanolbestimmungen in der Muttermilch mittels HPLC liegen bis dato nicht vor.
Demnach waren auch hier Studien, in denen die Flavanolkonzentration im Plasma
mittels HPLC und anschlieRender elektrochemischer Detektion bestimmt wurden,
Orientierungshilfen. Doch viele Autoren verwendeten fir ihre Flavanolanalysen
einen Dioden-Array Detektor, da im Allgemeinen die Polyphenole aufgrund ihrer
Molekulstruktur UV-Licht sehr gut absorbieren kénnen.

Einige Arbeitsgruppen, die sich mit der Analyse von Flavanolen im Plasma mittels
HPLC und anschlielender elektrochemischer Detektion beschaftgt haben, ver-
wendeten entweder einen Single Cell, einen Dual Channel oder Multichannel De-
tektor. Diese Detektoren messen entweder nur bei einem Potential oder bei zwei
bzw. mehr Potentialen gleichzeitig [78, 101, 102]. Die von den verschiedenen Ar-

beitsgruppen eingestellten Potentiale liegen im Bereich von 250mV - 800mV. Die
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Proben der vorliegenden Studie wurden bei einem Potential von 650mV analysiert.
Erst bei diesem Potential waren deutliche Peaks aller Flavanole erkennbar (siehe
Abbildung 13).

Die Wahl des Laufmittels zur Flavanolbestimmung fiel in der vorliegenden Arbeit
auf das von Starp et al. [103] und Breidenassel et al. [104] verwendete isokrati-
sche Verfahren mit einem Phosphorséure-Acetonitril-haltigem Laufmittel, bei dem
die Detektion mit einem UV- bzw. Fluoreszenzdetektor erfolgte. Bei dem Verfah-
ren mit dem UV-Detektor lag die Nachweisgrenze bei 1,5 pmol/L und mit dem Flu-
oreszenzdetektor bei 500 nmol/L [103, 104]. In der vorliegenden Arbeit konnten
mit dem elektrochemischen Detektor Flavanolkonzentrationen im Bereich von 5
nmol/L nachgewiesen werden. Es wurde in Anlehnung an Umegaki et al. [102] das
Ethylgallat als interner Standard eingesetzt.

Die getestete Reproduzierbarkeit erzielte zusammen mit der gemessenen Lineari-
tat hervorragende Ergebnisse. Der Variationskoeffizient als Mal3 fur die Reprodu-
zierbarkeit lag zwischen 5-9% und der Korrelationskoeffizient als Ausdruck fir die
Linearitat betrug 0,9982 und 0,9996 (siehe Abbildungen 16).

Wie fur die Isoflavonbestimmung konnte auch fur die Flavanolbestimmung eine

sensitive Methode mit einem geringen Detektionslimit etabliert werden.

o Aufbereitung der Muttermilch mittels SPE
Fur die Aufreinigung der Muttermilchproben zur Flavonoidbestimmung erfolgten
zwei getrennte Probenaufbereitungen. Beide Aufbereitungen erfolgten mit SPE
Kartuschen. Fiur die Bestimmung der Flavonoide in biologischem Material ist eine
vorherige enzymatische Behandlung der Proben notwendig. Die glukuronidierten
und sulfatierten Flavonoidmetabolite werden durch das aus Glukuronidase und
Sulfatase bestehende Enzymgemisch hydrolysiert, so dass nach entsprechender
Inkubation die dann vorliegenden Aglykone analysiert werden konnen. In der
Testphase wurde festgestellt, dass durch die Enzymbehandlungen Verunreinigun-
gen in der Probe auftraten. Eine Dialyse der Enzymlosung tUber Nacht gegen des-
tilliertes Wasser zeigte wesentliche Verbesserungen. Bevor jedoch das dialysierte
Enzymgemisch den Proben zugesetzt werden konnte, wurde die Aktivitat der Glu-
kuronidase und der Sulfatase tUberpruft. Dabei erfolgten eine photometrische Mes-

sung der Enzym-Umsetzungsrate und eine anschlieRende Berechnung der Aktivi-
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taten beider Enzyme. Die Verlustraten durch die Dialyse waren minimal, sodass
eine Verdunnung der Enzymlésung vor Zugabe zu den Proben notwendig wurde.

» [soflavone

In Vorversuchen wurden Aufbereitungen mit Ethylacetat als Bestandteil der Flis-
sig-Flussig-Extraktion nach Franke et al. getestet [71]. Es wurden sowohl Stan-
dards als auch mit einer genauen Isoflavonkonzentration versetzte Muttermilch-
proben zur Analyse herangezogen. Doch das Arbeiten mit Ethylacetat und die an-
schlieBende Stickstoffbegasung erwiesen sich als unguinstig, da bei der elektro-
chemischen Detektion die Isoflavone von dem Ethylacetat Giberdeckt wurden und
so nicht nachgewiesen werden konnten.

Als Alternative zur Flussig-Flissig Extraktion wurde die Festphasenextraktion mit
entsprechenden SPE-Kartuschen in Betracht gezogen, da viele Autoren dieses
Verfahren zur Aufbereitung von Plasma- und Urinproben verwendeten [105-108].
In einer Studie von Rostagno et al. [77] wurden acht verschiedene SPE-
Kartuschen fur die Probenaufbereitung zur Isoflavonbestimmung getestet. Dabei
handelte es sich um Kartuschen mit unterschiedlichen Sorbentien (Silika-, Divi-
nylbenzol- und modifiziertes Divinylbenzol-Sorbens). Erst die Anwendung von
Strata X Kartuschen, deren Festphase aus Styroldivinylbenzolpolymeren besteht,
zeigte zufriedenstellende Ergebnisse (siehe Kapitel 4.3.2). Sowohl in der oben ge-
nannten Studie als auch in der hier vorliegenden Arbeit wurde mit Methanol als
Elutionsmittel gearbeitet. Es konnte gezeigt werden, dass die Isoflavone von der
Festphase zuriickgehalten und mit dem Elutionsmittel herausgeldst wurden. In der
vorliegenden Arbeit und auch in der Studie von Rostagno et al. [77] konnten mit
dieser Methode sehr gute Wiederfindungen erzielt werden. Es liegt daran, dass
die Isoflavone aufgrund ihrer chemischen Struktur mit allen polaren, lipophilen und
auch aromatischen Anteilen des Sorbens interagieren kdénnen. Somit liegt eine
insgesamt relativ feste Bindung vor, die aber durch ein Lésemittel wie Methanol
gut aufgeldst werden kann.

Mit dem Speed-Vac Konzentrator konnten unter Vakuum maximal 32 Losungen
gleichmafig bis zur Trockene eingeengt werden; die zu messenden Isoflavone
verblieben als dinner Film am Boden des Rohrchens und wurden anschlieend
mit dem verwendenten HPLC-Laufmittel gelést und nochmals mit Filtereinheiten

filtriert. Die Wiederfindungen lagen bei 96-108% und die Reproduzierbarkeit der
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Aufbereitung bei einem Variationskoeffzienten 3,8 % (Daidzein) und bei 5% (Ge-

nistein).

« Flavanole

In den Vorversuchen wurden die Muttermilchproben nach Kivits et al. [76] aufbe-
reitet, da diese Methode fiur die Flavanolbestimmung im Tee und auch im Plasma
etabliert ist. Jedoch zeigten sich keine zufriedenstellenden Ergebnisse, da die Fla-
vanolpeaks in der Probe durch andere Peaks Uberdeckt wurden. Verschiedene
Autoren fuhrten Festphasenextraktionen mit entsprechenden Kartuschen durch,
sodass dieses Verfahren als Alternative zur Aufbereitung nach Kivits et al. in Be-
tracht gezogen wurde. Beispielsweise verwendeten Umegaki et al. C18 Kartu-
schen zur Probenaufreinigung und Methanol als Elutionsmittel [102]. Auch in der
vorliegenden Arbeit gelang durch das Verwenden herkdmmlicher C18 Kartuschen
mit Methanol als Eluenten eine bessere Aufreinigung der Probe. Jedoch wurden
sehr geringe Wiederfindungen der Flavanole in der Milch gemessen (< 65%).
Auch das Verwenden verschiedener Elutionsmittel (Methanolverdiinnungen oder
Ethylacetat), die in diversen Studien fir die Flavanolaufbereitung beschrieben
wurden [101, 102, 109], und mehrmaliges Eluieren (2-3 mal) zeigten keine Besse-
rung. Demnach lag die Vermutung nahe, dass die Flavanole von der C18-Saule,
genauer von dem Fullmaterial, nicht zurtickgehalten wurden.

Unno et al. [78] testeten verschiedene SPE-Kartuschen und zusatzlich unter-
schiedliche Elutionsmittel. Unter anderem wurden neben den C18 Kartuschen die
Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) Kartuschen der Firma waters® getestet. Ver-
schiedene Studien zeigten, dass diese Festphase, bestehend aus dem hydrophi-
len N-Vinylpyrrolidon und dem lipophilen Divinylbenzol, fur die Retention von Fla-
vanolverbindungen vorteilhaft war und demnach fir Aufarbeitungen zur Bestim-
mung von polyphenolischen Verbindungen eingesetzt wurden [110-112].

Nach Elution mit Methanol lagen die Wiederfindungen zwischen 5 und 89%, wobei
die Gallate kaum nachweisbar waren (5-17%). Die Ergebnisse der ubrigen Flava-
nole waren vergleichbar mit der C18- Kartuschen-Aufbereitung. Erst die Kombina-
tion von HLB-Festphasenextraktion und einem 70% DMF-Wasser Elutionsgemisch
zeigte sehr gute Wiederfindungen aller Flavanole (86-99%) [78]. In der vorliegen-
den Arbeit wurden die Proben nach der Festphasenextraktion im Speed Vac ge-

trocknet und anschlieRend in dem HPLC-Laufmittel gel6st. Eine Filtrierung der
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Analyte schlol3 die Probenaufreinigung ab. Auch in der vorliegenden Arbeit konn-
ten durch das Aufarbeiten der Muttermilchproben mit HLB-Kartuschen und dem
DMF/Wasser Elutionsmittel hervorragende Wiederfindungen (77-108%) erzielt
werden (siehe Kapitel 4.3).

Bei dieser Aufbereitung wurde Ethylgallat als internen Standard eingesetzt. Da
Ethylgallat sowohl bei -80°C als auch bei +3°C nur eine Woche stabil ist, wurde es
fur jede Aufbereitungsreihe frisch angesetzt. Der interne Standard wurde erst nach
der Enzymbehandlung zugesetzt, weil die Enzyme das Ethylgallat hydrolisieren

kénnen [102]. Die Reproduzierbarkeit der Methode lag zwischen 4,6 und 11,7%.

5.2 Flavonoidgehalte in den Testgetranken

Die Konzentrationen der Isoflavone (Dai: 7,56 + 0,5 mg Ge: 4,83 £ 0,46 mg pro
250 mL Sojagetrank) und der Flavanole (Cat: 2,9 £ 0,3, Epi: 21 + 1, ECG: 67,4
4,5, EGCG: 131,8 = 14,2 pro Liter Tee) sind vergleichbar mit Werten anderer Stu-
dien, in denen diese Testgetranke untersucht wurde [75, 113, 114]. In einer Studie
von Henning et al. [14] wurden 18 verschiedene Teesorten, darunter auch entkof-
feinierter schwarzer Tee, hinsichtlich ihrer Flavanolkonzentration untersucht. Im
entkoffeinierten schwarzen Tee konnten sie keine Flavanole nachweisen. Auch in
der fur die Auswertung der Erndhrungsprotokolle verwendeten Datenbank [15]
sind nur Flavanolspuren im entkoffeinierten Tee aufgelistet. Allerdings sind die ge-
nauen Teesorten (bspw. Darjeeling oder Ceylon) in dieser Datenbank nicht er-
fasst, sondern der Tee wird nur als schwarzer oder griiner Tee beschrieben.
Khokhar und Magnusdottir [115] haben in ihrer Arbeit herausgefunden, dass be-
sonders die Darjeeling Teesorte ein hohe Flavanolkonzentration besitzt. Die hohe
Flavanolkonzentration in der Darjeeling Teesorte ist auf verschiedene Einflussfak-
toren zuriickzufihren. Es ist bekannt, dass feinblattrige Teesorten wie der Darjee-
ling-Tee eine hoherer Extraktionsausbeute besitzen als grobblattrige Tees. Auch
haben die Herkunft und Wachstumsbedingung Einfluss auf den Flavanolgehalt in
der Pflanze. Tees aus hoch gelegenen Plantagen (1300-2000 m), wie das
Teedistrikt Darjeeling in Indien, sind qualitativ hochwertiger als bspw. Tees aus
dem sudlich gelegenen Ceylon. Dort werden die Tees als sogenannte
.Lowgrowns" (< 650 m) und ,Mediums*” (650-1300 m) angebaut [116]. Ein weiterer
Grund ist die Entkoffeinierungsmethode. Bei dem hier verabreichten Tee wurde
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die schonende Kohlendioxid-Methode angewandt, bei der die Flavanole erhalten
bleiben. Dabei werden die Teeblatter gewassert und anschlielend kontinuierlich
mit Kohlendioxid begast, das das Koffein bindet. Kieselerde oder Aktivkohle wir-

ken dann wie eine Art Magnet und helfen das so geldste Koffein zu extrahieren.

5.3 Flavonoide in der Muttermilch

Es stellte sich zunachst die Frage, wie diese Substanzen in das Brustdriisenge-
webe und letztendlich in die Milch gelangen konnten.

Wie in Kapitel 1.3 schon ausgefiuhrt, gibt es verschiedene Transportwege, um In-
haltsstoffe aus dem Blut in die Milch zu befordern. Jedoch ist es bis dato noch
nicht geklart, auf welchem Wege die Flavonoide die Zellwand passieren. Da die
Flavonoide im Blut metabolisiert vorliegen, also glukuronidiert und sulfatiert sind,
wird der Transport in die Epithelzelle der Muttermilchdriise anders erfolgen als die
Aufnahme der Flavonoide in die Enterocyten. Eine Diffusion der glucuronidierten
Substanzen ist aufgrund ihrer starken sauren Eigenschaft (pKa= 2-3) unwahr-
scheinlich [21]. Neben der Transcytose kdnnte auch der parazellulare Weg tber
die Tight Junctions eine Alternative sein. Das bedeutet, dass die metabolisierten
Flavonoide ungehindert aus dem Blutstrom in das Lumen der Alveole und somit in

die Muttermilch gelangen.

5.3.1 Isoflavongehalt in der Muttermilch

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Isoflavonkonzentrationen
in der Muttermilch durch die Intervention signifikant angestiegen sind, im Verlauf
der Testphase konstant blieben und am Tag nach der Intervention im Vergleich
zum ersten Interventionstag wieder signifikant abgesunken sind. Im Rahmen eini-
ger Bioverfugbarkeitsstudien wurden ahnliche Ergebnisse in Plasmaproben erzielt
[83, 117].

Viele Autoren stellten in Untersuchungen fest, dass Isoflavone besser absorbiert
werden als die Ubrigen Untergruppen der Polyphenole [2]. Andlauer et al. [21] un-
tersuchten mit einem Perfusionsmodell an einem isolierten Rattendinndarm die

Absorption von Genistin. Sie stellten eine Absorptionsrate im Dinndarm von etwa
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15% fest. Im Vergleich zum Genistin werden die Flavanole Epicatechin und Cate-
chin nur zu etwa 4% absorbiert [89]. Die Absorptionsraten von den ubrigen Isof-
lavonen im Didnndarm liegen nicht vor. Jedoch zeigen Interventionssstudien am
Menschen, in denen die Bioverfigbarkeit der Isoflavone anhand der Urinaus-
scheidung uberprift wurde, dass die Absorptionsrate von Daidzein zwischen 20
und 50% und die von Genistein zwischen zwischen 5 und 20% liegen. Die Wieder-

findung im Faeces liegt unter 5% [23].

In Tabelle 12 sind die durchschnittlichen maximalen Plasmakonzentrationen (Cmax)
und deren Zeitpunkte (Tmax) von Probanden aus Bioverfligbarkeitsstudien zusam-

mengefasst, die jeweils 50 mg Aglykonaquivalente einnahmen.

Tabelle 12: Vergleich der Bioverfugbarkeit verschie  dener Flavonoide [2]

Tmax () Crmax (Lmol/L) Ty (h)

MW Min - Max MW Min - Max MW Min - Max
Daidzein 4,9 3,0-6,6 1,6 0,8-3,0 8,5 7,7-9,3
Genistein 4,1 3,0-5.2 2,7 1,3-45 7,1 6,8-7,5
EGC 1,4 05-2,0 1,1 0,3-2,7 2,3 1,7-28
EGCG 2,3 16-3,2 0,1 0-04 3,5 25-51
Cat/Epi 1,8 05-25 0,4 0,1-11 2,5 1,1-41
Naringin 5,0 4,6-55 0,5 0,1-1,5 2,1 1,3-2,7
Hesperidin 5,5 54-5,8 0,5 0,2-0,9 2,2

Ein Grund flr die bessere Absorptionsrate der Isoflavone gegeniiber anderer Po-
lyphenole ist ihre chemische Struktur. Die Isoflavone sind in der Sojabohne und in
nicht fermentierten Lebensmitteln, wie in dem hier verabreichten Sojagetrank,
hauptsachlich an Zucker gebunden und liegen als Glykoside vor [7, 9]. Diese Zu-
ckerkomponente schitzt moglicherweise das Aglykon vor dem Abbau durch
Darmbakterien. Nach erfolgter Hydrolyse des Zuckerrestes konnen so vermehrt
unveranderte Aglykone aufgenommen werden. In der Pharmakologie wird dieses
Verfahren der Anlagerung eines Schutzmolekils an einen bestimmten Wirkstoff
angewendet, um diesen vor Metabolisierungen durch Darmbakterien zu schiitzen.
Ausserdem ist die verringerte Proteinbindung der Glycoside im Vergleich zu den
Aglykonen ein weiterer Grund fir die bessere Bioverfugbarkeit von Isoflavonen. In
einer Studie mit dem Aglykon Quercetin und seinem 3-O-Rhamnosylglycosid Rutin
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konnte gezeigt werden, dass die Absorption der Aglykone durch Nahrungsproteine
erschwert wird [118].

Neben der besseren Bioverflgbarkeit der Isoflavone ist in der Tabelle ersichtlich,
dass die nachweisbaren Isoflavonmetabolite nach 6-8 Stunden maximale Plasma-
konzentrationen erreichen [2, 6, 119, 120], in der Milch nach etwa 10-14 Stunden
[71]. Die meisten anderen Polyphenole erreichen dagegen viel friher ihre Maxi-
malkonzentrationen im Plasma. Zudem werden Daidzein und Genistein sehr lang-
sam abgebaut, ihre Halbwertszeiten liegen zwischen 6 und 8 Stunden [2]. In vivo
bedeutet dies fur die Isoflavone, dass sie einen héheren und langer andauernden
Wirkspiegel im Plasma bzw. in der Milch besitzen. Dies begrindet auch die stabile
Isoflavonkonzentration in der Muttermilch wahrend der Interventionsphase. An-
hand der oben genannten Studien ist auch bekannt, dass die Ausgangswerte der
Isoflavone im Plasma nach etwa 2 Tagen und in der Milch nach etwa 2-4 Tagen
wieder erreicht werden. Dies spiegelt sich auch in dem vorliegenden Ergebnis
wieder; die Isoflavonkonzentration am ersten Tag nach der Intervention (t,) ist sig-
nifikant niedriger (p = 0,02) als die Konzentration am zweiten Abnahmetag wéh-

rend der Intervention (ts).

Die Arbeitsgruppe Franke et al. [67 - 69, 71, 121] beschaftigt sich mit der Untersu-
chung der Isoflavonkonzentration in der Muttermilch. In einer ihrer élteren Studien
erfolgte eine Intervention mit nur einer Probandin. Innerhalb von sechs Tagen
wurden an drei Terminen 5-20 g gerdstete Sojabohnen mit einem Genistein- und
Daidzeingehalt von 913 bzw. 830 mg/kg konsumiert. Da Muttermilchproben nach
jeder Futterung des Sauglings gesammelt und analysiert wurden, konnte festge-
stellt werden, dass 12 Stunden nach der Intervention die maximalen Isoflavonkon-
zentrationen in der Muttermilch erreicht wurden. Bei einer Zufuhr von 5 g Soja-
bohnen, deren Isoflavonkonzentration vergleichbar mit der Konzentration in dem in
der vorliegenden Studie verabreichten Testgetrank ist, waren die Werte in der
Muttermilch auf circa 30 nmol Genistein/L und 18 nmol Daidzein/L angestiegen. In
der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls 12 Stunden nach Testgetrankzufuhr im
Rahmen des ublichen Stillrhytmus Muttermilchproben gesammelt und am zweiten
Abnahmetag ein durchschnittlicher Daidzeinwert von 9,3 nmol/L bzw. fir Genistein
von 4,9 nmol/L gemessen. Diese Werte sind sehr viel niedriger als die von Franke

et al. ermittelten Konzentrationen. Deren Ergebnisse sind allerdings schwierig zu
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interpretieren. In ihrer Studie wurde nur eine Stillende rekrutiert, da der Schwer-
punkt der Arbeit in der Methodenetablierung lag. Die Analysen einer Probandin
sind aber nicht reprasentativ, da sehr starke interindividuelle Unterschiede hin-
sichtlich der Isoflavonabsorption und —verteilung auftreten kénnen [122, 123].
Trotzdem stellt sich die Frage, warum bei dhnlicher Isoflavonzufuhr diese Diskre-
panz bezuglich der Flavonoidkonzentration in der Muttermilch zu beobachten ist.
Ein moglicher Grund kénnte die Darreichungsform des Lebensmittels sein. Isof-
lavone aus festen Nahrungsmitteln, wie sie von Franke et al. verabreicht wurden,
erreichen ihre Maximalkonzentration im Plasma etwa nach 8 Stunden [120]. In ei-
nigen Studien, in denen ein Sojaproteingetrank verabreicht wurde, konnte festge-
stellt werden, dass das Tnax der Plasma-lsoflavone bei etwa 6 Stunden lag, somit
2 Stunden friher [120]. Spekulation bleibt, ob in der hier vorliegenden Studie die
Isoflavonkonzentrationen in der Muttermilch zu einem friheren Zeitpunkt der

Milchprobensammlung héher gewesen waren.

In der zuletzt veroffentlichten Arbeit von Franke et al. [121] wurde eine Intervention
mit 7 Probandinnen, die tUber einen Zeitraum von zwei bis vier Tagen taglich ein
Sojaproteingetrank zu sich nahmen, durchgefiihrt. Die Sammlung der Mutter-
milchproben erfolgte 12 Stunden nach dem Konsum des Testgetrankes. Wie auch
in der hier vorliegenden Arbeit konnten Franke et al. einen signifikanten Anstieg
der Isoflavonkonzentration in der Muttermilch nachweisen. Die ermittelten Isof-
lavonkonzentrationen lagen bei etwa 70,7 nmol/L Muttermilch und sind somit h6-
her als die in der vorliegenden Arbeit zum zweiten Abnahmetag (14,2 nmol/L). Al-
lerdings enthielt das von Franke et al. verabreichte Sojaproteingetrank mehr Ge-
samtisoflavone (Dai + GE: 52,8 mg) als in der hier vorliegenden Arbeit (Dai + GE:
12,4 mg). Letztendlich sind die von Franke et al. gemessenen Konzentrationen in
der Muttermilch mit den hier vorliegenden Ergebnissen vergleichbar, wenn die un-
terschiedlichen Isoflavonmengen in den beiden Testgetranken berlcksichtigt wer-
den.

Da in der Studie von Franke et al. die Gehalte von Daidzein und Genistein nicht
einzeln sondern nur deren Verhaltnis von 0,6 angegeben wurden, kann keine ge-
naue Konzentrationsangabe der beiden Isoflavone wiedergegeben und mit den
hier gemessenen Ergebnissen verglichen werden. Ausgehend von dem oben ge-

nannten Verhaltnis ist es offensichtlich, dass, wie auch schon in der oben erwahn-
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ten alteren Veroffentlichung, der Genisteingehalt in den Muttermilchproben ten-
denziell hoher war als der Daidzeingehalt. Ob der Unterschied signifikant ist, wur-
de in beiden Veroéffentlichungen nicht angegeben. In der vorliegenden Arbeit ist
der Daidzeingehalt an allen Abnahmetagen signifikant hoher als der Genisteinge-
halt. In verschieden Studien wurden die Wiederfindungen fiir Daidzein und deren
Hauptmetaboliten im Urin untersucht. Sie liegen fur Daidzein bei 27-62% und fur
Genistein bei 7-22% der verabreichten Dosis [98, 124, 125]. Da die Daidzein-
Exkretion mit dem Urin hoher als die von Genistein ist, liegt die Vermutung nahe,
dass Daidzein besser absorbiert wird. Demgegentber wurde aber in einer Studie
von Setchell et al. [108] festgestellt, dass in der Blutzirkulation das Genistein eine
hohere Bioverfligbarkeit besitzt als das Daidzein. In dieser Studie wurden 0,4 mg
C*® markiertes Daidzein bzw. Genistein/kg KG eingesetzt und wurde nachgewie-
sen, dass nach Intervention das Genistein signifikant h6here Konzentrationswerte
im Plasma aufwies als das Daidzein. Eine Erklarung fur den Widerspruch kdnnte
der hohe Genisteinabbau in der Galle sein, der in einer Tierstudie von Sfakianos
et al. nachgewiesen wurde [126]. Spekulation bleibt, ob durch die hohere Daidz-
einkonzentration in dem hier verabreichten Testgetrank und die spéater erfolgte
zweite Absorption der Isoflavone im Zuge des enterohepatischen Kreislaufs (siehe
Kapitel 1.2) mehr Daidzein als Genistein riickresorbiert wurde und somit vermehrt

in die Muttermilch gelangte.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Isoflavone nach entsprechender Inter-
vention mit einem Sojagetrank in der Muttermilch nachweisbar sind. Mit den in
dieser Studie ermittelten durchschnittlichen Isoflavonkonzentrationen wirde ein
Saugling mit einer taglichen Trinkmenge von etwa 800 mL Muttermilch 4,2 pg
Daidzein und 2,7 pg Genistein aufnehmen. Im Vergleich enthalten sojahaltige
Sauglingsnahrungen etwa 24 - 47 mg Gesamtisoflavone/L [10, 127]. Umgerechnet
wirde ein Saugling (3 — 4 kg) mit einer Trinkmenge von 700 - 850 mL etwa 17 —
40 mg bzw. etwa 6 — 10 mg Isoflavone/kg Kérpergewicht aufnehmen. Sauglinge
kénnen Isoflavone absorbieren, wobei die Absorptionsrate von der Reife des kind-
lichen Darmes abhangt [128, 129]. Aufgrund ihrer phytodstrogenen Eigenschaften
geraten die Isoflavone stark in die Kritik. In Tierstudien konnte nachgewiesen wer-
den, dass Isoflavone das Immunsystem und die Organe des Fortpflanzungssys-

tems beeinflussen kénnen [130-133]. Jedoch muss erganzt werden, dass solche
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Beobachtungen gemacht werden, wenn sehr hohe Isoflavonkonzentrationen ver-
abreicht werden. Diese Konzentrationen werden durch sojahaltige Sauglingsnah-

rung oder isoflavonangereicherter Muttermilch nicht aufgenommen.

5.3.2 Flavanolgehalt in der Muttermilch

Die tagliche Verabreichung von 300 mL (2 x 3 g /150 mL) Tee zeigte keine Effekte
hinsichtlich der Flavanolkonzentration in der Muttermilch. Um diese Resultate zu
erlautern, muss wie bei den Isoflavonen auch die Bioverfiigbarkeit der Flavanole

im menschlichen Organismus naher betrachtet werden.

Wie in Kapitel 1.3 schon erwéhnt, ist das grundlegende Wissen zur Bioverfugbar-
keit der Flavonoide, speziell der Flavanole, im Menschen noch sehr einge-
schrankt. Bekannt ist, dass die biokinetischen Daten aller Flavanole sehr niedrig
sind [2, 23].

In einer Studie von Warden et al. [114] tranken Probanden an einem Tag zu vier
Zeitpunkten schwarzen Tee mit ungefahr der gleichen Flavanolzusammensetzung
wie in dem hier verabreichteten Tee. Blut- Urin und Faecesproben wurden in ei-
nem Zeitraum von 24-72 Stunden gesammelt. Letztendlich konnten insgesamt nur
etwa 1,68% der zugefuhrten Flavanolkonzentration in unveranderter Form in
Plasma, Urin und Faeces nachgewiesen werden. In einer Untersuchung am iso-
lierten Rattendinndarm konnte nachgewiesen werden, dass nur etwa 4 % der
verabreichten Flavanole absorbiert werden [74]. Die Ergebnisse aus Bioverfligbar-
keitsstudien am Menschen zeigen ebenfalls niedrige Absorptionsraten, die zwi-
schen 5-15% liegen [2].

Es gibt einige Faktoren, die die Absorptionsrate der Tee-Catechine im Diunndarm
beeinflussen kénnen. Viele Autoren vermuten, dass Flavanole aufgrund ihrer sau-
ren Eigenschaften im alkalischen bzw. im neutralen Milieu instabil sind [134]. Be-
statigt wurde dies unter anderem in einer Studie von Yoshino et al. [135] In dieser
Untersuchung nahm innerhalb von 5 Minuten der Gehalt an EGCG in einem alka-
lischen Darmmilieu (pH 8.5) um 81,6% ab. Zudem wurde festgestellt, dass der
Gehalt im neutralen Milieu des Plasmas einer Maus (pH 7.4) um 29.3% abnimmt.

Ein weiterer Einflussfaktor ist die Fahigkeit der Flavanole sich an Nahrungsprotei-
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ne zu binden. Im Gegensatz zu den Isoflavonen besitzen sie keine Glycosidgrup-
pe, so dass die Phenolgruppen der Flavanol-Aglykone leichter mit den Hydro-
xylgruppen der Proteine reagieren kdnnen. Diese Bindung an Proteine erschwert
die Absorption der Aglykone, da durch die Komplexbildung die Léslichkeit der
Aglykone vermindert wird [134]. In den Enterocyten des Diunndarms werden die
meisten Flavanole metabolisiert. Sehr haufig werden Flavanole durch das Enzym
Catechol O-Methyltransferase (COMT) methyliert. Baba et al. [110] stellten bei
Probanden nach Schokoladenverzehr fest, dass das in der Schokolade enthaltene
Epicatechin zu 40 % methyliert im Plasma vorlag. In einer anderen Studie, in der
Rotwein verabreicht wurde, wurden etwa 20 % der mit dem Rotwein zugefiihrten
Catechine im Plasma der Probanden methyliert. Die methylierten Flavonoid-
Metabolite werden haufig aufgrund fehlender Standardsubstanzen nicht in die

Analyse zur Bestimmung biokinetischer Daten miteinbezogen [109, 136].

Eine weitere Uberlegung fir die geringe Bioverfuigbarkeit bzw. niedrige Konzentra-
tion von Flavanolen im Plasma nach entsprechender Intervention kann eine sehr
schnelle Absorption im Gastrointestinal-Trakt und anschlieRende Metabolisierung
sowie die rasche Verteilung der Metabolite auf die verschiedenen Gewebe, u. a.
das Brustdrisengewebe, sein. Bei dem sogenannten First Pass Effect werden die
absorbierten Substanzen in der Leber metabolisiert und mit dem Urin ausgeschie-
den (siehe Kapitel 1.3). Dieser Prozess kdnnte bei den Flavanolen so rasch erfol-
gen, dass sie im Plasma und in der Muttermilch nicht mehr nachweisbar sind [22,
134]. Andere Autoren begrinden die niedrige Bioverfligbarkeit der Flavanole da-
mit, dass durch die intestinalen Transportproteine, die sogenannten Multidrug Re-
sistance Associated Proteine (MRP), die Flavanole auf die Seite des Darmlumens
ausgeschieden werden [137-142]. Physiologisch dienen diese Transportproteine
dem Efflux von endogenen cytotoxischen Verbindungen und sind entsprechend

dicht angesiedelt in Geweben mit Barrierefunktion, wie dem Darm [143].

Ein weiterer Aspekt fur die geringe Bioverfugbarkeit ist das enorme katalytische
und hydrolytische Potential des Kolons. Der Dickdarm weist eine hohe Anzahl an
Mikroorgnismen (etwa 10** Mikroorganismen/cm?®) auf, deren Enzyme Hydrolysen,
Dehydroxylierungen, O-Methylierungen, Decarboxylierungen sowie Ringspaltun-

gen katalysieren. Eine grof3e Anzahl der Flavanole, die absorbiert und metaboli-
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siert werden, gelangen mit der Galle zurtick in das Lumen und werden zusammen
mit den zugefihrten Flavanolen, die nicht im Dinndarm absorbiert werden, im
Dickdarm durch die oben genannten Enzyme weiter metabolisiert. So entsteht ei-
ne Vielzahl neuer Metabolite und einfach strukturierte Substanzen wie bspw. di-
verse Lactonderivate, Hippursédure oder Hydroxyessigsaure, aber auch Phenyl-
propionsaure und verschiedene Benzoesaurederivate wie z.B. Vanillinsaure [144,
145]. Viele dieser Metabolite konnten auch schon im Urin und Plasma nachgewie-
sen werden, so auch in einer Interventionsstudie mit schwarzem Tee, in der ein
signifikanter Anstieg der Hippursédure im Urin der Probanden gemessen wurde
[146]. In einer anderen Interventionsstudie konnten nach Verabreichung von gru-
nem Tee Laktonderivate im Plasma, Urin und Faeces der Probanden nachgewie-
sen werden. Dabei konnten die Autoren darlegen, dass die beiden gemessenen
Laktone, (-)-5-(3",4’,5'-trihydroxyphenyl)-y-valerlakton und (-)-5-(3’,4’- dihydroxy-
phenyl)-y-valerlakton, nicht in der Leber, sondern moglicherweise durch anaerobe
Bakterien der Mikroflora metabolisiert wurden [25]. Wahrscheinlich werden bis zu
50% der mit der Nahrung aufgenommenen Flavanole durch die Mikroflora des Ko-

lons metabolisiert und somit erst bioverfligbar gemacht.

Zuletzt besteht die Moglichkeit, dass neben den vielen genannten physiologischen
Einflussfaktoren die verwendete Analysemethode fir den Nachweis von Flavano-
len, sollten sie in geringen Spuren durch die Intervention in die Muttermilch ge-

langt sein, zu unempfindlich war.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Flavanole in der Muttermilch nach ei-
nem taglichen Konsum von 300 mL (2 x 3g /150 mL) entkoffeinierten schwarzen

Tee nicht nachweisbar sind.

5.4 Glutathion

In dieser Untersuchung konnte keine Veranderung des Gesamtglutathiongehalts
in der Muttermilch durch eine Intervention nachgewiesen werden. Die durch-
schnittlichen Konzentrationen an jedem Abnahmetag waren innerhalb jeder Grup-
pe und beim Vergleich der einzelnen Gruppen anndhernd lbereinstimmend. Es

gab keine signifikanten Unterschiede.
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Glutathion, ein Tripeptid aus den Aminoséuren Glutaminséure, Cystein und Glycin,
wird in allen Zellen, somit auch in den Laktocyten des Brustdrisengewebes, syn-
thetisiert. Die Aminosaure Glutamin ist eine Vorstufe der Glutaminsaure und
kommt reichlich in Sojaprodukten vor. Vor allem das Sojaprotein stellt eine hohe
Glutaminquelle dar; etwa 9,0 - 9,7 g Glutamin/100 g Protein wurden in Se-
guenzanalysen beschrieben [147, 148]. Das Molkenprotein enthalt im Vergleich
etwa 5,5 — 6,3 g Glutamin/100 g Protein [108, 149]. Somit lag die Vermutung na-
he, dass durch den Konsum des Sojagetrankes vermehrt Glutamin bzw. Gluta-
minsaure fur die Glutathionsynthese verfligbar war. Fur die intrazellulare Aufnah-
me der fur die Synthese notwendigen extrazellularen Aminosauren (Glutaminséu-
re, Cystein und Glycin), die zum Teil mit dem Testgetrank zugefiuhrt wurden, ist
unter anderem die y-Glutamyl-Transpeptidase verantwortlich. Dieses Enzym ist an
der extrazellularen Oberflache der Plasmamembran lokalisiert [150] und wurde in
weiterfihrenden Untersuchungen auch an den Zellmembranen des Brustdriisen-
gewebes charakterisiert und gemessen [151]. Dartberhinaus konnte das Enzym
auch schon in der Milch nachgewiesen werden [152, 153]. Die Aufgabe des En-
zyms besteht darin, das aus dem Plasma stammende Glutathion in seine Amino-
saurenbestandteile zu spalten [154]. Die so entstandenen freien Aminosauren
kénnen dann mittels der verschiedenen natriumabhangigen Aminosaurentranspor-
ter - Systeme in der Zellmembran in den Intrazellularraum der Zelle (z. B. Lak-
tocyte) gelangen [58]. Diese Aminosauren werden im ,freien Aminoséaurepool“ der
Zelle gesammelt und dienen dann der Milchproteinsynthese oder werden wieder
fur die Glutathionbildung zusammengefiigt. Wie das Glutathion zuriick in das
Plasma oder in das Lumen der Alveole und somit in die Milch gelangt, ist unklar
(siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Glutathionaufnahme und —synthese in der Zelle
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Warum sich der Glutathiongehalt in der Muttermilch nicht verandert hat, bleibt
Spekulation. Mdglicherweise war der Glutamingehalt in der Sojamilch nicht so
hoch, um den Glutathiongehalt im Plasma und in der Muttermilch zu beeinflussen.
Bezieht man sich aber auf die Angaben der oben genannten Sequenzanalysen,
hatten die Probandinnen taglich etwa 0,08 g Glutamin mit dem Sojagetrank aufge-
nommen. In Humanstudien konnte nachgewiesen werden, dass durch Glutamin-
supplementierung die Glutathionkonzentration signifikant ansteigt. Dabei handelte
es sich aber um Supplementierungen von 30 - 45 g/Tag beim Menschen [155,
156].

5.5 Die antioxidative Kapazitat

5.5.1 Die antioxidative Kapazitat der Testgetranke

Das antioxidative Potential der Testgetranke lag im Sojagetrank bei 5 mmol/L und
im Tee bei 15,6 mmol/L (TEAC-Wert).

Auffallig ist die im Vergleich zum Tee niedrige antioxidative Kapazitat in dem So-

jagetrank, was auf den geringeren Gehalt an Flavonoiden zurlckzufuhren ist. So-
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jamilch wird durch Einweichen und Pirieren der getrockneten Sojabohne herge-
stellt. Im Gegensatz zu Miso, SojasolRe und Tempeh wird das Sojagetrank nicht
durch Fermentation gewonnen. In einer Studie von Wang et al. [157] konnte nach-
gewiesen werden, dass mit Bakterien versetzte und somit fermentierte Sojage-
trdnke ein hoheres antioxidatives Potential (8-10,6 mmol/L) aufweisen als unfer-
mentiertes Soja (3,8 mmol/L). Dies ist u.a. auf die intrazellularen antioxidativen
Peptide der zugesetzten Organismen oder auf die mdgliche Bildung von Redukto-
nen (Ascorbinsaure), die als Radikalfanger wirken kénnen, zuriickzufiihren. Wie in
der Einleitung (Kapitel 1.1) schon erwahnt, liegen in der Sojabohne die Isoflavone
meist in Form ihrer R-Glykoside Genistin, Daidzin sowie Glycetin vor. Einige Auto-
ren stellten in in vitro Studien fest, dass die Aglykone Daizein und Genistein antio-
xidativ wirksamer sind als ihre glykosidische Form [158, 159]. Genistein hat insge-
samt drei Hydroxylgruppen und besitzt ein antioxidatives Potential, ausgedrtickt
als TEAC-Wert, von 2,90 mmol/L. Daidzein mit zwei Hydroxylgruppen hat einen
TEAC-Wert von 1,25 mmol/L. Die Autoren haben festgestellt, dass durch die Gly-
cosylierung der OH-Gruppe im A-Ring des Genisteinmolekiils das antioxidative
Potential um 60% abnimmt. Genistin hat einen TEAC-Wert von 1,24 mmol/L [159].
Die hohe antioxidative Kapazitat des hier verabreichten Tees ist vergleichbar mit
Ergebnissen aus anderen Studien [160]. Vor allem das EGCG und das ECG, de-
ren Gehalte im verwendeten Teegetrdnk Uberwiegen, sind die starksten Radikal-
fanger des Tees [14, 161]. Diese Eigenschatft ist auf inre Molekulstruktur zurtickzu-
fuhren. Einige Untersuchungen belegen, dass die Anzahl der Hydroxylgruppen im
A- und B-Ring des Molekiils entscheidend ist. Je mehr OH-Gruppen im Molekdl,
umso groRRer ist das antioxidative Potential des Flavonoids [162].

Stewart et al. [163] haben die TEAC-Werte von Flavanolen untersucht und her-
ausgefunden, dass das ECG und das EGCG mit sieben bzw. acht OH-Gruppen
das hochste antioxidative Potential besitzen. Deren TEAC-Werte lagen bei 3,4
mmol/L. In einer Studie von Salah et al [145] lagen beide Werte sogar bei 4,93
mmol/L und 4,75 mmol/L, dagegen erreichte das Epicatechin nur einen TEAC-
Wert von 2,5 mmol/L. Interessant ist das Ergebnis von Unno et al. [112]. Diese
Arbeitsgruppe untersuchte die antioxidative Kapazitat mittels TEAC von (-)-
Epicatechin und seinem Abbauprodukt 5-(3’,4’-Dihydroxyphenyl)-y-valerolakton.
Sie stellte fest, dass das antioxidative Potential des Abbauprodukts nur halb so

hoch ist (1,4 mmol/L) wie das Epicatechin (2,7 mmol/L). Der Abbau des Epicate-
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chin zu 5-(3',4’-Dihydroxyphenyl)-y-valerolakton geht mit dem Verlust von Hydro-
xylgruppen einher und fiihrt zu einer Minderung des antioxidativen Potentials (sie-
he Abbildung 22).

Abbildung 22: Abbau von Epicatechin [112]
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5.5.2 Die antioxidative Kapazitat der Muttermilch

In vorliegender Studie wurde die antioxidative Kapazitat in der wassrigen und lipo-
philen Phase der Muttermilch vor, wahrend und nach Intervention mit dem Sojage-
trank bzw. entkoffeinierten schwarzen Tee untersucht. Signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Phasen (wassrige und lipophile Phase) wurden zu allen Ab-
nahmeterminen festgestellt (p < 0,001).

Da die gemessene antioxidative Kapazitat in der wassrigen Muttermilch-Phase
von beiden Interventionsgruppen mit der von der Kontrollgruppe vergleichbar war,

ist davon auszugehen, dass die mit den Testgetranken zugefihrten hydrophilen
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Flavonoide auf diesen Konzentrationsunterschied keinen Einfluss haben. Andere
Komponenten, wie beispielsweise das Vitamin C und die von dem Hexan denatu-
rierten Kaseine stammenden Peptide, die ebenfalls bioaktiv wirken, haben einen
weitaus groReren Einfluss auf die hohen Werte in der wassrigen Phase aller
Gruppen [164]. Die Schwankungsbreite der antioxidativen Kapazitat in der wassri-
gen Phase lag zwischen 1,08 mmol/L und 1,32 mmol/L. In einer Studie von Alber-
ti-Fidanza et al. [165] wurde die antioxidative Kapazitat der Muttermilch ohne vo-
rangegangener Intervention erfasst. Die in dieser Studie ermittelten Werte (1.01 +
0.37 mmol/L trolox eq.) sind gut vergleichbar mit den hier festgestellten Werten. In
einer weiteren Studie von Hanna et al. [166] wurde die antioxidative Kapazitat in
der Muttermilch in Abhangigkeit von der Lagerdauer gemessen. Dort sind die Er-
gebnisse hoher. In dieser Studie wurde gezeigt, dass das antioxidative Potential
sowohl bei einer Lagerung der Muttermilchproben bei 4°C als auch bei -20°C Uber
einen Zeitraum von sieben Tagen signifikant sank (frische Milch: 1.66; 4°C (48
Std.): 1.58; 4°C (7 Tage): 1.48; -20°C (48 Std.): 1.45; -20°C (7 Tage): 1.34). Die in
unserer Arbeit vorliegenden Proben wurden Uber einen Zeitraum von acht Tagen
von den Muttern selbst gesammelt bzw. gelagert (im Tiefkiihlfach der Probandin)
und anschlieBend nochmals bei -20°C im Berliner Waldkrankenhaus bis zur Liefe-
rung nach Bonn eingefroren. Demnach kdnnten die niedrigeren Konzentrationen
durch die notwendige lange Lagerzeit erklart werden. Studien belegen, dass lange
Lagerungen die Lipoprotein-Lipase-Aktivitat positiv beeinflussen, sodass vermehrt
freie Fettsauren entstehen, die in cytotoxische Lipidperoxide Ubergehen kénnen
[167].

Es wurden keine Anderungen der antioxidativen Kapazitat in der Muttermilch
durch Gabe der hier vorgegebenen Testgetrdnke festgestellt. Da keine Studien
zum antioxidativen Potential der Muttermilch nach Intervention mit flavonoidrei-
chen Lebensmitteln vorliegen, fehlt der Vergleich mit entsprechenden Daten aus
anderen Publikationen.

Plasmauntersuchungen bei Erwachsenen, in denen die antioxidative Wirkung
nach einer isoflavonreichen Intervention gemessen wurde, liegen vor. In diesen
Studien wurden nach Intervention keine antioxidativen Effekte nachgewiesen [168-
170]. Rufer et al. [171] stellten fest, dass Genistein und Daidzein eine Konzentrati-

on von 8,9 umol/L im Plasma erreichen missen, um eine antioxidative Wirksam-
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keit zu erzielen (als Vergleich: In der hier vorliegenden Arbeit wurden Flavonoid-
Maximalwerte in der Muttermilch von 0,03 umol/L erreicht). Nur in in vitro Untersu-
chungen und Tierstudien gelang ein antioxidativer Effekt, allerdings nach Zufuhr
sehr hoher Isoflavonkonzentrationen [172]. Neben den viel zu geringen Isoflavon-
mengen wird zusatzlich spekuliert, ob die metabolisierten Formen der Isoflavone,
die im Plasma und auch in der Muttermilch vorhanden sind, Gberhaupt noch antio-
xidative Eigenschaften besitzen. Turner et al. [173] untersuchten den Einfluss von
metabolisierten Isoflavonen (sulfatierte Konjugate) auf die LDL-Oxidation und stell-
ten fest, dass Monosulfat- und Disulfatmetabolite von Genistein und Daidzein we-
niger effektiv bzw. vollig wirkungslos sind. Vermutlich fuhren die Konjugation mit
Glucuronsaure und die gemischte Konjugation mit Glucuronsaure und Sulfat eben-
falls zu einer reduzierten antioxidativen Kapazitat.

Abgesehen von der geringen Isoflavonkonzentration in der Muttermilch kénnten
auch die Proteine in der Muttermilch das antioxidative Potential der Flavonoide
schmaélern. Arts et al. [174, 175] haben in in vitro Experimenten herausgefunden,
dass die antioxidativen Kapazitat einer Flavonoid-Protein Lésung schwacher ist
als die Summe der antioxidativen Potentiale der einzelnen Substanzen. Der Grund
fur diese Maskierung liegt in der hohen Affinitat der Prolingruppen zu OH-Gruppen
des Flavonoids mit der méglichen Konsequenz, dass die Radikalfanger-Funktion
des Flavonoids geschwacht und deren antioxidatives Potential reduziert wird. Wei-
ter spekulieren die Autoren, dass die im Gastrointestinaltrakt absorbierten
Flavonoide sich an das Plasmaprotein Albumin binden kénnen und dadurch ihr
antioxidatives Potential geschmalert werden kdénnte [176, 177].

Eine klare Schutzwirkung der Flavanole ist vor allem aus in vitro und Tierstudien
bekannt [178-181]. Interventionsstudien, in denen schwarzer Tee verabreicht wur-
de, zeigten unterschiedliche Verdnderungen des antioxidativen Potentials im
Plasma der Probanden. Einen schwachen Anstieg (2%) verzeichneten Leenen et
al. [33] mittels des FRAP-Tests nach einer einmaligen Dosis von 2 g schwarzen
Tee/300 mL. Serafini et al. [34] verabreichten einmalig 6 g schwarzen Tee/300 mL
und ermittelten einen starkeren Anstieg (29%) des antioxidativen Potentials mit
Hilfe des TRAP-Tests. Van het Hof et al. [182] , Maxwell et al. [183] und McAnlis
et al. [184] haben in ihren Interventionsstudien mit schwarzem Tee keine Verande-
rungen feststellen konnen. Da verschiedene Testverfahren zur Ermittlung der anti-

oxidativen Kapazitat vorliegen, ist ein quantitativer Vergleich schwierig. In qualita-
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tiver Hinsicht ist jedoch festzustellen, dass der Teekonsum zu einem signifikanten
Anstieg der antioxidativen Kapazitat im Plasma fuhren kann.

Abschliel3end ist festzuhalten, dass sich die antioxidative Kapazitat in der Mutter-
milch nicht geandert hat. Dies durfte darauf zuriickzufiihren sein, dass durch die
Intervention zu wenig Isoflavone bzw. keine Flavanole in der Muttermilch nach-

weisbar waren (siehe Kap. 4.6.2).
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6 Abschliel3ende Betrachtung

In der vorliegenden Untersuchung wurde festgestellt, dass Isoflavone nach Inter-
vention in der Muttermilch nachweisbar waren, Flavanole jedoch nicht. Obwohl
Isoflavone in der Milch gemessen wurden, veranderten sich der Glutathiongehalt
und antioxidative Kapazitat in der Milch nicht. Womdglich waren die Glutamin- und
Isoflavongehalte im Sojagetrank zu gering, um einen messbaren qualitativen Ein-
fluss auf die oben genannten Parameter der Muttermilch zu haben.

Mit dem verabreichten Sojagetrank (250 mL) wurden etwa 12,4 mg (7,6 mg Daid-
zein und 4,8 mg Genistein) Gesamt-Isoflavon am Tag aufgenommen. Am ersten
Abnahmetag wahrend der Intervention lagen bei zwei Probandinnen die Maximal-
konzentrationen von Daidzein bei 5,2 pg/L (20,6 nmol/L) und von Genistein bei 3,4
Hg/L (12,6 nmol/L). Somit nimmt der Saugling mit einer Trinkmenge von etwa 800
mL Muttermich taglich etwa 4,2 pg Daidzein und 2,7 pg Genistein auf. Im Ver-
gleich zur Muttermilch sind die Isoflavonkonzentrationen in sojahaltiger Sauglings-
nahrung entschieden héher. Im Durchschnitt enthalten die Formulanahrungen et-
wa 24 - 47 mg Gesamtisoflavone/L [10, 127]. Ein S&ugling (3 - 4 kg) mit einer tag-
lichen Trinkmenge von 700 - 850 mL wirde also taglich etwa 17 - 40 mg Isoflavo-
ne bzw. etwa 6 - 10 mg Isoflavone/kg Koérpergewicht aufnehmen. Somit wird klar,
dass die tagliche Isoflavon-Zufuhr mit der Muttermilch nach einer wie in dieser
Studie erfolgten Intervention im Vergleich zur Zufuhr sojahaltiger Sauglingsnah-

rung weitaus geringer ist.

In Tierstudien wurden negative Effekte der Isoflavone auf die Entwicklung der
Fortpflanzungsorgane und das Immunsystem festgestellt [130-133]. Jedoch waren
die in diesen Studien verabreichten Isoflavonkonzentrationen weitaus hoher als
die Mengen, die mit der sojahaltigen Sauglingsnahrung, geschweige denn mit der
isoflavonangereicherten Muttermilch aufgenommen werden koénnen. Da diese
Substanzen aber auch positive Eigenschaften besitzen, sollten mogliche Vorteile
einer taglichen Isoflavonzufuhr nicht aul3er Acht gelassen werden. Betrachtet man
das niedrige Auftreten hormonabhangiger Erkrankungen in asiatischen Landern,
wo Sojaprodukte taglich verzehrt werden, liegt die Vermutung nahe, dass unter
anderem die in der Nahrung enthaltenen Isoflavone zu diesem Ergebnis beitragen.

Demnach kénnten sich auch positive Langzeiteffekte bei Kindern ergeben, die mit
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sojahaltiger Formulanahrung genéhrt oder von Miuttern gestillt werden, die isof-
lavonreiche Lebensmittel zu sich genommen haben. Bei Erwachsenen steht fest,
dass eine Isoflavonaufnahme verschiedene Stoffwechselvorgange positiv beein-
flussen kénnen. Eine Stillende, die regelmal3ig Sojaprodukte verzehrt, nimmt Isof-
lavone in verzehrsublichen Mengen auf und gibt sie Uber die Muttermilch an das
Kind weiter. Dabei handelt es sich um eine sehr niedrige Dosierung, die keine ne-

gativen Effekte hervorrufen kann.
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Anhang

Anhang

Probanden-Nr.: ED:D

Studie ,,Isoflavon- und Catechingehalt sowie antioxidative
Kapazitit von Muttermilch vor und nach Intervention mit
Sojamilch bzw. entkoffeinierten Schwarztee*

Vollstindig / Abbruch

Griinde fiir den Abbruch /N ichtteilnahme (zur internen
Yerbesserung)

1. medizinischer Art (siehe unten)
(Unfall, signifikante Neuerkrankung)

2. privat
(Rauchen, life style, Diéit, sonstige)

3. organisatorisch

(Transportschwierigkeiten, Verlust von Einwilligungen und
Fragebogen, sonstige)

4. technisch

(Abstillen, Stillschwierigkeiten, Abstreichschwieri gkeiten,
sonstige)
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Probanden-Nr.: E[lj:l

Ausschlusskriterien (telefonisch erfragt ja / nein):
Abstillen vor dem 27. Tag der Laktation
RegelmiBige Einnahme von Medikamenten (Antibiotika, Diuretika,

Schilddriisenhormone) und Supplemente mit antioxidativen Substanzen (Vit. C,

E, Carotinoiden)
Bekannte Erkrankungen der Leber, der Nieren, des Magen-Darm-Traktes

Vorliegen von Allergien und Stoffwechselerkrankungen (Laktoseintoleranz,

Diabetes mellitus)

Vegetarische Erndhrungsform

Reichlicher Teegenuss

Essstorungen (Anorexia nervosa, Bulimia nervosa)

Teilnahme an einer anderen Studie gleichzeitig oder innerhalb der letzten 30

Tage
Rauchen

BMI < 15 und > 30 postpartal
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Probanden-Nr.: [ljj:l

Einwilligungserklirung

Das Original dieser Einwilligungserkldrung verbleibt bei den Unterlagen. Eine Kopie der
Einwilligungserkldrung wird dem Patienten ausgehdndigt.

Ich

(Vorname, Name)

Geburtsdatum:

erklire, dass ich die Probandeninformation zur wissenschaftlichen Untersuchun g

tkoffe

und diese Einwilligungserkldrung erhalten, gelesen und verstanden habe.

(e} Ich wurde fiir mich ausreichend miindlich und schriftlich iiber die wissenschaftliche
Untersuchung informiert.

O Ich erklare, dass ich damit einverstanden bin, dass Muttermilch, welche entnommen
wird und nicht fiir die Routineuntersuchung nétig ist, fiir die o. g. wissenschaftliche
Untersuchung genutzt werden kann.

O Ich weiB, dass ich jederzeit meine Einwilligung, ohne Angaben von Griinden,
widerrufen kann, ohne dass dies fiir mich nachteilige Folgen hat.

0 Ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der wissenschaftlichen
Untersuchung iiber mich erhobenen Krankheitsdaten sowie meine sonstigen mit
dieser Untersuchung zusammenhiingenden personenbezogenen Daten
aufgezeichnet werden. Es wird gewiihrleistet, dass meine personenbezogenen
Daten nicht an Dritte weitergegeben werden. Bei der Verdffentlichung in einer
wissenschaftlichen Zeitung wird aus den Daten nicht hervorgehen, wer an dieser
Untersuchung teilgenommen hat. Meine personlichen Daten unterliegen dem
Datenschutzgesetz,

o Mit der vorstehend geschilderten Vorgehensweise bin ich einverstanden und bestitige
dies mit meiner Unterschrift.

den,
(Ort) (Datum) (Probandin)
o den,
(Ort) (Datum) (Priifarzt)
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Probanden-Nr.: D:D:

Fragebogen fiir Probanden/Probandinnen

zur Studie ,,Isoflavon- und Catechingehalt sowie antioxidative Kapazitdt von Muttermilch vor

und nach Intervention mit Sojamilch bzw. entkoffeinierten Schwarztee*

Name, Vorname :
Anschrift :

Telefonnummer :

E-mail-Adresse :

Geburtstag :

KorpergroBe

Korpergewicht :

Geb. Datum Kind

1.Laktationstag

Zwillinge/Einling

_ Raucher _ Nichtraucher

‘ Ja lNein

Teilnahme an anderen Studien

Nehmen Sie zurzeit an einer anderen klinischen Studie teil?

Haben Sie fiir die Dauer der oben genannten Studie die Teilnahme an (einer) anderen

klinischen Studie/n zugesagt?

Haben Sie im letzten Monat an einer klinischen Studie teilgenommen?

Ernihrung

Ernihren Sie sich vegetarisch?

Konsumieren Sie tiaglich Sojaprodukte?

Trinken Sie tiglich mehr als 5-6 Tassen schwarzen oder griinen Tee?

Trinken Sie tiglich mehr als 5-6 Tassen Kaffee / Tee / Kakao?

Konsumieren Sie tiglich eine oder mehrere Tafel/n Schokolade?

Trinken Sie mehr als ein Glas Wein oder eine Flasche Bier am Tag?

| Besteht bei Thnen cine Allergie gegeniiber dem Testgetrank?

Sport

Treiben Sic regelmiBig Sport?

Wenn ja, wie oft? ca. Stunden pro Woche

89



Anhang

Probanden-Nr.:

. l Ja ’Nein

Stillzeit

Stillen Sie? - , l

Medikamente

Nehmen Sie regelmiiflig Medikamente ein? l I
Wenn ja, welche (Antibiotika, Diuretika, Schilddriisenhormone)?

Erkrankungen

Leiden Sie an einer Essstorung?

Besteht bei Thnen eine Allergie (bestimmte Nahrungsmittel, Heuschnupfen etc)

Wenn ja, gegen welche Stoffe (z B. SojaeiweiB, Griser- hzw. Getreidepollen)?

Leiden Sie an einer Fructose-, Glucose- oder Laktose-Intoleranz? ’ l

L

Leiden Sie an einem Diabetes mellitus (Zuckerkrankheit)?

Leiden Sie an einer Erkrankimg der Schilddriise?
Leiden Sie an ciner Erkrankung des Magen-Darm-Traktes?

Leiden Sie an einer Erkrankung der Bauchspeicheldriise oder der Leber/Galle?
Leiden Sie an Autoimmunerkrankungen (z.B. Morbus Addison, Lupus Erythematodes,

Hashimoto Thyreoiditis, primires Myxédem, Colitis Ulcerosa, Rheumatoide

Arthritis)?

Leiden Sie an sonstigen Erkrankungen des Immunsystems?

Leiden Sie momentan unter einer Infektionskrankheit?

Haben Sie sonstige gesundheitliche Probleme?

Wenn ja, welcher Art?

Sind Sie momentan in einer besonderen Stresssituation? ’ l

Wir mochten Sie darauf hinweisen, dass alle Ihre Angaben der Schweigepflicht und dem Datenschutz
unterliegen und streng vertraulich behandelt werden.

Ort’ Datum .......................... o
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Verzehr iiber 3 Tage

Probanden-Nr.:

Anzahl am:

Sonnt | Mont | Dienst
ag ag ag

Brot

in Scheiben

WeiBbrot, Toastbrot

Mischbrot, Graubrot, Roggenbrot

| Vollkornbrot (z. B. Roggen-, Weizenvollkorn)

Mehrkornbrot (z. B. Sechskorn-, Vierkorn)

Knickebrot, Zwieback

Brotchen

in Stiick

Brotchen, Semmel (aus WeiBmehl)

Roggenbrotchen

Vollkornbrétchen, Mehrkornbrotchen

Hornchen, Croissant

Brotaufstrich, Butter, Margarine, Ol

in Teeloffeln

Marmelade, Konfitiire, Gelee

Honig

Nussnougatcreme

Sorte / Name

Butter (auch zum Kochen / Braten) ~ .evveveverveesnreenenns

......

......

Margarine (auch zum Kochen / Braten)  ........................

Ol (auch zum Kochen / Braten) — woeveevrereresrevsrens

Miisli, Getreidebrei

in EBloffeln oder
Portionen

Haferflocken (trocken, in EBlsffeln)

Gemischtes Miisli (trocken, in EBl5ffeln)

Cornflakes (trocken, in EBloffeln)

Milchbrei (z.B. GrieB-, Hafer-, Reisbrei) (in Portionen)

Kuchen und Gebick

in Stiick

Sahnetorte, Crémetorte

Kuchen ohne Fiillung/ohne Belag (z. B. Marmor-, Hefekuchen)

Kuchen mit Fiillung/mit Belag (7. B. Kisekuchen)

Obstkuchen (z. B. Apfelkuchen)

Stiickchen, Teilchen (z. B. Plunder, Blitterteiggebick)

Kekse, Pldtzchen
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Probanden-Nr.:

Anzahl am:
Sonn- | Mon- | Diens-
tag |tag |tag |

Kaise, Milchprodukte, Milch

(eine Portion entspricht dem Belag einer Scheibe Brot)

in Portionen oder
Tassen

Fettgehalt in %

Quark (in Portionen)

.................

-----------------

Frischkése (in Portionen)

Hartkése (z. B. Emmentaler, Gouda) (in Portionen)

.................

.................

Weichkise (z. B. Brie, Camembert) (in Portionen)

Joghurt natur (im Becher & 150 g)

.................

Joghurt mit Friichten (im Becher & 150 g)

Milch (in Tassen & 150 ml)

.................

Kakaogetriink (in Tassen 3 150 ml)

Buttermilch (in Tassen a 150 ml)

Saure Sahne (im Becher a 150 g)

SiiBe Sahne/Schlagsahne (im Becher a 150 g)

Wlll'St (eine Portion entspricht dem Belag einer Scheibe Brot)

in Portionen oder
Stiick

Fettreiche Wurst (z. B. Salami, Cervelat, Streichwurst) (in Port.)

Fettarme Wurst (z. B. Gefliigelwurst, Bierschinken) (in
Portionen)

Lyoner, Gelbwurst, Fleischwurst (in Portionen)

Fleischkise, Bratwurst, Wienerle (in Stiick)

Roher Schinken (in Portionen)

Gekochter Schinken (in Portionen)

Speck (in Portionen)

Fleisch, Fisch, Eier

in Portionen oder
Stiick

Zubereitung / Sorte

.......................

Rindfleisch, Kalbfleisch (in Portionen)

Schweinefleisch (in Portionen)

.......................

.......................

Gefliigelfleisch (in Portionen)

Lamm-, Schaffleisch (in Portionen)

.......................

.......................

Wild (in Portionen)

Innereien (z. B. Leber, Niere) (in Portionen)

Frikadelle (in Stiick)

Fisch (in Portionen)

.......................

Eier (in Stiick)

Suppe, Eintopf

in Tellern

Klare Suppe

L1 ]
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Probanden-Nr.:

Gebundene Suppe/Crémesuppe

Eintopf mit Fleisch/Wurst

Eintopf ohne Fleisch, Gemiiseeintopf

Anzahl am:

Sonn- | Mon- | Diens-

[lag |tag |tag

Kartoffeln, Nudeln, Reis, Pizza

in Portionen oder
Stiick

Pellkartoffeln, Salzkartoffeln (in Portionen)

Kartoffelbrei (in Portionen)

Bratkartoffeln (in Portionen)

KartoffelkloBe (in Stiick)

Pommes frites, Kroketten (in Stiick)

Nudeln ohne Fiillung (in Portionen)

Nudeln mit Fiillung (z. B. Ravioli) (in Portionen)

Reis (in Portionen)

Getreide (z. B. Hirse, Polenta) (in Portionen)

Pfannkuchen (in Stiick)

Pizza (in Stiick)

Gemiise (roh (r)od. gekocht (g) bitte angeben), Salat

in Portionen

Sorte

Kehlgemilse  aevssersnmseins

Bohnen, Ertbsen e,

Salat (Eisberg-, Kopf-, Feldsalat...) ~  ..................

Pilze veieversesanesene

Fenchel

Gurke

Karotten

Kohlrabi

Paprika

Porree

Spargel

Spinat

Tomate

Zwiebel

Chicoree

Obst

in Stiick oder
Portionen

Apfel, Birne (inStiiek) .

Aprikose (in Stiick)

Beeren, Kirschen (siif od. sauer) (in N
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Probanden-Nr.:

Portionen)

Pflaumen (in Stiick)

Pfirsich, Nektarine (in Stiick) ...

Zitrusfriichte (z. B. Orange) (in Stiick) ...

...........

Anzahl am:
Sonn- | Mon- | Diens-
tag tag |tag
SoBen, SalatsoBBen in Portionen
Bratensof3e
Butter-, Sahnesof3e
HackfleischsofBe
TomatensofBe
SalatsoBe (Essig / Ol)

SiiBwaren, Knabbereien, Nachspeisen

in Stiick, Tassen, EBloffeln
oder Portionen

Schokolade, Pralinen (wei3, dunkel) (in Stiick)

Sonstige SitiBwaren (Bonbons, Lakritz) (in Stiick)

Knabbergebick (in Tassen a 150 ml)

Niisse, Pistazien (in Efloffeln)

Trockenfriichte (in Stiick)

Kaffee, Tee, Kondensmilch, Zucker

in Tassen a 150 ml
oder Teeloffeln

Kaffee (koffeinhaltig) (in Tassen & 150 ml)

Kaffee (entkoffeiniert) (in Tassen 4 150 ml)

Malzkaffee/Zichorienkaffee (in Tassen a 150 ml)

Krautertee, Friichtetee (in Tassen a 150 ml)

Schwarzer Tee, griiner Tee (in Tassen a 150 ml)

Zucker (in Teeloffeln)

Kaffeesahne, Kondensmilch (in Teel6ffeln)

Bier

in Flaschen a 500 ml

Bier (z. B. Pils, Alt, Kolsch)

Alkoholfreies Bier

Malzbicr
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Probanden-Nr.:

Anzahl am:

Sonn-
tag

Mon-

Diens-
tag

Lebensmittel, die nicht aufgefiihrt sind

Menge
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Probanden-Nr.:

Nennen Sie mir bitte alle Medikamente einschlieBlich Vitamin- und
Mineralstoffsupplemente und Stiirkungsmittel, die Sie regelmaBig
einnehmen (in den letzten 7 Tagen tiiglich oder alle 2 Tage).

a) verordnete Medikamente Dosierung
b) nicht verordnete Medikamente Dosierung
¢) Supplemente Dosierung
d) Stirkungsmittel, Tonika Dosierung
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Wie wird das 3-Tage-Schitzprotokoll ausgefiillt?

Allgemeine Hinweise

* Bitte notieren Sie an drei aufeinander folgenden Tagen was und wie viel Sie gerade
essen und trinken.

* Beginn ist der kommende Sonntag, der zweite Tag ist der Montag und der dritte
Tag ist der Dienstag.

e Halten Sie bitte diese Tage genau ein, damit wir Thre Angaben mit denen der
anderen Studienteilnehmer vergleichen konnen.

[ Bitte essen und trinken Sie an den 3 Tagen genauso wie immer!!!

Wie soll notiert werden?

* Tragen Sie bitte grundsiitzlich alles ein, was Sie verzehren, d. h. alle Speisen
und Getriinke (auch Wasser zur Einnahme von Medikamenten, Milch und Zucker
fiir den Kaffee oder Tee), SiiBigkeiten und andere Kleinigkeiten zwischendurch und
auch Priparate (z. B. Vitamin-, Mineralstoffpriparate, Starkungsmittel) sowie
Medikamente.

* Suchen Sie ein verzehrtes Lebensmittel in der entsprechenden Lebensmittelgruppe
(z. B. Marmelade in der Gruppe Brotaufstrich).

* Schitzen Sie dic Menge bitte gut ab und machen Sie in der Spalte Anzahl entweder
fiir jede Portion einen Strich oder notieren Sie eine Ziffer (z. B. fiir 3 Scheiben
Mischbrot entweder 3 Striche oder eine ,,3“ eintragen).

* Fiir die einzelnen Lebensmittel sind jeweils die gewdhnlichen MaBeinheiten
angegeben. So wird Brot in Scheiben angegeben, Kuchen in Stiick, Kaffee in
Kaffeetassen und Bier in Flaschen a 0,5 1.

e Hat man eine kleinere Portion als angegeben gegessen bzw. getrunken (z. B. _
Teller Nudeln oder _ Apfel), trigt man einfach _ oder _ ein.

* Gerichte/l ebensmittel, die Sie nicht in der Liste finden konnen (z. B. Pommes
Frites), tragen Sie bitte unter Lebensmittel, die nicht aufgefiihrt sind mit moglichst
genauer Portionsangabe ein.

Tips

* Notieren Sie am besten withrend oder direkt nach der Mahlzeit.

* Am einfachsten ist es, wenn man den Fragebogen immer dabei hat, auch im
Restaurant, bei Verwandten oder Freunden. So kann nichts vergessen werden.
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* Am Abend sollte man noch einmal iiber den vergangenen Tag nachdenken -
am besten mit der Liste in der Hand - ob etwas vergessen wurde und sollte das dann
noch eintragen.

* Wenn moglich sollten Gerichte zerlegt werden, z. B. Spaghetti Bolognese in
Nudeln ohne Fiillung (Spaghetti) und in Hackfleischsofe.

Beispiele

* Sie essen am Sonntagmorgen 2 Scheiben Mischbrot mit Quark und Marmelade und
trinken dazu 3 Tassen schwarzen Kaffe.

Anzahl am:
Sonnt | Mont | Diens
ag ag tag

Brot in Scheiben

Mischbrot, Graubrot, Roggenbrot | l l

Brotaufstrich, Butter, Margarine in Teeloffeln

Marmelade, Konfitiire, Gelee | l |

Kise, Milchprodukte, Milch in Portionen

(eine Portion entspricht dem Belag einer Scheibe Brot)

Fettgehalt in %

Quark, Frischkise (in Portioneny . . ] ] |

Katffee, Tee, Kondensmilch, Zucker in Tassen a 150 ml

Kaffee (koffeinhaltig) l | |

* Sie essen am Montagabend 1 Friihlingsrolle und eine Portion Kopfsalat mit
Dressing

Lebensmittel, die nicht aufgefiihrt sind MaBeinheit notieren
Gemiise, Salat in Portionen

Griiner Salat/Blattsalat

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn l

SOBCII in Portionen

Salatsofle (Essig/Ol) I | \
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