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1. Einleitung

1.1 Rooibos

Rooibos (Aspalathus linearis) ist ein zu den Leguminosen (Fabaceae) gehdrender Busch, der in den
Zederbergen im Sudwesten der Republik SCdafrika beheimatet ist. Die Pflanze gehort der
Unterfamilie der Schmetterlingsblitler an, die wiederum in die Familie der Hulsenfriichtler
eingegliedert ist.

Andere Bezeichnungen flir Rooibos sind Rotbusch, Redbush-, Redbos- und Koopmans-Tea.
Urspriinglich kommt der Name aus dem Afrikaans, einer der elf Amtssprachen in Siidafrika (rooi:
"rot"; bos: "Busch”).

Die Pflanze gedeiht insbesondere auf sauren, nahrstoffarmen Boden im Bergland und sammelt iber
ihr reich verzweigtes, zwei Meter tief reichendes Wurzelsystem mit Hilfe von Kndllchenbakterien
Stickstoff im Boden.

Es handelt sich vom Aussehen her um einen niedrigen Strauch mit Wuchshéhen von etwa 1 m und
rutenartigen Zweigen. Die Blutezeit liegt im Oktober. In dieser Phase trdgt die Pflanze gelbe Bliten
auf kurzen Stielen.

Zur Teeproduktion wird nur die Art Aspalathus linearis unter Verwendung von Blittern und
Pflanzenstdngel eingesetzt.

Dabei erfolgt die Ernte in der Wachstumsruhephase des Strauches vom Sommer bis zum Friihherbst.
Die Zweige werden dann zur Sammelstelle gebracht, auf 3-4 mm geschnitten, gequetscht und mit
Wasser befeuchtet. AnschlieRend findet zur Herstellung des fermentierten Rooibos eine 8-24-
stiindige ,,Fermentation” durch Blattenzyme statt, wahrend griiner Rooibos keiner ,Fermentation”
unterzogen wird. AbschlieRend wird das Pflanzenmaterial auf Trocknungsfeldern in der Sonne
getrocknet, mittels Sieben gereinigt und schlieBlich mit Wasserdampf pasteurisiert [Bramati et al.,
2002].

Es gibt in der Literatur einige Untersuchungen (ber die Flavonoide in Rooibos [Bramati et al., 2002
und 2003]. Die mengenmaRig wichtigsten Flavonoide sind das Dihydrochalkon Aspalathin, daneben
Isoorientin, Orientin, Rutin, Isovitexin, Vitexin u.a.m. [Bramati et al., 2003]. Fermentierter und
nichtfermentierter Rooibos unterscheiden sich in erster Linie hinsichtlich ihres Gehalts an Asphalatin.
Dieser ist in nichtfermentiertem Rooibos mit 5-12 % etwa 40-fach hoher als im fermentiertem.
Aspalathin tragt zu rund 40 % zum antioxidativen Potential des griinen Rooibos bei [Joubert et al.,
2005].

Die Ursache des hohen antioxidativen Potentials von Aspalathin liegt zum einen an der 3,4-
Dihydroxy-Anordnung des B-Rings und zum anderen an der Moglichkeit zur Keto-Enol-Tautomerie an
der Carbonylgruppe (siehe Abb. 1). Beide Effekte ermdglichen eine Stabilisierung des entstandenen
Aspalathin-Radikals [Joubert et al., 2005].

Bei einem Vergleich der antioxidativen Aktivitat von Aspalathin mit anderen Flavonoiden des Rooibos
sowie a-Tocopherol, BHT wund BHA wies Aspalathin neben Kaffeesdure die grofSten
Radikalfangereigenschaften im DPPH (a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl) - Test, dagegen weniger Schutz
als BHT und a-Tocopherol gegen Lipidoxidation auf [von Gadow et al., 1997].

Auch die Gehalte anderer vorliegender Flavonoide (u.a. die Flavon-C-glucoside Isoorientin, Orientin,
Vitexin, Isovitexin sowie das Flavonol-O-glykosid) waren héher als in fermentiertem Rooibos. Die
Gesamtgehalte der quantifizierten Flavonoide lagen fiir die unfermentierte Probe bei 59 mg/g und
bei 5,5 mg/g fiir die fermentierte Probe [Bramati et al., 2003].
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Abb. 1: Chemische Struktur wichtiger Flavonoide des Rooibos

Aufgrund des hohen Gehalts an Flavonoiden wird Rooibos fiir eine Vielzahl gesundheits-férdernder
Wirkungen verantwortlich gemacht. Uber antioxidative [von Gadow et al., 1997] und antimutagene
[Snijman et al., 2007] Aktivitaten in vitro wurde bereits berichtet.

Zur Evaluierung der Bioverfligbarkeit und des Metabolismus von Flavonoiden aus griinem Rooibos in
vivo spielt die Identifizierung der zirkulierenden Metaboliten eine wichtige Rolle. Vor kurzem wurden
einige Metaboliten des Aspalathins in Tierversuchen nachgewiesen [Kreuz et al., 2008].

1.1.1 Weitere Inhaltsstoffe des Rooibos

Neben den oben aufgeflihrten Substanzen enthalt Rooibos noch weitere Flavonoide, insbesondere
Flavon-di-C-glykoside, in geringen Mengen, die bislang in der Literatur nicht beschrieben wurden.
Daher wird eine Isolierung und Strukturaufklarung dieser Verbindungen angestrebt (Ergebnisse im
Rahmen dieses Berichts nicht vorgestellt).

Basis fur solche Isolierungen ist die Vorfraktionierung des methanolischen Extrakts von Rooibos
durch Fest-fllissig- und Flussig-fllissig-Extraktion mit Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritat nach
dem in Abb. 2 dargestellten Schema.

Pflanzen- Lipophiler Semi-polarer Semi- und sehr
material Extrakt Extrakt polarer Extrakt

= Mahlen & Sieben = Extraktion mit n- = Extraktion mit « Extraktion mit
Hexan Dichlormethan Methanol

Fest-flii ssig- Extraktion

Sehr polarer 4 & Semi-polarer 4 Lipophiler 48

« Wasser-Methanol- = Extraktion mit « Extraktion mit « Reextraktion mit
Riickstand Exthylacetat Dichlormethan n-Hexan |

Fliissig-fliissig-Extraktion

Abb. 2: Vorfraktionierung durch Fest-fiissig- und Fliissig-fliissig-Extraktion



Die resultierenden Extrakte wurden anschlieBend mittels HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS zur
Substanzidentifizierung untersucht. Die Extrakte stellen das Ausgangsmaterial fiir nachfolgende CCC-
Trennungen (HSCCC und LSRCCC) zur weiteren Auftrennung bis hin zur Isolierung von Reinsubstanzen
mit Hilfe praperativer HPLC dar. Daneben bietet sich eine GréRenauschlusschromatographie mittels
Sephadex LH-20-Material als weitere Technik zur Vorfraktionierung an (Abb. 3).

3

4

HSCCC R

Sephadex l

Abb. 3: Strategie zur Isolierung von Reinsubstanzen

Beispielhaft gezeigt sind hier die HPLC-DAD-Chromatogramme des Butanol-Extraktes bei 354 und 287
nm (Abb. 4 und 5) sowie das ESI-BPC-Chromatogramm des Ethylacetat-Extrakts von grinem Rooibos
(Abb. 6).
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Abb. 4: HPLC-DAD-Chromatogramm des ButOH-Extraktes von griinem Rooibos (354 nm)
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Abb. 5: HPLC-DAD-Chromatogramm des ButOH-Extraktes von griinem Rooibos (287 nm)
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Tab. 1 gibt einen Uberblick tber die identifizierten Verbindungen, wobei die mit (1) markierten
Substanzen nur im Butanol-Extrakt, die mit (2) ausschlieBlich im Ethylacetat-Extrakt nachgewiesen

Abb. 6: HPLC-ESI-MS-Chromatogramm des EtOAc-Extraktes von griinem Rooibos (BPC)

werden konnten.

Tab. 1: Uberblick iiber die im Ethlyacetat- und Butanol-Extrakt identifizierten Verbindungen

Nr. | RTpap | RTes MS MS/MS Verbindung
(min) | (min) (neg.)
Flavone und Flavon-C-
glykoside
2 |164 |16,1 609 591, 519, 489, 399, 369 Luteolin-6,8-di-C-glucosid
(Lucenin-2)
3 18,9 18,6 593 575, 503, 473, 383, 353 Apigenin-6,8-di-C-glucosid
(Vicenin-2)
4 19,3 19,1 579 561, 489, 459, 441, 429, 399, | Luteolin-C-hexosid-C-pentosid
369
211 20,9 563 545, 503, 473, 443, 383, 353 Isoschaftosid’
8 21,3 [210 447 429, 357, 327 Isoorientin
9 216 [220 563 545, 503, 473, 443, 383, 353 Schaftosid
12 | 22,9 22,6 447 357,327 Orientin
15 | 25,0 24,8 431 413, 341, 311 Isovitexin
16 | 25,4 25,1 431 341,311 Vitexin
26 |380 |[37,7 285 271, 241, 217, 199, 175, 167, | Luteolin?
151, 125
27 416 |41,3 299 284 Chrysoeriol 2
29 | 41,2 |41,0 269 241, 225, 201, 149, 117 Apigenin *
Dihydrochalkone
5 19,7 19,4 613 523,493 Aspalathin-C-hexosid
10 | 21,7 21,5 613 523,493 Aspalathin-C-hexosid
11 | 22,5 |22,2 613 523, 505, 493, 475, 433, 403, | Aspalathin-C-hexosid
373
13 | 23,7 23,4 451 361, 331 Aspalathin
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20 | 28,2 28,0 435 345, 315 Nothofagin

21 | 29,2 29,0 739 721, 649, 619, 613, 595, 523, | Aspalathin-di-C-glykosid
493,361, 331

22 | 29,8 |[296 451 361, 331 Aspalathin
(Konstitutionsisomer)

24 | 32,7 32,5 723 705, 633, 603, 597, 579, 507, | Nothofagin-di-C-glykosid
477, 345, 315

Flavonole und -O-glykoside

14 | 24,5 24,3 609 301 Rutin
17 | 26,0 25,8 463 301 Quercetin-O-galactosid
18 | 26,3 26,0 463 301 Quercetin-O-glucosid
19 | 27,0 26,7 447 285 Luteolin-O-galactosid
23 | 30,5 30,3 431 269 Apigenin-0-glu/gal?
25 | n.i. 35,0 477 315 Isorhamnetin-O-glu/gal?
30 | 38,3 38,1 301 273, 257, 229, 193, 179, 151, | Quercetin®
107
Flavanone und -C-glykoside
6 19,6 19,4 449 359, 329 R/S-Eriodictyol-6/8-C-glucosid
6 20,5 20,3 449 359, 329 R/S-Eriodictyol-6/8-C-glucosid
31 (38,7 38,5 287 151, 135, 125, 107 Eriodictyol®
Hydroxyzimtsdurederivat
1 9,1 8,8 355 235,192, 164 Ferulasaure-O-glu/gal
Catechine
28 | 15,9 15,8 289 245, 205, 179 (-)—Epicatechin2

Mit Blick auf Tab. 1 bleibt festzuhalten, dass die Flavon-C-glykoside im Rooibos einen bedeutenden
Stellenwert besitzen. Je nachdem von welchem Aglykon sich die Verbindungen ableiten, unter-
scheidet man u. a. den Apigenin- und Luteolin-Typ.
Vorzufinden sind dabei sowohl Mono- als auch Diglykoside, die unter den gewdahlten Bedingungen
vorwiegend im Retentionszeitenbereich von 16 - 25 min eluieren. Als Beispiele seien an dieser Stelle
die Isomerenpaare Orientin / Isoorientin (Luteolin-Typ) als Mono-C-glucoside und Schaftosid /
Isoschaftosid als Di-C-glykoside (Apigenin-Typ) genannt.
Im Rooibos sind mit dem (R)- und (S)-Eriodictyol-6-C-glucosid und (R)- und (S)-Eriodictyol-8-C-glucosid
auch Flavanon-C-glucoside enthalten. Das 6-C-Glucosid entsteht aus Aspalathin durch eine oxidative
Cyclisierung wahrend des Fermentationsprozesses. Diese Reaktion kann auch im LabormafRstab unter
simulierten Bedingungen induziert werden [Marais et. al., 2000]. Im Ethylacetat- und Butanolextrakt
konnten je zwei der vier Isomere identifiziert werden; im Dichlormethanextrakt alle vier.
Ein Blick auf die dargestellten Chromatogramme zeigt, dass als Hauptverbindungen im Rooibos die
Flavon-C-glucoside Orientin (Luteolin-8-C-glucosid, Nr. 12), Isoorientin (Luteolin-6-C-glucosid, Nr. 8),
Vitexin (Apigenin-8-C-glucosid, Nr. 16) und Isovitexin (Apigenin-6-C-glucosid, Nr. 15) sowie die
Dihydrochalkon-C-glucoside Aspalathin (Nr. 13) und Nothofagin (Nr. 20) vorkommen. Daneben
spielen die Flavonol-O-glykoside Rutin (Quercetin-O-rutinosid, Nr. 14), Isoquercitrin (Quercetin-O-
glucosid, Nr. 18) und Hyperosid (Quercetin-O-galactosid, Nr. 17) mengenmaRig eine wichtige Rolle.
Eine Ubersicht Giber die ermittelten Gehalte der Hauptverbindungen im bearbeiteten Probenmaterial
liefert folgendes Diagramm (Abb. 7):
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Abb. 7: Flavonoid-Gehalte in griinem und fermentiertem Rooibos

Die mit rund 5 % mengenmalig bedeutendste Verbindung im griinen Rooibos ist das Aspalathin. Der
Gehalt im fermentierten Rooibos ist mit 0,2 % deutlich geringer, da nach Zerkleinerung des Materials
und in Gegenwart von Sonnenlicht und Sauerstoff die Dihydrochalkone Aspalathin und Nothofagin
sofort oxidiert werden.

Die Ergebnisse hinsichtlich der nachgewiesenen Aspalathin- und Nothofagingehalte spiegeln sich
auch im Folin-Wert als Summenparameter fiir den Gesamtphenolgehalt wieder:

So ist der Wert mit rund 9,8 % beim fermentierten Rooibos im Vergleich zum griinem Rooibos (12 %)
deutlich geringer. Ahnliches gilt ebenfalls fiir das antioxidative Potential.

Die bestimmten Gehalte von Aspalathin und Nothofagin entsprechen etwa den in der Literatur
beschriebenen Werten, wobei flr Aspalathin teilweise auch noch deutlich héhere Werte angegeben
werden (Aspalathin: bis zu 10 %, Nothofagin: bis zu 1 % im griinen Rooibos) [Schulz et al., 2003].
Weiterhin erwdhnenswert sind die Gehalte der Flavonoide Orientin (0,51 %), Isoorientin (0,28 %) und
Rutin (0,19 %) sowohl im griinen als auch im fermentierten Rooibos.

1.1.2 Lagerungsversuche

Die Quantifizierung der Flavonoide in den Fertiggetranken erfolgte durch Doppelbestimmung fir
samtliche Messzeitpunkte mittels HPLC-DAD. Zur sicheren Peakzuordnung wurden fiir jeden
Messzeitpunkt HPLC-ESI-MS"-Messungen durchgefiihrt.

Exemplarisch ist in den Abb. 8-10 die Entwicklung des Gehalts an Isoorientin (Flavon-C-glucosid),
Aspalathin (Dihydrochalkon-C-glucosid) und Quercetin-O-galactosid (Flavonol-O-galactosid) Gber den
gesamten Messzeitraum dargestellt. Ahnliche Tendenzen lassen sich ebenso bei den anderen in den
Fertiggetranken quantifizierten Flavonoiden (Orientin, Isovitexin, Vitexin, Quercetin-O-glucosid,

Luteolin-O-galactosid und Nothofagin) beobachten.
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Abb. 8: Gehalt an Isoorientin in Abhdngigkeit von der Lagerdauer
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Wie zu erwarten ist, nimmt sowohl der Gehalt an Isoorientin als auch der an Aspalathin und
Quercetin-O-galactosid bei Lagerung im Trockenschrank (TS) am starksten (Aspalathin: - 57 %;
Isoorientin: - 32 %; Quercetin-O-galactosid: - 42 %), bei Lagerung im Tiefkiihlraum (TK) am geringsten
(Aspalathin: - 5 %,; Isoorientin: - 7 %; Quercetin-O-galactosid: - 8 %) ab.

Die Lagerung im Tiefkiihlraum bietet gegeniiber der im Kihlschrank nur geringfligige Vorteile. Die
ermittelten Gehalte weichen kaum voneinander ab.

Andere Verhiltnisse liegen vor, wenn Raumtemperaturlagerung ohne Lichtschutz (RT o. LS) mit der
mit Lichtschutz (RTm.LS) verglichen wird: Interessanterweise ldsst sich bei ersterer
Lagerungsbedingung eine geringere Abnahme in den detektierten Gehalten als bei zweiterer
ermitteln. Dieses macht sich insbesondere beim Aspalathin bemerkbar (Messpunkt 12. Monat: RT o.
LS — 251 mg/L; RT m. LS — 205 mg/L).

Insgesamt lassen sich bei den Dihydrochalkon-C-glucosiden Aspalathin und Nothofagin (Abnahme um
- 52 % bei Trockenschranklagerung nach 22 Monaten) im Vergleich zu den quantifizierten Flavon-C-
glucosiden und Flavonol-O-glykosiden die starksten Abnahmen in den Gehalten (insbesondere bei
RT- und TS-Lagerung) registrieren.

Die Ursache ist in dem auch in der Literatur beschriebenen Abbau von Aspalathin zu den Flavonen
(S)- und (R)-Eriodictyol-6-C-glucosid wahrend der Fermentation zu sehen [Marais et. al., 2000]. Beim
Nothofagin ist entsprechend die oxidative Cyclisierung zum (S)- und (R)-Naringenin-6-C-glucosid zu

beobachten.

Bestatigen lassen sich diese Ergebnisse auch durch Inkubation von isoliertem Aspalathin und
Nothofagin. Abb. 11 zeigt erhaltene HPLC-DAD-Chromatogramme nach Inkubation von Aspalathin
(5 mg/mL) exemplarisch an drei verschiedenen Messpunkten. Zur Gewdhrleistung einer sicheren

Peakzuordnung wurden HPLC-ESI-MS"-Messungen der jeweiligen Proben vorgenommen.
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Abb. 11: HPLC-DAD-Chromatogramme (287 nm) nach Inkubation von isoliertem Aspalathin
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(5 mg/mL)
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Abb. 12: Oxidative Cyclisierung von Aspalathin zu R/S-Eriodictyol-6/8-C-glucosiden

und Weiterreaktion unter Bildung von Orientin (R = Glucose)

Die Inkubation von Aspalathin fihrt demnach unter den angegebenen Bedingungen zum einen zur

verstarkten Umsetzung von Aspalathin zu R/S-Eriodictyol-6/8-C-glucosiden,

Isoorientin und Orientin weiterreagieren konnen (Abb. 12).
Zum anderen ist parallel die Bildung zweier verschiedener Dimere aus zwei Aspalathin-Einheiten zu

beobachten. Einen Uberblick iiber den méglichen Bildungsweg gibt Abb. 13.

die teilweise zu

o] OH

Abb. 13: Moglicher Bildungweg von Aspalathin-Dimeren
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Aus diesem Grund wurde untersucht, ob ahnliche Reaktionen auch wahrend der Lagerung der
Fertiggetranke ablaufen und demnach im Falle des Aspalathins mit der Verringerung des
Aspalathingehalts eine Zunahme des Eriodictyol-6-C-glucosid-Gehalts einhergeht. Dazu wurde TK-

mit TS-Lagerung an drei Messpunkten miteinander verglichen (Abb. 14).

om
HO OH OH HO. o
O ‘ ~
|
o Giu = \H
OH o

Aspalathin (m/z = 452) Eﬂodict;:I-S-(DJ-qucosid (mfz = 450)
EIC 449
1,2,3,4,5: 449 — 359, 329

\/ﬂl

0
nD 10 20 30
— -

Abb. 14: Entwicklung des Gehalts an Eriodictyol-C-glucosid bei zunehmender Lagerdauer
Abb. 14 zeigt einen deutlichen Anstieg der Peakflachen von Peak 3 und 5 (iber den Messzeitraum.
Daher ist es naheliegend, dass es sich bei diesen beiden Peaks um R/S-Eriodictyol-6-C-glucosid
handelt. Die Flachen der anderen Peaks bleiben anndhernd konstant. Dieses wird im nachfolgenden

Diagramm veranschaulicht:

Bildung von Eriodictyol-6-C-glucosid:
Peakflachenvergleich
140000000 -
120000000 -
100000000 -
80000000 - ETS51: Peak Nr. 3
60000000 - ETS 1: Peak Nr. 5
40000000 - = TK 1: Peak Nr. 3
20000000 - " TK 1: Peak Nr. 5
] ; : .
Beginn nach 1 nach 3
Monat Monaten

Abb. 15: Bildung von Eriodictyol-6-C-glucosid
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass mit Blick auf den wertgebenden Bestandteil Aspalathin
des griinen Rooibos eine Lagerung des Fertiggetranks bei 8 °C empfehlenswert ist, da bei Raum-
temperaturlagerung und Lichtschutz nach einem Monat bereits 14 % des urspriinglich enthaltenen
Aspalathins abgebaut werden.

1.1.3 Isolierung der bioaktiven Fraktion

Die Isolierung der bioaktiven Fraktion aus grinem Rooibos fiir den Einsatz als eines der drei
Prifprodukte bei der in Hannover durchgefiihrten Humanstudie im Crossover-Design erfolgte nach
dem in Abb. 16 gezeigten FlieRschema.

Dazu wurde griiner Rooibos einer methanolischen Extraktion unter standardisierten Bedingungen
(60 °C, 60 min, 70 % MeOH) unterzogen. Nach Aufreinigung des methanolischen Extrakts mittels
einer Amberlite XAD-7-Saule zur Abtrennung von Storsubstanzen wie organischen Sduren, Proteine
oder Kohlenhydrate, wurde der Extrakt nach Gefriertrockung einer HSCCC-Trennung zur weiteren
Fraktionierung unterzogen.

Zu diesem Zweck wurde zuerst ein geeignetes FlieBmittelsystem durch entsprechende Vortests in
kleinem MaRstab entwickelt. Hierbei wird der Verteilungskoeffizient K (0,5<K<1,0 optimaler
Bereich im Head-to-Tail-Modus) nach der Zugabe von Probenmaterial in ein Gefdal mit gleichen
Volumina an oberer und unterer Phase sowie nachfolgendem Ausschiitteln mittels HPLC-DAD-
Messung beider Phasen bestimmt [Ito, 2005].

Mit 0,5 - 4 g des XAD-7-Extrakts wurden schliefRlich die CCC-Separierungen vorgenommen und die
resultierenden Fraktionen mittels des TEAC-Test (Trolox equivalent antioxidative capacity) auf ihr
antioxidatives Potential untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der TEAC-Test nach einer modifizierten Methode [Re et al., 1999]
ausgefihrt. Hierbei wird das gefarbte Radikal durch Kaliumpersulfat erzeugt. Gemessen wird dann
die Entfarbung des Radikals (Reduktion durch das Antioxidans) zur ungefarbten Ausgangsverbindung.

= = Extraktion " Amberlite
TInerRaoimos] Extraktion, [ Amberiite SE—
Griiner Rooibos (Methanol |Methanolascher Extraktl XAD-7-Saulo XAD-7-Extrakt

Bioaktive Fraktion .TE‘”fC {.Tro|'0 X equwaﬁlent HSCCC-
antioxidative capacity)

FEAC-Werte der CCC-Fraktionan von g ™ - F7y- - T T P .
80 griinem Rooibos p— 7 s ! 1 | |

) - . ,".,.,;_m.: [ ﬁI L

£ P praaian P2 F4

Fraktionenl HSCCC-Trennung (EW: 0,5-4 g)

~r e A 2
e P V ':\‘s ?
-1 | | 1 b » £

\\\, \/ N T 4 + Coil

Abb. 16: FlieBschema zur Isolierung der bioaktiven Fraktion aus griinem Rooibos

Hauptverbindungen der Fraktionen 1 - 4 der HSCCC-Trennung (Abb. 16) waren Rutin (F 1), Isoorientin
(F 2), Aspalathin und Orientin (F 3) sowie Isovitexin und Vitexin (F4). Die Coilfraktion enthielt
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unpolarere Verbindungen wie die Glykoside Nothofagin, Quercetin-O-glucosid und -O-galactosid
sowie Luteolin-O-glucosid/galactosid sowie die Aglyka Luteolin und Quercetin.

Fraktion 3 (200 mg) zeigte den hochsten TEAC-Wert der vier Fraktionen. Dieses ist auf den hohen
Gehalt an Aspalathin (ca. 85 %, Abb. 17) zuriickzufiihren. Fraktion 3 wurde daher in fiir die Human-
studie erforderlichen Mengen (500 mg/Proband) isoliert.

2 | 1. Isoorientin
3 2. Orientin

3. Aspalathin

4. Rutin

5. Isovitexin

6. Vitexin

Abb. 17: HPLC-DAD-Messung der bioaktiven Fraktion
(354 nm)

1.2 Holunderbliiten

Bei dem Holunder (Sambucus nigra L.) handelt es sich um ein bis zu vier Meter hohes
Strauchgewiéchs, das in Nordafrika, Nordamerika, Asien und auf dem europédischen Kontinent
heimisch ist. Die weien Bliten sind in Trugdolden angeordnet und konnen in geernteter und
getrockneter Form zur Teebereitung genutzt werden. Die in den Holunderbliten enthaltenen
Flavonoide stellen mit einem Anteil von drei Prozent ein quantitativ bedeutenden Inhaltsstoff dar
[WHO 2002].

Um einen ersten Uberblick {iber die Zusammensetzung von Holunderbliiten zu bekommen, wurden
etwa 5 g der Holunderbliten mit 200 mL Wasser extrahiert und mittels HPLC-DAD analysiert.

mAU

2

800
600 |

400

200

T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 mil

Abb. 18: HPLC-Chromatogramm eines wassrigen Holunderbliitenextraktes (354 nm)

Hauptverbindungen des wassrigen Teeaufgusses sind 5-Caffeoylchinasdure (1), Rutin (2), Hyperosid
(bzw. Isoquercitrin) (3), Kampferol-rutinosid (4), Isorhamnetin-diglucosid (5) und di-Caffeoyl-
chinasaure (6).

1.2.1 Quantitative Bestimmungen aus dem Rohextrakt

a) Gehalte an Flavonol-O-glykosiden
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Unter den Flavonol-O-glykosiden spielen Rutin und Hyperosid mengenmaRig die groRte Rolle.

Folgende Gehalte wurden im methanolischen Rohextrakt ermittelt:

Tab. 2: Rutin- und Hyperosidgehalt eines methanolischen Holunderbliitenextraktes

methanolischer Extrakt [g/100 g]

Rutin

3,2

Hyperosid

0,45

Die Gehalte an Kampferol-rutinosid sowie Isorhamnetin-diglucosid liegen bei ca. 0,2 g/ pro 100 g

Rohextrakt.

b) Gehalt an Hydroxyzimtsdurederivaten

Hydroxyzimtsdurederivate sind in den Holunderbliiten zu einem groflen Anteil enthalten und

spielen mengenmaRig eine sehr wichtige Rolle.

Im methanolischen Rohextrakt wurden folgende Gehalte ermittelt:

Tab. 3: Hydroxyzimtsauregehalte eines methanolischen Holunderbliitenextraktes

methanolischer Extrakt
[8/100 g]
3-Caffeoylchinasaure 0,2
5-Caffeoylchinasaure 1,5
3,5-di-Caffeoylchinasdure 1,2

1.2.2 Isolierung einer bioaktiven Fraktion fiir den Einsatz in der Humanstudie mittels HSCCC

Abb. 19 zeigt das Chromatogramm einer HSCCC-Trennung mit dem optimierten FlieBmittelsystem
Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2/0,8/5, v/v/v). Fraktion 2 wurde aufgrund der hochsten anti-
oxidativen Kapazitat fir den Einsatz in der Humanstudie isoliert.

Tab. 4 zeigt die komplexe

Abb. 19: HSCCC-Chromatogramm (354 nm) des
methanolischen Holunderbliitenextraktes

Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen, wobei zu sehen ist, dass die

Trennung der Inhaltsstoffe nach Polaritat der einzelnen Verbindungen erfolgt ist. Fraktion 1 enthalt

wenig polare Verbindungen, Fraktion 2 semipolare Verbindungen wie z.B. Rutin und auf dem Coil

20



verbleiben polare Verbindungen wie verschiedene Hydroxyzimtsaurederivate. Um eine Aussage Uber
die antioxidativen Kapazitdten der einzelnen Faktionen treffen zu kénnen, wurden diese mittels
TEAC-Test getestet.

Tab. 4: Hauptinhaltsstoffe der HSCCC-Trennung zur Isolierung einer bioaktiven Fraktion
Hauptkomponenten

Fraktion 1 Quercetin-3-0-glucosid (Hyperosid)
Isorhamnetin-3-O-glucosid/galactosid
di-Caffeoylchinasaure
Kampferol-glucosid/galactosid
di-Caffeoylchinasaure

Naringenin

Fraktion 2 5-Caffeoylchinasaure
5-p-Cumarylchinasaure
Rutin
Isorhamnetindiglucosid

Fraktion Coil 3-Caffeoylchinasdure
5-Caffeoylchinasdure
4-Caffeoylchinasdure
3-Feruloylchinasaure

Abb. 20 zeigt eine graphische Darstellung der antioxidativen Kapazitaten der einzelnen HSCCC-
Fraktionen.

o 100 -
&
3 80 -
£
™ 60 +
=<
o 40 47
o
[
S 20 +;
€ i N
1 0 T
1 2 Coil
HSCCC-Fraktionen

Abb. 20: Antioxidative Kapazitdten der einzelnen HSCCC-Fraktionen

Die Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt der einzelnen gefriergetrockneten Fraktionen ergab,
dass Fraktion 2, welche als Hauptkomponenten Rutin, 5-Caffeoylchinasdure sowie Isorhamnetin-
diglucosid enthalt, die hochste antioxidative Aktivitat besitzt. Die Coil-Fraktion besitzt die geringste
antioxidative Kapazitdt, wobei zu beachten ist, dass diese Fraktion wiederum die hochste Ausbeute
aller Fraktionen aufweist. Hauptinhaltsstoffe dieser Fraktion sind die Hydroxyzimtsdurederivate 3-
CQA, 4-CQA und 5-CQA. Aufgrund des in der Literatur mehrfach diskutierten positiven
gesundheitlichen Effektes von verschiedenen Quercetinverbindungen, sowie der hochsten anti-
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oxidativen Kapazitdt von Fraktion 2, wurde diese in groRerem MaRstab isoliert, um diese in die

Humanstudie einzusetzen.
Fraktion 2 der HSCCC-Trennung enthélt als Hauptkomponenten 5-Caffeoylchinasdure (7), Rutin (8)

sowie Isorhamnetindiglucosid (9), wie Abb. 21 zeigt.

AT

1000 - 8

800 |
600 |

400 -

7
D |

1o 20 30

Abb. 21: HPLC-Chromatogramm von Fraktion 2 der HSCCC-Trennung (354 nm)
Ausgehend von einem Gehalt an Rutin von etwa 0,3 g in einem praxisiiblichen Teeaufguss (10 g in
500 mL kochendem Wasser), wurden fir die Humanstudie pro Proband 300 mg der bioaktiven

200 -

40 mi

Fraktion 2 isoliert.

1.2.3 Versuche zur Lagerstabilitidt eines Holunderbliiten-Fertiggetranks

Die rein wassrig hergestellten Fertiggetranke aus Holunderbliiten werden zu Beginn, nach 1, 3, 6
sowie nach 12 Monaten mittels HPLC analysiert (Bestimmung der Flavonoidgehalte) sowie mittels
Folin-Ciocalteu-Test auf den Gesamtphenolgehalt geprift.

Lagerbedingungen:

- Lagerung bei Raumtemperatur, ohne Tageslichteinfluss

- Lagerung bei Raumtemperatur, mit Tageslichteinfluss

- Lagerung bei -20 °C

- Lagerung bei 4 °C

- Lagerung bei 40 °C
Folgende Abbildung zeigt Diagramme einiger Flavonoidgehalte zu Beginn, nach 1 Monat, nach 3
Monaten, nach 6 Monaten sowie 12 Monaten Lagerzeit.

5-Caffeoylchinasaure

300
= W Tiefkithlraum (-20°C)
® 200
E 100 B RT Tageslicht
(U]

RT dunkel

M Kihlschrank (4°C)
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Hyperosid
60 -
— 50 A
? 40 - m Tiefkiithlraum (-20°C)
= 30 - B RT/Tageslicht
£ 20 A
[T RT/chne Tageslicht
8 1o - / g
0 - m Kithlschrank (4°C)
6%(\(\ @o(@ @00,3\- é\o‘{} »\5\\ = Trockenschrank (40°C)
® N % ©
Rutin
300
— 250 A
? 200 - ® Tiefkithlraum (-20°C)
= 150 A B RT/Tageslicht
(11}
< 100 -
[T RT/chne Tageslicht
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0 - m Kithlschrank (4°C)
_\(\(\ (\,5& (\,5& 65\- %,gs m Trockenschrank (40°C)
Gq’ @0 @0 2 ,»\
»‘ %. b.

Abb. 22: Flavonoidgehalte des Holunderbliiten-Fertiggetranks zu Beginn, nach 1 Monat,
nach 3, nach 6 sowie nach 12 Monaten Lagerzeit

Deutlich zu erkennen ist, dass der Gehalt an 5-Caffeoylchinasaure bei Tiefkihllagerung (-20 °C) sowie
Kiihlschranklagerung (4 °C) am wenigsten sinkt. Nach 12 Monaten Lagerzeit scheinen die Gehalte
geringfligig zu steigen, was moglicherweise durch eine Isomerisierung der enthalten 3-CQA bzw. 4-

CQA zu stande kommen konnte.

Der Gehalt des Flavonol-O-glykosides Hyperosid zeigt nach 1 Jahr Lagerzeit einen deutlichen Anstieg,
was durch einen moglichen partiellen Abbau des Rutins erklart werden kann. Der groRRte Anstieg ist
bei der Raumtemperaturlagerung zu verzeichnen. Parallel dazu ist zu erkennen, dass der Rutingehalt
nach 1 Jahr bis zu 45 % gesunken ist, was den moglichen Abbau zusatzlich bestéatigt. Die héchsten
Gehalte wurden bei der Lagerung bei -20 °C sowie bei 4 °C ermittelt.

Die Gesamtpolyphenolgehalte aller untersuchten Fertiggetranke zeigten keine signifikante

Veranderung.
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2. Entwicklung einer Methode zur Untersuchung der Urin- und Plasmaproben

2.1 Aufarbeitungsstrategien

In der Literatur sind drei verschiedene Aufarbeitungsstrategien zur Untersuchung von Blutplasma
beschrieben:

1) Direktextraktion des Plasmas (Flussig-flissig-Extraktion): durch Ausschitteln mit organischen
Losungsmitteln wie Dichlormethan, Ethylacetat oder Methanol ist es moglich, die
Zielverbindungen je nach Loslichkeit selektiv in die organische Phase zu extrahieren [z.B.
Warden et al., 2001]. Die Gleichgewichtseinstellung der Phasentrennung wird dabei durch
Zentrifugation beschleunigt. Nach Trocknung der organischen Phase im Stickstoffstrom wird
der Rickstand in mobiler Phase aufgenommen und in das HPLC-ESI-MS"-System injiziert
(Abb. 23).

Plasma + ISTD + Phosphatpuffer (pH 3,5}

Vortex
¥
erste Extraktion
1) Vortex 3) Vortex
2) Ultraschall || 4) Zentrifugation

v
Rickstand: zweite Extraktion

2) l%Ascorbinséure(aq}
3) Vortex

1) org. Phasen vereinigen

v
Trocknung im N ;-Strom
1

Rickstand in mobiler
Phase aufnehmen

!

HPLC-ESI-MS/MS”

Abb. 23: Schema der Plasmaaufarbeitung durch Direkt-
extraktion mit organischen Losungsmitteln

Aufgrund der Vielzahl von Hydroxylgruppen besitzen Polyphenole eine hohe Affinitdt zu
Plasmaproteinen, insbesondere zu Plasmaalbumin. Komplexe dieser Art wurden schon in
einigen in vitro-Studien [Manach et al., 1995 und 1996] beobachtet. Ahnliche Verhiltnisse
konnen daher auch invivo angenommen werden. Diese postulierten Polyphenol-Protein-
Komplexe stellen demnach ein Depot dar, aus dem Polyphenole sukzessive freigesetzt
werden kénnen [Eisenbrand und Hennecke, 2005].

Polyphenole sind in ihrer komplexierten Form der ESI-MS"-Analytik nicht zugdnglich.

Die Zugabe eines sauren Puffersystems dient daher der Spaltung der lber elektrostatische
Wechselwirkungen entstandenen Polyphenol-Plasmaprotein-Addukte. Zu diesen Zweck
werden daneben Sduren wie o-Phosphorsaure, Salzsdure oder Trichloressigsdure verwendet
[Roura et al., 2005]. Zusatzlich flhrt die Zugabe von Saure zur Denaturierung der Proteine.
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2)

3)

Zur Erzielung einer zufriedenstellenden Ausbeute an Zielverbindungen ist eine mehrfache
und daher zeitintensive Extraktion des Plasmamaterials grundsatzlich erforderlich.

Direktextraktion mit vorgeschalteter Fallung: Bei der zweiten Methode wird die
Direktextraktion mit einer vorgeschalteten Proteinfallung kombiniert [z.B. Li et al., 2000], um
Plasmaproteine als Ursache von Matrixeffekten, hoher lonensuppression und Verlust an
Nachweisempfindlichkeit abzutrennen. Hierzu bieten sich Alkohole (Methanol, Ethanol, etc.)
oder auch Acetonitril und Dimethylformamid [Zimmermann et al., 2009] an.

Zur Fallung von Plasmaproteinen hat sich Ethanol bewahrt. Dabei ist zur Vermeidung zu
hoher lokaler Konzentrationen und zu groRer Warmeentwicklung von entscheidender
Bedeutung, dass das Fallungsreagenz eiskalt und langsam zugegeben wird. Nach Fallung und
Zentrifugation des Niederschlags wird der Uberstand abgenommen und dieser analog Abb.
23 aufgearbeitet.

Der Einsatz von Dimethylformamid als Fallungsreagenz kombiniert zwei Effekte: Ausfallung
der Proteine und je nach Léslichkeit Solubilisierung der Zielverbindungen.

Festphasenextraktion: Die dritte Methode beruht auf einer Festphasenextraktion des
Plasmas an RP-Material. Der dabei durchgefiihrte Waschschritt dient der Abtrennung von
Storsubstanzen und Plasmaproteinen, wahrend die Zielverbindungen auf der stationdren
Phase verbleiben und im nachfolgenden Schritt sukzessive von der Kartusche eluiert werden
[z.B. Unno et al., 2005; Erlund et al., 2000]. Nach Trocknung des Eluats im Stickstoffstrom
und Wiederaufnahme des Riickstands in mobiler Phase kann die Messung am HPLC-ESI-MS"-
System erfolgen (Abb. 24).

Plasma + ISTD + Phosphatpuffer (pti 3,5)

Vortex
SPE
1) Prakonditionierung 3) Waschen
2) Probenaufgabe 4) Elution

v
Eincngen eur Trockene im Stickstoffstrom

Aufnahme in
maoabiler Phase

v
HPLC-ESI-MS"

Abb. 24: Plasmaaufarbeitungdurch Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion ist eine elegante Technik zur Bestimmung von Analyten in komplexen
Matrices mit hoher analytischer Leistungsfahigkeit; allerdings auch arbeitsintensiv und aufwendig.

Im Hinblick auf die Urinaufarbeitung spielen nur Methode 1 und 3 eine Rolle. Eine vorgeschaltete
Fallung nach Methode 2 ist aufgrund der Zusammensetzung des menschlichen Urins nicht
erforderlich.

Neben Methoden auf Basis einer Direkt- und Festphasenextraktion findet man in der Literatur auch
solche auf Basis einer Direktmessung des Urins [Mullen et al., 2004]. Problematisch ist hier allerdings,
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dass die HPLC-ESI-MS"-Messung aus einer verdiinnten Probe vorgenommen wird und es so zu einer
Diskriminierung von Spurenkomponenten kommen kann.

Grundsatzlich gilt, dass ohne Zusatz von Enzymen nur die unverdnderten, frei vorliegenden
Flavonoide im Plasma erfasst werden kénnen. Die nach Metabolisierung konjugiert vorliegenden
Flavonoide (z.B. als Sulfate oder Glucuronide) kénnen nach Vorschaltung einer enzymatischen
Behandlung (in der Regel bei 37 °C liber einen Zeitraum von 45 min) mit Sulfatase und Glucuronidase
aus den Metaboliten freigesetzt werden.

Diese Metabolite bilden sich im Rahmen der Phase lI-Metabolisierung: durch Konjugation mit
korpereigenen Verbindungen (z. B. Glucuronsaure aus Uridin-diphosphat-glucuronsaure) wird die
Wasserloslichkeit erhéht, so dass eine Ausscheidung lber Galle und Darm ermdéglicht wird (siehe 3.
Metabolisierung und Suche nach maéglichen Stoffwechselprodukten).

Welche Substanzen mittels HPLC-ESI-MS" erfasst werden kénnen, wird grundsatzlich entscheidend
bestimmt durch die Wahl des Extraktionsmittels bei der Flussig-flissig-Extraktion bzw. des
Elutionsmittels bei der Festphasenextraktion sowie durch die gewahlten Wiederaufnahme-
bedingungen des im Stickstoffstrom eingeengten Riickstands (siehe 2.4.2 Variation der
Riickstandsaufnahme).

2.2 Entwicklung einer Aufarbeitungsmethode zur Plasmaanalytik: Probleme

Problematisch hinsichtlich der Methodenentwicklung ist neben dem hohen Proteingehalt des
Plasmas insbesondere dessen Gehalt an Phospholipiden (2 - 3 mmol/L), die als amphiphile und damit
grenzflachenaktive Verbindungen die Aufarbeitung storen.

500- 1000 L PL + 20 L STD (Enodictyol-/-0-glu) + /00 ul 0,1 M Phosphatpulfer (pH 3,5)
{+ Cnzym: 37 *C, 45 min)

Vortex (1 min)

SPE {Waters Oasis MCX, Cjz-Kartuschen, 60 mg Sorbensy

1) Prakonditionierung 3) Waschen

- 1mLH0 - 1x1mL5%MeOH,q

- 1mlLMeOH - 1x1ml30% MeOH g
- 1mLH)0 4) Elution

2) Probenaufgabe - 8x500uL70 % MeOH,q

(4 min Einwirkzeit)

Einengen 2ur Trockene im Stickstoffstrom

Aufnahme in 100 pL mobiler Phase

¥

HPLC-ESI-M5"

Abb. 25: Optimierte Plasmaaufarbeitung mittels Festphasenextraktion an RP-Material

Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde der Fokus auf die Festphasenextraktion gelegt, da mit
dieser Technik die ersten Wiederfindungsversuche bei einem Zusatz von Aspalathin zu Leerplasma
zufriedenstellend ausfielen. Allerdings muss hier einschrankend angemerkt werden, dass
ausschlieBlich Aspalathin als Standard zur Methodenentwicklung verwendet wurde und somit nicht
die komplette Bandbreite wichtiger Flavonoide des Rooibos abgedeckt wurde.
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Die Optimierung des Waschschritts und der Elutionsbedingungen durch eine Wasch-Elutionsstudie,
der Test diverser Kartuschenmaterialien verschiedener Hersteller sowie die Anpassung des
eingesetzten Plasmavolumens flihrten schlielRlich zu dem eingesetzten Aufarbeitungsschema in Abb.
25.

Bei der Aufarbeitung authentischer Plasmaproben traten Probleme in Form einer mangelnden
Reproduzierbarkeit bei der Untersuchung gleichen Probenmaterials auf. Zur Kontrolle, ob
moglicherweise Zielverbindungen schon im Waschschritt im Zuge der SPE-Aufarbeitung eluieren,
wurde die Waschflissigkeit mittels ESI-MS untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abb. 26 dargestellt. Wie anhand der Abbildung zu erkennen ist, liegt das
Problem darin, dass schon im Waschschritt Zielverbindungen wie z.B. Aspalathin eluieren (ZIM 4 B,
mit Waschschritt, Wascheluat). Gleiches gilt auch fiir Isoorientin und Orientin. Desweiteren ist das
Verhaltnis der Konzentration dieser Verbindungen im methanolischen Eluat (ZIM 4 B, mit Wasch-
schritt) zu Wascheluat unglinstig: ca. 90 % der Zielkomponenten finden sich in letzterem wieder.

1. Aspalathin  m/z =451 - 361, 331; 23,3 min
“ ZIM 4 B, ohne Waschschritt,
Eluatnach Probenaufgabe
|

ZIM 4B, ohne
, Waschschritt

ZIM 4 B, mit Waschschritt,
| Wascheluat

ZIM 4 B, mit Waschschritt

Abb. 26: HPLC-ESI-MS-Chromatogramme (BPC) nach SPE-Aufarbeitung
authentischer Plasmaproben

Zur Losung des Problems wurden folgende Schritte unternommen:

e Anpassung der SPE-Aufarbeitung (insbesondere des Waschschritts: Wasch-Elutionsstudie
nicht mit gesamtem Flavonoidspektrum des griinen Rooibos durchgefiihrt, so dass unter den
gewahlten Bedingungen moglicherweise Analyt schon im Waschschritt eluiert ist)

e Austausch des Phosphatpuffers gegen 4 % H3PO,4 zur Adduktspaltung

e Verwendung von Kartuschen mit gréRerer Menge stationdrer Phase (150 mg, 250 mg, 500
mg)

e Zusatz einer groBeren Puffermenge (2 mL bzw. 3 mL) bzw. Reduzierung der eingesetzten
Plasmamenge (500 pL)
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Nach zunéachst positiven Ergebnissen insbesondere durch Erhéhung des zugesetzten Volumens auf 2
mL in Kombination mit Kartuschen mit der doppelten Menge an Sorbens zeigten weitere Messungen
erneut die beschriebenen Effekte.

Aus diesem Grund wurde eine komplette Neuentwicklung einer Methode zur Plasmaaufarbeitung
vorgenommen.

2.3 Neuentwicklung einer Aufarbeitungsmethode zur Plasmaanalytik

Zur Ermittlung der fiir die im Rooibos vorkommenden Flavonoide am besten geeigneten Methode
wurden Wiederfindungsversuche durchgefiihrt und sieben Methoden auf Eignung getestet:

- vier auf Basis einer Direktextraktion des Plasmas mit organischen Losungsmitteln,

- zwei auf Basis einer Fallung und anschlieBender Flissig-Fllssig-Extraktion mit organischen
Losungsmitteln und

- eine auf Basis einer Festphasenextraktion.

Einen genauen Uberblick liefert Tab. 5.

Dazu wurde Leerplasma mit einem Mischstandard aus charakteristischen Rooibosinhaltsstoffen bzw.
Metaboliten versetzt (Tab. 6), die Aufarbeitung in Doppelbestimmung nach Vorschrift durchgefiihrt
und die Wiederfindungsrate Uliber den Vergleich der resultierenden Peakflaichen unter Berlick-
sichtigung von Verdiinnungs- bzw. Konzentrierungsfaktoren ermittelt. Die Einwaage orientiert sich
dabei in etwa an die im Plasma zu erwartenden, theoretischen Maximalgehalte der einzelnen
Flavonoide (siehe 4.2 Qualitative und quantitative Analyse der Plasmaproben) und gestattet dariiber
hinaus eine sichere Identifizierung der Komponenten.

Zwecks besserer Vergleichbarkeit wurden die fiir die einzelnen Methoden verwendeten Volumina fir
Leerplasma und Mischstandard sowie zur Wiederaufnahme des Riickstands nach Einengung konstant
gehalten bzw. entsprechend angepasst.

Tab. 5: Ubersicht tiber die getesteten Methoden

Nr. | Typ Extraktions- bzw. Elutionsmittel Literaturstelle

1 Direktextraktion 1 x Dichlormethan, 2 x Ethylacetat Lee et al., 1995

2 Direktextraktion 2 x Ethylacetat Henning et al., 2004

3 Direktextraktion 3 x Ethylacetat Moon et al., 2001

4 Direktextraktion 1 x Methanol Zhang et al., 2007b

5 Fallung & Extraktion Fallung mit Acetonitril, 1 x Methanol Mullen et al., 2006

6 Fallung & Extraktion | Fallung u. Extraktion mit Dimethylformamid | Zimmermann et al., 2009
7 Festphasenextraktion | 4 x Methanol Miyake et al., 2000
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Tab. 6: Zusammensetzung des Mischstandards

Verbindung ¢ [mg/L]
Orientin 84
Aspalathin 57
Rutin 87
Isovitexin 84
Quercetin-O-glucosid 60
Quercetin-O-glucuronid 117
Chrysoeriol 61

Die erfolgversprechendste Methode wurde anschlieBend hinsichtlich ihrer Parameter zur Steigerung

der Wiederfindungsrate optimiert.

2.3.1 Methodenscreening

Die graphische Auftragung der ermittelten Peakflichen nach Aufarbeitung am Beispiel von
Aspalathin, Orientin und Quercetin-O-glucuronid in Abhéangigkeit von den einzelnen getesteten

Methoden ergibt folgende Diagramme:

QOrientin Aspalathin
250000000 120000000
00000000 100000000
) ' 80000000
& 150000000 =
2 2 G000000
2 TR -
% = 40000000
T 50000000 H H H H 3 H
L T 20000000 1
o o
o Ll 110 BT |_||_||_| HINENES 0 : |_|II_I o | O }
1 21 22 31 32 41 42 51 52 61 62 71 72 1 21 22 31 32 41 42 51 52 &1 &2 71 72
Methode Methode
Quercetin-0-glucuronid
140000000
120000000 =
Eloooooooo -
S 80000000 =
5 60000000 =
e}
T 40000000 =
o
o 20000000 ’—’—r -
S I S o = 1
1 21 22 31 32 41 42 51 52 61 62 711 72
Methode

Abb. 27: Vergleich der getesteten Methoden anhand der Ausbeute an Orientin, Aspalathin und Quercetin-O-

glucuronid (Methode 2-7 in Doppelbestimmung)

Es bleibt bei Betrachtung von Abb. 27 festzuhalten, dass es in Abhadngigkeit von der chemischen

Struktur und der damit verbundenen unterschiedlichen Loslichkeit
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Elutionsmittel je nach verwendeter Methode zu unterschiedlichen Wiederfindungsraten beziglich
der Standardsubstanzen kommt.

VerhaltnismaRig hohe Ausbeuten aller im Mischstandard enthaltenen Flavonoide sind im Mittel mit
den Direktextraktionen zu erzielen, wahrend Festphasenextraktion und Aufarbeitung mit Fallung hier
schlechter abschneiden.

Die besten Ergebnisse beziglich der Erfassung von Glucuroniden liefert dagegen die
Festphasenextraktion (siehe Abb. 27). Allerdings sind die Wiederfindungsraten der untersuchten
Flavonoide deutlich geringer im Vergleich zu den alternativen Aufarbeitungsmethoden. Eine
Direktextraktion ist fur die Glucuronide kaum geeignet.

Die Aufarbeitung auf Basis einer vorgeschalteten Fillung sowie die alleinige Extraktion mit Methanol
sind allgemein wenig brauchbar.

Insgesamt zeigt sich die zweifache Direktextraktion des Plasmas mit Ethylacetat (Methode 2) als
vielversprechendste Aufarbeitungsmethode, so dass diese nachfolgend in ihren Parametern
optimiert wurde.

2.4 Methodenoptimierung

2.4.1 Variation der Extraktionsschritte und -zeit sowie des Extraktionsmittels

Fiir die Optimierung der Methode werden nacheinander die Versuchsparameter Extraktionszeit und
Anzahl der Extraktionsschritte bzw. das Extraktionsmittel variiert. In Tab. 7 sind die verschiedenen
Parameter dargestellt. Die Ergebnisse werden mit einem internen Standard (ISTD) verglichen. Die
Aufarbeitung des Standards ist identisch mit der Aufarbeitung der Proben. Der ISTD wird allerdings
nicht Leerplasma sondern Wasser zugesetzt.

Tab. 7: Versuchsparameter fiir die Variation von Methode 2
Extraktions- Extraktions- Extraktions-

Methode . . ) .
schritte zeit [min] mittel
2.3 2 15 Ethylacetat
2.4 2 30 Ethylacetat
2.5 2 60 Ethylacetat
2.6 3 15 Ethylacetat
2 x Ethylacetat
2.7 3 30
1 x Methanol
STD 2 30 Ethylacetat
Orientin Aspalathin
200000000 80000000
180000000 70000000 4
160000000 4
140000000 | ;20000000 4
£.120000000 A - 50000000
ETOOGOODOG 1 = < 40000000
L
o 20000000 1 [ .= 30000000 -
= 60000000  — =
HHE SeHEd
20000000 - H o1 01
= o+ AL PP PP = A e e PR P I
ST01S5TD22.3123.224124225125226126227127.2 STD1STD2231 232241242 251252 261262271272
Methode Mzathode

Abb. 28: Detektierte Peakflichen von Aspalathin und Orientin nach Anderung der Versuchsparameter (Tab. 7)
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Tab. 8: Wiederfindungsraten in Abhdngigkeit von den Versuchsparametern
L . Isovi- Q-O- Q-O- .

Orientin | Aspala- Rutin ] ) . Chrysoeriol
Methode . texin glucosid glucuronid

[%] thin [%] | [%] [%]

[%] [%] [%]

2.3:
2%15 min 77 39 28 56 68 2 91
2.4:
2%30 min 75 7 29 80 81 2 94
2.5:
2%60 min 79 4 31 82 86 2 94
2.6:
3%15 min 37 6 34 54 64 2 59
2.7: MeOH | 32 8 48 47 54 65 56

Eine Verlangerung der Extraktionszeit auf 2 x30 min (Methode 2.4) fiihrt zu einer deutlichen
Steigerung der Wiederfindungsraten bei Isovitexin (+ 24 %) und Quercetin-O-glucosid (+13 %) im
Vergleich zu Methode 2.3, wahrend im Falle des Aspalathins eine deutliche Abnahme um 32 % zu
registrieren ist. Eine weitere Verlangerung der Extraktionsdauer auf 2x60 min erhoht die
Wiederfindungsraten nicht; die Werte bleiben anndhernd konstant. AuRerdem wiirde dies zu einer
unverhaltnismaRigen Steigerung des Zeitaufwands flr eine Aufarbeitung fihren.

Eine dreifache 15-minitige Extraktion bewirkt eine deutliche Abnahme der Orientin- (-40 %),
Aspalathin- (-33 %) und Chrysoeriol- (-32 %)-Wiederfindungsraten im Vergleich zu Methode 2.3 und
ist daher nicht sinnvoll.

Die Verwendung von Methanol zur Extraktion ermoglicht im Vergleich zu 2.3 eine deutlich
verbesserte Erfassung von Quercetin-O-glucuronid (+ 63 %) und Rutin (+20 %). Im Gegensatz dazu ist
ein Abfall bei allen anderen Bestandteilen des Mischstandards zu beobachten.

Probleme bereitet grundséatzlich die Erfassung von Aspalathin. Aufgrund dessen thermischer
Instabilitat flihrt eine Verlangerung der Extraktionszeit im Ultraschallbad moglicherweise zu einem
fortschreitenden Abbau. Ein weiterer Grund fir die limitierten Wiederfindungsraten des Aspalathins
konnte auch die Wahl des Extraktionsmittels und der Riickstandsaufnahmebedingungen sein.

2.4.2 Variation der Riickstandsaufnahme

Im Folgenden wird der Einfluss verschiedener Losungsmittel auf die Glite der Wiederaufnahme des
Rickstands nach dem Einengen im Stickstoffstrom Gberprift (siehe Abb. 29)

Tab. 9: Versuchsparameter fiir die Variation der Riickstandsaufnahmebedingungen

. ) Riickstandsaufnahme- )
Nr. | Extraktionsmittel ) Medium
bedingungen

1 2 x 30 min EtOAc ACN/H,0 (1/1; v/v) Leerplasma
2 2 x 30 min EtOAc ACN/H,0 (1/1; v/v) Wasser

3 2 x 30 min EtOAc ACN/H,O/DMF (3/4/3; v/v) | Leerplasma
4 2 x 30 min EtOAc ACN/H,0/DMF (3/4/3; v/v) | Wasser

5 2 x 30 min EtOAc/DMF (2/1; v/v) | ACN/H,0 (1/1; v/v) Leerplasma
6 2 x 30 min EtOAc/DMF (2/1; v/v) | ACN/H,0 (1/1; v/v) Wasser
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Die in Tab. 9 angegebenen Parameter wurden fiir die Testaufarbeitungen verwendet. Das Leerplasma
wurde fir jeden untersuchten Parameter zusadtzlich auch durch Wasser substituiert und die
Aufarbeitung analog durchgefiihrt (Leerwert).

Die so erhaltenen Peakflaichen wurden mit dem direkt injizierten Mischstandard verglichen. Zum
Einsatz kam hier folgender Mischstandard:

Tab. 10: Verwendeter Mischstandard zur Variation der Riickstandsaufnahmebedingungen

Verbindung c [mg/L]
Orientin 21,2
Isoorientin 21,0
Aspalathin 19,6
Rutin 20,0
Isovitexin 12,2

Quercetin-O-glucosid 19,8
Quercetin-O-galactosid 19,6
Luteolin-O-glucuronid 21,6
Quercetin-O-glucuronid 20,6
Chrysoeriol 19,4
Eriodictyol 20,0

Berechnet man die Wiederfindungsraten und tragt sie graphisch auf, so ergibt sich das in Abb. 29
abgebildete Diagramm, wobei die nach Direktmessung des Mischstandards erhaltenen Peakflachen
auf 100 % normiert wurden.

Wiederfindungsratenin Abhangigkeit von
Riickstandsaufnahmebedingungen

100
m Mischstandard: Direktmessung
90
80 m1a)STDin 900 puL H2Q, 2 X EtOAc-
Extraktion, Riickstand: ACN/H20 1/1
£ 70
2 m 1b) wiein a), STD in 900 L Plasma
B 60
wl
=
3 50 .
-g m23)5TDin 900 pL H20, 2 X EtOAc-
= 40 Extraktion, Riickstand: ACN/DMFE/H20
% (3/3/4)
'g 30 m 2 b) wiein a), STD in 900 pL Plasma
20
m33a)STDin 900 uL H20Q, 1 x Et0Ac-u. 1 x
10 EtOAc/DMF (2/1), Riickstand: ACN/H20
1/1
0
m 3 b) wiein a), STD in 900 pL Plasma
Iscorientin Aspalathin Isovitexin L-O-glucuronid
Verbindung

Abb. 29: Graphische Darstellung der Wiederfindungsraten in Abhdngigkeit von den Riickstandsaufnahme-
bedingungen
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Wird der Riuckstand nach Trocknen im Stickstoffstrom mit einem Gemisch aus ACN/DMF/H,0 (3/3/4;
v/v/v — Methode 2) anstatt mit ACN/H,O (1/1; v/v — Methode 1) aufgenommen, so ist eine
signifikante Steigerung der Wiederfindungsraten sowohl bei Zusatz des Mischstandards zu Wasser als
auch - in abgeschwachter Form - zu Leerplasma zu erzielen. Flr den Leerwert erhdlt man unter
diesen Bedingungen fir alle Bestandteile des Mischstandards mit Ausnahme Rutins (65 %) Ausbeuten
von ca. 100 %. Beim Leerplasma sind die Wiederfindungsraten fiir samtliche Bestandteile des
Mischstandards im Vergleich zu Methode 1 ebenfalls wesentlich besser; fir Aspalathin (2 %) und die
enthaltenen Glucuronide (9 % fiir Quercetin- und 7 % fir Luteolin-O-glucuronid) gilt dies jedoch
nicht. Der Nachweis von Luteolin-O-glucuronid ist jedoch zumindest wieder maoglich.

2.4.3 Variation der Plasmamengen

Aufgrund des hohen Einflusses des Plasmas auf die resultierenden Wiederfindungsraten der
Bestandteile des Mischstandards - insbesondere die des Aspalathins - wurde Gberpriift, inwieweit die
Variation der Leerplasmavolumina die berechneten Ausbeuten beeintrachtigen.

Zu diesem Zweck wurden Aufarbeitungen unter Zusatz des Mischstandards zu 500 und 1000 pL
Leerplasma durchgefiihnrt und die erhaltenen Peakflaichen in Abhédngigkeit vom verwendeten
Plasmavolumen fiir jede Substanz verglichen. In Tab. 11 wird die prozentuale Abweichung der
Flavonoidgehalte bei unterschiedlicher Plasmamenge dargestellt.

Orientin Isavitexin
140000000 250000000
120000000 ]
200000000 _
100000000 -
[} [}
% anna0000 ,%,JB'JUUL-UU)
o o
= =
5 fana0an 3100000000 -
40000000 =
3 T 50000000
B 20000000 &
0 T T 0 T
S00uL S0 uL 1mlL Im. S00uL S0uL 1mlL ImL
Plasmamenge Plasmamenge

Abb. 30: Einfluss des Plasmavolumens auf die detektierten Peakflachen

Tab. 11: Darstellung der prozentualen Abweichung der in 1 mL detektierten Flavonoidgehalte von denen in 0,5

mL
. . Chry-

Orien- Aspala- . Isovi- Q-0O- Q-0O-

. . Rutin . . . SO-
tin thin texin glucosid glucuronid .

eriol
Abweichung

1 7 7 20 1 0 38

[%]

Bei den Flavonoiden Orientin, Aspalathin, Rutin, Quercetin-O-glucosid und Quercetin-O-glucuronid
hat die Plasmamenge einen vernachlassigbar kleinen Einfluss auf den Flavonoidgehalt. Einzig bei
Isovitexin und bei Chrysoeriol ist mit 20% bzw. 38 % Abweichung eine starke Abnahme der
detektierten Peakflachen bei 1 mL Plasma im Vergleich zu 500 pL Plasma festzustellen.

Trotzdem ist der Einsatz von 1 mL Plasma insbesondere bei authentischem Probenmaterial sinnvoll,
um fir die Aufarbeitung eine ausreichende Probenmenge vorzulegen und so auch den Nachweis von
Spurenkomponenten zu gewahrleisten.
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2.5 Zusammenfassung

Beriicksichtigt man alle Optimierungen, so ergibt sich das in Abb. 31 dargestellte Aufarbeitungs-
schema.

Plasma (I mL) + ISTD {Enodictyol) + Phosphatpuffor (pH 3,5)

¥
erste Extraktion (CtOAC)

1) Vortex 3) Vortex
2) Ultraschall 4) Zentrifugation

v
Rickstand: zweite Extraktion (CtOAc)

2) Vortex

1) org. Phasen vereinigen | 3) 1% Ascorbinsdure g

Trocknung im N-Strom
1

Rickstand aufnehmen in
ACN/DMF/H,0 (3/3/4)

!

HPLC-ESI-MS/MS"

Abb. 31: FlieBschema zur optimierten Plasmaaufarbeitungsmethode

Als interner Standard (ISTD) wurde Eriodictyol bei jeder Aufarbeitung zur Kontrolle aufgrund seiner
Stabilitat und strukturellen Ahnlichkeit zu den Zielverbindungen zugesetzt. Gerade die Stabilitit des
ISTD hat eine entscheidende Bedeutung. Aus dem zuvor als ISTD eingesetzten Eriodictyol-7-O-

glucosid entstanden wahrend der Aufarbeitung zahlreiche Abbau- bzw. Umsetzungsprodukte (Abb.
32).

= P
o]
. 7 ) = ] 1 F 7 onn
"-E; 1. Unbek. Verl.:m/z 391> 217
2. Friodictyol-7-O-glizm/z 449 > 287 5.
s 3.  AcetykEriodicytol-7-0glu:m/z 491 = 449, 287
1 4. Unbek. Verb.:m/z 461 - 287
| 5. Unbek. Verb.:m/z 475 - 287 2
o 1. .
L 3. a
o | Il ]
[] L] L] E3 E] Ed = [T

Abb. 32: BPC von Eriodictyol-7-O-glu nach Direktmessung
(oben) und nach Leerwertaufarbeitung (unten)

Als kritische Punkte sind hier die insgesamt 60 minitige Ultraschallbadbehandlung und die

Zentrifugationsschritte (nicht temperierbar) anzusehen. Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde
im Folgenden Uberprift.
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2.5.1 Uberpriifung der Reproduzierbarkeit

Die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurde anhand von sechs gleich aufgearbeiteten
Leerplasmaproben unter Zusatz des Mischstandards vorgenommen. Die Peakflachen einer der sechs
aufgearbeiteten Proben (Abb.33) wurden normiert und die prozentualen Abweichungen der
restlichen finf Proben von der normierten Probe berechnet (Tab. 12).
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Abb. 33: Uberpriifung der Reproduzierbarkeit am Beispiel von Orientin und Isovitexin

Tab. 12: Darstellung der prozentualen Abweichungen der Proben R2-R5 von Probe R1

Orientin  Aspalathin  Rutin  Isovitexin Q-O-. Q-0- ) Chrysoeriol
Probe %] %] %] %] glucosid glucuronid %]
[%] [%]

R1 100 100 100 100 100 100 100

R2 -5 -30 -10 -5 -8 -17 -2

R3 -7 -5 -17 -8 -9 -1 +5

R4 -12 -25 -15 -14 -14 -4 +8

R5 -10 -29 -23 -7 -9 -1 +16

R6 -15 -48 -26 -12 -15 -3 +14

Insbesondere die Werte von Probe R1 zeigen starke Abweichungen beziiglich der ermittelten
Peakflachen in Relation zu den anderen gleich aufgearbeiteten Proben. Bezieht man die Werte von
Probe R1 nicht mit in die Betrachtung ein, so liegen die prozentualen Abweichungen mit Ausnahme
der von Aspalathin immer unter 20 %.

Fiir die maximale Abweichung ergibt sich dann fiir Orientin -10 %, fiir Rutin -16 %, fiir Isovitexin -9 %,
fiir Quercetin-O-glucosid -7 %, fiir Quercetin-O-glucuronid -16 % und schliellich fir Chrysoeriol +18
%.

Der Unterschied fir Aspalathin betragt unter diesen Bedingungen -30 %.

2.5.2 Analyse authentischer Plasmaproben

Bei der Analyse authentischer Plasmaproben traten gravierende Probleme auf, wie die
nachfolgenden Diagramme (Abb. 34) am Beispiel des Probanden PEH zeigen.

Jeweils drei Plasmaproben (Nichternprobe, nach 1,5h und 3 h) je verabreichtes Prufprodukt
(Placebo, Teeaufguss und bioaktive Fraktion [hier nicht dargestellt]) wurden nach der optimierten
Aufarbeitungsmethode (siehe 2.5 Zusammenfassung) aufgearbeitet und per HPLC-ESI-MS" analysiert.
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Proband PEH: Teeaufguss (alte Sdule) Proband PEH: Placebo (alte Sdule)
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Abb. 34: Graphische Darstellung der fiir die Proben des Probanden PEH bestimmten Peakflichen in
Abhangigkeit vom Blutabnahmezeitpunkt

Bei Betrachtung des Diagramms fiir das Priifprodukt Teeaufguss fallt auf, dass in der Nichternprobe
entgegen den Erwartungen charakteristische Rooibosinhaltsstoffe wie Aspalathin, Isoorientin und
Isovitexin nachzuweisen sind.
Dieses fuhrt wie im Falle des Isoorientins auch teilweise dazu, dass eine stetige Abnahme der
detektierten Peakflaichen von Messzeitpunkt zu Messzeitpunkt zu beobachten ist. Insbesondere der
Nachweis des Dihydrochalkon-C-glucosids Aspalathin ist dulRerst verwunderlich, da diese Verbindung
bisher ausschlieBlich im Rooibos identifiziert wurde und daher nicht in der Nichternprobe zu
erwarten ist.
Auch im Prifprodukt Placebo lassen sich bei diesem Probanden unverstdandlicherweise zu jedem
Zeitpunkt groBere Mengen typischer Rooibosbestandteile, u. a. auch Aspalathin, bestimmen.
Dieses hat teilweise zur Folge, dass beispielsweise die detektierte Peakfliache fir Isovitexin im
Placebo deutlich groRer ist als im Teeaufguss.
Zur Problemlésung und Vorbeugung von Kontaminationen im Laufe der Aufarbeitung wurden diverse
Verbesserungen und Optimierung der bestehenden Methodik vorgenommen:
e vor Aufarbeitung zusatzliches Waschen der ProbengefdRe durch Ausspiilen mit Ethylacetat
unter Ultraschallbehandlung neben dem obligatorischen Reinigen in der Spilmaschine
e zur Erfassung von Kontaminationen durch die zugesetzten Reagenzien regelmaRiges
Aufarbeiten eines Leerwerts (Substitution von Plasma durch H,0)
e regelmaRige Blankmessungen widhrend einer Messsequenz zur Erfassung von
Analytverschleppungen und gleichzeitiger Reinigung des Sdulenmaterials
e Verlangerung des Spllschritts innerhalb der Messmethode zur Vermeidung von
Analytverschleppung
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e Spulen der Injektionsschleife mit einem Gemisch aus ACN/DMF/H,0 zur vollstindigen
Entfernung von Analytriickstanden

e Verwendung einer neuen HPLC-Saule
Insbesondere die Anschaffung einer neuen HPLC-S&ule fiihrte zum Durchbruch. Zur Kontrolle wurden
erneut Plasmaproben des Probanden PEH aufgearbeitet und ausgewertet (Abb. 35).
Es ist ersichtlich, dass in allen Prifprodukten (Teeaufguss hier nicht aufgefiihrt) in den
Niichternproben keine rooibosspezifischen Verbindungen nachzuweisen sind.
Die resultierenden Kurven bei Verabreichung von bioaktiver Fraktion zeigen den zu
erwartenden Verlauf:

Proband PEH: Extrakt (neue Sdule) Proband PEH: Placebo (neue Saule)
250000 400000
w w 350000
'S 200000 =
o @ 300000 ——
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o —B-Aspalathin z —=-Aspzlath
E 100000 p ﬁ 150000 spelathin
= lsovilexin = itexi
% oo wvitexir g 100000 Isovitexin
3 / \ ——0Orientin & soo00 —=—Rutin
0 w w 0 = a
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7=8h
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Blutabnahmezeitpunkt

Abb. 35: Graphische Darstellung der fiir die Proben des Probanden PEH bestimmten Peakflichen in
Abhédngigkeit vom Blutabnahmezeitpunkt unter Verwendung der neuen HPLC-Saule

Ein Vergleich der Ergebnisse fiir Isoorientin und Isovitexin nach Messung auf alter und neuer Saule
zeigt, dass die detektierten Peakflachen auf letzterer wesentlich niedriger sind und das Maximum
deutlich friher erreicht wird.

Nach Durchlaufen eines Maximums nach 1,5 h fiir die hier aufgefiihrten vier Verbindungen setzt die
Auswaschphase ein, so dass sich beim letzten Blutabnahmezeitpunkt nach 8 h keine Ziel-
verbindungen mehr nachweisen lassen.

Im Placebo liegen mit Ausnahme des Rutins an den untersuchten Zeitpunkten keine
Zielverbindungen vor.

2.6 Entwicklung einer Aufarbeitungsmethode zur Urinanalytik

Bei der Entwicklung einer Methode zur Urinanalytik wurde &hnlich verfahren wie beim Plasma.
Getestet wurden die in Tab. 13 aufgefliihrten Methoden. Zum Einsatz kam der in Tab. 10 aufgelistete
Mischstandard.
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Tab. 13: Ubersicht liber die getesteten Methoden zur Urinaufarbeitung

Methode Typ Extraktions- bzw. Elutionsmittel Literaturstelle
1 Direktextraktion 2 x Ethylacetat Warden et al.,2001
2 Direktmessung entfallt Mullen et al., 2004
3 Festphasenextraktion | Methanol Roura et al., 2005
4 Festphasenextraktion | Methanol Miyake et al., 2000

Es zeigte sich, dass eine Direktmessung des Urins aufgrund fehlender Probenkonzentrierung und
selektiver Extraktion der Zielverbindung aus der Matrix ungeeignet ist. Direktextraktion mit
Ethylacetat und Festphasenextraktion mit Methanol erwiesen sich durch hohe Wiederfindungsraten
der Bestandteile des Mischstandards als giinstige Verfahren, wobei dhnlich der Ergebnisse der
Methodenentwicklung fir die Plasmauntersuchung letzteres Verfahren Vorteile in der Erfassung von
Aspalathin und Glucuroniden bietet. Nichtsdestotrotz wurden beide Aufarbeitungstechniken im
nachsten Schritt in ihren Parametern optimiert. Tab. 14 gibt hierzu einen Uberblick.

Tab. 14: Uberblick iiber die im Rahmen der Methodenentwicklung iiberpriiften Parameter

Nr. Typ Modifizierung von Parameter
1 | Direktextraktion Extraktionszeit 1) 0 min, 2) 15 min, 3) 30 min
. . Rickstandsauf- 1) ACN/H,0 (1/1),
2 | Direktextraktion .
nahmebedingungen 2) ACN/H,0/DMF (3/4/3)
1) EtOAc/DMF (2/1)

. . Extraktionsmittel
3 | Direktextraktion 2) EtOAc/DCM (3/1)

(zweiter Extraktionsschritt)
3) EtOAc/n-ButOH (3/1)

1) Extraktion: EtOAc/DMF (2/1),

4 | Direktextraktion Nr.2&3 .
Riickstand: ACN/H,0/DMF (3/4/3)

1) 1xMeOH, 1 x DMF

Elutionsmittel 2) 1xMeOH/DMF (1/1)
3) 1xMeOH, 1 x EtOAc

4) 1xMeOH/EtOAc (1/1)

5 SPE

Eine Gesamtiibersicht Gber die erhaltenen Ergebnisse liefert Abb. 36.
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Abb. 36: Gesamtgraphik der Flavonoidextraktion im Rahmen der Methodenentwicklung fiir die

Urinanalytik
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2.6.1 Aufarbeitung durch Direktextraktion

Abb. 36 wird im Folgenden detaillierter dargestellt und nachfolgend das Hauptaugenmerk auf die
Ergebnisse der Ethylacetatextraktion gerichtet.

Ethylacetatextraktion
W EtOAC-Extraktion: Extraktionszelt to Modifizierung der Parameater

260 | WEtOAc-Extraktion: Extraktionszeitt15 M
230 - @ EtOAc-Extraktion: Extraktionszeitt30

210 | OEtOAc-Extraktion mit NaCl-Zusatz

W EtOAc-Extraktion mit Phosphatpuffer

160 -| m Extraktion mit EtOAC & EtOAC/n-ButOH (3/1)

W Extraktion mit EtOAc & EtOAC/DCM (3/1)

120

110 | [ Extraktion mit EtOAC & EtOAC/DMF (2/1)
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Abb. 37: Ubersicht {iber die extrahierten Flavonoidanteile mit Ethylacetatextraktion

Der grofite Anteil an Flavonoiden (Abb. 37), ausgedriickt als Verhaltnis des Anteils von extrahiertem
Flavonoid zu dessen Anteil im Mischstandard, konnte bei den Aufarbeitungen mittels Extraktion mit
Ethylacetat durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 6,8) zum Urin erzielt werden. Allerdings ist diese
Methode zur Erfassung von Glucuroniden und Aspalathin als Hauptflavonoid des Rooibos schlecht
geeignet.

Mit Ausnahme von Luteolin-O-glucuronid, Eriodictyol und Chrysoeriol ist eine Extraktion der
restlichen Flavonoide mit Wiederfindungen von 43-74 % mit einem Gemisch von Ethylacetat und n-
Butanol (3/1; v/v) moglich.

Allerdings gilt es zu beachten, dass Luteolin-O-glucuronid generell mit allen Aufarbeitungen auf Basis
einer Direktextraktion des Urins nur wenig bis gar nicht, mit n-Butanol aber wenigstens zu 5 % erfasst
werden konnte. Die besten Ausbeuten beziiglich dieses Bestandteils liefert allerdings mit 36 % das
Gemisch aus Ethylacetat und Dimethylformamid im Verhaltnis 3/1 (v/v), wahrend die Ausbeuten der
anderen Komponenten des Mischstandards im Vergleich zu den anderen getesteten Elutionsmitteln
jedoch deutlich geringer sind.

Im Mittel sind die Anteile extrahierter Flavonoide durch Extraktion mit einem Gemisch aus
Ethylacetat und n-Butanol am hochsten.

Die Verlangerung der Extraktionsdauer (0 - 15 - 30 min) bringt im Gegensatz zu den Ergebnissen
der Methodenentwicklung zur Plasmaanalytik keine Vorteile fiir die Erfassung der im Mischstandard
enthaltenen Flavonoide. Teilweise ist sogar eine stetige Abnahme der extrahierten Anteile mit
zunehmender Extraktionsdauer zu beobachten (z.B. im Fall des lIsoorientins, Orientins oder
Aspalathins).
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Abb. 38: Ubersicht {iber die extrahierten Flavonoidanteile bei verinderten Aufnahmemedien

Abb. 38 gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse bei veranderten Wiederaufnahmebedingungen
des nach Einengen im Stickstoffstrom erhaltenen Riickstands.

Die Erhohung des Anteils von Acetonitril von 10 % (EtOAc-Extraktion: Extraktionszeit t0) auf ein
Verhéltnis von Acetonitril und Wasser 1/1 (v/v) zur Wiederaufnahme bewirkt eine deutliche
Verbesserung des Riicklosens der extrahierten Flavonoide. Insbesondere im Fall des Orientins und
des Aspalathins lassen sich die Ausbeuten deutlich steigern.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Methodenentwicklung mit Plasma ist mit einem Gemisch aus
Acetonitril/Wasser/Dimethylformamid (3/4/3; v/v/v) keine Verbesserung zu erzielen. Gleiches gilt fiir
die Kombination der Extraktion mit einem Gemisch aus Ethylacetat und Dimethylformamid (2/1; v/v)
und Aufnahme des Riickstands mit Acetonitril/Wasser/Dimethylformamid (3/4/3; v/v/v).

2.6.2 Aufarbeitung durch Festphasenextraktion

Die Aufarbeitung der Flavonoide mittels Festphasenextraktion zeigt besonders gute Wieder-
findungen fur die Glucuronide sowie Aspalathin und Orientin.

Allgemein ist anzumerken, dass die im Verhiltnis 1/1 (v/v) gemischten Elutionsmittel héhere
Extraktionsraten als die aufeinanderfolgende Elution mit beiden Ldsungsmitteln (Abb. 39) liefern.
Eine Ausnahme stellt hier nur die Elution von Eriodictyol mit zuerst Methanol und anschliefend
Dimethylformamid dar, die sich mit einer Extraktionsrate von 73 % deutlich von den anderen
getesteten SPE-Methoden abhebt.

Die Elution mit einem Gemisch aus Methanol und Dimethylformamid im Verhaltnis 1/1 (v/v) zeigt die
héchsten Ausbeuten fiir Quercetin-O-glucuronid, Orientin und Aspalathin. Ahnliches gilt fiir Rutin
und Luteolin-O-glucuronid. Bei Verwendung eines Gemisches aus Methanol und Ethylacetat
(1/1; v/v) liegt der vom Kartuschenmaterial eluierte Flavonoidanteil fir Quercetin-O-glucuronid,
Orientin und Aspalathin ebenfalls bei rund 100%, jedoch geringer als beim Methanol-
Dimethylformamid-Gemisch. Vorteile liegen mit diesem Elutionsmittel in der Erfassung von
Quercetin-O-galactosid. Luteolin-O-glucuronid und Rutin wurden bei beiden Methoden in gleichen
Mengen wiedergefunden.
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Abb. 39: Ubersicht iiber die mittels SPE extrahierten Flavonoidanteile

Mit der wenig aufwendigen Methode 4, die lediglich eine Vorkonditionierung und Waschschritte mit
Oxalsdure umfasst, konnten die Glucuronide und Eriodictyol nicht nachgewiesen werden; bei allen
anderen Flavonoiden lag die Wiederfindung in einem Bereich von 38 % bis 72 %. Damit weist diese
Methode im Bereich der SPE-Extraktionen die hochsten Extraktionsraten fiir Isovitexin, Quercetin-O-
galactosid und Chrysoeriol auf.

GroBer Nachteil der SPE-Extraktion bleibt aber die lange Trocknungszeit im Stickstoffstrom. Durch
Optimierung des Gasflusses konnte ein Zeitgewinn ermdglicht werden.

2.6.3 Schlussbetrachtung

Abb. 40 gibt einen Uberblick tiber die besten Extraktionsmethoden.

Mit der Solid Phase Extraction (SPE) bei Elution mit einem Gemisch aus Methanol und
Dimethylformamid sowie Methanol und Ethylacetat in gleichen Anteilen sind die hochsten
Ausbeuten fiir die Glucuronide von Luteolin und Quercetin sowie fiir Aspalathin und Orientin zu
verzeichnen. Die Flavonoide Quercetin-O-galactosid sowie -glucosid, Eriodictyol, Chrysoeriol und
Isovitexin werden besonders gut mit der Direktextraktion unter Verwendung von Ethylacetat sowie
Pufferung der Probe mit Phosphatpuffer (pH 6,8) erfasst. Dabei bietet sich zur Konzentrierung die
Wiederaufnahme der eingeengten Probe mit 100 uL eines Gemisches aus Acetonitril und Wasser
(1/1; v/v) an.

Zusammenfassend ergibt sich damit das in Abb. 41 dargestellte FlieRschema zur Urinaufarbeitung.
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Abb. 40: Ubersicht iiber die mittels EtOAc-Extraktion mit Phosphatpuffer, SPE mit MeOH/EtOAc-Elution und SPE

mit MeOH/DMF-Elution extrahierten Flavonoidanteile
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Abb. 41: FlieBschema zur optimierten Urinaufarbeitung
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3. Metabolisierung und Suche nach méglichen Stoffwechselprodukten

Flavonoide kdnnen im Allgemeinen in der zugefiihrten Form nicht vom Organismus aufgenommen
werden, da es sich um hohermolekulare bzw. nur schwer wasserl6sliche Verbindungen handelt.
Flavonoide unterliegen daher im Korper an verschiedenen Orten biochemischen Um- und
Abbauprozessen. Der Fremdstoffmetabolismus findet vor allem in der Leber, aber auch in Darm und
Niere statt. Ziel dieser Prozesse ist die Verbesserung der Ausscheidung aus dem Koérper.

Dabei unterscheidet man Phase-I-Reaktionen (Funktionalisierung) und Phase-lI-Reaktionen
(Hydrophilisierung). Zu den Reaktionen der Phase | gehoren beispielsweise Oxidationsreaktionen,
Reduktionsreaktionen und Hydrolyse. Phase-llI-Reaktionen sind beispielsweise Glucuronsaure-
Konjugationen, Aminosaure-Konjugationen, Sulfatierungen und Acetylierungen, die vorwiegend in
der Leber stattfinden (Tab. 15). In der Tabelle finden sich auch die resultierenden Massendifferenzen,
die im Rahmen der HPLC-MS™Analytik bei der Fragmentierung der entsprechenden Metabolite
beobachtet werden.

Tab. 15: Phase-ll-Reaktionen im Detail

Reaktion Enzym Ubertragungvon auf MS
Glucuronsdure aus R-OH
Glucuronidierung R syl Uridin-diphosphat- R-NH, ML
Transferase & M - 352
glucuronsaure R-COOH
Sulfat-Gruppe aus
Sulfatierung Sultotransterase 3'-Phospho-adenosin-5'- R-OM M- 80
(SulT) R-NH,
phosphosulfat
Metiwiiarin Methyltransferase Methyl-Gruppe aus R-OH M- 14
vilerung (MT) s-Adenosyl-methionin RNH, M-28
: N-Acetyltransferase  Acetyl-Rest aus R-OH
Acetylierung (NAT) Acetyl-CoA RNH, M-42
o UDP-Glycosyl- Glucose aus
Glycosidierung Transferase Uridin-diphosphat-glucose Metes

Auch Dickdarmbakterien besitzen Glykosidasen, Glucuronidasen und Sulfatasen, die zur Bildung der
Aglykone fuhren. Somit ist durch die im Dickdarm anséassige Mikroflora eine Spaltung der Flavonoide
zu niedermolekolaren, phenolischen Verbindungen moglich, die in dieser Form ebenfalls resorbiert
werden kdnnen.

Verdauungsvorgange im Magen-Darm-Trakt haben daher die Aufgabe, mit der Nahrung zugefiihrte
Stoffe durch hydrolytische Spaltung zu einer fiir die anschliefRende Absorption im Diinndarm
geeigneten Form abzubauen. Die bei der Hydrolyse der Nahrungsstoffe entstehenden monomeren
Einheiten kdnnen von den Zellen der Diinndarmmukosa absorbiert werden und gelangen so in die
Blutbahn bzw. das Lymphsystem, von wo aus sie tiber den gesamten Organismus verteilt werden.
Insbesondere die Bioverfligbarkeit des Flavonols Quercetin wurde in vergangenen Studien eingehend
untersucht, da Quercetin und seine Glucoside in der Pflanzenwelt weit verbreitet sind. Hinsichtlich
der Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung von Flavonolen gibt es in der Literatur viele kontroverse
Veroffentlichungen. Bei einer der ersten Studien vor etwa 30 Jahren, konnten Gugler et al. (1975)
nach Verabreichung von 4 g Quercetin weder im Blutplasma noch im Urin das intakte Flavonol oder
Konjugate detektieren und schlossen daraus auf eine maximale Absorption von < 1%. Im Gegensatz
dazu kommt eine neuere Studie von Hollman et al. (1995) nach oraler Aufnahme von gediinsteten
Zwiebeln, die verschiedene Quercetinglucoside enthalten, zu dem Ergebnis, dass bis zu 52 % der

44



applizierten Dosis resorbiert werden. Dabei konnten Metabolite wie Quercetin-3-0O-glucuronid, 3-O-
Methylquercetin-3-0-glucuronid sowie Quercetin-3-O-sulfat im Serum identifiziert werden. Lediglich
in einer Studie gelang der Nachweis eines unveranderten Quercetin-3-glucosids [Mullen et al., 2004].
Einschldagig bekannt ist weiterhin, dass wahrend des Metabolismus im Kérper phenolische Sauren,
wie 3,4-Dihydroxyphenylessigsdaure, 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylessigsaure und 3-Hydroxyphenyl-
essigsaure aus Flavonolen gebildet werden [Olthof et al., 2003].

Hauptausscheidungswege sind die renale und biliare Exkretion. Lipophile Substanzen miissen dazu
erst metabolisiert werden. Polare Molekiile mit einem Molekulargewicht <300-500 D werden
zumeist Gber die Niere ausgeschieden, grolRere Substanzen mit einem Molekulargewicht von > 300-
500 D und einer polaren Gruppe bevorzugt lber die Galle. Daher kann es im Dinndarm - teilweise
auch erst nach Dekonjugation der Phase-ll-Metaboliten - zu einer Riickresorption dieser
Verbindungen kommen. Dieser sogenannte enterohepatische Kreislauf vermindert die Wirkung einer
Fremdsubstanz, da so ein erheblicher Teil der Dosis im Kreislauf gefangen sein kann.

Fir die gezielte Suche nach moglichen Metaboliten der Inhaltsstoffe von Holunderbliten und
Rooibos war es notwendig, alle moglichen Phase-I- und II-Metabolite zusammenfassend aufzulisten
und darzustellen. Die unteren Abbildungen zeigen mogliche Phase-I- und lI-Metabolite des Aglykons
Quercetin, welches in Holunderbllten zu einem hohen Anteil sowie auch im Rooibos in glykosidisch
gebundener Form vorkommt.

HO

- - *@*"
- CHs~COOH

oo |

3-Hydvroxyphenylessigs dure 7 HO
Y emylessigs ’ 3. 3-Dihwy droseyteluel|

3.4-Dihydroscyphenylessigsaure

CH,O ]
HO
HO H-COOH \Q/
d-Hydrooxy-3-methoxyphenylessigsaure

iHomovanillins dure}

HO

COOH
O @m,m,m

3-Hytlrooybenzoes aure

Phloreglucin

34 3-Hydrostyphenylipropionsaure
Abb. 42: Phase-I-Metabolite des Quercetins (Beispiele)
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Isorhamnetin

Quercetin-glucuronid

Abb. 43: Phase-lI-Metabolite des Quercetins (Beispiele)

Die erarbeitete Datenauflistung zur Erfassung moglicher Metabolite enthilt alle wichtigen in Rooibos
und Holunderbliiten vorkommenden Flavonoide. Zusatzlich sind dort molekulare Massen von
Metaboliten aufgefiihrt, die aus diesen Verbindungen wahrend des Metabolismus entstehen kénnen
wie bspw. Glucuronide, Sulfate, Methylierungsprodukte oder auch Ringspaltungsprodukte wie
Phenylessigsdure oder Benzoesaure.

Anhand dieser Datenauflistung konnte nach mehr als 100 Verbindungen anhand ihrer Massen gezielt
gesucht werden.

3.1 Studien mit Rooibos: Literatur

Mit den im Rooibos zahlreich vertretenen Flavon-C-glykosiden wurde bereits eine Studie zu deren
Metabolismus durchgefiihrt [Zhang et al., 2007b]. Danach werden die vier untersuchten Flavon-C-
glucoside (Isoorientin, Orientin, Isovitexin und Vitexin) nur sehr schlecht im Gastrointestinaltrakt
resorbiert; rund 50 % der vier C-glucoside werden unverdandert mit dem Stuhl ausgeschieden.

Neben der Exkretion in ihrer unverdnderten Form wurde der restliche Teil der Dosis als
Abbauprodukte nach Deglykosylierung und Ringoéffnung des heterocyclischen C-Rings durch die
Mikroflora des Dickdarms ausgeschieden. Als Beispiel zeigt Abb. 44 den Abbau von Isovitexin zu den
niedermolekularen Abbauprodukten Phloroglucinol und Phloretinsiure. Ahnliche Reaktionen lassen
sich fiir die restlichen Flavon-C-glucoside aufstellen.
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Abb. 44: Abbau von Isovitexin zu niedermolekularen Produkten

Flavonol-O-glykoside kdnnen nach Abspaltung des Zuckerbausteins im Diinndarm resorbiert und als
Glucuronid oder nach Abbau im Dickdarm zu niedermolekularen Produkten ausgeschieden werden
(Abb. 45). Daneben ist die Ausscheidung auf diesen beiden Wegen auch erst nach Methylierung des

Aglykons moglich [Rechner et al., 2002].
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Abb. 45: Schematische Ubersicht liber den postulierten Metabolismus von Flavonol-O-
Glykosiden (Rechner et al., 2002)
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Die entstehenden niedermolekularen Abbauprodukte kénnen daneben auch im Dickdarm resorbiert
werden und lassen sich daher auch im Urin in gréBeren Mengen nachweisen. Zumeist ist ihre
Konzentration im Urin hoher als die der intakten Flavonoide [Gonthier et al., 2003]. Grundsatzlich
handelt es sich bei den entstehenden Verbindungen hauptsachlich um Derivate der Phenylpropion-,
Phenylessig- und Benzoesdure mit verschiedenen Hydroxylierungsmustern.

Beim bereits gut untersuchten Quercetin ist vermutlich der Zuckerrest ein wichtiger Faktor fir
dessen Bioverfligbarkeit. Wa&hrend Quercetin-3-O-glucosid und Quercetin-4-O-glucosid sofort
resorbiert wurden, geschah dieses nicht bei Rutin (Quercetin-3-O-rutinosid). Dessen Bioverfligbarkeit
liegt trotz hoherer Zufuhr nur bei 20 % von der des Quercetin-4‘-O-glucosids [Hollman et al., 1997,
Olthof et al., 2000].

Verantwortlich fiir die Deglykosilierung von Quercetin-O-glykosiden sind B-Glykosidasen (z.B.
Lactase-Phlorizin Hydrolase (LPH) und Cytosolische B-Glucosidase (CBG)), die in der Birsten-
saummembran des Dinndarms lokalisiert sind [Day et al., 2003; Németh et al., 2003]. In einer
weiteren Studie wurde die Fahigkeit zellfreier Extrakte aus menschlichem Dinndarm untersucht,
verschiedene (Iso)flavonoid-O-glykoside zu deglykosilieren [Day et al., 1998]. Quercetin-4‘-O-glucosid
sowie Naringenin- und Apigenin-7-O-glucosid wurden dabei sofort gespalten, wahrend Quercetin-
3,4'-di-O-glucosid, Quercetin- und Kampferol-3-O-glucosid sowie Quercetin-3- und Naringenin-7-O-
rhamnoglucosid unverandert blieben. In einer dhnlichen Studie an Ratten unter Testung von flnf
Quercetin-O-glykosiden mit einem in situ Darmperfusionsmodell ging die Abnahme des Gehalts
intakter Quercetin-O-glykoside mit dem verstarkten Auftreten von freiem Aglykon im Perfusat und
konjugierten Metaboliten des Quercetins im Plasma einher [Arts et al., 2004].

Die unterschiedliche Bioverfiigharkeit von verschiedenen Quercetin-O-glykosiden lasst sich daher
zusammenfassend mit der Substratspezifitit der Enzyme erkldren. Ahnliche Verhiltnisse liegen
vermutlich auch bei anderen Flavonoiden vor.

Es wurde bereits eine Humanstudie mit 10 Probanden unter Verabreichung von fermentiertem und
griinem Rooibos durchgefiihrt [Stalmach et al., 2009]. Per HPLC-MS" konnten acht Metabolite im Urin
identifiziert werden. Dabei handelte es sich um O-methylierte, sulfatierte und glucuronidierte
Metabolite des Aspalathins und ein Eriodictyol-O-sulfat. Das Hauptausscheidungsprodukt nach
Verabreichung von unfermentiertem Teegetrank war methyliertes und glucuronidiertes Aspalathin,
dasjenige nach Verabreichung des fermentierten Teegetranks Eriodictyol-O-sulfat. Der Hauptteil der
Metabolite des Aspalathin wurde innerhalb von 5 h nach Teegabe ausgeschieden. Im Plasma konnten
keine Metabolite von Flavonoiden detektiert werden.

Neben einer Humanstudie wurde ein Tierversuch mit oraler Gabe von einem aus unfermentiertem
Rooibos hergestellten Extrakt an Schweinen (iber einen Zeitraum von 11 Tagen durchgefiihrt [Kreuz
et al.,, 2008]. Per HPLC-MS" konnten insgesamt sechs Verbindungen identifiziert werden: neben
unverandertem Aspalathin gelang der Nachweis von methyliertem, glucuronidiertem sowie
glucuronidiertem und methyliertem Aspalathin, einem glucuronidierten Aglykon von Aspalathin und
einem Metaboliten des Eriodictyols. Im Plasma konnten keine Metabolite des Aspalathins sowie
unverandertes Aspalathin nachgewiesen werden.
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4. Analyse authentischen Probenmaterials

4.1 Qualitative und erste quantitative Analyse der Urinproben

In Abb. 46 sind Extracted lon Chromatogramme (EIC) nach Aufarbeitung einer Urinprobe des
Probanden ,,ONR“ abgebildet. Mit Hilfe der EIC ist eine gezielte Suche nach spezifischen Metaboliten
moglich, da sich aufgrund des bei Urinproben komplexen Total lon Chromatogramms (TIC) und der
nur im Spurenbereich auftretenden Metabolite eine Identifizierung andernfalls schwierig gestaltet. In
der Regel liegen je nach ihrer Konzentration keine diskreten Peaks vor.
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Abb. 46: EIC nach Aufarbeitung einer Urinprobe eines Probanden

In Tab. 16 sind die identifizierten Metabolite des Aspalathins aufgefiihrt. Im Einzelnen konnten neben
unverdndertem Aspalathin insgesamt drei verschiedene Metabolite dieser Verbindung (methyliertes,
glucuronidiertes sowie methyliertes und glucuronidiertes Aspalathin) nachgewiesen werden. Das
Molekilion [M-H] 641 m/z konnte bei zwei unterschiedlichen Retentionszeiten nachgewiesen
werden, was auf Konstitutionsisomere hindeutet. Daneben gelang auch die Erfassung zweier
Metabolite des Aglykons von Aspalathin (2°,3,4%,4,6'-pentahydroxydihydrochalkon). Bei diesen
Verbindungen handelt es sich um das glucuronidierte und sulfatierte Aglykon.

Mit Phloretin-O-glucuronid war zudem die Detektion eines Metaboliten des Aglykons von Nothofagin
moglich. Unverdndertes Nothofagin als weiteres neben Aspalathin in Rooibos enthaltenes
Dihydrochalkon lief8 sich nicht identifizieren.

Mogliche chemische Strukturen einiger nachgewiesener Metabolite sind in Abb. 47 dargestellt. Die
genauen Verkniipfungspositionen von Methyl-Gruppe und Glucuronsdure am Aglykon lassen sich
anhand der HPLC-MS"-Daten nicht bestimmen. Dazu ist eine Strukturaufkldrung in Form von NMR-
Experimenten (2D-Messungen) notig.

Tab. 16: Ausgewadhlte im Urin identifizierte Metabolite des Aspalathins bzw. Nothofagins

mm
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iL 551,521, 465, 375, 345 Methyl-0-aspalathin-O-glucuronid
2. 229 465 289 O-glucuroniertes Aglykon

3% 230 641 551,521, 465, 375, 345 Methyl-O-aspalathin-O-glucuronid
4. 234 627 537,507 Aspalathin-O-glucuronid

5. 240 451 361,331 Aspalathin

6. 293 465 375,345 Methyl-O-aspalathin

7. 33,4 449 273 Phloretin-O-glucuronid
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Abb. 47: Mogliche Strukturen identifizierter Metabolite des Aspalathin

Zusatzlich lieBen sich auch charakteristische Abbauprodukte von Flavon-C-glucosiden zu jedem
Messzeitpunkt nachweisen. Es handelt sich dabei u.a. um Phloroglucinol, Phloretinsdure und
Hydrokaffeesaure (siehe 3.1 Studien mit Rooibos: Literatur)

Als weitere typische Metabolite im Urin konnten Hippursaure und Methylhippursaure identifiziert
werden. Schon in einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Zufuhr von Polyphenolen mit
einem Anstieg der Konzentration an Hippursdure und phenolischen Sdauren im Urin einhergeht
(Mulder et al., 2005).

Eine Ubersicht des Bildungswegs von Hippursiure aus Flavonoiden bietet Abb. 48 (Rechner et al.,
2002).

Die groRBen Peakflichen detektierter phenolischer Abbauprodukte in den bereits untersuchten
Urinproben im Vergleich zu intakten Flavonoiden legten die Vermutung nahe, dass dieses auf die
schlechte Resorption unveranderter Flavonoide im Dinndarm zurickzufihren ist.
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Abb. 48: Schematische Ubersicht liber den postulierten Bildungsweg von Hippursiure aus Polyphenolen

Dariber hinaus wurden Eriodictyol-, Quercetin-, Luteolin-, Isorhamnetin-, Apigenin- und Naringenin-
O-glucuronid nachgewiesen. Die Bildung von Naringenin-O-glucuronid ist prinzipiell aus Nothofagin
Uber Naringenin auf zwei Wegen moglich: zum einen nach Deglykosylierung zum Aglykon des
Nothofagins und anschlieRendem Ringschluss, zum anderen nach Ringschluss zum Naringenin-6-C-

glucosid und anschlieBender Deglykosylierung (Abb. 49).
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Solche Umsetzungen sind auch fiir Aspalathin méglich. Uber beide Reaktionswege entsteht hier
Eriodictyol, das im Kérper zum Eriodictyol-O-glucuronid metabolisiert werden kann. Es wurde bereits
dariber berichtet, dass Eriodictyol-C-glucosid wahrend des Fermentationsprozesses Uiber die
Oxidation von Aspalathin gebildet wird (Marais et al., 2000). Bestdtigen lasst sich der erste
Reaktionsschritt zur Bildung von Naringenin- bzw. Eriodictyol-C-glucosid auch durch Inkubation von
isoliertem Nothofagin bzw. Aspalathin zur Simulation fermentativer Bedingungen, wobei die
Brdaunungsreaktion bei Nothofagin aufgrund des Fehlens der Hydroxyfunktion am B-Ring im Vergleich
zum Aspalathin weniger stark ausgepragt ist [Krafczyk et al., 2009].

Dass Eriodictyol-O-glucuronid nicht nur nach Verabreichung von Teeaufguss, sondern auch von
bioaktiver Fraktion nachgewiesen werden konnte, zeigt, dass die Oxidation des Aspalathins
vermutlich nicht nur wahrend fermentativer Prozesse, sondern auch in vivo ablaufen kann (siehe
1.1.2 Lagerungsversuche). Die verabreichte bioaktive Fraktion enthielt nativ kein Eriodictyol bzw. -
glykoside (wie z.B. R/S-Eriodictyol-6/8-C-glucosid), aus denen sich Eriodictyol-O-glucuronid im
Rahmen der Metabolisierung bilden konnte (Abb. 50).

OH
OH
HO
HO OH
—_—
HOH,C O
4 . OH 0
OH o

o g ;
Ho CH Nothofagin 2.4, 4', G-tetrahydroxydinydrochalken

OH

GH OH
HO HO 0 O
_— —= Naringenin-O-glucuronid
HOH;C
o o OH 0 OH 0
HO'* “OH Naringenin

Maringenin-6-C-glucosid

OH

Abb. 49: Bildung von Naringenin-O-glucuronid aus Nothofagin
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Abb. 50: HPLC-DAD-Chromatogramm der bioaktiven Fraktion (354 nm)

Hauptmetabolit des Aspalathins ist das O-methylierte Aspalathin. Es wird tiber den langsten Zeitraum
mit dem Urin ausgeschieden. Anhand des Diagramms in Abb. 51 ist am Beispiel des Probanden
,ONR“ zu erkennen, dass Methylaspalathin insbesondere nach Verabreichung von Teeaufguss in
groflen Mengen nachweisbar ist und dessen Maximum nach 2 -4 h erreicht wird, wahrend nach
Verabreichung der bioaktiven Fraktion die detektierten Peakflachen zumindest fir die untersuchten
Urinproben deutlich geringer sind und das Maximum spater auftritt.
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Abb. 51: Graphische Auftragung von detektierter Peakflache gegen den Urinsammelzeitraum

Das rechte Diagramm zeigt den zeitlichen Verlauf der detektierten Peakflachen des unverdanderten
Orientins und Aspalathins. Flr beide Substanzen werden sowohl nach Verabreichung der bioaktiven
Fraktion als auch nach der des Teeaufgusses die Maxima nach 2-4 h erreicht. Die ermittelten
Peakflachen sind dabei nach Gabe der bioaktiven Fraktion im Vergleich zum Teeaufguss gréRer.
Aufgrund der hohen Gehalte an methyliertem Aspalathin ist das antioxidative Potential dieser
Metabolite im Vergleich zum intakten Aspalathin von groRem Interesse. Die Synthese dieser
Verbindungen ist auf enzymatischem Weg moglich (Standards kommerziell nicht erhaltlich). Zur
Isolierung der entstandenen Produkte bietet sich eine HSCCC-Trennung mit nachgeschalteter
Aufreinigung durch prédperative HPLC an (Ergebnisse im Rahmen des Abschlussberichts nicht
vorgestellt).

4.1.1 Zusammenfassung der Urinanalytik

Aufgrund des Nachweises groBer Mengen von Methylaspalathin als Ausscheidungsprodukt scheint
die Methylierung ein wichtiger Konjugationsweg des Aspalathins zu sein. Hier ware zu eruieren, wie
sich das antioxidative Potential dieser Verbindung gegeniiber dem des unveranderten Aspalathins
verhalt. Als weiteres Hauptausscheidungsprodukt ist Aspalathin an sich zu nennen. Dieses zeigt, dass
die Absorption im Dinndarm als C-Glucosid in unverdanderter Form moglich ist.

Aufgrund der sehr stabilen C-C-Bindung zwischen Zucker und Aglykon sind Deglykosilierungen bei C-
Glykosiden selten. Dass diese Spaltung dennoch moglich ist, beweist der Nachweis des
glucuronidierten Aglykons von Aspalathin. In der Literatur wurde bereits die Spaltung des C-
verknlipften Glykosids Mangiferin zu dessen Aglykon durch Darmbakterien beschrieben [Sanugul et
al., 2005].

Aufgrund des geringen Nachweises des glucuronidierten und sulfatierten Aglykons von Aspalathin
lasst sich folgern, dass die Ausscheidung tber das Aglykon keine nennenswerte Rolle spielt.

Der Nachweis einiger Abbauprodukte u. a. von Flavon-C-glucosiden zeigt, dass diese nicht nur in
unveranderter und metabolisierter Form, sondern vorwiegend nach Spaltung in Form nieder-
molekularer phenolischer Verbindungen (siehe 3.1 Studien mit Rooibos: Literatur) ausgeschieden
werden kdnnen.

4.2 Qualitative und quantitative Analyse der Plasmaproben

Abb. 52 zeigt beispielhaft das ESI-MS-Chromatogramm einer mittels Direktextraktion aufgearbeiteten
Plasmaprobe eines Probanden.
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Abb. 52: ESI-MS-Chromatogramm nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe
eines Probanden (BPC)

In den Plasmaproben der Probanden sind bei Verwendung der Direktextraktion in erster Linie
unveranderte Flavonoide nachweisbar. So lassen sich die mengenmaRig wichtigsten Flavonoide des
Rooibos in der Regel bei allen untersuchten Probanden detektieren. Neben den in Abb. 52
aufgefiihrten Verbindungen sind das dariber hinaus vor allem Vitexin, Nothofagin sowie Luteolin-O-
galactosid.

Dieses ist gerade mit Blick auf das antioxidative Potential wichtig. Im Idealfall korreliert die Menge an
Flavonoiden im Plasma mit dem antioxidativen Potential zu einem definierten Messpunkt. Aufgrund
ausgedehnter Metabolisierung von Flavonoiden zu Produkten mit keinem oder geringerem
antioxidativen Potential weichen die Ergebnisse von in vitro- und in vivo Studien allerdings ab [Lotito
et al., 2006].

Unverdndertes Rutin konnte bereits im menschlichen Plasma in einer anderen Studie nach oraler
Gabe von 500 mg Rutin detektiert werden [Ishii et al., 2001].

Ebenso konnte unveradndertes Isoorientin und Orientin im Rahmen einer Humanstudie mit insgesamt
sieben Probanden nach intravendser Verabreichung nachgewiesen werden [Zhang et al., 2007a]. In
einer weiteren Studie zur Metabolisierung der Flavon-C-glykoside Orientin, Isoorientin, Vitexin und
Isovitexin an Ratten konnte gezeigt werden, dass diese vier Verbindungen im Gastrointestinaltrakt
nur schlecht absorbiert und hauptsachlich mit dem Faeces in unveranderter Form oder nach Spaltung
ausgeschieden werden [Zhang et al., 2007b].

Im Hinblick auf Quercetin-O-glykoside wurden bereits einige Humanstudien mit Zwiebeln als
Prifprodukt durchgefiihrt. Dabei konnten ausschlieBlich Metabolite des Quercetins (sulfatiertes,
glucuronidiertes, zweifach glucuronidiertes, glucuronidiertes und sulfatiertes sowie glucuronidiertes
und methyliertes Quercetin) nachgewiesen werden (z.B. Mullen et al., 2006). Nur in einer Studie
gelang bei einem Probanden der Nachweis unveranderten Quercetin-3-glucosids in Spuren (Mullen
et al., 2004).

Der Nachweis unverdnderten Aspalathins im Plasma ist bislang noch nicht in der Literatur
beschrieben worden.

Aufgrund ihres geringen Gehaltes sind Metabolite wie Glucuronide oder Sulfate in authentischem
Probenmaterial durch die Direktextraktion mit der optimierten Aufarbeitungsmethode (siehe 2.4.2
Variation der Riickstandsaufnahme) nicht identifizierbar.

Durch Aufarbeitung von authentischem Plasma mittels SPE kann nach Verabreichung von bioaktiver
Fraktion und Teeaufguss gezeigt werden, dass im Plasma auch Metabolite wie Glucuronide
vorzufinden sind (Abb. 53).
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Abb. 53: Im Plasma nach Aufarbeitung mittels SPE detektierte Metabolite (mit Strukturvorschlagen)

Dieses zeigt, dass Flavonoide nicht nur in unveranderter Form, sondern auch nach Deglykosilierung
als Aglykon im Dinndarm resorbiert werden kénnen, um dann im Plasma bevorzugt als Phase-lII-
Metaboliten vorzuliegen.

Zur Quantifizierung wurden zuerst die theoretisch moglichen Maximalgehalte pro Flavonoid nach
Verabreichung von Teeaufguss und bioaktiver Fraktion unter der Annahme einer vollstidndigen
Extraktion der Zielverbindungen aus dem Pflanzenmaterial und einer vollstandigen Resorption der
Zielverbindungen im Darmtrakt berechnet. Ein gesunder, durchschnittlich schwerer (70 kg) Mann
besitzt rund 5 L Vollblut und damit ungefahr 2,75 L Plasma. Grundlage fir die in Tab. 17 angegebenen
Maximalwerte in pg/mL Plasma ist im Falle des Prifprodukts Teeaufguss eine analog den Vorgaben
fir die Humanstudie durchgefiihrte, wassrige Extraktion. Die Basis fir die bioaktive Fraktion (Extrakt)
ist eine vor dem Einsatz in der Humanstudie vorgenommene HPLC-DAD-Messung dieser Fraktion.

Die moglichen Maximalgehalte des Aspalathins liegen aufgrund der normierten Dosis von bioaktiver
Fraktion (Extrakt) erwartungsgemall im dhnlichen Konzentrationsbereich. Fir die bioaktive Fraktion
lassen sich aufgrund ihrer definierten Zusammensetzung aus den vier Hauptverbindungen
Isoorientin, Orientin, Aspalathin und Isovitexin natlirlich nicht fir samtliche Flavonoide
Maximalgehalte angeben.
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Tab. 17: Berechnete Maximalgehalte an Rooibosinhaltsstoffen

[ng/mL PL] [ng/mL PL]
Isoarientin 10,18 9,45
Orientin 7,27 32,69
Aspalathin 130,55 122,06
Rutin 3,27
Isovitexin 1,45 4,36
Vitexin 1,09
Quercetin-O-gal 0,36
Quercetin-O-glu 1,09
Nothofagin 13,45

Abb. 54 zeigt die quantifizierten Maximalgehalte in ng/mL Plasma hinsichtlich der Flavonoide Iso-
orientin, Orientin, Aspalathin, Rutin und Isovitexin unter Gegeniberstellung von Teeaufguss und
bioaktiver Fraktion (Extrakt). Hierbei gilt es allerdings zu beachten, dass die aufgefiihrten Werte
noch unter Verwendung der alten HPLC-Saule erhalten wurden. Erste Tendenzen lassen sich
allerdings auf Basis dieser Werte ableiten:

Ein Blick auf die Gehalte macht deutlich, dass es interindividuelle Unterschiede im Stoffwechsel der
Probanden gibt. So sind nicht alle Flavonoide bei jedem Probanden detektierbar; das macht sich
insbesondere beim Aspalathin bemerkbar, das bei drei Probanden nach Gabe des Teeaufgusses nicht
identifiziert werden kann.

Daneben stellt man Schwankungen in den Gehalten der aufgefiihrten Flavonoide fest. Das gilt auch
hier vor allem fiir Aspalathin mit Standardabweichungen von + 450 nach Verabreichung von Tee und
1 89 nach Verabreichung von bioaktiver Fraktion. Bei den anderen Flavonoiden ist die Schwankungs-
breite deutlich geringer und liegt zumeist bei o < + 10. Abb. 55 stellt dieses am Beispiel der Flavon-C-
glucoside Isoorientin und Orientin unter Vergleich von Teeaufguss und bioaktiver Fraktion (Extrakt)
anschaulich dar. Bei den Probanden ,,ONR", ,MIT“, ,FIC” und ,SCT” sind nur geringe Abweichungen
innerhalb der detektierten Gehalte sowohl nach der Gabe von Teeaufguss als auch nach der von
bioaktiver Fraktion zu registrieren.

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Gehalte der einzelnen Flavonoide fallt auf, dass diese im
Teeaufguss mit Ausnahme von Rutin generell héher sind als in der bioaktiven Fraktion. Das gilt
insbesondere fir Isovitexin, das im Plasma nach Aufarbeitung von Teeaufguss in einer ungefahr
siebenfach hoheren Menge im Vergleich zur bioaktiven Fraktion nachweisbar ist.

Dieses ist auch deswegen eine interessante Beobachtung, da die berechneten Maximalgehalte fiir die
bioaktive Fraktion hinsichtlich der Flavonoide Orientin und Isovitexin ungefahr viermal so groR sind
wie die flr den Teeaufguss. Moéglicherweise spielen hier Matrixeffekte eine bedeutende Rolle.

Die bestimmten Gehalte im authentischen Plasmaprobenmaterial (ng/mL Plasma) sind im Vergleich
zu den berechneten theoretischen Maximalgehalten (pg/mL Plasma) wesentlich geringer. Die
Wiederfindungsraten liegen zumeist bei <1 %, was die Annahme einer nur geringen Resorption der
Flavonoide in intakter Form stiitzt.
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Abb. 54: Ubersicht iiber die berechneten Gehalte an unverinderten Flavonoiden

in ng/mL Plasma nach Verabreichung von Teeaufguss und bioaktiver Fraktion

(Extrakt)
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Vergleich der Maximalkonzentrationen zwischen Teeaufgussund
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Abb. 55: Vergleich der Maximalkonzentrationen zwischen Teeaufguss und bioaktiver Fraktion am Beispiel von
Isoorientin und Orientin

Tab. 18 gibt eine Ubersicht dariiber, zu welchem Blutabnahmezeitpunkt der Maximalgehalt fiir die
angegebenen Flavonoide im Teeaufguss und bioaktiver Fraktion (Extrakt) erreicht werden. Dabei
wird aufgrund der angesprochenen Probleme bei der Analyse authentischer Plasmaproben (siehe
2.5.2 Analyse authentischer Plasmaproben) der Maximalgehalt schon bei einigen Probanden zur
Nichternblutabnahme erreicht. Vernachldssigt man diese markierten Zeitpunkte, so kann man
dennoch einige Tendenzen erkennen (eingerahmte Felder). So tritt beispielsweise fiir Isoorientin
nach Verabreichung der bioaktiven Fraktion das Maximum bei fast allen Probanden nach 3 h auf.

Tab. 18: Zeitpunkt des Maximalgehalts: 1 = Niichternprobe, 2 =nach 1,5,3=nach3 h

Tee Extrakt Tee Extrakt Extrakt Tee Extrakt Tee Extrakt

ONR 1 3 1 3 1 1 n.d. 3 1 2
MIT 2 3 3 2 3 2 1 n.d. 2 2
BRT 1 n.d. 1 2 n.d. n.d. 1 3 1 2
PEH 1 3 3 3 3 n.d. 2 3 3 3
FIC 3 3 1 n.d. n.d. 2 1 3 3
SCT 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2
PYC n.d. 3 n.d. 3 n.d. 3 3 3 n.d. n.d.
MUl 1 3 3 1 n.d. n.d. 2 1 3 3
SAP 2 n.d. 2 2 n.d. 2 2 1 2 n.d.
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4.2.1 Zusammenfassung der Plasmaanalytik

Unveradnderte Flavonoide (u. a. Aspalathin) konnten in freier Form nachgewiesen werden. Dieses ist
vor dem Hintergrund, dass eine Metablisierung zu einer Abnahme, teilweise sogar vollstandigen, des
antioxidativen Potentials fiihrt, ein wichtiges Ergebnis.

Wie zu erwarten, sind interindividuelle Unterschiede im Stoffwechsel zu beobachten: zum einen ist
das komplette Flavonoidspektrum nicht bei jedem Probanden detektierbar, zum anderen sind
Schwankungen in Gehalten (insbesondere bei Aspalathin) zu registrieren. Die Maximalgehalte
werden daneben auch teilweise zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht. Generell liegen die
ermittelten Gehalte mit Ausnahme des Rutins im Teeaufguss hoher als in der bioaktiven Fraktion. Als
Grund sind hier mogliche Matrixeffekte zu diskutieren.

Die Wiederfindungsraten intakter Flavon-C-glucoside sind in Relation zu den theoretischen
Maximalgehalten mit <1 % sehr gering. Dieses spricht zusammen mit der Erfassung von nieder-
molekularen Abbauprodukten der Flavonoide in groBeren Mengen im Urin fir eine nur geringfligige
Resorption unveranderter Flavonoide. Der tGberwiegende Teil wird vermutlich im Dickdarm durch die
dortige Mikroflora abgebaut oder nach Deglykosilierung im Diinndarm als Aglykon resorbiert und
metabolisiert (Abb. 56).
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Abb. 56: Ubersicht zum Metabolismus von Flavon-C-glucosiden
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4.3 Analyse des Plasmas nach Verabreichung von Holunderbliitentee, einer daraus isolierten
bioaktiven Fraktion sowie Placebo (Wasser)

4.3.1 Untersuchung der Plasmaproben

Identifizierte unveranderte Flavonoide und Metabolite, die wahrend der Optimierung der
Aufarbeitungsmethode unter Verwendung der Proben des Probanden ,HET” identifiziert wurden,
wurden im letzten Zwischenbericht tabellarisch aufgefiihrt (Zwischenbericht, Februar 2009). Darin
aufgefihrte unveranderte Flavonoide waren Verbindungen wie Rutin, Isorhamnetindiglucosid oder
auch Feruloylchinasdure. Weiterhin konnten Metabolite wie Quercetinglucuronid oder auch
Cumarsdaureglucuronid identifiziert werden. Nachfolgende Untersuchungen weiterer Plasmaproben
ergaben, dass diese Verbindungen bei weiteren Probanden nicht identifiziert werden konnten. Dabei
konnte einerseits der individuelle Stoffwechsel eines jeden Probanden eine Rolle spielen,
andererseits wurde eine Kontamination der analytischen Saule festgestellt, sodass eluierte
Verbindungen nicht vom Plasma stammen kénnten, sondern nachtraglich von der Saule eluiert
wurden. Leider waren nicht genligend Proben des betreffenden Probanden vorhanden, sodass die
Messungen nicht wiederholt werden konnten. Angaben, die zum Urin gemacht wurden, konnten bei
weiteren Probanden hingegen weitgehend bestatigt werden. Der Metabolit Quercetin-glucuronid
konnte bisher vereinzelt identifiziert werden.

4.3.2 Untersuchungen der Plasmaproben mittels neuer Aufarbeitungsmethode

Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden nach der bisherigen SPE-Methode sowie nach der neuen
optimierten Aufarbeitungsmethode Plasmaproben von insgesamt 6 Probanden bearbeitet. Teilweise
wurden vorerst nur Plasmaproben nach Tee- und Placeboverabreichung analysiert, um auftretende
Unterschiede zu verifizieren. Die nachfolgenden Darstellungen beziehen sich nur auf die
nachgewiesenen Flacheninhalte der identifizierten Peaks in den Chromatogrammen. Die ESI-MS
Messungen ergaben zumeist unbekannte Massen und Massenfragmente, die keinen bekannten
Flavonoiden zugeordnet werden konnten. Bei gezieltem Suchen nach einzelnen Massen konnten
folgende qualitative Aussagen getroffen werden:

Die vereinzelt auftretende Masse m/z192 und deren Fragment m/z 173 deutet auf das
Vorhandensein von Chinasdure hin. Die Schwankungen durch den interindividuellen Stoffwechsel der
Probanden werden hier sehr deutlich, da bei einigen Probanden keine Chinasaure identifizierbar war.
Andererseits war im Serum eines Probanden auch nach Verabreichung des Placebos ein
betrachtlicher Gehalt an Chinasdure nachzuweisen (Abb. 57). Im Serum eines zweiten Probanden
jedoch war nur nach Verabreichung des Teeaufgusses Chinasdure nachweisbar, was fiir eine Spaltung
der Hydroxyzimtsadurederivate im Laufe des Stoffwechsels sprechen wiirde (Abb. 58).

Chinasdure ist zu einem hohen Anteil Bestandteil der in Holunderbliten enthaltenen
Hydroxyzimtsdurederivate (wie Caffeoylchinasdure oder Feruloylchinasdure) und kénnte daher
theoretisch durch Spaltung als Metabolit auftreten.
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Abb. 58: Proband ,,PRA“, Chinasdure

Die Masse m/z 330 und deren Fragmente m/z 314 sowie m/z 138 deuten vermutlich auf eine
hydroxylierte und glucuronidierte Hydroxybenzoesdure hin. Hydroxybenzoesaure kann innerhalb
des Stoffwechsels als Hydrolyseprodukt des Quercetins entstehen. Einige Placeboproben enthalten
jedoch einen vergleichsweise hohen Anteil dieser Verbindung, sodass auch hier keine eindeutige
Aussage Uber die Spezifitat der Verbindung getroffen werden kann. Auch hier scheint die individuelle
Verstoffwechslung eine grolRe Rolle zu spielen, denn wahrend bei einem Probanden bereits vor
Verabreichung des Tees ein signifikanter Gehalt nachweisbar war, wurde bei einem anderen
Probanden erst nach 1,5 Stunden ein vergleichbar hoher Gehalt festgestellt (Abb. 59 und 60).
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Abb. 59: Proband , KEA“,
Methylhydroxybenzoesaureglucuronid
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Abb. 60: Proband ,,HOJ“,
Methylhydroxybenzoesaureglucuronid

Zu einem groRen Teil tritt die Masse m/z 314 mit dem Fragment m/z 286 in den Chromatogrammen
vieler Plasmaproben auf. Das Fragment m/z 286 kénnte auf das Vorhandensein von Kampferol
hindeuten. Die Differenz aus beiden Massen ergibt 28, sodass eine 2fache Methylierung des
Kéampferols moglich ware. Maximalgehalte dieser Verbindung konnten nach 1,5 Stunden nach
Teeverabreichung nachgewiesen werden. Bei zwei Probanden konnten auch in Placeboproben
vergleichbar grofRe Flacheneinheiten nachgewiesen. Bei einem weiteren Probanden konnte diese
Verbindung in keiner der Proben nachgewiesen werden. Dennoch zeigen die Abb. 61 und 62, dass
vermutlich ein Zusammenhang zwischen Teeverabreichung und Plasmagehalt an dieser Verbindung

besteht.
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Abb. 62: Proband ,,NOT“, Kdmpferolderivat

Die Masse m/z 196 mit dem Fragment m/z 152 deutet moglicherweise auf ein Derivat der
Hydroxyphenylessigsaure hin, die aus dem Aglykon Quercetin innerhalb der Metabolisierung im
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Korper als Spaltprodukt entstehen kann. Auch diese Masse konnte nur vereinzelt in den Proben
identifiziert werden (Abb. 63), sodass diese nicht als Anhaltspunkt fir eine stetige Verdanderung im
Plasma herangezogen werden kann.
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Abb. 63: Proband ,KEA“,
Hydroxyphenylessigsaurederivat

4.4 Analyse von Urinproben

Aus Zeitgrinden wurde ein GrofSteil der untersuchten Urinproben direkt nach einer
Membranfiltration in das HPLC-ESI-MS-System injiziert. Fir eine Aufkonzentrierung der
Zielkomponenten sowie fiir eine bessere Wiederfindungsrate erwies sich eine leicht abgewandelte
Methode nach Kahle (2008) als geeignet, da damit eine Wiederfindungsrate von bis zu 94 % erreicht
werden konnte. Einige Urinproben wurden nach dieser SPE-Methode aufgearbeitet.

Neben der aus Holunderbliten bekannten Feruloylchinasdure war eine Reihe von weiteren
phenolischen Sduren im Urin nachweisbar, die als Dihydrokaffeesdure, Hippursaure,
Hydroxyhippursaure, Homovanillinsdure und Dihydroxyphenylessigsaure identifiziert wurden. Ein
Metabolit des Quercetins, das Quercetin-glucuronid, konnte ebenfalls in einem hohen Gehalt
nachgewiesen werden. In einer der Proben konnten auRerdem Glucuronide des Kampferols sowie
des Isorhamnetins in geringen Gehalten identifiziert werden. In allen Proben sind auBerdem eine
Reihe unbekannter Glucuronide und Sulfate enthalten, welche durch Differenzrechnung identifiziert
werden konnten (Differenz von m/z 176 = Glucuronid, Differenz von m/z 80 = Sulfat).

Quercetin-glucuronid (m/z 478) konnte in 2 von 3 Probanden im Urin nachgewiesen werden (Abb. 64
und 65). Die Gehalte in Wasser sind sehr gering bzw. 0, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass es sich um ein Metabolisierungsprodukt der verabreichten Flavonoide handelt. Dies spiegeln
auch die Maximalgehalte wieder, denn nach Teeverabreichung sind die hochsten Flacheneinheiten
nach 8 Stunden bzw. in der Sammelprobe nach 8-24 Stunden festzustellen. Nach Verabreichung der
bioaktiven Fraktion sind geringere Gehalte nachweisbar, jedoch mit deutlichem Anstieg gegeniiber
den Gehalten der Placeboproben. Sowohl der Teeaufguss als auch die isolierte bioaktive Fraktion
weisen einen hohen Gehalt an verschiedenen Quercetinglykosiden auf. Bisher sprechen nur wenig
Literaturdaten dafiir, dass solche Flavonoidglykoside intakt aufgenommen werden und dies nur in
geringen Konzentrationen [Paganga und Rice-Evans, 1997]. Dagegen weisen zahlreiche
Untersuchungen auf die Spaltung in Zucker und Aglykon hin, wobei letzteres resorbiert wird [Manach
et al. 1997]. Als wichtiger Metabolisierungsschritt fiir die intakt resorbierten Aglyka wird zunehmend
die schnelle Bildung von Phase-llI-Metaboliten diskutiert.
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Auch in dieser Studie konnten nur im Serum eines Probanden Quercetinglykoside nachgewiesen
werden, hingegen wurden im Urin von mehreren Probanden hohe Gehalte an Quercetin-
glucuroniden nachgewiesen, was auch hier fiir eine schnelle Metabolisierung des Quercetins spricht.
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Abb. 64: Proband ,,NOT*“, Quercetinglucuronid
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Abb. 65: Proband ,HET“, Quercetinglucuronid

Besonders auffillig ist, dass alle Urinproben nach Verabreichung des Tees sowie der bioaktiven
Fraktion einen hohen Gehalt an Feruloylchinasaure aufweisen. Placeboproben hingegen enthalten
diese Verbindung nicht, sodass auch hier davon ausgegangen werden kann, dass es sich hierbei um
ein Metabolit aus der Verabreichung des Tees und der bioaktiven Fraktion handelt.
Feruloylchinasdure ist sowohl im Teeaufguss als auch in der isolierten bioaktiven Fraktion enthalten,
wobei die isolierte bioaktive Fraktion deutlich weniger enthalt, was auch am geringeren
Maximalgehalt des Urins deutlich wird. Maximalgehalte wurden 4 h nach der Teeverabreichung
erreicht, in der Sammelprobe (bis zu 24 Stunden nach Verabreichung) konnte hingegen nichts mehr
nachgewiesen werden Abb. 66). Nach Verabreichung der bioaktiven Fraktion konnte der
Maximalgehalt nach 2 h nachgewiesen werden (Abb. 67). Nach [Rechner et al., 2001] gilt Ferulasadure
als ein moglicher Biomarker aus Kaffeesdure- und Ferulasdurederivaten. Weiterhin konnte ein
Glucuronid der Feruloylchinasaure identifiziert werden.
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Abb. 67: Proband ,,SCM*, Feruloylchinasaure

Homovanillinsdure (m/z 182) und ein Homovanillinsduresulfat (m/z 262) konnten ebenfalls
identifiziert werden. Wie aus Abb. 42 hervorgeht, entsteht Homovanillinsdure als Spaltprodukt des
Quercetins und kann in Phase Il beispielsweise weiter zum Homovanillinsduresulfat konjugiert
werden. Homovanillinsdure wird als einer der Hauptmetabolite des Quercetins beschrieben und gilt
als Biomarker fiir die Aufnahme von Quercetin (Gross et al., 1996). Wahrend nach Verabreichung der
bioaktiven Fraktion nach 2 bzw. 4 h der Maximalgehalt erreicht wurde, konnte nach Tee-
verabreichung nur in der Sammelprobe ein signifikant hoher Gehalt festgestellt werden (Abb. 68).
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Abb. 68: Proband ,,NOT“, Homovanillinsauresulfat

Weiterhin konnte Hippursaure in allen Proben identifiziert werden (Abb. 69 und 70). Der Gehalt
schwankt allerdings sehr stark zwischen Tee-, bioaktiver Fraktion - und Placeboverabreichung. Auch
in Placeboproben sind teilweise hohe Gehalte an Hippursaure nachzuweisen. Bei allen Probanden ist
der Gehalt an Hippursdure nach Verabreichung der bioaktiven Fraktion am hochsten. Nach
Teeverabreichung konnten die hochsten Gehalte in der Sammelprobe detektiert werden, wobei die
Gehalte nach Placeboverabreichung ahnlich hoch waren.
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Abb. 69: Proband ,,SCM*, Hippursaure
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Nach Rechner et al. (2001) und Olthof et al. (2003) kénnen bis zu 50 % der Hydroxyzimtsauren als
Hippursdure ausgeschieden werden. Man geht davon aus, dass die Bildung der Hippursaure einen
zentralen Metabolisierungsweg von Polyphenolen darstellt [Clifford et al., 2000], an der neben der
Kolonmikroflora auch die Leber beteiligt ist.

Weiterhin konnte ein Sulfat der Hydroxyhippursdure anhand der Masse (m/z 274) und der
Fragmente (m/z 194, 150) identifiziert werden (Abb. 71 und 72).
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Abb. 72: Proband ,,NOT*, Hydroxyhippursaure-sulfat
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4.5 Zusammenfassung (Holunderbliiten)

1.

Plasmaanalytik

Die scheinbar geringe Bioverfligbarkeit der verabreichten Flavonoide spiegelt die Ergebnisse
der in Hannover durchgefiihrten ORAC- und FRAP-Tests wieder, denn bereits dort konnte
kein Anstieg der antioxidativen Kapazitidt festgestellt werden. Lediglich im Serum eines
Probanden konnte ein Quercetin- sowie ein Isorhamnetinglucuronid identifiziert werden.
Einige Massen und Massenfragmente deuten weiterhin auf mogliche Metabolite der
Hydroxyzimtsdurederivate und der Flavonolglykoside hin (Bspw. Chinasaure, Kampferol-
derivat, Glucuronid der Methylhydroxybenzoesaure). Zumeist konnten einige der Massen
nicht im Serum aller Probanden nachgewiesen werden, sodass die Schwankungen durch den
interindividuellen Stoffwechsel der Probanden die Auswertung erschwert.

Urinanalytik

In den Urinproben konnten einige Metabolite der Hydroxyzimtsdurederivate sowie der
Flavonolglykoside identifiziert werden. Betradchtlich hohe Flacheneinheiten traten bei den
Verbindungen Feruloylchinasdure, Hippursdaure sowie Quercetinglucuronid auf, die durch
ihre Massen und Massenfragmente identifiziert werden konnten. Speziell die
Flacheneinheiten der Feruloylchinasdaure zeigten eine deutliche Korrelation zwischen
Teeverabreichung und Anstieg im Plasmaspiegel. Dies konnte auch bei dem Metabolit
Quercetin-glucuronid bestatigt werden. Weiterhin treten viele verschiedene Sulfate und
Glucuronide auf, die bislang nicht identifiziert werden konnten.

Aufgrund der vorangegangenen Plasmaanalytik wurden nur Proben von 2 Probanden
analysiert ohne einen vorgeschalteten Aufarbeitungsschritt (Direkteinsatz nach Membran-
filtration). Mittels der in 5.7 angegebenen SPE-Aufarbeitung wurden weitere Proben zweier
Probanden analysiert.
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5. Material und Methoden

5.1 Pflanzenmaterial

Fiir die durchgefiihrten Untersuchungen am Rooibos und Holunder wurden griiner Rooibos sowie
getrocknete Holunderbliiten eingesetzt.

5.2 Methanolische Extraktion

Die Hauptextraktion zur Gewinnung von Rohextrakten der Krautertees wurde mit jeweils 50 g des
Feinschnitts unter Riithren mit 750 mL 70%igem Methanol bei 60 °C fiir eine Stunde durchgefiihrt.
Aus den wassrigen Phasen wurde anschlieBend am Rotationsverdampfer das Methanol vollstiandig
entfernt und der wassrige Riickstand gefriergetrocknet.

5.3 Reinigung liber XAD-7

Die weitere Aufreinigung des Rohextraktes erfolgte zunachst liber XAD-7 Saulenchromatographie
(Sdule: 50x3cm; ca.250g XAD-7). Nach Reinigung des Saulenmaterials mit Methanol und
Konditionieren mit ca. 2 L Wasser wurden jeweils 3 - 4 g Rohextrakt, gelost in ca. 15 mL Wasser, auf
die Saule aufgegeben und 30 min zum Adsorbieren am XAD stehen gelassen. AnschlieRend wurde mit
ca. 1L Wasser gewaschen und schlieBlich mit etwa 500 mL Methanol eluiert.

Das Eluat wurde daraufhin am Rotationsverdampfer vom Methanol befreit, der wassrige Riickstand
gefriergetrocknet.

5.4 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat erfolgt in Anlehnung an den von Re et al. (1999)
entwickelten modifizierten TEAC-Test.

Erzeugung des ABTS™"-Radikals: 38,41 mg ABTS (7 mmol) werden mit 6,63 mg (2,45 mmol)
Kaliumperoxodisulfat (Kaliumpersulfat, K,S,0g) in 10 mL Wasser gel6dst und zur Bildung des Radikals

flr 12 — 16 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen. Danach kann die Losung flr
ca. sechs Wochen im Kihlschrank dunkel aufbewahrt werden.

Zum Herstellen der taglich frisch anzusetzenden Arbeitslésung werden 0,5 mL dieser Stammldsung
mit ca. 50 mL Ethanol (p. A., = 99,8 %) versetzt und auf eine Extinktion von 0,70 +/- 0,02 eingestellt.

Kalibrierung: Zur Kalibrierung wird eine Verdiinnungsreihe der Standardsubstanz Trolox, einem
wasserloslichen Vitamin-E-Derivat, erstellt. Dazu werden 12,5 mg Trolox in einen 10 mL-Messkolben
eingewogen und mit Ethanol (p. A., 2 99,8 %) bis zur Marke aufgefullt (5 mmol/L).

Von dieser Stammlosung werden 250 pL, 500 uL, 750 pL und 1000 L in je einen 5 mL-Messkolben
Uberfihrt und ebenfalls mit Ethanol (p.A., =298 %) bis zur Marke aufgefillt (entspricht den
Konzentrationen 0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L, 0,75 mmol/L und 1,00 mmol/L).

Die Kalibrierung wird vor jeder Messreihe mit der frisch hergestellten ABTS-Arbeitslosung
durchgefihrt.

Messung:

Gemessen werden die gefriergetrockneten CCC-Fraktionen, indem Losungen gleicher Konzentration
(EW: 1 mg/100 pL Nanopure-Wasser) hergestellt und diese 1:50 verdiinnt werden.
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Liegen spater bei der Messung die Werte einzelner Proben trotzdem aulerhalb der Kalibrierung,
werden diese flr eine weitere Messung entsprechend mehr oder weniger stark verdiinnt.

Jeweils 20 pL Standard bzw. Probe werden in Halbmikrokiivetten (Kunststoff, Schichtdicke 10 mm)
vorgelegt, mit 1,5 mL ABTS-Arbeitslosung versetzt und griindlich durchmischt. Nach genau 10
Minuten Reaktionszeit wird die Extinktion der Losungen bei 734 nm gegen Luft vermessen. Von der
Kalibrierreihe wird jeweils nur eine Messung pro Standard durchgefiihrt, die Proben werden einer
Dreifach- oder Vierfachbestimmung unterzogen.

Zur Kontrolle wird bei jeder Messreihe ein Ascorbinsdure-Vergleichsstandard mitvermessen. Dazu
werden 4,41 mg Ascorbinsdure in einen 50 mL-Messkolben eingewogen und mit Wasser bis zur
Marke aufgefillt (entspricht 1 mmol/L bei einem eingesetzten Probenvolumen von 20 pL). Diese
Losung ist taglich frisch anzusetzen. Die Messung erfolgt analog der Kalibrierung und den Proben. Die
gesamte Messung findet bei Raumtemperatur statt.

5.5 FlieBschema der Plasmaaufarbeitung mittels Direktextraktion

900 L PL + 50 uL 0,1 M Na-Phosphatpuffer (mit 0,05 M EDTA, pH = 3,5} + 20 uL ISTD (Eriodictyol)

Vortex (15 sec)
v

+ 2,5 mL EtOAc (1. Extraktion)

1) Vortex {1 min}
2) 2x 15 min Ultraschallbad
3) Vortex (1 min}

1 4) Zentrifugation {10 min, 4300 g)

1) Uberstand in Schnappdeckelglas, 2) Riickstand: + 2,5 mL FtOAc (2. Extraktion)}

1} Vortex (1 min)

2} 2x 15 min Ultraschallbad

3} Vortex (1 min)

4} Zentrifugation {10 min, 4300 g}
v

1) Uberstand in Schnappdeckelglas iiberfithren, 2} Aliqguot abnehmen

1}  +25 pl Ascorbinsaure (1 %ig)
2} Vortex [15 sec)

v
1) Trocknung im N,-Strom, 2} Aufnahme des Riickstands in 100 pl ACN/DMF/H,0 (3/3/4; v/v/v)

1} Vortex (1 min)

2} Ultraschallbad {10 min)

3) Vortex (1 min)

4} Zentrifugation (13 min, 4500 g}

v
1) Uberstand in p-Finsatz = HPLC-ESI-MS" (50 pL Injektionsvolumen}

Abb. 73: FlieBschema zur Plasmaaufarbeitung mittels Direktextraktion
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5.6 FlieBschema der Urinaufarbeitung mittels Festphasenextraktion

1 mL Urin + ISTD (Eriodictyol) + 30 uL o-H;PO, (85 %)

|Cemmn |

SPE (Waters Oasis MCX 3cc, 60 mg Sorbens)

1) Prikonditionierung 3) Waschen
-2 mlL 1,5 mol/L Ameisensiure -2 mL 1,5 mol/L Ameisensiure
-2 mL MeOH/H,0 (95/5; v/v) -2 mL MeOH/H,0 (5/95; v/v}
2) Probenaufgabe 4) Elution
-2 mL MeOH/DMF (1/1; vfv)

1) + 10 uL 1 %ige Ascorbinsdure,,, 2) Vortex (1 min), 3) Einengen zur
Trockene im Stickstoffstrom

1) +100pL ACN/H,O (1/1; v/v)
2} Vortex ( 30 sec}
3} Zentrifugation (4300 U/min, 13 min)

1) Uberstand in p-Einsatz, 2) HPLC-ESI-MS®

Abb. 74: FlieBschema zur Urinaufarbeitung mittels Festphasenextraktion

5.7 Urinaufarbeitung (nach Verabreichung der Holunderbliiten)

Ein Aliquot des Urins (6 mL) wurde lber Spritzenfilter membranfiltiert. Von dem Filtrat wurden 5 mL
mit 0,5 mL 85 % iger Phosphorsdure in einem Zentrifugenrohrchen auf pH 1,5 angesduert, das
Gemisch ausgiebig geriihrt und bei 4500 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand
wurde fir die Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE) an Oasis HLB Kartuschen verwendet.
Die Aktivierung und Vorkonditionierung der Kartuschen erfolgte durch Auftragen von 2 mL Methanol
und 2 mL einer 0,01 %igen wdssrigen Salzsaureldsung. Danach wurden je 5 mL der vorbereiteten
Urinproben auf die Kartuschen gegeben und diese anschlieBend mit 2 mL 0,01 %iger Salzsaurel6sung
gewaschen. Nachdem die Saule vollstandig trockengelaufen war, erfolgte die Elution der
phenolischen Verbindungen durch Aufgeben von 2 mL einer 0,01 %igen methanolischen Salzsdure-
[6sung (+ 0,5 mL DMF). Das Losungsmittel wurde mit Stickstoff entfernt und der Riickstand in 70 uL
Acetontril und 70 uL 2 %iger Essigsdure gelost, zentrifugiert und zur LC-MS eingesetzt.

5.8 Gerateparameter

Photometer
Gerat : Shimadzu UV-2101PC UV-VIS Scanning Spectralphotometer
Software : UV-2101PC

Analytische HPLC — Diodenarray-Detektor mit Autosampler

Pumpe: Series 1200 — Bin Pump G1312A (Agilent, Waldbronn)

Probenaufgabe: Series 1200 — Autosampler ALS G1329A, ALS Therm G1330B (Agilent,
Waldbronn)

Saulenofen: Series 1200 — Colcom G1316A (Agilent, Waldbronn)

Detektor: Series 1200 — DAD G1315D (Agilent, Waldbronn)

Datenverarbeitung: ChemStation Software Version B.03.01 (Agilent, Waldbronn)

HPLC-DAD

FlieBmittel: A: 2 %ige Essigsdure
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Fluss:

Messwellenlangen:
Saulentemperatur:
Autosamplertemp.:
Injektionsvolumen:

Trennsaule:

Gradient:

B: 100 % Acetonitril

0,8 mL/min

354, 324, 287 nm

20°C

15°C

20 uL

Luna Phenyl-Hexyl, 5 um, 250 x 4,6 mm i. D., mit Vorsaule Nucleosil 100, C-
18,5 um, 10 x 4,6 mm i. D. (Techlab, Erkerode)

1) Schnellmethode

mit 6 % B in 15 min auf 17 % = in 15 min auf 30 % B - in 10 min auf 50 % B
- in 2 min auf 95 % B - 8 min isokratisch auf 95 % B = in 1 min auf 6 % B
- 9 min konditionieren bei 6 % B — Methodenende: 60 min

2) Langmethode

mit 6 % B in 10 min auf 17 % = in 30 min auf 19 % B = in 10 min auf 50 % B
- in 5 min auf 95 % B = 10 min isokratisch auf 95 % B = in 2 min auf 6 % B
—> 10 min konditionieren bei 6 % B — Methodenende: 77 min

Basismethode zur Untersuchung von Plasma und Urin

1) HPLC-MS

FlieRmittel:

Fluss:

Saulentemperatur:
Autosamplertemp.:
Injektionsvolumen:

Trennsaule:

Gradient:

MS-Parameter:

A: 2 %ige Essigsaure

B: 100 % Acetonitril

0,8 mL/min

RT

15°C

50 uL

Luna Phenyl-Hexyl, 5 um, 250 x 4,6 mm i. D., mit Vorsaule Nucleosil 100, C-
18,5 um, 10 x 4,6 mm i. D. (Techlab, Erkerode)

mit 6 % B in 15 min auf 17 % = in 15 min auf 30 % B = in 10 min auf 50 % B
- in 2 min auf 95 % B > 8 min isokratisch auf 95 % B = in 1 min auf 6 % B
-> 9 min konditionieren bei 6 % B — Methodenende: 60 min

LC-MS:

Dry Gas Temp.: 350°C
Dry Gas Flow: 11 L/min
Nebulizer Gas (N,): 65 psi
Capillary: +3000V
End Plate Offset: -500V
Skimmer 1: -25,5V
Skimmer 2: -6,0V
Cap Exit Offset: -69,7V
Trap Drive: 46,0
Scan Range: m/z 50 — 1200
Accu Time: 200 ms

70



2) Optimierte HPLC-MS-Methode

Gradient:

MS-Parameter:

Datenverarbeitung:

mit 6 % B in 10 min auf 17 % - in 45 min auf 19 % B - in 15 min auf 50 % B
- in 2 min auf 100 % B = 10 min isokratisch auf 100 % B - in 1 min auf 6 %
B = 10 min konditionieren bei 6 % B — Methodenende: 93 min

LC-MS:

Dry Gas Temp.: 310 °C

Dry Gas Flow: 9 L/min
Nebulizer Gas (N,): 65 psi
Capillary: +3000V

End Plate Offset: -500V
Skimmer 1: -25,5V
Skimmer 2: -6,0V

Cap Exit Offset:- 69,7 V

Trap Drive: 46,0

Scan Range: m/z 50 — 1200
Accu Time: 200 ms

Esquire Control Software V. 4.5, Bruker Data
Data Analysis V. 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)
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6. Untersuchungen an der Leibniz-Universitat Hannover

6.1 Nutrikinetik und antioxidatives Potential der Flavonoide

Der Konsum von Tee und Teeprodukten ist in der Bevélkerung mit positiven Eigenschaften assoziiert
und wird als gesundheitsforderlich wahrgenommen. In den letzten Jahren deutlich angestiegene
Verbraucherzahlen von Krauter- und Friichtetees, insbesondere von Rooibostee, verdeutlichen die
zunehmende Beliebtheit dieser Produktklasse im Allgemeinen und des Monotees Rooibos im
Besonderen.

In den meisten Teesorten gehort die heterogene Stoffklasse der Flavonoide zu den quantitativ und
qualitativ bedeutendsten Inhaltsstoffen. Fir diese sekundaren Pflanzenstoffe wird eine Reihe von
gesundheitsfordernden Effekten beschrieben. So gelten Flavonoide u.a. aufgrund ihrer
antioxidativen Eigenschaften als protektive Agenzien gegen Erkrankungen, in denen oxidativer Stress
einer der Hauptfaktoren der Pathogenese ist.

Die Grundvoraussetzung flir eine physiologische Wirkung ist die intestinale Aufnahme sowie der
weitere Metabolismus der Flavonoide. In der wissenschaftlichen Literatur liegen einige Daten zur
Biokinetik vor, darunter zum Teil auch Humanstudien. In diesen Untersuchungen wurden jedoch
zumeist griiner und schwarzer Tee, Wein, Friichte und Fruchtsadfte und Kakao verabreicht. Aufgrund
der starken Variationen in der Flavonoidzusammensetzung der unterschiedlichen Produkte kénnen
aus den Ergebnissen solcher Studien keine allgemeingiiltigen Erkenntnisse abgeleitet werden. Des
Weiteren fehlen insbesondere weiterfiihrende Untersuchungen in denen die Bioverfligbarkeit von
Flavonoiden aus einer aktiven Fraktion (isolierte Flavonoide) und aus einem komplexen Getrank (z. B.
Tee-Aufguss) vergleichend untersucht wurde.

6.2 Absorption und Metabolismus

Um eine Bewertung der potentiellen physiologischen Wirkung der Flavonoide zu treffen muss in
einem ersten Schritt ihre Bioverfligbarkeit und die damit verbundene Verstoffwechselung betrachtet
werden.

Der Ubergang der Flavonoide in den Blutkreislauf ist die Voraussetzung und die Grundlage fiir die
Entfaltung ihrer physiologischen Effekte. Aus Humanstudien ist ersichtlich, dass die Bioverfligbarkeit
der Flavonoide von der Lebensmittelmatrix beeinflusst wird, in Abhangigkeit der verschiedenen
Flavonoidklassen schwankt und zudem betrachtlichen intraindividuellen Schwankungen unterworfen
ist. Bei Aufnahme physiologischer Mengen wird eine Plasmakonzentration von 1 pM kaum
Uberstiegen [D'Archivio et al. 2007; Scalbert und Williamson 2000; van het Hof et al. 1999]. Die
Halbwertszeiten der Flavonoide liegen im Durchschnitt zwischen 1 und 3 h [Scalbert und Williamson
2000]. Die Epigallocatechingallate, die Isoflavone und das Quercetin stellen mit langeren
Halbwertszeiten von 4-28 h eine Ausnahme dar [Manach et al. 2004; Scalbert und Williamson 2000].
Die wiederholte Aufnahme von Flavonoiden und daraus resultierende kumulative Effekte stellen eine
Chance dar, hohere Plasmaspiegel zu erreichen und moglicherweise physiologische Effekte zu
induzieren. In Humanstudien konnte das Auftreten von kumulativen Effekten in Folge einer
wiederholten Aufnahme von Flavonoiden gezeigt werden [Rechner et al. 2002; Warden et al. 2001;
Moon et al. 2000; van het Hof et al. 1999].

Die Absorption der in der menschlichen Nahrung quantitativ dominierenden Flavonoidglykoside geht
mit einer pre- oder postabsorptiven Spaltung einher [Liu und Hu 2007; Manach et al. 2005; Clifford
2004] und wird von einem nachfolgenden extensiven Phase-2-Metabolismus der aufgenommenen
Aglykone begleitet [Manach et al. 1998]. Die Effizienz der Konjugationsreaktionen ist als hoch
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einzustufen, was dazu fiihrt, dass nach oraler Aufnahme physiologischer Mengen nur sehr geringe
Konzentrationen an unkonjugierten Flavonoiden detektierbar sind [Manach et al. 2004]. Laut Welling
[1986] besitzt jede Substanz, die einem extensiven Metabolismus und einer nachfolgenden
Ausscheidung durch die Gallenflissigkeit unterliegt, unabhangig vom Ausmal ihrer Absorption, nur
eine begrenzte systemische Verfligbarkeit. Dies muss stets als limitierender Faktor der
physiologischen Wirkung von Flavonoiden beriicksichtigt werden.

Im Folgenden sollen die umfangreichen Absorptionsmechanismen in Diinn- und Dickdarm sowie die
nachfolgenden Konjugationsreaktionen in den Enterozyten und der Leber genauer beschrieben
werden.

6.2.1 Minormetabolismen in Mundhohle und Magen

Bereits in der Mundhohle kommt es durch Enzyme des menschlichen Speichels und der Mikroflora zu
einer limitierten Hydrolyse von Flavonoidglukosiden. Der Umfang der Reaktion unterliegt
interindividuellen Schwankungen und die allgemeingiiltige Bedeutung ist unklar [Walle et al. 2005].
Flavonoidglykoside, in denen ein anderer Zucker gebunden ist, sind gegenliber einer Hydrolyse in der
Mundhohle resistent.

Aufgrund einer Resistenz gegentiber einer sauren, nonezymatischen Spaltung ist eine Hydrolyse der
Flavonoidglykoside im Magen unwahrscheinlich [Scalbert und Williamson 2000]. In vereinzelten
Tierversuchen konnte jedoch eine Absorption von Flavonoidaglykonen im Magen nachgewiesen
werden [Crespy et al. 2002; Piskula 2000].

Unabhangig von den metabolischen Reaktionen in der Mundhohle und dem Magen stellt der Darm
mit seinen umfangreichen Absorptions- und Metabolisierungsprozesse den wichtigsten Ort des
Flavonoidstoffwechsels dar [Day et al. 2004].

6.2.2 Absorption im Diinndarm

Die in Mundhohle und Magen nicht hydrolysierten Flavonoidglykoside kénnen im Dinndarm, den
zwei vorherrschenden Absorptionsprozessen folgend als Aglykone oder als intakte Glykoside, in den
Enterozyten resorbiert werden.

Durch die Einwirkung des Enzyms Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) wird aus den
Flavonoidglykosiden das korrespondierende Aglykon freigesetzt. Des Weiteren besteht die
Moglichkeit, dass das intakte Flavonoidglykosid ohne vorherige Hydrolyse durch den
natriumabhangigen Glukosetransporter (SGLT-1) in den Enterozyten transportiert wird.

Wadhrend eine Affinitat der beschriebenen Absorptionsmechanismen fiir Flavonoid-O-Glykoside
belegt werden konnte, besteht bisher Unklarheit hinsichtlich des Absorptionsverhaltens der
Flavonoid-C-Glykoside im Diinndarm.
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Dinndarm :
extensiver
FG i — > Metabolismus
FA-GT FA FG durch  Mikroflora
f f f des Dickdarms
LPH Passiv —» MRP-2 SGLT-1
Enterozyt 1L 1 T l
Ff FG
GT Bi
FA-GT —— FA < |
—» MRP

I

Abb. 75: Schematische Darstellung des Flavonoidmetabolismus im Diinndarm FG=Flavonoidglykosid,
FA=Flavonoidaglykon, FA-GT=glucuronidiertes Flavonoidaglykon, LPH=Laktase-Phlorizin-Hydrolase, GT=UDP-
Glucuronosyl-Transferase, MRP-2=Multidrugresistenz assoziiertes Protein 2, SGLT-1=Natriumabhangiger
Glucosetransporter, B-G=B-Glucosidase

6.2.2.1 Absorption liber den Laktase-Phlorizin-Hydrolase Weg

Day et al. [1998] konnten in einer in-vitro Studie mit meschlichen Gewebeproben aus dem Diinndarm
eine hydrolytische Aktivitat der intestinalen Enzyme gegeniiber Flavonoidglykosiden zeigen. Im Falle
einer preabsorptiven Deglykosylierung kommt es durch die in der Diinndarmschleimhaut lokalisierte
LPH zu einer hydrolytischen Spaltung des Flavonoidglykosides, der eine passive Diffusion des
Aglykons in den Enterozyten folgt [Petri et al. 2003]. Flavonoidrhamnoside (z. B. Rutin), in denen eine
Rhamnose als Zuckerrest gebunden ist, unterliegen nach derzeitigem Wissensstand keiner Hydrolyse
im Dinndarm, sondern passieren diesen intakt und werden erst im Dickdarm verstoffwechselt
[Zhang et al. 2007; Olthof et al. 2003]. Nemeth et al. [2003] konnten in einer in-vitro Studien zeigen,
dass die Spezifitat der LPH fiir Flavonoidgalactoside niedrig ist und eine Hydrolyse im Dinndarm nur
in begrenztem Umfang stattfindet.

6.2.2.2 Absorption iiber den SGLT-1-Weg

Obwohl eine passive Diffusion der Flavonoidglykoside durch biologische Membranen aufgrund ihrer
Polaritdat unwahrscheinlich ist, scheint die preabsorptive Deglycosylierung keine Zwangs-
voraussetzung fir die Absorption von Flavonoiden zu sein [Crespy et al. 2003].

In-vitro Studien und tierexperimentelle Untersuchungen zeigen eine Affinitat des natriumabhangigen
Glucosetransporter (SGLT-1) fur Flavonoidglykoside und den Transport dieser in den Enterozyten
[Wolffram et al. 2002; Walgren et al. 2000b]. Die postabsorptive hydrolytische Spaltung des
Flavonoidglykosides erfolgt, vor Ubergang in die Portalvene, intrazellulir durch das Enzym B-
Glukosidase [Liu und Hu 2007; Nemeth et al. 2003; Williamson et al. 2000].

6.2.2.3 Absorption der Flavonoid-C-Glykoside

Eine Substratspezifitit der hydrolysierenden Enzyme bzw. des natriumabhangigen Glucose-

transporters wird als Voraussetzung fiir die intestinale Absorption der Flavonoide betrachtet. Diese

konnte bisher jedoch ausschlieRBlich fiir die Flavonoid-O-Glykoside belegt werden [Berrin et al. 2003].
74



Im Gegensatz hierzu weiR man bisher wenig Gber die zu Grunde liegende Verstoffwechselung von
Flavonoid-C-Glykosiden, in denen der Zucker direkt (ber eine sdure- und grofStenteils
enzymresistente C-C Bindung gebunden ist. Die Absorption dieser Stoffe findet nach derzeitigem
Wissensstand im Kolon statt, da die Mikroflora Enzyme exprimiert die C-C Bindungen aufspalten
kénnen [Zhang et al. 2007b; Sanugul et al. 2005].

6.2.3 Metabolismus der Flavonoide in den Enterozyten

Die in die Enterozyten aufgenommenen bzw. dort durch Einwirkung der B-Glukosidase entstandenen
Flavonoidaglykone unterliegen einem extensiven enzymatischen Phase-2 Metabolismus, der
vorwiegend durch die UDP-Glucuronosyl-Transferasen (GT) vermittelt wird. Dabei handelt es sich um
ein membrangebundenes Enzym, das im endoplasmatischen Retikulum zahlreicher Gewebe
lokalisiert ist. Die Transferase Ubertrdgt Glucuronsdure u. a. auf Xenobiotika sowie zahlreiche
Nahrungsbestandteile, darunter auch die Polyphenole. In Tier- und in-vitro Versuchen konnte eine
hohe Aktivitat der Glucuronosyl-Transferase im Enterozyten detektiert werden. Humane intestinale
Mikrosomen zeigten eine héhere Glukuronidierungsrate als Mikrosomen aus der Leber [Liu und Hu
2007; Boersma et al. 2002]. In Analogie konnten Piskula und Terao [1998] in einer Studie mit Ratten
belegen, dass das Intestinum eine hohe Aktivitdt der GT aufweist und die nach Aufnahme in das Blut
Ubergehenden Flavonoide groRtenteils glucuronidiert sind. Verschiedene Humanstudien, in denen
glucuronidierte Flavonoidmetabolite nach Verabreichung der jeweiligen Prifprodukte im Blut
detektiert werden konnten, verdeutlichen ebenfalls, dass die Glucuronidierung der primare und
guantitativ bedeutendste Konjugationsweg im Diinndarm ist [Tomas-Barberan et al. 2007; Janisch et
al. 2004; Natsume et al. 2003]. Des Weiteren konnten Petri et al. [2003] mit Hilfe einer in-vivo-
Perfusionstechnik einen direkten Nachweis fiir die intestinale Glucuronidierung oral aufgenommener
Flavonoide erbringen. Im Gegensatz zu den ebenfalls in den Phase-2-Metabolismus involvierten
Sulfo- und Methyltransferasen spielt die Glucuronosyl-Transferase damit vermutlich eine
bedeutende Rolle im , First-Pass“-Metabolismus der Flavonoide [Zhang et al. 2007b; Manach et al.
2004]. Daten aus Tierstudien mit Ratten zeigen, dass zu den weiteren Phase-2 Reaktionen im
Enterozyten auch Methylierungen und Sulfatierungen zahlen. Die Glucuronidierung ist jedoch der
dominierende Konjukationsweg [Donovan et al. 2001; Kuhnle et al. 2000; Crespy et al. 1999; Piskula
und Terao 1998].

Neben diesen Reaktionen konnte in zahlreichen Tier- und in-vitro Untersuchungen im Caco-2-Zell-
Modell auch ein aktiver Efflux der Flavonoide vom Enterozyten zurlick in das Lumen belegt werden.
Diese  bioverfligbarkeitslimitierende  Reaktion  wird durch das luminal lokalisierte
Transmembranprotein MRP-2, das der Familie der ABC-Transporter zugehorig ist, induziert. Die in-
vivo Relevanz dieses Phanomens ist bisher noch ungeklart, konnte jedoch einer der Griinde fiir die
geringe Bioverfligbarkeit der Flavonoide sein [Lambert et al. 2007; Walle 2004; Walgren et al. 2000a;
Walle et al. 1999; Crespy et al. 1999]. Neben dem apikalen Efflux scheinen die
Transmembranproteine auch basolateral expremiert zu werden und den dortigen Efflux der
Flavonoide zu vermitteln [Zhang et al. 2007a].

6.2.4 Absorption und Metabolismus der Flavonoide im Dickdarm

Der Dickdarm weist eine dichte Besiedlung mit Mikroorganismen von hoher katalytischer und
hydrolytischer Aktivitat auf. Es handelt sich dabei schatzungsweise um {iber 400 verschiedene
Bakterienspezies und insgesamt um bis zu 10" Bakterienzellen. Trotz verschiedener
Uberschneidungen und Ahnlichkeiten weist die Komposition der Darmflora hohe individuelle
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Unterschiede auf [Nemeth und Piskula 2007; Blaut et al. 2003]. Nicht im Dinndarm resorbierte
Flavonoidglykoside, Giber den MRP-2 vermittelten Efflux riicktransportierte Flavonoidaglykone sowie
deren Phase-2 Metabolite, Flavonoidrhamnoside (z. B. Rutin) und Uber den enterohepatischen
Kreislauf von der Leber exkretierte hydrophile Flavonoidkonjugate (siehe 6.2.5.1) erreichen den
Dickdarm. Die Mikroflora expremiert Glykosidasen, Glucuronidasen und Sulfatasen und vermag
damit die jeweiligen Aglykone freizusetzen. Diese kdnnen nachfolgend resorbiert werden oder es
kommt in Folge der weiteren enzymatischen Einwirkung zur Ringoffnung und zur Bildung von
Phenolsduren [Nemeth und Piskula 2007; Liu und Hu 2007; Jaganath et al. 2006; Olthof et al. 2003]
Hydroxyphenylacetyl- und Hydroxyphenylpropionsaure konnten als Spaltprodukte detektiert werden
[Scalbert und Williamson 2000; Griffiths und Smith 1972]. In Humanstudien von Olthof et al. [2003],
Sawai et al. [1987] und Rechner et al. [2002] waren nach oraler Einnahme von Flavonoiden ebenfalls
Hydroxyphenylacetyl- und Hydroxyphenylpropionsdure als Spaltprodukte im Blut und Urin
nachweisbar. Direktere Belege fir die Kapazitdt der Mikroflora Flavonoide zu metabolisieren,
resultieren aus in-vitro-Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass aus Fazes isolierte
Mikroorganismen eine spaltende Wirkung gegeniber Flavonoiden besitzen [Braune et al. 2001;
Schneider et al. 2000; Winter et al. 1989]. Dabei entsteht iberwiegend Hydroxyphenylacetylsaure.
Die im Dinndarm nicht spaltbaren Flavonoid-C-Glykosiden unterliegen im Dickdarm ebenfalls
abbauenden Prozessen, wobei die entsprechenden Aglykone und Phenolsduren freigesetzt werden
[Zhang et al. 2007b; Sanugul et al. 2005].

6.2.5 Metabolismus der Flavonoide in der Leber

Nach ihrer Absorption sind die Flavonoide drei verschiedenen Konjugationsreaktionen ausgesetzt.
Der Glucuronidierung im Entereozyten folgend werden die Flavonoide an das Plasmaprotein Albumin
gebunden Uber die Pfortader zur Leber transportiert. Diese nimmt neben dem Dinndarm eine
zentrale Stellung im postabsorptiven Metabolismus der Flavonoide ein. Obwohl das genaue Schicksal
der Flavonoidmetabolite in der Leber noch nicht abschlieRend geklart ist, lassen Untersuchungen mit
Hep G2-Zellen und tierexperimentelle Studien darauf schlieRen, dass Methylierungen, Sulfatierungen
und Deglucuronidierungen zu den dominierenden Reaktionen zdhlen [Stalmach et al. 2009; O'Leary
et al. 2003; Day et al. 2001; Galijatovic et al. 1999; Piskula und Terao 1998]. Die Sulfatierung wird
Uber die Sulfotransferasen, cytosolisch lokalisierte Enzyme, deren Aktivitat in der Leber am hochsten
ist, katalysiert. Dabei wird eine Sulfatgruppe von 3’-phosphoadenosine-5’-phosphosulfate auf die
Hydroxygruppe des entsprechenden Substrates Ubertragen. Im Gegensatz zur Glucuronidierung ist
die Sulfatierung ein Stoffwechselweg mit einer vergleichsweise héheren Affinitdt und niedrigeren
Kapazitat. Eine steigende Ingestionsdosis flihrt zu einer Verschiebung von der Sulfatierung hin zur
Glukuronidierung. Das Auftauchen von Konjugaten, die sowohl glucuronidiert als auch sulfatiert sind,
lasst darauf schlieRen, dass eine Glucuronidierung kein Hindernis fiir eine anschlieRende Sulfatierung
ist [Day et al. 2004; Morand et al. 1998; Manach et al. 1998]. In Humanstudien stellten dagegen
hauptsachlich die einfachkunjugierten Glucuronmetabolite die zirkulierende Hauptfraktion dar
[Meng et al. 2004; Manach et al. 2004; Manach et al. 2003; Shelnutt et al. 2002; Lee et al. 2002; Day
et al. 2001; Setchell et al. 2001; Doerge et al. 2000].

Neben den Glucuronidierungen und den Sulfatierungen zahlen auch Methylierungen der Flavonoide
zu den gangigen Konjugationsmechanismen. Diese Reaktion wird durch Catechol-O-
Methyltransferasen katalysiert. Das Enzym ist in zahlreichen Geweben lokalisiert, die Aktivitat jedoch
in der Leber und den Nieren am hochsten [D'Archivio et al. 2007]. Voraussetzung fiir die
Enzymaktivitdt und gleichzeitig auch die Zielstruktur der Enzymwirkung ist die Catecholstruktur. Es
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existieren keine Belege, die eine Methylierung an einer anderen Hydroxygruppe im Molekil zeigen
[Day et al. 2004]. Untersuchungen mit Hep-G2-Zellen zeigen eine hohe hepatische Methylierungsrate
[O'Leary et al. 2003]. In Humanstudien konnten nach oraler Applikation ebenfalls methylierte
Metabolite detektiert werden [Stalmach et al. 2009; Day et al. 2001].

In  Koexistenz mit den Phase-2-Reaktionen, beeinflussen auch Phase-1 Enzyme den
Flavonoidmetabolismus. In Tierversuchen wurden hierbei in erster Linie durch Cytochrome-P450
katalysierte Demethylierungsreaktionen und Hydroxylierungsreaktionen beobachtet [Williamson et
al. 2000]. Im Vergleich zu den Phase-2-Reaktionen handelt es sich hierbei jedoch nur um
Minormetabolismen, die im Menschen von untergeordneter Bedeutung sind und haufig von
Glukuronidierungen und Sulfatierungen gefolgt sind [Liu und Hu 2007].

6.2.5.1 Enterohepatischer Kreislauf

Neben den umfangreichen Konjugationsreaktionen ist die Leber auch an der Ausscheidung
konjugierter Flavonoide beteiligt. Verschiedene experimentelle Tieruntersuchungen konnten zeigen,
dass die metabolisierten Flavonoide lber die Gallenflissigkeit in Diinn- und Dickdarm ausgeschieden
werden und damit dhnlich verschiedenen Pharmaka einer enterohepatischen Zirkulation unterliegen
[Liu et al. 2003; Chen et al. 2003; Crespy et al. 2003; Walle et al. 2001; Sfakianos et al. 1997]. Die
Menge der exkretierten Flavonoidmetabolite und damit die physiologische Relevanz dieses
Eliminationsweges variierten in Abhangigkeit der jeweiligen Stoffklasse. Bei den ausgeschiedenen
Metaboliten handelte es sich vorwiegend um glucuronidierte und sulfatierte Metabolite, wobei
erstere iberwiegen. AulRerdem konnten auch methlylierte Metabolite nachgewiesen werden.

Daten aus Humanstudie lassen vermuten, dass der enterohepatische Kreislauf auch eine
humanphysiologische Relevanz besitzt. Nach Ingestion der Flavonoide konnten im Plasma zwei
separate Anstiege der Flavonoidkonzentration detektiert werden. Ein solcher Plasmaverlauf ist
charakteristisch fiir Substanzen, die einem enterohepatischen Kreislauf unterliegen [Manach et al.
2003; Setchell et al. 2001].

6.2.6 Zirkulation und Exkretion der Flavonoide

In-vitro-Versuche und experimentelle Tieruntersuchungen zeigen, dass die konjugierten
Flavonoidaglykone im Plasma an Albumin gebunden transportiert werden, wobei die Affinitdt zum
Albumin in Abhéngigkeit der chemischen Struktur variiert [Kaldas et al. 2005; Manach et al. 2004;
Boulton et al. 1998; Manach et al. 1995]. In Folge solcher Komplexierungen ist die Gewebegangigkeit,
die Integration in Zielstrukturen und damit auch die Entfaltung biologischer Effekte mdglicherweise
eingeschrankt [Dangles et al. 2001]. Boulton et al. [1998] konnten in in-vitro-Versuchen belegen, dass
die Flavonoid-Albumin Komplexe im Vergleich zu den freien Flavonoiden eine deutlich geringere
Erythrozytengangigkeit aufwiesen.

In zahlreichen tierexperimentellen Untersuchungen wurde auRerdem die Verteilung der Flavonoide
im Organismus untersucht. Die Verabreichung radioaktiv gelabelter Flavonoide zeigte, dass diese
nach 1-6 Stunden grofStenteils im Blut und den Organen des Verdauungssytems (Magen, Intestinum
und Leber) zirkulierten [Vitrac et al. 2003; Mullen et al. 2002]. Andere Arbeitsgruppen konnten
dagegen auch fir weitere Gewebe einen Flavonoidibergang nachweisen, darunter z. B. fir
Endothelzellen [Youdim et al. 2000] und fiir das Gehirn [Datla et al. 2001]. Aus Tieruntersuchungen
weill man auRerdem, dass Flavonoide Uber die Ausbildung von Etherbriicken mit LDL-Partikeln
assoziiert sind [Hayek et al. 1997]. Die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf den menschlichen
Organismus konnte in einer Humanstudie bestatigt werden. Die Menge der mit den LDL-Partikeln
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assoziierten Flavonoide war jedoch zu gering, um eine ex-vivo induzierte LDL-Oxidation signifikant zu
verzégern [van het Hof et al. 1999].

Die Ausscheidung der Flavonoide erfolgt iber den Urin und den Fazes. In zwei Humanstudien aus den
Jahren 1994 und 1995 konnte nach oraler Aufnahme von Flavonoiden im Urin eine deutlich héhere
Exkretionsrate als im Fazes bestimmt werden [Xu et al. 1995; Xu et al. 1994]. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen detektierten Walle et al. [2001] eine héhere Ausscheidung der Flavonoide lber den
Fazes. Dabei handelte es sich grofitenteils um unverdnderte Flavonide, wahrend im Urin die
glucuroidierten Metabolite die Hauptfraktion darstellten. Lehthonen et al. [2010] konnten in einer
Humanstudie ebenfalls Flavonoide im Urin und Fizes der Probanden analysieren. Uber den Fizes
wurden vorwiegend intakte Flavonoidglykoside ausgeschieden, wahrend der Urin groRtenteils
glucuronidierte Flavonoide enthielt. Die Ausscheidungsrate der Flavonoide unterlag in allen Studien
unabhangig vom jeweiligen Exkretionsweg hohen intraindividuellen Schwankungen.

6.3 Antioxidative Wirkung

Lange Zeit wurden die sekundaren Pflanzenstoffe und die quantitativ bedeutendsten Vertreter dieser
Stoffgruppe, die Flavonoide, als antinutritive Pflanzeninhaltsstoffe betrachtet. Die potentielle
Toxizitdt dieser Verbindungen sowie ihr Potential zur Einschrankung der Bioverfligbarkeit anderer
Nahrstoffe standen dabei im Vordergrund. Erst in jlingerer Zeit ist ein deutlicher Wandel hinsichtlich
der gesundheitlichen Bewertung dieser Stoffe zu beobachten. Inzwischen wird davon ausgegangen,
dass die Flavonoide sowie die meisten Stoffe pflanzlicher Herkunft, normale Verzehrsgewohnheiten
vorausgesetzt, gesundheitsférdernde Eigenschaften besitzen. Dafilir sprechen beispielsweise Belege
aus verschiedenen epidemiologischen Studien, die einen inversen Zusammenhang zwischen der
Aufnahme von flavonoidreichen Produkten und der Inzidenz von kardiovaskuldren Erkrankungen,
Krebs und Diabetes zeigen [Arts und Hollman 2005; Maron 2004; Knekt et al. 2002]. Aufgrund der
potentiellen Relevanz von oxidativem Stress in der Pathogegense dieser Erkrankungen sind
besonders die antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide Gegenstand intensiver Forschungen. lhr
niedriges Redoxpotential ermoglicht die Neutralisierung von pathophysiologisch relevanten
Radikalen, wie z. B. dem Superoxid-, Peroxyl-, Alkoxyl- und Hydroxyradikal. Damit missen sie als
moglicherweise praventiv wirksame Agenzien in der Therapie degenerativer Erkrankungen diskutiert
werden. Fir das AusmaR der antioxidativen Aktivitdt sind neben der bereits beschriebenen
physiologischen Metabolisierung und der Bioverfligbarkeit, auch verschiedene strukturelle Merkmale
von Bedeutung.

6.3.1 Structure activity Relationships (SAR)

Die antioxidativen Effekte der Flavonoide kdnnen sich Gber verschiedene Wirkmechanismen und auf
unterschiedlichen Ebenen manifestieren. Ihre antiradikalische Wirkung resultiert aus:

e der Fahigkeit der Flavonoide Metalle zu komplexieren und damit zu inaktivieren

e der Beeinflussung endogener antioxidativer Systeme

e der Anwesenheit von Hydroxygruppen, die die Fahigkeit haben als
Elektronendonatoren/Wasserstoffdonatoren zu wirken und somit freie Radikale zu
neutralisieren

e und der Méglichkeit, das daraus resultierende ungepaarte Elektron/Radikal intramolekular
zu stabilisieren/ein stabiles Phenoxylradikal zu bilden [Musialik et al. 2009]
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Im Folgenden soll ndher auf die radikalneutralisierende Aktivitdt der Flavonoide eingegangen
werden. Diese steht in einem engem Zusammenhang zu der Anzahl der OH-Gruppen sowie ihrer
Positionierung im Ringsystem [Amic et al. 2007]. Ergebnisse aus in-vitro Studien zeigen die Relevanz
spezieller struktureller Merkmale im Flavonoidmolekil (Structure-Activity Relationship = SAR). Dazu
zdhlen:

e die Catecholgruppe (3’,4’-OH-Gruppe) im B-Ring (1)

e die C2-C3 Doppelbindung im heterocylkischen C-Ring in Verbindung mit der Ketofunktion in
C4(2)

e die Hydroxygruppe in den Positionen 3 und/oder 5 in Konjugation mit der Ketofunktion in C4
(3) [Amic et al. 2007; Rice-Evans et al. 1996].

Die Catecholgruppe im B-Ring zahlreicher Flavonoide ist das zentrale strukturelle Merkmal, das eine
hohe antioxidative Aktivitdt gewahrleistet. Durch Abgabe eines Wasserstoffatoms koénnen die
Hydroxygruppen in C3’ und C4’ freie Radikale neutralisieren. Das entstehende Phenoxylradikal kann
Uber die Bildung einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert werden (Abb. 76).
Die im heterocyklischen C-Ring befindliche Doppelbindung in C2-C3 trdgt in Konjugation mit der
Ketofunktion in C4 zu der antioxidativen Wirkung bei, indem eine Elektronendelokalisierung tiber das
Ringsystem gewahrleistet wird [Amic et al. 2007; Croft 1998].

Abb. 76: Peroxylradikalstabilisierung liber intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung

Durch den Angriff eines weiteren Radikals an das Phanoxylradikal kommt es zur Bildung eines
stabilen Quinons (Abb. 77)

Abb. 77: Bildung eines Quinons nach weiterem Radikalangriff

Wenn der B-Ring z. B. aufgrund einer fehlenden Catecholstruktur nicht zu der antioxidativen Wirkung
beitragen kann, kdnnen im A-Ring subsitutierte Hydroxygruppen kompensatorische Effekte entfalten
und ihre Bedeutung fir die antioxidative Akrivitdt nimmt zu [Amic et al. 2007; Arora et al. 1998].
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In weiteren in-vitro Studien konnte gezeigt werden, dass neben den erwahnten Merkmalen
besonders die Hydroxygruppen in den Positionen 3 oder 5 unter Konjugation mit der Carbonylgruppe
in C4 von groRer Bedeutung sind [Amic et al. 2007; Rice-Evans et al. 1996]. Die Blockierung einer
dieser Gruppen, z. B. durch eine Glycosylierung, wie im Falle des Rutins, fihrt zu einer deutlichen
Abnahme der antioxidativen Aktivitat im Vergleich zu der unglykosylierten Ausgangssubstanz. Beide
Hydroxygruppen weisen im Vergleich zu den in der Catecholstruktur relativ hohe PKA-Werte auf, die
eine Deprotonierung unwahrscheinlich erscheinen lassen. Die starke Wasserstoffbriickenbindung
zwischen den Hydroxygruppen in C3 bzw. C5 und dem Sauerstoffatom der C4 Carbonylgruppe stellt
ebenfalls eine Hemmschwelle fiir eine Deprotonierung dar [Lemanska et al. 2001]. Die antioxidative
Wirkung von C3-OH und C5-OH Monohydroxyflavonen resultiert vermutlich aus einer
Elektronentbertragung (Abb. 78) [Amic et al. 2007; Lemanska et al. 2001].

Abb. 78: Elektroneniibertragung

Damit wird deutlich, dass der antiradikalischen Wirkung verschiedene Mechanismen zu Grunde
liegen, zwischen den differenziert werden muss. Dabei handelt es sich um einen
Wasserstoffatomtransfer (HAT) (1) und einen Elektronentransfer dem ein Protontransfer folgt (SET-
PT) (2). Diese Mechanismen vollziehen sich gemals den folgenden Reaktionsformeln [Klein und Lukes
2006; Wright et al. 2001]:

1) HAT:
R-O + FI-OH ——» R-OH + FI-O’

2) SET-PT
R-O + FI-OH — R-O + FI-O '— FI-O"+H,0 — FI-0' + H,0' —» R-OH + H,0

Im Falle des HAT wird ein freies Radikal durch die Abgabe eines Wasserstoffatoms von dem Flavonoid
neutralisiert, wobei dieses zu einem Phenoxylradikal reagiert. Neben dem Wasserstoffatomtransfer
spielt auch die Ubertragung einzelner Elektronen als radikalneutralisierender Mechanismus eine
bedeutende Rolle. In diesem Fall kommt es zu der Ubertragung eines einzelnen ungepaarten
Elektrons vom Flavonoid auf das freie Radikal, wodurch dieses neutralisiert wird, wahrend sich aus
dem Flavonoid das korrespondierende Radikalkation bildet. Erst im zweiten Schritt kommt es zu
einer Wasserstoffiibertragung auf ein Losungsmittelmolekiil und damit analog zum HAT zur
Entstehung des Phenoxylradikals [Amic et al. 2007; Leopoldini et al. 2004a; Leopoldini et al. 2004b;
Lemanska et al. 2001]. Eine strikte Trennung zwischen den beiden Mechanismen ist schwer und
beide Reaktionen kdnnen parallel, jedoch in Abhangigkeit verschiedener determinierender Faktoren,
in unterschiedlichen Raten zur antioxidativen Wirkung beitragen [Wright et al. 2001]. Zu den
Einflussfaktoren zahlen:

e die Bindungsdissoziationsenthalpie
e das lonisierungspotential
80



e das Reaktionsmedium und
e die Struktur des Flavonoids

Bei der Abgabe eines Wasserstoffatoms ist vor allem die Bindungsdissoziationsenthalpie der OH-
Gruppen als wichtigste Determinante zu betrachten. Je schwacher die OH Bindung ist, desto leichter
verlauft die Radikalneutralisierung Uber den HAT [Leopoldini et al. 2004b]. Ein weiterer
entscheidender Faktor ist die Stabilitat des entstehenden Phenoxylradikals. Je hoher diese ist, desto
effizienter und aktiver ist das Antioxidans. Die Hydroxygruppen der Catecholgruppe im B-Ring vieler
Flavonoide stellen unter Bericksichtigung dieser Merkmale die effizientesten Strukturen zur
Wasserstoffatomuiibertragung dar. Sie weisen sehr geringe Bindungsdissoziationsenthalpien auf und
das entstehende Phenoxylradikal kann durch Elektronendelokaltsation sowie Uber die Ausbildung
intramolekularer Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert werden (Abb. 78) [Amic et al. 2007].

Ein niedriges lonisierungspotential hingegen favorisiert eine Elektronenibertragung gemaR des SET.
Zu den Faktoren, die das lonisierungspotential senken, zdhlt in erster Linie die Planaritdt des
Flavonoidmolekiils und die daraus resultierende erhdhte Kapazitat zur Elektronendelokalisation. Die
Voraussetzung fir die Planaritat des Molekiils ist eine OH-Gruppe in Position C3. Diese bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem Kohlenstoffatom in Position 6 aus, wodurch das Ringsystem
gezwungen ist eine planare Struktur einzunehmen [Leopoldini et al. 2004a; Leopoldini et al. 2004b].
Eine vorherige Deprotonierung des Flavonoids beglinstigt ebenfalls eine Elektroneniibertragung
[Lemanska et al. 2001; van Acker et al. 1996].

Neben den beschrieben Faktoren muss das Losungsmedium, in dem die Reaktion ablauft, als weitere
mogliche Determinante der ablaufenden Reaktion berticksichtigt werden. Wahrend in nonpolaren
FlUssigkeiten der HAT bevorzugt wird, unterstiitzen polare Fllssigkeiten eine Elektroneniibertragung,
da sie die in diesem Prozess auftretende Ladungstrennung unterstiitzen und den geladenen
Ubergangszustand stabilisieren [Klein et al. 2007; Klein und Lukes 2006]

Neben den beiden beschriebenen Reaktionsmechanismen riickt aulRerdem zusehends ein
Mechanismus in den Mittelpunkt, der von einer sequentiellen Protoneniibertragung und einem
folgenden Elektronentransfer (SPLET) ausgeht.

SPLET

FI-OH + H,0 — FI-O +H,0'—> FI-O + R-O — FI-0'+R-O0 — R-O +H,0'— R-OH+H,0

Dieser Mechanismus unterliegt ahnlichen Voraussetzungen wie der SET und wird derzeit ebenfalls als
moglicher Reaktionsmechanismus der antioxidativen Wirkung diskutiert. Nach Musialik et al. [2009]
schlieBt eine Reaktion Uber SPLET jedoch nicht zwangsldufig ein gleichzeitiges Vorliegen des HAT aus.

6.3.2 Antioxidative Wirkung von Rooibostee

Der Rooibostee wird hauptsachlich in Silidafrika angebaut. Die im Rooibostee vorliegenden
Flavonoide stellen die quantitativ und qualitativ bedeutendsten Komponenten dar.

Das mengenmaRig dominierende Flavonoid ist das Dihydrochalkon Aspalathin, das als nahezu
rooibosspezifische Verbindung einzustufen ist.

Neben dem Aspalathin sind die Flavone Orientin und lIsoorientin mit 0,56 bzw. 0,29 g/100 g als
weitere quantitativ bedeutende Komponenten zu erwdhnen. Das Rutin ist mit einer Menge von 0,18
g/100 g das einzige Flavonol, das im Rooibos in nennenswerter Konzentration vorliegt.

Das quantitativ dominierende Aspalathin enthdlt mit der Catecholfunktion im B-Ring eines der
zentralen strukturellen Elemente/Merkmale, dass eine hohe antioxidative Kapazitat gewahrleistet
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(siehe 7.3.1). In einer in-vitro Studie mit Phloretin konnte auRerdem gezeigt werden, dass
inbesonders die Kernstruktur 2,6-dihydroxyacetophenon fiir die antioxidative Aktivitat
verantwortlich ist [Rezk et al. 2002].

Das Orientin und das Isoorientin verfligen neben der Catecholfunktion im B-Ring, mit der
Doppelbindung in C2-C3, die mit einer Ketofunktion in C4 konjugiert ist und einer Hydroxygruppe in
C5, Gber samtliche weitere strukturelle Merkmale, die mit einer erhéhten antioxidativen Kapazitat in
Verbindung gebracht werden.

Allen drei Molekiilen ist die C-glykosidische Bindung mit einem Zuckerrest gemeinsam. In Folge der C-
glykosidischen Bindung ist die Bioverfiigbarkeit dieser Molekiile moglicherweise eingeschrankt (siehe
6.3.2.2). Lediglich das Rutin, das Uber identische strukturelle Merkmale wie das Orientin und das
Isoorientin verfiigt, ist O-glykosidisch verknipft.

6.3.2.1 Antioxidative Aktivitat von Rooibostee und Einzelsubstanzen in vitro

Die antioxidative Kapazitat von Rooibostee und seiner Einzelkomponenten konnte in verschiedenen
in-vitro Studien nachgewiesen werden. Als wichtigste Determinante der Aktivitdit muss zwischen
fermentiertem und unfermentiertem Tee unterschieden werden. Von Gadow et al. [1997] fanden
heraus, dass die antioxidative Aktivitdt von unfermentierten Rooibostee liber der von fermentierten
lag. Dieser war wiederum antioxidativ wirksamer als halbfermentierter Rooibostee. Wahrend des
Fermentationsprozesses wird das Dihydrochalcon Aspalathin zu den korrespondierenden Flavanonen
oxidiert, die eine geringere antioxidative Wirkung aufweisen. Mit dem Voranschreiten des Prozesses
kommt es zu weiteren oxidativen Veranderungen, wodurch aus den Flavanonen die entsprechenden
Flavone entstehen. Diese besitzen ein starkeres antioxidatives Potential, was die hohere Aktivitat des
fermentierten Tees im Vergleich zum halbfermentierten erklart. Standley et al. [2001] und Joubert et
al. [2008] bestatigen, dass der Prozessierungsstatus als Determinante der antioxidativen Aktivitat
betrachtet werden muss. In Korrelation mit dem Polyphenolgehalt wies unfermentierter Rooibostee
die hochste antioxidative Aktivitat auf. Ein steigender Verarbeitungsgrad ging mit einer Abnahme des
Polyphenolgehaltes und der antioxidativen Aktivitdt einher. In einer in-vitro Studie aus dem Jahr
2009 konnten Krafczyk et al. zeigen das ein komplexer Rooibosextrakt den Einzelsubstanzen
Aspalathin, Orientin, Isoorientin und Rutin hinsichtlich der antioxidativen Aktivitat tiberlegen ist. Die
Aktivitat der Einzelsubstanzen nahm in der Reihenfolge Aspalathin > Isoorientin > Orientin > Rutin ab.
Von Joubert et al. [2004] durchgefiihrte Messungen zeigten, dass Aspalathin und Orientin eine
vergleichbare antioxidative Kapazitat hatten, wahrend das Rutin auch hier die geringste Aktivitat
innehatte. Im Vergleich zu anderen gangigen Antioxidantien wie a-Tocopherol, Butylhydroxytoluol
(BHT) und Butylhydroxyanisol (BHA) besitzen Aspalathin und Rutin eine hohere Aktivitat [von Gadow
et al. 1997]. Aspalathin wies auch in dieser Studie eine hohere Aktivitat auf als Rutin.

6.3.2.2 Bioverfiigharkeitsversuche mit Rooibos

Wie die obigen Daten relativ deutlich zeigen, stellt besonders unfermentierter Rooibostee, aufgrund
der enthaltenen Flavonoide, ein Lebensmittel mit einem hohen antioxidativem Potential dar. Seine
antioxidative Kapazitat korreliert dabei in besonderer Weise mit dem Aspalathingehalt [Schulz et al.
2003]. Ob diese dem Lebensmittel innewohnende Aktivitdt auch in lebendigen Organismen entfaltet
werden kann, ist dabei in erster Linie von der Bioverfligbarkeit der einzelnen Substanzen abhangig.
Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden nur wenige Studien durchgefiihrt, die Aufschluss liber diese
Fragestellung geben kénnen.
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Huang et al. [2008] konnten in einer in-vitro Studie an Caco-2-Zell-Modell einen konzentrations-
abhangigen Transport des Aspalathins durch die intestinalen Epithelzellen messen. Pures Aspalathin
wurde dabei in einer geringeren Menge transportiert als Aspalathin aus einem komplexen Extrakt.
Moglicherweise sind in dem Rooibostee weitere Substanzen enthalten, die den Transport des
Aspalathins durch die intestinalen Epithelzellen férdern. Kreuz et al. [2008] konnten diese Ergebnisse
in einer tierexperimentellen Untersuchung zum Teil stlitzen. Schweinen wurde lber einen Zeitraum
von 11 Tagen ein Rooibosextrakt oral verabreicht. Obwohl nach Beendigung der Studienphase keine
Metabolite im Plasma detektiert werden konnten, zeigte eine Untersuchung des Urins den Ubergang
verschiedener Flavonoidmetabolite. Die Ergebnisse aus einer tierexperimentellen Untersuchung von
Zhang et al. [2007b] zeigen, dass C-Glykoside in ihrer urspriinglichen Form nicht im Dinndarm
bioverfligbar sind. Sie erreichen das Kolon, von wo aus sie entweder in unveranderter Form (iber den
Fazes ausgeschieden werden, oder nach Deglykosylierung in Form ihrer Aglykone oder nach
Ringspaltung als phenolische Sauren resorbiert werden. Bei den verabreichten Flavonoiden handelte
es sich u. a. um die auch im Rooibos vorkommenden C-Glykoside Orientin und Vitexin.

Neben den vorgestellten in-vitro- und Tierstudien existieren auch zwei Humanstudien, in denen die
Bioverfligbarkeit von Rooibosflavonoiden untersucht wurde. Stalmach et al. [2009] konnten nach der
oralen Aufnahme von Rooibostee keine Metabolite im Plasma der Probanden detektieren. Sehr
geringe Konzentrationen der ingestierten Flavonoide konnten als glucuronidierte, sulfatierte und
methylierte Metabolite im Urin detektiert werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen eine geringe
Bioverfligbarkeit der Flavonoide, die hochstwahrscheinlich aus der C-glykosidischen Bindung
resultiert, die gegeniiber einer enzyminduzierten Spaltung im Diinndarm resistent ist. Zu dhnlichen
Ergebnissen kamen auch Courts und Williamson [2009] in einer Humanstudie aus dem Jahr 2009. Die
orale Aufnahme von Rooibostee fiihrte primar zu einer Akkumulation von methlyierten
Aspalathinmetaboliten im Urin der Probanden. In beiden Studien blieb die C-glykosidische Struktur
der detektierten Aspalathinmetabolite bestehen, was darauf schlieRen Ilasst, dass sie intakt
aufgenommen werden konnten und eine vorherige enzymatische Hydrolyse keine unabdingbare
Voraussetzung darstellt.

6.3.2.3 Antioxidative Aktivitdt von Rooibos in vivo

Wie die bisher dargestellten Studien zeigen, erfillt der Rooibostee zumindest in Teilen die
Anforderungen und Voraussetzungen, die fir die Entfaltung einer physiologischen Aktivitat
erforderlich sind. In-vitro Studien konnten bestatigen, dass der Tee und seine Inhaltsstoffe
antioxidativ wirksam sind. Dariber hinaus lassen Bioverfiigbarkeitsstudien darauf schlieflen, dass die
Flavonoide, wenn auch nur in einem sehr limitierten Umfang, die systemische Zirkulation erreichen.
Somit bleibt zu kldaren, ob die Menge der aus dem Rooibostee aufgenommenen Flavonoide ausreicht,
um physiologische Effekte zu erzielen. Insgesamt gibt es jedoch nur sehr wenige in-vivo Studien, die
sich mit dieser Fragestellung beschaftigt haben und in denen die antioxidativen Wirkung von
Rooibostee untersucht wurde.

Marnewick et al. [2003] haben in einer experimentellen Tierstudie Ratten liber einen Zeitraum von
zehn Wochen Rooibostee als einzige Flissigkeitsquelle verabreicht. Die Behandlung hatte keinen
signifikanten Effekt auf die antioxidativen Werte in der Leber.

Im Rahmen einer Humanstudie von Sauter [2004] wurde Uber einen Zeitraum von zwei Wochen ein
Rooibosextrakt konsumiert und die antioxidative Kapazitat des Plasmas zu Studienbeginn und nach
Studienbeendigung bestimmt. In Abhdngigkeit des verwendeten Testsystems konnte dabei keine
Veranderung bzw. eine Abnahme der antioxidativen Kapazitdt ermittelt werden. In einer weiteren
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Huamanstudie hingegen konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von Rooibostee bei einem
Risikokollektiv (Arbeiter, die einer erhohten Bleibelastung ausgesetzt sind) zu einer Senkung der
Lipidperoxidation flihrte [Nikolova et al. 2007].

6.3.3 Antioxidative Wirkung von Holunderbliitentee

Die in den Holunderbliiten enthaltenen Flavonoide stellen mit einem Anteil von drei Prozent einen
guantitativ bedeutenden Inhaltsstoff dar [WHO 2002].

Neben dem Rutin (Quercetin-Rutinosid) ist noch Hyperosid (Quercetin-Galactosid) als quantitativ
bedeutender Inhaltsstoff zu erwdhnen. Bei beiden Molekiilen handelt es sich um Flavonol-O-
Glykoside, die sich vom Quercetin ableiten. Das Rutin enthalt in Position C3 das Dissacharid Rutinose
gebunden und das Hyperosid die Galaktose. Beide Molekiile weisen mit der Catecholfunktion im B-
Ring das wichtigste Strukturmerkmal fiir eine hohe antioxidative Aktivitat auf. Dazu verfligen sie mit
der Doppelbindung in C2-C3 und der Ketofunktion in C4 Uber weitere Merkmale die zur
antioxidativen Wirkung beitragen. Lediglich die Hydroxygruppe in Position C3 ist aufgrund der
glykosidischen Bindung mit dem jeweiligen Saccharid nicht verfugbar.

6.3.3.1 Antioxidative Aktivitdt von Holunderbliitentee in vitro

Eine Recherche in der Medline zeigte, dass von Holunderblitentee bis zum heutigen Zeitpunkt weder
in-vitro- noch in-vivo-Studienergebnisse veroffentlicht wurden. Im Folgenden werden daher die
Ergebnisse aus Studien vorgestellt, die die physiologische Verfligbarkeit und die antioxidativen
Eigenschaften der Flavonoide Rutin und Hyperosid untersucht haben.

Rice-Evans et al. [1996] konnten in einer in-vitro Versuchsreihe zeigen, dass Rutin antioxidativ
wirksam ist, die Aktivitat jedoch deutlich unter der des Quercetins liegt. Dies liegt vermutlich darin
begriindet, dass die Hydroxygruppe in C-3 im Falle des Rutins glykosidisch gebunden ist. Lopez et al.
[2003] und Pietta et al. [2000] konnten die antioxidativen Eigenschaften des Rutins in ihren
Versuchen bestétigen, jedoch ebenfalls messen, dass die antioxidative Aktivitdt des Quercetins hoher
liegt. Als moglicher Grund flr die geringere Aktivitdt des Rutins wurde eine sterische Hinderung
durch den Zuckerrest in C-3 diskutiert.

In einer in-vitro-Untersuchung aus dem Jahre 2004 haben Zou et al. [2004] die Aktivitdt einzelner
Flavonoidkomponenten aus einem Johanniskrautextrakt gemessen. Dabei konnte erneut gezeigt
werden, dass das Quercetin die hochste antioxidative Aktivitdt besall, wahrend ein gebundener
Zuckerrest eine Aktivitatsabnahme bedingte. Das Hyperosid zeigte in diesen Versuchen eine
geringfligig hohere Aktivitat als das Rutin. In weiteren Studien konnte die antioxidative Aktivitat von
Hyperosid bestdtigt werden [Piao et al. 2008; Liu et al. 2005]. Die radikalneutralisierenden
Eigenschaften des Hyperosids sind dabei hoher als diejenigen von Vitamin C einzustufen [Wang et al.
2007].

6.3.3.2 Bioverfiigbarkeitsversuche mit Holunderbliitentee

Es existieren zahlreiche Studien in denen die Bioverfligbarkeit von verschiedenen Quercetin-
Glykosiden untersuchte wurde. Jedoch fanden das Quercetin-3-rutinosid (Rutin) und vor allem das
Quercetin-3-galactosid (Hyperosid) nur in einem Bruchteil dieser Studien Verwendung.

In einer tierexperimentellen Untersuchung aus dem Jahre 1997 konnten Manach et al. zeigen, dass
oral verabreichtes Rutin bioverfligbar ist. Im Gegensatz zu anderen O-Glykosiden kann die
glykosidische Bindung zwischen dem Quercetin und der gebundenen Rutinose jedoch nicht durch die
im Dinndarm lokalisierte LPH und/oder die cytosolische B-Glukosidase hydrolysiert werden. Erst die
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im Kolon angesiedelten Mikroorganismen sind in der Lage die Bindung zu spalten und somit eine
Absorption zu ermoglichen [Arts et al. 2004; Nemeth et al. 2003] (siehe 6.2.4). Jaganath et al. [2006]
konnten in einer Humanstudie zeigen, dass Rutin dennoch bioverfiigbar ist. Die im Blut detektierten
methylierten und glucuronidierten Quercetinmetabolite stellten jedoch nur Minormetabolite dar.
Der GroRteil des applizierten Rutin wurde in Form von phenolischen Sauren im Urin der Probanden
detektiert. Die Relevanz der phenolischen Sauren als quantitativ bedeutendste Metabolite des Rutins
konnte von Olthof et al. [2003] bestatigt werden. In einer Humanstudie von Erlund et al. [2000]
flihrte die orale Rutinaufnahme zu einer Akkumulation von glucuronidiertem, methyliertem und
sulfatiertem Quercetin. Graefe et al. [2001] konnten nach oraler Verabreichung von Rutin ebenfalls
vorwiegend glucuronidierte Quercetinmetabolite im Plasma der Studienteilnehmer detektieren.

Die Bioverfligbarkeit des Hyperosids wurde im Vergleich zum Rutin nur in tierexperimentellen
Versuchen studiert. Nemeth et al. [2003] konnten in einer in-vitro Studie zeigen, dass aus dem
Dinndarm von Schafen isolierte LPH nur eine geringe Spezifitdt fir das Quercetin-3-Galactosid
aufwies. In Ubereinstimmung hiermit konnten Arts et al. [2004] in einer Studie mit Ratten fiir das
Quercetin-3-Glucosid und das Quercetin-4-Glucusid eine Bioverfligbarkeit nachweisen. Das
Hyperosid hingegen war gegeniber einer intestinalen Hydrolyse resistent und konnte nur in Spuren
nachgewiesen werden [Chang et al. 2005].

6.3.3.3 Antioxidative Aktivitdt von Holunderbliitentee in vivo

Wie bereits beschrieben, ist die glykosidische Bindung des Rutins erst im Kolon hydrolysierbar. Dort
kommt es neben der Freisetzung von Quercetin auch zur Ringaufspaltung und der Bildung von
Phenylacetylsduren. Diese weisen im Vergleich zum Rutin eine niedrigere antioxidative Aktivitat auf,
die in etwa der von Vitamin E entspricht [Rice-Evans et al. 1996]. Die verschiedenen
Quercetinmetabolite, die nach Aufnahme von Rutin bzw. Quercetin detektiert werden konnten, sind
im Vergleich zu der Ausgangssubstanz ebenfalls deutlich weniger aktiv und schlechter bioverfiighar
[Graefe et al. 2001]. AuRerdem fiihrt der Zucker zu einem Verlust der Koplanaritat des Molekils und
damit zu einer eingeschrankten Elektronendelokalisation [van Acker et al. 1996]

Boyle et al. [2000] konnten in einer Humanstudie herausfinden, dass sowohl die langfristige orale
Applikation von Rutin, wie auch die Gabe einer Einzeldosis zu einem Ubergang von Rutinmetaboliten
in das Plasma fiihrten. Dieser fiel jedoch in beiden Behandlungen gering aus und war mit keiner
Zunahme der antioxidativen Kapazitat assoziiert.

Studien, in denen die antioxidative Kapazitdt von Hyperosid untersucht wurde, konnten durch eine
Recherche in der Medline nicht ausfindig gemacht werden. Ergebnisse aus tierexperiementellen
Untersuchungen verdeutlichen jedoch, dass oral appliziertes Hyperosid nur in sehr geringem Umfang
bioverflgbar ist (siehe 6.3.3.2). Die fir Quercetin-Glykoside typischen Metabolite weisen zudem eine
geringere antioxidative Aktivitat auf als die korrespondierenden Ausgangssubstanzen.

Beide Effekte im Zusammenspiel lassen vermuten, dass die antioxidative Kapazitat von Hyperosid in
vivo deutlich eingeschrankt ist.
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7. Material und Methoden

Im Folgenden sollen neben dem Studiendesign und der Studiendurchfiihrung auch die verwendeten
analytischen Methoden beschrieben werden.

7.1 Ziele der eigenen Untersuchungen

In Rahmen der Biokinetikstudie wurden verschiedenartige Rooibos- und Holunderblitenteeprodukte
(Aufgussgetrank, Extrakt, Fertiggetrank) vergleichend eingesetzt.

Durch die unterschiedlichen Verabreichungsformen, als Aufgussgetrank und als Extrakt, sollten
Riickschlisse (iber den Einfluss der Produktmatrices auf die Bioverfligbarkeit der Flavonoide
gewonnen werden. Durch die Gabe eines frischen und eines gelagerten Rooibos-Fertiggetrankes
sollte der Einfluss einer Lagerung auf die Bioverfligbarkeit und die Flavonoide erfasst werden.

Als Nebenzielparameter wurde in jeder Untersuchungsreihe die Veranderung der antioxidativen
Kapazitat erfasst.

7.1.2 Humanstudie

Die Studie wurde als placebokontrollierte, monozentrische, offene und vergleichende Cross-over-
Studie durchgefiihrt. Sie umfasste drei seperate Untersuchungsserien, in denen die verschiedenen
Prifprodukte placebokontrolliert verabreicht wurden.

Die Planung und Durchfiihrung der ernidhrungsphysiologischen Studie erfolgte in Ubereinstimmung
mit der Deklaration von Helsinki (in der aktuellen Version von Tokio, 2004, elektron. Pub.) und in
Anlehnung an die bei einer Priifung von Arzneimitteln vorgeschriebenen Prinzipien guter klinischer
Praxis.

7.1.2.1 Probandenrekrutierung

Mit der Genehmigung des Ethikantrages, durch die Freiburger Ethikkommission am 29.02.2008,
startete die Studie mit der Probandenrekrutierung. Uber Aushinge an der Leibniz Universitit
Hannover wurden fir jede der drei Untersuchungsserien 12 mannliche, gesunde Probanden im Alter
von 18 -40 Jahren gesucht. Interessierte Personen wurden zundchst miindlich Gber den Ablauf
aufgeklart und erhielten schliellich eine ausfiihrliche Information fiir Studienteilnehmer zusammen
mit der Einverstandnis- und Datenschutzerkldarung sowie einem Screeningfragebogen. Interessenten,
die die Ein- und Ausschlusskriterien (Anhang A1) erfiillten, nach Aufklarung und Schulung tber die
Studienbedingungen weiterhin Interesse hatten und bereit waren, die erforderlichen
Einschrankungen in der Lebens- und Genussmittelauswahl (Anhang B1) zu akzeptieren, wurden in
diese Studie eingeschlossen.

7.1.2.2 Studienablauf

Die Studie bestand aus insgesamt drei Untersuchungsserien, die in Aufbau und Ablauf identisch
waren, jedoch hinsichtlich der verabreichten Prifprodukte variierten. Pro Studienphase wurden zwei
Verumpraparate und ein Placebo verabreicht

In den ersten beiden Untersuchungsserien, die im Juli/Juni 2008 durchgefiihrt wurden, erfolgte die
Verabreichung der Rooibos- und der Holunderblitenprodukte in Form eines Aufgussgetrankes und in
Form der isolierten aktiven Fraktion. Im Rahmen der dritten und letzten Untersuchungsreihe im
Februar 2009, erhielten die Probanden ein frisches und ein gelagertes Rooibosfertiggetrank
(Lagerbedingungen: Dauer neun Monate, Raumtemperatur, Dunkelheit). Bei dem in der ersten und
der zweiten Untersuchungsserie verabreichten Placebo handelte es sich um Wasser. Wahrend des

86



dritten Untersuchungszeitraums wurde ein dem Priifprodukt ahnliches Praparat (gleiche Rezeptur),
das jedoch keinen Rooibosextrakt enthielt, verabreicht.

Jede der drei Untersuchungsserien umfasste einen Zeitraum von vier Wochen. Einer zweiwd6chigen
Depletionsphase folgten drei Untersuchungstage (to, t, t,), die von jeweils einwdchigen Auswasch-
phasen unterbrochen wurden, um eine gegenseitige Beeinflussung der Priifprodukte auszuschliel3en
(Abb. 79). Wahrend des gesamten Studienzeitraums mussten die Probanden auf den Konsum
flavonoidhaltiger Lebens- und Genussmittel sowie die Einnahme flavonoidhaltiger Supplemente
verzichten.

Damit sollten zum einen vergleichbare Ausgangsbedingungen im Kollektiv geschaffen werden und
zum anderen sichergestellt werden, dass auftretende Effekte auf die Intervention rickfiihrbar waren.

1. Biokilnetik 2. Biokilnetik 3.Biokilnetik
| | |
to t1 t;
0 14 21 28 Tage
Depletion Auswaschphase Auswaschphase

F 3
Y

” . -
- » <
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Absetzen von flavonoidhaltigen Supplementen und flavonoidreichen -

>

A

und -angereicherten Lebensmitteln

Abb. 79: Exemplarische Darstellung einer Untersuchungsserie

An den drei Untersuchungstagen einer Untersuchungsserie mussten die Studienteilnehmer um 6.30
Uhr nichtern (mind. acht Stunden Nahrungskarenz) im Institut fir Lebensmittelwissenschaft und
Okotrophologie erscheinen. Nach Ankunft der Probanden und Abgabe der Niichtern-Urinprobe
erfolgte zuerst eine Nichternblutentnahme sowie die Erfassung der anthropometrischen Daten
(KoérpergroRe- und Gewicht).

Unmittelbar danach erhielten die Teilnehmer das Priifprodukt zusammen mit einem standardisierten
Fruhstick, das innerhalb von max. 10 Minuten verzehrt werden musste. Die weiteren Blutabnahmen
nach der Nichternentnahme erfolgten 0.5,1,1.5,2,3,5 und 8 Stunden nach dem Konsum der
Priifprodukte durch eine approbierte Arztin. Die Sammlung der weiteren Urinpools fand in den
Intervallen 0-2 h, 2-4 h, 4-6 h, 6-8 h und 8-24 h nach Aufnahme der Prifprodukte statt. AuBerdem
mussten die Probanden verschiedene Fragenbdgen ausfiillen, mit denen das Auftreten
unerwiinschter Ereignisse, Erkrankungen und Medikamentationsdanderungen sowie die Befolgung der
studienrelevanten Einschrankungen erfasst wurde.

Wahrend des Untersuchungstages erhielten die Studienteilnehmer eine standardisierte Kost. Die
Formel von Harris und Benedict zur Berechung des Grundumsatzes [Pellett 1990; Harris und Benedict
1918] ermoglichte, unter Berlcksichtigung des individuellen Aktivitatslevels, eine individuelle
Anpassung des Energiegehaltes der verabreichten Kost. Die Verabreichung der Priifprodukte erfolgte
im Cross-over-Design. Durch Bildung von drei Untergruppen, die im Wechsel eines der Priifprodukte
inklusive Placebo erhielten, wurde sichergestellt, dass jeder Proband jedes Produkt konsumierte.
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7.2 Analytik

Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die in der Studie gewonnen Proben und die weitere analytische
Aufarbeitung dieser Proben gegeben werden. Bei jeder Blutabnahme (pro Proband acht Entnahmen
an einem Untersuchungstag) wurden ca. 15 mL vendses Vollblut in zwei Serum-Monovetten (2,7
mL/7,5 mL), einer EDTA-Monovette (2,7 mL) und einer Lithium-Heparin-Monovette (5,5 mL)
abgenommen.

7.2.1 Praanalytik

Die an den Untersuchungstagen gewonnenen Blut- und Urinproben wurden im institutseigenen
Labor praanalytisch aufbereitet und fiir weitere Analysen entweder an das Institut fir
Lebensmittelchemie der Technischen Universitdt Braunschweig oder das Medizinische Analyse
Zentrum (MAZ) gesendet. Die Messungen der antioxidativen Kapazitat erfolgte vor Ort im
institutseigenen Labor.

Medizinisches Analysezentrum (MAZ)

Die fiir die Bestimmung der Leber- und Lipidwerte, der Harnsdure sowie des Kreatiningehaltes an das
Medizinische Analysezentrum Uberstellten Blut- und Urinproben mussten im Institut fiir Lebens-
mittelwissenschaft keiner praanalytischen Aufarbeitung unterzogen werden. Bis zur Abholung und
Lieferung an das MAZ wurden die Proben bei +4 °C gelagert.

Institut fiir Lebensmittelchemie (Technische Universitdt Braunschweig)

Der Nachweis der resorbierten und ins Blut ibergegangenen Flavonoide erfolgte im Plasma. Dieses
wurde im Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie durch eine 10-miniitige
Zentrifugation bei 2000 g aus dem Vollblut gewonnen. Jeweils 1 mL des entstandenen Uberstandes
wurde in ein ReaktionsgefdaR Uberfiihrt. Um eine Blutgerinnung zu verhindern, war eine spezielle
Konservierungslosung, bestehend aus 20 pl Ascorbat-EDTA-Losung (0,4 M NaH,PO, Puffer mit 20%
Ascorbinsaure und 0,1 % EDTA, pH 3,6) beigesetzt.

Fiir die Urinanalytik erfolgte die Uberfiihrung von 20 mL einer jeden Sammelprobe in ein spezielles
GefaR, welches mit 20 mg Ascorbinsdure und 0,5 mg EDTA versehen war.

Die bearbeiteten Proben wurden bis zum Transport nach Braunschweig bei -80 °C gelagert.

Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie (Leibniz Universitdt Hannover)

Die antioxidative Kapazitdt wurde je nach angewendetem Testsystem (FRAP/ORAC) im Blutplasma
oder im Blutserum bestimmt.

Die Plasmagewinnung erfolgte im Rahmen einer 10-minttigen Zentrifugation bei 2000 g. Jeweils 300
uL des Uberstandes wurden in ein ReaktionsgefaR tiberfiihrt.

Die Gewinnung des Serums erfordert eine 20 - 30 minltige Gerinnungszeit bei +4 °C, der sich eine 10-
minltige Zentrifugation bei 2000 g in 4 °C anschloss. Jeweils 200 pL des Uberstandes wurden in die
entsprechenden ReaktionsgefaRe tberfiihrt.

Die bearbeiteten Proben wurden bei - 80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.
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Tab. 19: Bestimmung der Parameter im Blut

Parameter Probe Praanalytik Bestimmungs- ausfiihrendes
methode Labor
Blut
Leberwerte:(GGT, AST, | Vollblut Aufarbeitung im Enzymatischer MAZ
ALT), (ALP/ Billirubin) MAZ Farbtest
Kinetischer/ Photo-
metrischer Farbtest
Lipidwerte: (TG, HDL-C, | Vollblut Aufarbeitung im Kinetischer MAZ
LDL-C) MAZ Farbtest
Harnsdure Vollblut Aufarbeitung im Enzymatischer MAZ
MAZ Farbtest
Flavonoide Lithium- Zentrifugation bei | HPLC-ESI-MS Inst. f.
Heparin- 2000g(m/s?) LMchem.
Plasma (Braunschweig)
Antioxidative Kapazitat | EDTA- Zentrifugation bei | FRAP Inst. f. LMwiss.
Plasma 2000 g (m/s?) (Hannover)
Antioxidative Kapazitat | Serum Zentrifugation bei | ORAC Inst. f. LMwiss.
4°C/2000 g (Hannover)
(m/s?)
Tab. 20: Bestimmung der Parameter im Urin
Parameter Praanalytik Bestimmungsmethode ausfiihrendes
Labor
Urin
Kreatinin Aufarbeitung Kinetischer MAZ
im Farbtest
MAZ
Flavonoide Konservierung HPLC-ESI-MS Inst. f. LMchem.
(Braunschweig)
Antioxidative FRAP Inst. f. LMwiss.
Kapazitat (Hannover)
Harnsdure Enzymatischer photomtrischer | Inst. f. LMwiss.
Test (Hannover)

7.3.2 Analysemethoden

Die Analyse der Parameter erfolgte wie in den Tabellen 19 und 20 angegeben in verschiedenen

Laboratorien. Im Folgenden soll eine kurze Zusammenfassung der verwendeten Tests gegeben

werden, wobei ein Fokus auf die Methoden zur Erfassung der antioxidativen Kapazitat gelegt wird.
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Medizinisches Analysezentrum
Die Bestimmung der Leber- und Lipidwerte, der Harnsdure und des Kreatiningehaltes im Urin erfolgte

im MAZ. Abhdngig von dem zu analysierenden Parameter wurde ein enzymatischer, kinetischer oder
photometrischer Farbtest verwendet.

Die Erfassung der Leber- und Lipidwerte und des Kreatinins diente der Sicherstellung, dass es sich bei
den Teilnehmern um klinisch gesunde Probanden mit normalen Blutwerten handelt.

Institut fiir Lebensmittelchemie (Braunschweig)

Die Bestimmungen der ins Blut ibergegangen Flavonoide und der mit dem Urin ausgeschiedenen
Flavonoide erfolgte durch das Institut fir Lebensmittelchemie der Technischen Universitat
Braunschweig Gber HPLC-ESI-MS.

7.3.2.1 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat erfolgte in Abhangigkeit von der verwendeten
Testmethode im Plasma bzw. Urin (FRAP) oder im Serum (ORAC). Im Folgenden soll ein kurzer
Uberblick tiber diese Verfahren gegeben werden.

Ferric Reducing Ability of Plasma Assay (FRAP)
Der FRAP wurde nach der Methode von Benzie und Strain [1996] durchgefiihrt. Es handelt sich um
eine nicht kompetitive Methode. Die Reaktionslosung enthalt ein Zweikomponentensystem, in dem

dreiwertiges Eisen als Oxidant dient, wahrend ein durch die Probe geliefertes Antioxidans als
Reduktant fungiert. Das Eisen stellt in diesem Testsystem gleichzeitig die Indikatorsubstanz dar,
anhand derer die in der Probe enthaltenen Antioxidantien quantifiziert werden kénnen.

. reduziertes
Radlkalwb Radikal

oxidierte

Antioxidans
Antioxidans

Abb. 80: Messprinzip des FRAP

Im Ausgangszustand liegt das Eisen in dreiwertiger Form ([Fe(lll)-(TPTZ),]*") in der Reaktionslésung
vor. In Folge der Redoxreaktion zwischen den beiden Stoffen kommt es zu der Entstehung eines
zweiwertigen Eisenkomplexes ([Fe(ll)-(TPTZ),]**), der eine blaue Farbung aufweist, wodurch es zu
einer Veranderung der Lichtabsorption bei 593 nm kommt. Mit Hilfe verschiedener Standards, die
eine definierte Menge an zweiwertigem Eisen enthalten, wird eine Eichgerade generiert, Giber die die
Quantifizierung der in der Probe enthaltenen Antioxidantien erfolgt.

Die antioxidative Aktivitat, die mit Hilfe dieses Tests gemessen wird, beruht auf der Ubertragung von
Elektronen (SET) von dem Antioxidans auf das Eisen.

R-X"+AH > X + AH™

AH™ &> A" + H;0°

X + H30+ - XH + H,0
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Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay (ORAC)

Der ORAC wurde nach der Arbeitsvorschrift von Davalos et al. [2004] durchgefiihrt. Es handelt sich
um eine kompetitive Methode. Die Reaktionslosung enthalt ein Dreikomponentensystem, bestehend
aus einem Radikal, einem Ziel- bzw. Indikatormolekil und einem Antioxidans. Das Zielmolekil und
das Antioxidans ,konkurrieren” um eine Reaktion mit dem Radikal.

] oxidiertes
Zielmolekdl
Zielmolekdil
. reduziertes
Radikal Radikal
oxidierte
Antioxidans Xl
Antioxidans

Abb. 81: Messprinzip des ORAC

Das Messprinzip beruht auf einer photometrisch messbaren, radikalinduzierten Schadigung des
Zielmolekils, in diesem Fall einer fluoreszierenden Substanz, dem Fluorescein. Das in der
Reaktionslosung enthaltene Antioxidans kann diese Schadigung durch eine Neutralisierung der
Radikale verzogern. Die Zeitspanne bis zum Beginn der Abnahme der Fluoreszenz sowie deren
Ausmal’ geben Aufschluss Uber die Menge der enthaltenen Antioxidantien. Die Neutralisierung der
enthaltenen Radikalen verlauft durch eine Wasserstoffatomibertragung (HAT) gemaR der folgenden
Reaktionsformel: R-X' + AH - XH + A’
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8. Ergebnisse

Im Folgenden sollen die im Rahmen der Humanstudie generierten Ergebnisse dargestellt werden.
Dies sind in erster Linie die Ergebnisse aus in-vivo Messungen, die je nach Testsystem im Plasma oder
im Serum der Probanden durchgefiihrt wurden und der Erfassung der antioxidativen Aktivitat
dienten. Des Weiteren wurde in in-vitro Versuchen mit dem ORAC die antioxidative Aktivitat des
Aspalathins und des Rooibostees erfasst.

8.1 In-vitro-Untersuchungen — Ergebnisse der Voruntersuchungen

8.1.1 In-vitro-Messungen mit Aspalathin

In einer ersten Versuchsreihe wurde die antioxidative Aktivitdt des Aspalathins ermittelt. Bei dem
Aspalathin handelt es sich um den quantitativ und qualitativ bedeutendsten Inhaltsstoff des
Rooibostees. Es konnte eine dosisabhadngige antioxidative Aktivitat des reinen Aspalathins im ORAC
gemessen werden.
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Abb. 82: Dosisabhidngige antioxidative Aktivitat von Aspalathin

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit verschiedenen in-vitro Studien, die in der Literatur zu finden
sind. In einer in-vitro Studie aus dem Jahr 1997 konnten von Gadow et al. [1997] zeigen, dass
Aspalathin eine antioxidativ wirksame Substanz ist, deren Aktivitdt Gber der von Butylhydroxytoluol
(BHT) und Butylhydroxyanisol (BHA) anzusiedeln ist. Obwohl mit dem 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl
Radical Assay (DPPH) ein anderer Test zur Erfassung der antioxidativen Aktivitdt verwendet wurde,
sind die Ergebnisse vergleichbar, da sowohl der DPPH als auch der ORAC auf dem HAT beruhen.
Joubert et al. [2004] konnten in einer weiteren in-vitro-Studie diese Ergebnisse bestatige. In einer in-
vitro Studie aus dem Jahr 2009 konnten Krafczyk et al. [2009] zeigen, dass Aspalathin antioxidativ
wirksam ist, ein komplexer Rooibosextrakt dem Aspalathin hinsichtlich der antioxidativen
Wirksamkeit jedoch liberlegen ist. In dieser Studie wurde der Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Assay (TEAC) verwendet. Bei einem direkten Vergleich der Studienergebnisse sollte somit beachtet
werden, dass die im Falle des TEAC gemessene antioxidative Aktivitdat auf einem Elektronentransfer
beruht [Donald-Wicks et al. 2006], wahrend die Radikalneutralisierung im ORAC aus einer
Wasserstoffiibertragung des Aspalathins resultiert.
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8.1.2 In-vitro-Messungen mit Rooibostee

Neben dem Aspalathin wurde in einer weiteren Versuchsreihe die antioxidative Aktivitdt von
Rooibostee gemessen. Zu diesem Zweck wurde Serum mit Rooibostee , gespiked” (0,04 pg) und die
antioxidative Kapazitdt dieser Probe im Vergleich zu einer reinen Serumprobe gemessen. Das mit
dem Rooibostee versetzte Serum hatte im Vergleich zu der Serumprobe, die keinen Zusatz enthielt,
eine deutlich hohere antioxidative Kapazitdt (Abb.82). Auf diesem Weg konnte sichergestellt
werden, dass das Serum eine Messung der antioxidativen Kapazitdt des Rooibostees nicht
zwangslaufig unterbindet und der ORAC zur Messung biologischer Proben geeignet ist.
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Abb. 83: Antioxidative Kapazitdt von Rooibos in Serum

Um zu Uberprifen, ab welcher Rooiboskonzentration im Versuchsansatz eine Verdnderung der
antioxidativen Aktivitdt messbar ist, wurde der Rooibostee in unterschiedlichen Mengen zugesetzt.
Dabei konnte erst ab einer Menge von 1,6 mg trockener Droge eine Veranderung der antioxidativen
Aktivitat der Probe gemessen werden. Vorherige Konzentrationen fiihrten zu keinen messbaren
Effekten.
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Abb. 84: Konzentrationsabhdngige antioxidative Effekte des Rooibostees

Bis heute liegen keine Studien vor, die mit demselben in-vitro Versuchsansatz die antioxidative
Kapaitdt des Rooibostees untersucht haben. Hingegen wurde in verschiedenen Studien die
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antioxidative Aktivitdt von reinem Rooibostee ermittelt. Dabei konnte ermittelt werden, dass
unfermentierter Rooibostee, wie er in dieser Studie verwendet wurde, ein hoheres antioxidatives
Potential besitzt als sein fermentiertes Analogon. Im DPPH-Assay wies er im Vergleich zum griinen
Tee nur eine geringfligig geringere antioxidative Aktivitdt auf, war jedoch antioxidativ aktiver als
schwarzer Tee [von Gadow et al. 1997].

8.2 In-vivo-Untersuchungen - Ergebnisse der Humanstudie

Im Folgenden sollen die Ergebnisse aus der durchgefiihrten Humanstudie vorgestellt werden.

Das Ziel war es zu untersuchen, ob es in Folge der einmaligen Aufnahme einer Rooibos- bzw.
Holunderbliitenzubereitung zu einer Veranderung der antioxidativen Aktivitdit kommt. Die Ergebnisse
werden chronologisch, entsprechend der Reihenfolge der durchgefiihrten Untersuchungszeitpunkte,
aufgefiihrt. Zur Messung der antioxidativen Kapazitdt des Blutes wurden dabei jeweils zwei
verschiedene Messsysteme, der ORAC und der FRAP, eingesetzt.

8.2.1 Humanstudie mit Rooiboszubereitungen

Im Rahmen des ersten Studienteils wurde die antioxidative Wirksamkeit des Rooibostees sowie der
isolierten aktiven Rooibosfraktion placebokontrolliert (Wasser) untersucht.

Insgesamt umfasste das Kollektiv 12 Probanden, wobei zwei der Studienteilnehmer nicht an allen
drei Studienzeitpunkten teilgenommen haben und daher bei der Auswertung der Ergebnisse nicht
berlicksichtigt wurden. Die im Folgenden dargestellten Daten/Ergebnisse resultieren somit aus den
Blutwerten von 10 Studienteilnenmern. Das Kollektiv setzte sich, wie in Tabelle 21 angegeben,
zusammen.

Tab. 21: Anthropometrische Daten des Kollektivs (n = 10)

Minimum Maximum Mittelwert
Korpergrof3e (m) 1,74 1,95 1,84
Koérpergewicht (kg) 66,0 98,0 79,1
Body Mass Index (kg/m?) 20,0 27,4 23,4
Alter 21 35 25,33

Messung der antioxidativen Kapazitdt (ORAC)

Wie in Abbildung 85 zu erkennen ist, fliihrte die Aufnahme von Rooibostee, der isolierten aktiven
Fraktion sowie des Placebos, wenn mit dem ORAC gemessen wurde, zu einer Abnahme der
antioxidativen Kapazitat.
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Abb. 85: Veranderung der antioxidativen Kapazitat (Mean * SEM) nach Aufnahme der Priifprodukte

In Tabelle 22 ist die Verdnderung der Messwerte nach Aufnahme der jeweiligen Prifprodukte
dokumentiert. Wie bereits aus der Abbildung ersichtlich, fihrte die Aufnahme zu einem Absinken der
antioxidativen Aktivitat im Vergleich zu den Niichternwerten. Im Falle des Rooibostees war diese
Abnahme 1, 1.5, 2, 3, 5 und 8 h nach Aufnahme des Prifproduktes signifikant. Nach Aufnahme des
Wassers konnte zu denselben Zeitpunkten ebenfalls eine signifikante Abnahme berechnet werden.
Nach Aufnahme der Rooibosfraktion konnte nach 1.5, 5 und 8 h eine signifikante Abnahme gemessen

werden.

Tab. 22: Veranderung der antioxidativen Kapazitit in pmol TE/L (Mittelwert £ SD) nach Aufnahme der
Priifprodukte im Vergleich zu den Niichternwerten (ORAC)

0,5 (h) 1(h) 1,5 (h) 2 (h) 3 (h) 5 (h) 8 (h)
Rooibos- | -114,1+ -152,2+ -3793+ -287,3+ -391,1+ -393,4+ -367,6%
tee 189,2 1296 * 246,8" 280,1° 300,8* 164,9 " 240,9"
Rooibos- | -153,0+ -154,4+ -2650+ -232,7+ -2465+ -317,6+ -2423+%
fraktion | 327,8 289,4 297,0°% 375,2 366,7 294,3" 275,0°
Wasser |-122,4+ -2216% -2752+ -199,6+ -207,5+ -312,4+ -407,6+

293,5 299,3° 295,27 202,0° 220,67 329,37 272,5°

t=p<0,001 *=p<0,01 *+=p<0,05 T-Testflrverbundene Stichproben

Antioxidative Verdnderungen (FRAP)

Im Vergleich zu den Messungen, die im ORAC durchgefiihrt wurden, zeigte eine Messung der
Blutproben im FRAP einen leichten Anstieg der antioxidativen Aktivitdit nach Konsum des
Rooibostees. Analog zu den ORAC-Messungen fiihrte der Kosum der Rooibosfraktion und des
Placebos jedoch auch in diesen Messungen zu einer Abnahme der antioxidativen Aktivitdt (Abb. 86).
Die leicht hohere antioxidative Kapazitadt, die nach Aufnahme des Rooibostees zu allen Zeitpunkten
messbar war, kénnte moglicherweise aus einer leicht erhéhten Bioverfligbarkeit der Flavonoide aus
dem Rooibostee im Vergleich zur isolierten Rooibosfraktion resultieren. Dies wiirde mit Daten von
Huang et al. [2008] Ubereinstimmen, die in einer in-vitro Studie eine geringere Bioverfliigbarkeit von
reinem Aspalathin im Vergleich zu einem komplexen Rooibosextrakt feststellen konnten.
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Moglicherweise sind in dem Rooibostee weitere Substanzen enthalten, die den Transport des
Aspalathins durch die intestinalen Epithelzellen fordern.
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Abb. 86: Veranderung der antioxidativen Kapazitat (Mean * SEM) nach Aufnahme der Priifprodukte

Wie aus Tabelle 23 ersichtlich ist, fihrte in dieser Versuchsreihe ausschlieBlich die Aufnahme von
Wasser nach 2, 3, 5 und 8 Stunden zu einer signifikanten Abnahme der antioxidativen Kapazitat. Eine
signifikante Veranderung konnte in den beiden Versuchsreihen mit dem Rooibostee und der
Rooibosfraktion nicht berechnet werden, somit weist auch der Anstieg der antioxidativen Kapazitat
nach Konsum des Rooibostees keine Signifikanz auf.

Tab. 23: Veranderung der antioxidativen Kapazitit in pmol TE/L (Mittelwert £ SD) nach Aufnahme der
Priifprodukte im Vergleich zu den Niichternwerten (FRAP)

0,5 (h) 1(h) 1,5 (h) 2 (h) 3 (h) 5 (h) 8 (h)
Rooibos- | 11,6 + 7,0 + 21,0+ 9,7+ 25,6 + -10,3 + 15,6 +
tee 61,4 78,1 52,4 60,4 64,1 46,5 66,0
Rooibos- | 4,3 + 4139+ 1,5+ 5,2+ 3,9+ 33,0+ 39,0 +
fraktion | 23,2 53,1 35,5 53,7 73,6 93,8 91,9
Wasser | 10,9 + -19,7 + -30,5 + 33,8+ 59,5 + 72,7 + 59,9 +

63,9 33,5 52,6 46,0* 65,1° 83,2" 64,9

t=p<0,001 *=p<0,01 *+=p<0,05 T-Testfirverbundene Stichproben

Vergleicht man die Ergebnisse aus den Messungen der antioxidativen Kapazitat fallt auf, dass der
Konsum des Placebos, sowie der Konsum der Rooibosfraktion, unabhdngig vom verwendeten
Messsystem zu einer Abnahme der antioxidativen Kapazitat flhrten, die sich lediglich in der Héhe
unterschied. Die Aufnahme des Rooibstees hingegen fiihrte, wie im FRAP gezeigt werden konnte, zu
einer leichten, nicht signifikanten Zunahme der antioxidativen Aktivitdt. Diese positive Tendenz
konnte durch die ORAC-Messungen nicht gestlitzt werden. Diese Unterschiede resultieren
moglicherweise aus den unterschiedlichen Messprinzipien auf denen die beiden Tests beruhen. Im
ORAC resultiert die gemessene antioxidative Aktivitdt aus einer Wasserstoffatomubertragung und
der nachfolgenden Radikalneutralisierung. Im Falle des FRAP kommt es zu einer
Elektronenibertragung und der nachfolgenden Reduktion einer Indikatorsubstanz. Die Messung
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beruht auf zwei verschiedenen chemischen Mechanismen der antioxidativen Wirkung, wodurch
moglicherweise die in der Probe enthaltenen Antioxidantien unterschiedlich stark reagieren. Des
Weiteren kann es bei der Messung von biologischen Proben im FRAP zur Bildung von Komponenten
kommen, die eine hohe Absorption bei der gemessen Wellenldnge (593 nm) innehaben [Magalhaes
et al. 2008]. Als Beispiel sei hier die Reaktion vom Bilirubin zum Beliverdin genannt. Letzteres
absorbiert bei 593 nm und kann somit zu einem ungewdhnlichen hohen Messwert im FRAP fiihren
[Benzie und Strain 1999]. In Ubereinstimmung mit den dargstellten Ergebnisse zeigt eine Studie, in
der die antioxidative Kapazitat von 927 gefriergetrockneten Gemiseproben untersucht wurde, dass
die gemessenen FRAP- und ORAC-Werte nicht miteinander korrelieren und teilweise
unterschiedliche Ergebnisse aufweisen [Ou et al. 2002].

Betrachtet man die Studienergebnisse unabhangig von dem zu Grunde liegenden Messsystem, wird
erkennbar, dass die Aufnahme der Priifprodukte zu keiner signifikanten Zunahme der antioxidativen
Aktivitat gefihrt hat. Derzeit existiert nur eine weitere Studie [Sauter 2004] in der unter
vergleichbaren Bedingungen die antioxidative Aktivitdt von Rooibostee in-vivo gemessen wurde. Die
20 teilnehmenden Probanden wurden in zwei Gruppen, Raucher und Nichtraucher, eingeteilt. Einer
einwdchigen Depletionsphase folgend haben beide Gruppen Uber einen 14-tdgigen Zeitraum taglich
500 mg Rooibosextrakt konsumiert. Den Probanden wurde nach der Depletionsphase, zu
Studienbeginn und nach Studienbeendigung Blut entnommen. Dieses wurde im 2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) radical cation Assay (ABTS) auf die antioxidative Kapazitat
untersucht. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede im antioxidativen Status des Plasmas vor
und nach der Einnahme des Rooibosextrakts, weder bei Nichtrauchern noch bei Rauchern,
festgestellt werden.

8.2.2 Humanstudie mit Holunderzubereitungen

Neben der Humanstudie zur Untersuchung der antioxidativen Wirksamkeit von
Rooiboszubereitungen wurde in einem zweiten Teil des Projektes der Einfluss verschiedener
Holunderzubereitungen auf den antioxidativen Status untersucht. Auch an diesem Studienteil
nahmen 12 Probanden teil. Die Ergebnisauswertung erfolgt jedoch nur mit den Daten von 10
Teilnehmern, da zwei der Probanden nicht an allen drei Studienterminen teilnehmen konnten. Das
Kollektiv setzte sich wie in Tabelle 24 dargestellt zusammen.

Tab. 24. Anthropometrische Daten des Kollektivs (n=10)

Minimum Maximum Mittelwert
Koérpergrofle (m) 1,72 1,98 1,82
Korpergewicht (kg) 72,0 87,0 77,8
Body Mass Index (kg/m?) | 21,0 26,5 23,5
Alter 21 35 26,6

Antioxidative Verdnderungen (ORAC)

Wie in Abbildung 87 dargestellt, fiihrte die Aufnahme der Priifprodukte sowie des Placebos zu einer
Abnahme der antioxidativen Kapazitdt. Der Entnahmezeitpunkt 0.5 Stunden nach Aufnahme der
jeweiligen Produkte stellt mit einem Anstieg der antioxidativen Aktivitat eine Ausnahme dar.
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Abb. 87: Veranderung der antioxidativen Kapazitat (Mean * SEM) nach Aufnahme der Priifprodukte

Die Abnahme der antioxidativen Aktivitdt war dabei nach Aufnahme des Holundertees zu t; 5, sowie

nach Aufnahme der Holunderfraktion zu tgs, t1 5, ts und ts signifikant (Tab. 25).

Tab. 25. Verdanderung der antioxidativen Kapazitit in umol TE/L (Mittelwert £ SD) nach Aufnahme der

Priifprodukte im Vergleich zu den Niichternwerten (ORAC)

0,5 1 1,5 2 3 5 8
Holunder- 20,6 £ -78,8 -152,0 ¢ -150,3 ¢ -117,7 + -149,0 £ -143,7 +
tee 130,76 | 156,51 | 192,88% | 212,08 212,48 247,89 201,78
Holunder- 157,0+ |-19,2+ |-172,0+ |-118,0+ |-156,9+ |-190,3+ |-154,0%
fraktion 207,7% | 134, 124,4* 180,2 78,9" 132,7" 155,5 *
Wasser 1356+ |05+ -136,6+ | 9,8+ -93,5+ -44.6 + -65,7 £

241,4 168,0 314,7 267,0 178,2 199,0 189,9
t=p<0,001 *=p<0,01 *+=p<0,05 T-Testflrverbundene Stichproben

Antioxidative Verdnderungen (FRAP)

Die Messungen der Blutproben mit dem FRAP zeigen ein dhnliches Ergebnis. Auch hier konnte nach
Aufnahme der Prifprodukte bzw. des Placebos kein Anstieg der antioxidativen Aktivitdt gemessen

werden (Abb. 88).
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Abb. 88: Veranderung der antioxidativen Kapazitiat (Mean * SEM) nach Aufnahme der Priifprodukte

Die detektierte Abnahme der antioxidativen Aktivitdit war

Holunderfraktion zu den Zeitpunkten t; und ts, sowie nach Konsum des Placebos zu den

lediglich nach Aufnahme der

Messzeitpunkten t, und ts signifikant.

Tab. 26. Verianderung der antioxidativen Kapazitit in pumol TE/L (Mittelwert £ SD) nach Aufnahme der
Prifprodukte im Vergleich zu den Niichternwerten (FRAP)

0,5 1 1,5 2 3 5 8
Holun- 5,7 + 8,1+ 8,5+ 412,14 12,0+ 22,1+ 19,6 +
dertee 33,9 36,5 22,5 37,7 31,1 66,5 45,4
Holun- 9,1+ 19,1 + 3,4+ -20,3 + 5,3+ 24,7 + 32,0+
der- 31,1 35,9 30,5 33,4 41,7 24,97 22,7"
fraktion
Wasser | -18,4+ -15,4 + 1,6+ 17,5 + 11,6 + -30,0 + -16,9 +

17,4° 24,3 15,3 22,57 18,3 32,0° 52,5
t=p<0,001 *=p<0,01 +=p<0,05 T-Testfirverbundene Stichproben

Im Gegensatz zu dem ersten Studienteil, in dem Rooiboszubereitungen verabreicht wurden, fiihrte

die Aufnahme der Holunderprodukte, unabhdngig von dem verwendeten Testsystem, zu
vergleichbaren Ergebnissen. In beiden Fallen kam es, mit Ausnahme des Zeitpunktes t o5 im ORAC, zu
einer Abnahme der antioxidativen Kapazitat des Plasmas.

Es liegen zu diesem Zeitpunkt keine in-vivo Untersuchungen vor, in denen Holunderteezubereitungen
Einsatz fanden und die antioxidative Kapazitat erfasst wurde. In einer Humanstudie von Boyle et al.
[2000] wurde der Einfluss einer Rutinsupplementierung auf die antioxidative Kapazitat untersucht. In
einer ersten Versuchsreihe wurde drei Probanden, einer 2-tdgigen Depletionsphase folgend, 500 mg
Rutin verabreicht. Blutabnahmen erfolgten vor Aufnahme des Prifproduktes sowie 2, 4, 7 und 24
Stunden danach. Die antioxidative Kapazitat wurde dabei mit dem FRAP erfasst. Es konnte zu keinem
der Zeitpunkte eine signifikante Veranderung der antioxidativen Aktivitat detektiert werden. In einer
Folgestudie wurde die mogliche Bedeutung von kumulativen Effekten untersucht. Dazu wurden 18
weibliche Probanden im Alter von 18-48 auf zwei Interventionsgruppen aufgeteilt. Eine der Gruppen
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erhielt Gber den sechswoéchigen Interventionszeitraum ein Placebo, die andere Gruppe taglich 500
mg Rutin. Nach Beendigung der Studie konnte ein Ubergang verschiedener Rutinmetabolite ins Blut
detektiert werden, jedoch in Ubereinstimmung mit den eigenen Untersuchungen, keine Verdnderung
der antioxidativen Aktivitat.

8.2.3 Humanstudie mit Rooibos-Fertiggetranken

Der dritte Studienzeitpunkt hatte es zum Ziel die antioxidative Wirkung einer Einfachaufnahme eines
frischen und eines gelagerten Rooibosfertiggetrankes zu untersuchen. Das Kollektiv bestand aus 12
Probanden. Keiner der Probanden brach die Untersuchung vorzeitig ab. Das Kollektiv setzte sich
dabei gemal der Angaben in Tabelle 27 zusammen.

Tab. 27. Anthropometrische Daten des Kollektivs (n=12)

Minimum Maximum Mittelwert
Koérpergrofle (m) 1,71 1,91 1,83
Korpergewicht (kg) 60,6 99,9 83,5
Body Mass Index (kg/m?) 19,6 29,4 24,9
Alter 20 34 28,5

Antioxidative Verdnderungen (ORAC)

Die Aufnahme des frischen und des gelagerten Rooibosgetrankes sowie des Placebos flihrte dhnlich
wie es in den anderen Studienteilen zu beobachten war zu einer Abnahme der antioxidativen
Aktivitat. Lediglich 0,5 Stunden nach Aufnahme des frischen Rooibosfertigproduktes war ein Anstieg
der antioxidativen Kapazitat zu verzeichnen (Abb. 89).
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Abb. 89: Veranderung der antioxidativen Kapazitiat (Mean * SEM) nach Aufnahme der Priifprodukte

Wie der Tabelle 28 zu entnehmen ist, fiihrte die Aufnahme des frischen Fertiggetrankes zum
Zeitpunkt t;5 zu einer signifikanten Abnahme. Im Falle des gelagerten Getrdankes konnte fir die
Zeitpunkte t; 5 und ts ebenfalls eine Signifikanz berechnet werden, wahrend es nach Aufnahme des
Placebos ab dem Zeitpunkt t, stets zu einer signifikanten Abnahme kam.
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Tab. 28. Verianderung der antioxidativen Kapazitit in pumol TE/L (Mittelwert £ SD) nach Aufnahme der
Prifprodukte im Vergleich zu den Niichternwerten (ORAC)

0,5 1 1,5 2 3 5 8
Frisches | 143,0+  -41,1% -160,1+ -211,9+ 21,0+ 49,1+ 20,7 +
FG 334,8 204,4 137,1" 432,5 336,0 374,9 305,7
Gelag. FG | -1,7 + -65,8 + -214,7+  -231,9+ -120,3+ -2242+ -179,2t
233,2 194,6 217,9" 398,1 406,2 277,5° 283,0
Placebo | -26,9+ -136,9+ -2353+ -3984+ -3095+ -2682+ -4376+%
324,5 240,6 304,0° 242,9" 318,3" 392,2" 282,0"

t=p<0,001 *=p<0,01 *=p<0,05 T-Testfirverbundene Stichproben

Antioxidative Verdnderungen (FRAP)

Die Messung der antioxidativen Kapazitat mit dem FRAP zeigt einen ahnlichen Trend wie er bereits in
den ORAC Messungen zu beobachten war. Zum Zeitpunkt to s konnte flr das gelagerte Fertiggetrank
sowie das Placebo ein leichter Anstieg festgestellt werden. Tendenziell zeigt sich jedoch auch hier
eine Abnahme der antioxidativen Kapazitat nach Aufnahme der Priifprodukte (Abb. 90).
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Abb. 90: Veranderung der antioxidativen Kapazitat (Mean * SEM) nach Aufnahme der Priifprodukte

Die nach dem Konsum des frischen Fertiggetrankes aufgetretene Abnahme der antioxidativen
Kapazitat ist zu den Zeitpunkten t;, t,, t3, ts und tg signifikant. Nach Aufnahme des gelagerten
Fertiggetrankes ist die Abnahme ab dem Zeitpunkt t, ebenfalls signifikant. Der Konsum des Placebos
fihrte zu einer signifikanten Abnahme zu ts und tg (Tab. 29). Unabhidngig vom verwendeten
Messsystem kommt es nach der Aufnahme des gelagerten, wie auch nach der Aufnahme des frischen
Fertiggetrankes, zu einem Absinken der antioxidativen Aktivitdt. Die dreimonatige Lagerung des
Fertiggetrankes (Raumtemperatur m. Lichtschutz) hatte einen oxidativen Verlust des enthaltenen
Aspalathins zur Folge. Dennoch konnten keine groBen Unterschiede in der antioxidativen Aktivitat
des Blutes nach Aufnahme der unterschiedlichen Produkte gemessen werden.
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Tab. 29. Verianderung der antioxidativen Kapazitit in pumol TE/L (Mittelwert £ SD) nach Aufnahme der
Prifprodukte im Vergleich zu den Niichternwerten (FRAP)

0,5 1 1,5 2 3 5 8
Frisches -4,4 + 29,5+ -22,5+ 51,4+ -336% -522% -551%
Fertiggetrink | 36,2 443"% 45,0 445" 42,8% 472" 55,3 "
Gelagertes 17,9+ -0,4 £ -16,5 + -36,3 -28,3 -44,0 = -56,5
Fertiggetrank | 40,3 31,3 29,5 29,7" 344*% 52,2°% 69,9 *
Placebo 12,6+ 2,7+ 6,1+ 282+ 2,2+ 27,9+ -365%
58,2 51,3 64,6 54,3 53,5 42,5 49,9*

t=p<0,001 *=p<0,01 *+=p<0,05 T-Testfirverbundene Stichproben

8.3 AbschlieBende Diskussion

Im Gegensatz zu der erwarteten Zunahme der antioxidativen Kapazitdt des Plasmas kam es in Folge
des Konsums der Prifprodukte zu einer leichten, jedoch signifikanten Abnahme der antioxidativen
Kapazitdt, wobei hohe Standardfehler/-abweichungen (siehe Abb. 85-90 u. Tab. 22/23, 25/26, 28/29)
zu verzeichnen waren. Eine klinische Relevanz dieser Daten ist zu bezweifeln.

Bei ndherer Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass sich die Verldufe der antioxidativen Aktivitat
nach Aufnahme der Priifprodukte und des Placebos dhnelten. Dies ldsst vermuten, dass die
applizierten Produkte nur eine geringe Auswirkung auf den antioxidativen Status des Blutes hatten
(und die Abnahme der Aktivitdt nicht maRgeblich mit der Aufnahme der Prifprodukte assoziiert ist).
Hierfiir kommen verschiedene Erklarungsansatze in Frage.

Es ist moglich, dass die verwendeten Testsysteme fiir die Untersuchung biologischer Proben wenig
geeignet sind. So konnte flir den FRAP gezeigt werden, dass im Blut gel6ste Stoffe, wie z. B.
Harnsdure und Ascorbinsdure, bereits eine sehr hohe Aktivitdt entfalten und damit bereits einen
GroRteil der antioxidativen Aktivitat des Plasma determinieren [Benzie und Strain 1999]. In einer
weiteren in-vitro Studie mit dem FRAP konnte ebenfalls belegt werden, dass Plasma eine deutlich
hohere antioxidative Aktivitdt besitzt, als die eingesetzten Flavonoide. Als Beispiel sei hier die
dreiBigfach hohere Aktivitdat des Plasmas im Vergleich zu Quercetinglykosiden genannt [Graft-
Johnson et al. 2007].

Ein vermutlich weitaus bedeutsameres Problem ist jedoch die geringe Bioverfligbarkeit der
Flavonoide, gekoppelt mit ihrem extensiven Metabolismus. Die zentralen Merkmale, die tber die
antioxidative Aktivitat der Flavonoide entscheiden und diese regulieren, sind die Hydroxygruppen im
Ringsystem. Neben der Positionierung ist es vor allem die Anzahl der OH-Gruppen, die von
entscheidender Bedeutung ist [Amic et al. 2007; Rice-Evans et al. 1996]. Phase-2-Reaktionen, wie
Glucuronidierungen, Sulfatierungen und Methylierungen verringern die Anzahl freier OH-Gruppen im
Molekil und kénnen somit zu einer Einschrankung der antioxidativen Wirkung fithren [Amic et al.
2007; Rice-Evans et al. 1996]. [Manach et al. 1998] konnten demnach zeigen, dass glucuronidierte
und sulfatierte Quercetinmetabolite eine geringere antioxidative Aktivitdit besitzen als die
korrespondierenden Aglykone. Hierbei muss vor allem die Position, in der die Glucuronidierung
stattfindet, beachtet werden, da die Stellung der Hydroxygruppen neben ihrer Anzahl die
entscheidende Determinante der Aktiviat darstellt. In-vitro Untersuchungen mit Quercetin und der
UDP-Glucuronosyl-Transferase zeigen, dass es vorwiegend in den Positionen 3’ und 4’ zu einer
Glucuronidierung kommt [Day et al. 2000]. Dies ist mit einem Verlust der Catecholstruktur, die das
bedeutendste Merkmal fiir eine hohe antioxidative Kapazitat darstellt, verbunden und muss als
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mogliche Einschrankung der in vivo antioxidativen Kapazitat von Flavonoiden beachtet werden. Eine
Phase-2-Metabolisierung des Aspalathins konnte in Humanstudien ebenfalls nachgewiesen werden
[Courts und Williamson 2009; Stalmach et al. 2009]. Neben den Phase-2-Metabolisierungen kommt
es vor allem bei Flavonoid-C-Glykosiden zu der Bildung von Phenolsdauren durch die intestinale
Mikroflora. [Kayano et al. 2004; Pietta et al. 2000] konnten zeigen, dass die antioxidative Kapazitat
phenolischer Sduren deutlich geringer ist, als die der korrespondierenden Ausgangssubstanzen. Die
Verstoffwechslung von Rutin und moglicherweise auch von Aspalathin resultiert in der Bildung
solcher Phenolsauren. Demnach miissen auch hier Einschrankung der antioxidativen Aktivitat in-vivo
erwartet werden.

Wie aus den aufgefiihrten Punkten ersichtlich wird, ist die fehlende Zunahme der antioxidativen
Kapazitdt in den eigenen Untersuchungen erkldarbar und hochstwahrscheinlich die Folge einer
geringen Bioverfligbarkeit und eines extensiven Metabolismus. Neben den bereits aufgefiihrten
Studien von [Sauter 2004; Boyle et al. 2000] zeigen auch Humanstudien, in denen griner und
schwarzer Tee verabreicht wurden, zumeist keine positive Beeinflussung des antioxidativen Status. In
einer Biokinetikstudie von [Kimura et al. 2002] konnte nach der Verabreichung von Teecatechinen
kein Anstieg der antioxidativen Aktivitdt gemessen werden. Im Rahmen dieser Studie erhielten funf
Probanden 164 mg Catechine an dem ersten Untersuchungstag bzw. die doppelte Menge Catechine
an einem zweiten Untersuchungstag. Die Blutentnahmen erfolgten vor Aufnahme der Prifprodukte
sowie 30, 60, 120 und 180 Minuten danach. Unabhédngig von der verabreichten Menge konnte mit
dem FRAP keine signifikante Verdanderung des Plasmas gemessen werden. In einer weiteren
Humanstudie konsumierten 25 Probanden 500 mL schwarzen Tee. Blutentnahmen fanden dabei vor
dem Teekonsum sowie 90 und 120 Minuten danach statt. Im ORAC konnte keine signifikante
Verdanderung der antioxidativen Aktivitat des Blutes detektiert werden [Gheldof et al. 2003].
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9. Anhang

Al
Ein- und Ausschlusskriterien zur Aufnahme in die Studie

Einschlusskriterien

e Einwilligungsfahige gesunde mannliche Kaukasier im Alter zwischen 18-40 Jahren

e Schriftliche Einwilligung der Probanden nach ausfiihrlicher miindlicher und schriftlicher
Aufklarung liber die Studieninhalte, -anforderungen und -risiken

e Fahigkeit und Bereitschaft der Studienteilnehmer, den Anweisungen des Priifers und des
Arztes zu folgen (Einhalten der Studien- sowie Erndhrungsbedingungen vor und wahrend der
Intervention, etc.)

Ausschlusskriterien

e Einnahme von flavonoidhaltigen Supplementen wahrend der Depletionsphase und des
Untersuchungszeitraumes

e schwerwiegende chronische Erkrankungen (Nieren- und Leberinsuffizienz, kardiovaskulare
Erkrankungen, Diabetes, etc.) sowie andere schwerwiegende internistische Erkrankungen,
insbesondere Malignome

e Unmittelbare Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs

e chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (speziell Dlinndarm, Leber, Pankreas, z.
B. chronisch entzlindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn,
Pankreasinsuffizienz, Sprue, Enterokolitis, Cholestase, Kurzdarmsyndrom) sowie Zustand
nach operativen Eingriffen am Gastrointestinaltrakt (z. B. Gastrektomie)

e bei bestehenden ernsthaften Verdauungsproblemen (Motilitdtsstorungen, Obstipation)

e diagnostizierte Gerinnungsstorung und/oder Einnahme gerinnungshemmender
Medikamente (z.B. Marcumar)

o regelmaRige Einnahme von Laxanzien

e bekannte Allergie oder Unvertraglichkeit gegen einen Bestandteil der Priifprodukte

e Alkohol-, Drogen- und/oder Medikamentenabhéangigkeit

e Raucher

e Nicht einwilligungsfahige Probanden

e Verweigerung bzw. Riicknahme der Einwilligung durch den Probanden

e gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie bzw. Teilnahme innerhalb der
vergangenen 30 Tage

B1
Wihrend des Studienzeitraums zu meidende flavonoidreiche Lebens- und Genussmittel

Gemuse
e Grinkohl
e Brokkoli
e Grine Bohnen
o Sellerie
e Aubergine
e Zwiebel

e Tomaten

o Apfel
e Zitrusfriichte (Apfelsinen, Grapefruit, Zitronen, etc.)
e Beerenfriichte
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Aronia
Holunderbeeren
Schwarze Johanni
Rote Trauben
Aprikosen

SuRigkeiten

Schokolade

Getranke

(o}
Standardisierte und energieadjustierte Kost wahrend der Untersuchungstage

Rotwein

Griner Tee
Schwarzer Tee
Rooibostee
Friichtetee

Kaffee

Kakao
Johannisbeersaft
Holunderbeersaft
Apfelsinensaft

sbeeren

Roter Traubensaft

Grapefruitsaft

Lebensmittel Getrank Kalorien
(Kcal)
7.45 Uhr 500 mLTee/Wasser
oder Extrakt
Frihstiick 1 Brotchen (70 g) 250 mL Wasser 177,8
8.30 Uhr 2 Frischkase (16,67 g) 86,6
Zwischenmabhlzeit 1 Brotchen (70 g) 250 mL Wasser 177,8
10.30 Uhr 1 Butter (20 g) 149,6
1 Schb. Schinkenwurst (18 g) 37,5
1 Schb. Kochschinken (30 g) 54
Mittag 175 g (rohe) Nudeln (ca. 438 g 500 mL Wasser 524,3
14.00 Uhr gekochte Nudeln)
1 Butter (20 g) 149,6
Salz 0
20 g Parmesan 75
1 Joghurt (natur, 3,5%) (150g) 91,5
2 TL Zucker
50
Zwischenmahlzeit 1 Brotchen (70 g) 250 mL Wasser 177,8
16.00 Uhr 2 Frischkase (16,67 g) 86,6
Abends 1 Nudelgericht 1500 mL Wasser 716
Spatmahlzeit Bifi XXL 202
3250 mL 2756,1
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10. Vergleich mit dem Antrag

Es wurden, wie im Antrag beschrieben, Messungen von Flavonoiden in Rooibos und Holunderbliten
durchgefiihrt. Die Isolierung der bioaktiven Fraktionen aus beiden Produkten in ausreichender
Menge fir die Nutrikinetikexperimente verlief planmaRig.

Die Nutrikinetikstudie wurde wie geplant durchgefiihrt, wobei insgesamt 576 Plasma- und 432-
Urinproben anfielen. Aus Zeitgriinden konnten trotz Verlangerung der Bearbeitungszeit nicht alle
Proben gemessen werden. Die Proben wurden mit den Tests fiir antioxidative Aktivtat (ORAC, FRAP)
untersucht.

Schwieriger und zeitraubender war die Optimierung der Methode fiir die Analytik des Plasmas.
Bedingt dadurch konnten zwar zahlreiche, aber nicht alle Plasmaproben untersucht werden. Es
konnte aber festgestellt werden, dass in den Plasmaproben eine Reihe von unveranderten
Flavonoiden in geringer Konzentration als auch Metabolite zu finden waren. In den untersuchten
Urinproben wurden eine Reihe von Metaboliten gefunden.

Der Einsatz des wissenschaftlichen Personals erfolgte planmaRig. Die durchgefiihrten Arbeiten waren
zum Erreichen des Projektzieles notwendig und angemessen.

Der Autosampler fir das HPLC-MS-System wurde planmaRig beschafft. Dieses erwies sich auch als
dringend notwendig, weil dadurch die gemessene Probenzahl mehr als verdoppelt werden konnte.
Die Leistungen Dritter waren zum Erzielen der Ergebnisse notwendig, da diese Arbeiten an keiner der
Forschungsstellen durchgefiihrt werden konnten.

10.1 Darstellung der Verwertbarkeit der Ergebnisse und Nutzen fiir kmU

Die kmU haben durch die Ergebnisse des Projektes umfangreiche Informationen lber das Verhalten
von Holunderbliiten, Rooibos sowie der daraus hergestellten Fertiggetrdanke erhalten. Dieses bezieht
sich einerseits auf die Bioverfiigbarkeit von Inhaltsstoffen der Produkte, andererseits auch auf die
Stabilitat der Inhaltsstoffe. Die Daten kdnnen einerseits zur Vorbereitung moglicher Aussagen im
Sinne von , Health Claims” herangezogen werden, andererseits auch zur Produktentwicklung genutzt
werden. Die Ergebnisse stellen eine Basis flir weitere Untersuchungen, z.B. den Vergleich von
Produkten aus verschiedenen Anbaugebieten, dar.

10.2 Zusammenstellung von Veroéffentlichungen

Laue, C., Groll, S., Breiter, T., Engelhardt, U.H. (2009) Human study with flavonoids from green Rooibos. Proc.
Euro Food Chem XV, IlI: 14-17

Groll, S., Laue, C., Breiter, T., Engelhardt, U.H. (2009) Bioavailability of flavonoids from flowers of black elder.
Proc. Euro Food Chem XV, II: 18-21

Laue, C., Groll, S., Breiter, T., Engelhardt, U.H. (2009) Bioverfligbarkeit von Flavonoiden aus griinem Rooibos,

Posterbeitrag anldsslich des 38. Deutschen Lebensmittelchemikertags in Berlin, 14.-16. September,
Tagungsband S. 259

106



11. Literatur

Amic, D., Vidovic-Amic, D, Beslo D, Rastija V, Lucic B, Trinajstic N (2007) SAR and QSAR of the antioxidant
activity of flavonoids. Curr. Med. Chem. 14 (7): 827-845

Arora A, Nair MG, Strasburg GM (1998) Structure-activity relationships for antioxidant activities of a series of
flavonoids in a liposomal system. Free Radic. Biol. Med. 24 (9): 1355-1363

Arts IC und Hollman PC (2005) Polyphenols and disease risk in epidemiologic studies. Am. J. Clin. Nutr. 81 (1
Suppl): 3175-325S

Arts IC, Sesink AL, Faassen-Peters M, Hollman PC (2004) The type of sugar moiety is a major determinant of
the small intestinal uptake and subsequent biliary excretion of dietary quercetin glycosides. Br. J. Nutr.
91 (6): 841-847

Benzie IF und Strain JJ (1996) The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of "antioxidant power":
the FRAP assay. Anal. Biochem. 239 (1): 70-76

Benzie IFF und Strain JJ (1999) Ferric reducing antioxidant power assay: Direct measure of total antioxidant
activity of biological fluids and modified version for simultaneous measurement of total antioxidant
power and ascorbic acid concentration. Oxidants and Antioxidants, Pt A 299: 15-27

Berrin JG, Czjzek M, Kroon PA, Mclauchlan WR, Puigserver A, Williamson G, Juge N (2003) Substrate
(aglycone) specificity of human cytosolic beta-glucosidase. Biochem. J. 373 (Pt 1): 41-48

Blaut M, Schoefer L, Braune A (2003) Transformation of flavonoids by intestinal microorganisms. Int. J. Vitam.
Nutr. Res. 73 (2): 79-87

Boersma MG, van der WH, Bogaards J, Boeren S, Vervoort J, Cnubben NH, van lersel ML, van Bladeren PJ,
Rietjens IM (2002) Regioselectivity of phase Il metabolism of luteolin and quercetin by UDP-
glucuronosyl transferases. Chem. Res. Toxicol. 15 (5): 662-670

Boulton DW, Walle UK, Walle T (1998) Extensive binding of the bioflavonoid quercetin to human plasma
proteins. J. Pharm. Pharmacol. 50 (2): 243-249

Boyle SP, Dobson VL, Duthie SJ, Hinselwood DC, Kyle JA, Collins AR (2000) Bioavailability and efficiency of rutin
as an antioxidant: a human supplementation study. Eur. J. Clin. Nutr. 54 (10): 774-782

Bramati, L., Minoggio, M., Gardana, C., Simonetti, P., Mauri, P., Pietta, P. (2002): Quantitative characterization
of flavonoid compounds in Rooibos tea (Aspalathus linearis) by LC-UV/DAD. J. Agric. Food Chem. 50(20),
S.5513-5519.

Bramati L, Aquilano F, Pietta P (2003) Unfermented Rooibos Tea: Quantitative Characterization of Flavonoids
by HPLC-UV and Determination of the Total Antioxidant Activity. J. Agric. Food Chem. 51:7472-7474

Braune A, Gutschow M, Engst W, Blaut M (2001) Degradation of quercetin and luteolin by Eubacterium
ramulus. Appl. Environ. Microbiol. 67 (12): 5558-5567

Chang Q, Zuo Z, Chow MS, Ho WK (2005) Difference in absorption of the two structurally similar flavonoid
glycosides, hyperoside and isoquercitrin, in rats. Eur. J. Pharm. Biopharm. 59 (3): 549-555

Chen J, Lin H, Hu M (2003) Metabolism of flavonoids via enteric recycling: role of intestinal disposition. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 304 (3): 1228-1235

Clifford MN (2004) Diet-derived phenols in plasma and tissues and their implications for health. Planta Med.
70(12): 1103-1114

Clifford MN, Copeland EL, Bloxsidge JP, Mitchell LA (2000) Hippuric acid as a major excretion product
associated with black tea consumption. Xenobiotica 30: 317-326.

Courts FL und Williamson G (2009) The C-glycosyl flavonoid, aspalathin, is absorbed, methylated and
glucuronidated intact in humans. Mol. Nutr. Food Res. 53 (9): 1104-1111

Crespy V, Morand C, Besson C, Cotelle N, Vezin H, Demigne C, Remesy C (2003) The splanchnic metabolism of
flavonoids highly differed according to the nature of the compound. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver
Physiol. 284 (6): G980-G988

Crespy V, Morand C, Besson C, Manach C, Demigne C, Remesy C (2002) Quercetin, but not its glycosides, is
absorbed from the rat stomach. J. Agric. Food Chem. 50 (3): 618-621

Crespy V, Morand C, Manach C, Besson C, Demigne C, Remesy C (1999) Part of quercetin absorbed in the small

107



intestine is conjugated and further secreted in the intestinal lumen. Am. J. Physiol. 277 (1 Pt 1): G120-
G126

Croft KD (1998) The chemistry and biological effects of flavonoids and phenolic acids. Ann. N.Y. Acad. Sci. 854:
435-442

Dangles O, Dufour C, Manach C, Morand C, Remesy C (2001) Binding of flavonoids to plasma proteins.
Methods Enzymol. 335: 319-333

D'Archivio M, Filesi C, Di BR, Gargiulo R, Giovannini C, Masella R (2007) Polyphenols, dietary sources and
bioavailability. Ann. Ist. Super. Sanita 43 (4): 348-361

Datla KP, Christidou M, Widmer WW, Rooprai HK, Dexter DT (2001) Tissue distribution and neuroprotective
effects of citrus flavonoid tangeretin in a rat model of Parkinson's disease. Neuroreport 12 (17): 3871-
3875

Davalos A, Gomez-Cordoves C, Bartolome B (2004) Extending applicability of the oxygen radical absorbance
capacity (ORAC-Fluorescein) assay. J. Agric. Food Chem. 52: 48-54

Day AJ, Bao Y, Morgan MR, Williamson G (2000) Conjugation position of quercetin glucuronides and effect on
biological activity. Free Radic. Biol. Med. 29 (12): 1234-1243

Day AJ, Mellon F, Barron D, Sarrazin G, Morgan MR, Williamson G (2001) Human metabolism of dietary
flavonoids: identification of plasma metabolites of quercetin. Free Radic. Res. 35 (6): 941-952

Day AJ, Rothwell JA, Morgan R.A. (2004) Characterization of Polyphenol Metabolites. In: Bao Y, Fenwick R
(eds.) Phytochemicals in Health and Disease. Dekker, New York: 57-76

Day A J, DuPont M S, Ridley S, Rhodes M, Rhodes M J C, Morgan M R A,Williamson G (1998) Deglycosylation of
flavonoid and isoflavonoid glycosides by human small intestine and liver B-glucosidase activity. FEBS
Lett. 436: 71-75

Day A J, Gee J M, DuPont M S, Johnson I T, Williamson G (2003) Absorption of quercetin-3-glucoside and
quercetin-4'-glucoside in the rat small intestine: the role of lactase phlorizin hydrolase and the sodium-
dependent glucose transporter. Biochem. Pharmacol.65: 1199-1206

Doerge DR, Chang HC, Churchwell MI, Holder CL (2000) Analysis of soy isoflavone conjugation in vitro and in
human blood using liquid chromatography-mass spectrometry. Drug Metab. Dispos. 28 (3): 298-307

Donald-Wicks LK, Wood LG, Garg ML (2006) Methodology for the determination of biological antioxidant
capacity in vitro: a review. J. Sci. Food Agric. 86 (13): 2046-2056

Donovan JL, Crespy V, Manach C, Morand C, Besson C, Scalbert A, Remesy C (2001) Catechin is metabolized by
both the small intestine and liver of rats. J. Nutr. 131 (6): 1753-1757

Eisenbrand, GMM., Hennecke FJ. (2005) Toxikologie fiir Naturwissenschaftler und Mediziner. Weinheim,
Germany: Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA (3. Auflage)

Erlund I, Kosonen T, Alfthan G, Maenpaa J, Perttunen K, Kenraali J, Parantainen J,Aro A (2000)
Pharmacokinetics of quercetin from quercetin aglycone and rutin in healthy volunteers. Eur. J. Clin.
Pharmacol. 56: 545-553

Galijatovic A, Otake Y, Walle UK, Walle T (1999) Extensive metabolism of the flavonoid chrysin by human Caco-
2 and Hep G2 cells. Xenobiotica 29 (12): 1241-1256

Gheldof N, Wang XH, Engeseth NJ (2003) Buckwheat honey increases serum antioxidant capacity in humans. J.
Agric. Food Chem. 51 (5): 1500-1505

Gonthier M-P, Cheynier V, Donovan J L, Manach C, Morand C, Mila |, Lapierre C, Remesy C, Scalbert A (2003)
Microbial Aromatic Acid Metabolites Formed in the Gut Account for a Major Fraction of the
Polyphenols Excreted in Urine of Rats Fed Red Wine Polyphenols. J. Nutr. 133: 461-467

Graefe EU, Wittig J, Mueller S, Riethling AK, Uehleke B, Drewelow B, Pforte H, Jacobasch G, Derendorf H, Veit
M (2001) Pharmacokinetics and bioavailability of quercetin glycosides in humans. J. Clin. Pharmacol. 41
(5): 492-499

Graft-Johnson J, Kolodziejczyk K, Krol M, Nowak P, Krol B, Nowak D (2007) Ferric-reducing ability power of
selected plant polyphenols and their metabolites: implications for clinical studies on the antioxidant
effects of fruits and vegetable consumption. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 100 (5): 345-352

Griffiths LA und Smith GE (1972) Metabolism of apigenin and related compounds in the rat. Metabolite

108



formation in vivo and by the intestinal microflora in vitro. Biochem. J. 128 (4): 901-911

Gross M, Pfeiffer M, et al. (1996) The quantitation of metabolites of quercetin flavonols in human urine.
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 5(9): 711-720.

Gugler R, Leschik M, Dengler H J (1975) Disposition of quercetin in man after single oral and intravenous
doses. Eur. J. Clin. Pharmacol. 9: 229-234

Harris JA und Benedict FG (1918) A Biometric Study of Human Basal Metabolism. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 4
(12): 370-373

Hayek T, Fuhrman B, Vaya J, Rosenblat M, Belinky P, Coleman R, Elis A, Aviram M (1997) Reduced progression
of atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice following consumption of red wine, or its
polyphenols quercetin or catechin, is associated with reduced susceptibility of LDL to oxidation and
aggregation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 17 (11): 2744-2752

Henning S M, Niu Y, Lee N H, Thames G D, Minutti R R, Wang H, Go V L W, Heber D (2004) Bioavailability and
antioxidant activity of tea flavanols after consumption of green tea, black tea, or a green tea extract
supplement. Am. J. Clin. Nutr. 80: 1558-1564

Hollman P C H, de Vries J H M, van Leeuwen S D, Mengelers M J B, Katan M B (1995) Absorption of dietary
quercetin glycosides and quercetin in healthy ileostomy volunteers. Am. J. Clin. Nutr. 62: 1276-1282.

Hollman P C H van Trijp J M P, Buysman M N C P, v. d. Gaag M S, Mengelers M J B, de Vries] H M,Katan M B
(1997) Relative bioavailability of the antioxidant flavonoid quercetin from various foods in man. FEBS
Lett. 418:152-156

Huang M, du PJ, du PJ, Hamman J, Viljoen A (2008) Transport of aspalathin, a Rooibos tea flavonoid, across the
skin and intestinal epithelium. Phytother. Res. 22 (5): 699-704

Ishii K, Furuta T,Kasuya Y (2001) Determination of rutin in human plasma by high-performance liquid
chromatography utilizing solid-phase extraction and ultraviolet detection. J. Chromatogr. B: Biomed.
Sci. Appl.759: 161-168

Ito, Y. (2005) Golden rules and pitfalls in selecting optimum conditions for high-speed counter-current
chromatography. Chromatogr. A, 1065, 2, 145-168

Jaganath IB, Mullen W, Edwards CA, Crozier A (2006) The relative contribution of the small and large intestine
to the absorption and metabolism of rutin in man. Free Radic. Res. 40 (10): 1035-1046

Janisch KM, Williamson G, Needs P, Plumb GW (2004) Properties of quercetin conjugates: modulation of LDL
oxidation and binding to human serum albumin. Free Radic. Res. 38 (8): 877-884

Joubert E, Richards ES, Merwe JD, De BD, Manley M, Gelderblom WC (2008) Effect of species variation and
processing on phenolic composition and in vitro antioxidant activity of aqueous extracts of Cyclopia
spp. (Honeybush Tea). J. Agric. Food Chem. 56 (3): 954-963

Joubert E, Winterton P, Britz TJ, Ferreira D (2004) Superoxide anion and alpha, alpha-diphenyl-beta-
picrylhydrazyl radical scavenging capacity of rooibos (Aspalathus linearis) aqueous extracts, crude
phenolic fractions, tannin and flavonoids. Food Res. Internat. 37 (2): 133-138

Joubert E, Winterton P, Britz T J, Gelderblom W C A (2005) Antioxidant and Pro-oxidant Activities of Aqueous
Extracts and Crude Polyphenolic Fractions of Rooibos (Aspalathus linearis). J. Agric. Food Chem. 53:
10260-10267

Kahle K. (2008) Polyphenole aus Apfelsaft: Studien zur Verfiigbarkeit im Humanstoffwechsel. Dissertation
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

Kaldas MI, Walle UK, van der WH, McMillan JM, Walle T (2005) Covalent binding of the flavonoid quercetin to
human serum albumin. J. Agric. Food Chem. 53 (10): 4194-4197

Kayano S, Kikuzaki H, Yamada NF, Aoki A, Kasamatsu K, Yamasaki Y, lkami T, Suzuki T, Mitani T, Nakatani N
(2004) Antioxidant properties of prunes (Prunus domestica L.) and their constituents. Biofactors 21 (1-
4): 309-313

Kimura M, Umegaki K, Kasuya Y, Sugisawa A, Higuchi M (2002) The relation between single/double or
repeated tea catechin ingestions and plasma antioxidant activity in humans. Eur. J. Clin. Nutr. 56 (12):
1186-1193

Klein E und Lukes V (2006) DFT/B3LYP study of the substituent effect on the reaction enthalpies of the

109



individual steps of single electron transfer-proton transfer and sequential proton loss electron transfer
mechanisms of phenols antioxidant action. J. Phys. Chem. A 110 (44): 12312-12320

Klein E, Lukes V, llcin M (2007) DFT/B3LYP study of tocopherols and chromans antioxidant action energetics.
Chem. Phys. 336 (1): 51-57

Knekt P, Kumpulainen J, Jarvinen R, Rissanen H, Heliovaara M, Reunanen A, Hakulinen T, Aromaa A (2002)
Flavonoid intake and risk of chronic diseases. Am. J. Clin. Nutr. 76 (3): 560-568

Krafczyk N, Woyand F, Glomb MA (2009) Structure-antioxidant relationship of flavonoids from fermented
rooibos. Mol. Nutr. Food Res. 53 (5): 635-642

Krafczyk N, Heinrich T, Porzel A,Glomb M A (2009) Oxidation of the Dihydrochalcone Aspalathin Leads to
Dimerization. J.Agric.Food Chem. 57: 6838-6843

Kreuz S, Joubert E, Waldmann K-H, Ternes W (2008) Aspalathin, a flavonoid in Aspalathus linearis (rooibos), is
absorbed by pig intestine as a C-glycoside. Nutr. Res. 28: 690-701

Kuhnle G, Spencer JP, Schroeter H, Shenoy B, Debnam ES, Srai SK, Rice-Evans C, Hahn U (2000) Epicatechin and
catechin are O-methylated and glucuronidated in the small intestine. Biochem. Biophys. Res. Commun.
277 (2): 507-512

Lambert JD, Sang S, Lu AY, Yang CS (2007) Metabolism of dietary polyphenols and possible interactions with
drugs. Curr. Drug Metab. 8 (5): 499-507

Lee MJ, Maliakal P, Chen L, Meng X, Bondoc FY, Prabhu S, Lambert G, Mohr S, Yang CS (2002)
Pharmacokinetics of tea catechins after ingestion of green tea and (-)-epigallocatechin-3-gallate by
humans: formation of different metabolites and individual variability. Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev. 11 (10 Pt 1): 1025-1032

Lee M J, Wang ZY, Li H, Chen L, Sun Y, Gobbo S, Balentine D A, Yang C S, Analysis of plasma and urinary tea
polyphenols in human subjects. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 4:, 393-399

Lehtonen HM, Lehtinen O, Suomela JP, Viitanen M, Kallio H (2010) Flavonol Glycosides of Sea Buckthorn (
Hippophae rhamnoides ssp. sinensis) and Lingonberry ( Vaccinium vitis-idaea ) Are Bioavailable in
Humans and Monoglucuronidated for Excretion. J. Agric. Food Chem. 58 (1): 620-627

Lemanska K, Szymusiak H, Tyrakowska B, Zielinski R, Soffers AE, Rietjens IM (2001) The influence of pH on
antioxidant properties and the mechanism of antioxidant action of hydroxyflavones. Free Radic. Biol.
Med. 31 (7): 869-881

Leopoldini M, Marino T, Russo N, Toscano M (2004a) Antioxidant properties of phenolic compounds: H-atom
versus electron transfer mechanism. J. Phys. Chem. A 108 (22): 4916-4922

Leopoldini M, Pitarch IP, Russo N, Toscano M (2004b) Structure, conformation, and electronic properties of
apigenin, luteolin, and taxifolin antioxidants. A first principle theoretical study. J. Phys. Chem. A 108 (1):
92-96

Li C, Lee M J, Sheng S, Meng X, Prabhu S, Winnik B., Huang B, Chung J Y, Yan S, Ho C T, Yang C S (2000)
Structural Identification of Two Metabolites of Catechins and Their Kinetics in Human Urine and Blood
after Tea Ingestion. Chem. Res. Toxicol.13:177-184

LiuY, LiuY, Dai Y, Xun L, Hu M (2003) Enteric disposition and recycling of flavonoids and ginkgo flavonoids. J.
Altern. Complement. Med. 9 (5): 631-640

Liu Z und Hu M (2007) Natural polyphenol disposition via coupled metabolic pathways. Expert. Opin. Drug
Metab. Toxicol. 3 (3): 389-406

Liu Z, Tao X, Zhang C, Lu Y, Wei D (2005) Protective effects of hyperoside (quercetin-3-o-galactoside) to PC12
cells against cytotoxicity induced by hydrogen peroxide and tert-butyl hydroperoxide. Biomed.
Pharmacother. 59 (9): 481-490

Lopez M, Martinez F, Del VC, Ferrit M, Luque R (2003) Study of phenolic compounds as natural antioxidants by
a fluorescence method. Talanta 60 (2-3): 609-616

Lotito S B und Fre, B (2006) Consumption of flavonoid-rich foods and increased plasma antioxidant capacity in
humans: Cause, consequence, or epiphenomenon? Free Radic. Biol.Med. 41: 1727-1746

Magalhaes LM, Segundo MA, Reis S, Lima JL (2008) Methodological aspects about in vitro evaluation of
antioxidant properties. Anal. Chim. Acta 613 (1): 1-19

110



Manach C, Morand C, Crespy V, Demigne C, Texier O, Regerat F, Remesy C (1998) Quercetin is recovered in
human plasma as conjugated derivatives which retain antioxidant properties. FEBS Lett. 426 (3): 331-
336

Manach C, Morand C, Demigne C, Texier O, Regerat F, Remesy C (1997) Bioavailability of rutin and quercetin in
rats. Febs Letters 409 (1): 12-16

Manach C, Morand C, Gil-lzquierdo A, Bouteloup-Demange C, Remesy C (2003) Bioavailability in humans of the
flavanones hesperidin and narirutin after the ingestion of two doses of orange juice. Eur. J. Clin. Nutr.
57 (2): 235-242

Manach C, Morand C, Texier O, Favier ML, Agullo G, Demigne C, Regerat F, Remesy C (1995) Quercetin
metabolites in plasma of rats fed diets containing rutin or quercetin. J. Nutr. 125 (7): 1911-1922

Manach C, Scalbert A, Morand C, Remesy C, Jimenez L (2004) Polyphenols: food sources and bioavailability.
Am. J. Clin. Nutr. 79 (5): 727-747

Manach C, Williamson G, Morand C, Scalbert A, Remesy C (2005) Bioavailability and bioefficacy of polyphenols
in humans. I. Review of 97 bioavailability studies. Am. J. Clin. Nutr. 81 (1 Suppl): 230S-242S

Manach C, Morand C et al. (1997) Bioavailability of rutin and quercetin in rats. FEBS Lett. 409(1): 12-16.

Manach C, Texie, O, Régérat F, Agullo G, Demigné C,Rémésy C (1996) Dietary quercetin is recovered in rat
plasma as conjugated derivatives of isorhamnetin and quercetin. J. Nutr. Biochem. 7: 375-380

Marais C, van Rensburg W J, Ferreira D, Steenkamp J A (2000) (S)- and (R)-Eriodictyol-6-C-R-glucopyranoside,
novel keys to the fermentation of rooibos (Aspalathus linearis). Phytochemistry 55: 43-49

Marnewick JL, Joubert E, Swart P, Van Der WF, Gelderblom WC (2003) Modulation of hepatic drug
metabolizing enzymes and oxidative status by rooibos (Aspalathus linearis) and Honeybush (Cyclopia
intermedia), green and black (Camellia sinensis) teas in rats. J. Agric. Food Chem. 51 (27): 8113-8119

Maron DJ (2004) Flavonoids for reduction of atherosclerotic risk. Curr. Atheroscler. Rep. 6 (1): 73-78

Meng X, Maliakal P, Lu H, Lee MJ, Yang CS (2004) Urinary and plasma levels of resveratrol and quercetin in
humans, mice, and rats after ingestion of pure compounds and grape juice. J. Agric. Food Chem. 52 (4):
935-942

Miyake Y, Shimoi K, Kumazawa S, Yamamoto K, Kinae N, Osawa, T (2000) Identification and Antioxidant
Activity of Flavonoid Metabolites in Plasma and Urine of Eriocitrin-Treated Rats. J.Agric.Food Chem. 48:
3217-3224

Moon JH, Nakata R, Oshima S, Inakuma T, Terao J (2000) Accumulation of quercetin conjugates in blood
plasma after the short-term ingestion of onion by women. Am. J. Physiol Regul. Integr. Comp. Physiol.
279 (2): R461-R467

Moon J-H, Tsushida T, Nakahara K, Terao J (2001) Identification of quercetin 3-O-[beta]-D-glucuronide as an
antioxidative metabolite in rat plasma after oral administration of quercetin. Free Radic. Biol. Med. 30:
1274-1285

Morand C, Crespy V, Manach C, Besson C, Demigne C, Remesy C (1998) Plasma metabolites of quercetin and
their antioxidant properties. Am. J. Physiol 275 (1 Pt 2): R212-R219

Mulder T P, Rietveld A G, van Amelsvoort ] M (2005) Consumption of both black tea and green tea results in an
increase in the excretion of hippuric acid into urine. Am. J. Clin. Nut. 81: 256S-260

Mullen W, Graf BA, Caldwell ST, Hartley RC, Duthie GG, Edwards CA, Lean ME, Crozier A (2002) Determination
of flavonol metabolites in plasma and tissues of rats by HPLC-radiocounting and tandem mass
spectrometry following oral ingestion of [2-(14)C]quercetin-4'-glucoside. J. Agric. Food Chem. 50 (23):
6902-6909

Mullen W. Boitier A., Stewart A J,Crozier A (2004) Flavonoid metabolites in human plasma and urine after the
consumption of red onions: analysis by liquid chromatography with photodiode array and full scan
tandem mass spectrometric detection. J. Chromatogr. A 1058: 163-168

Mullen W, Edwards C A, Crozier A (2006) Absorption, excretion and metabolite profiling of methyl-,
glucuronyl-, glucosyl- and sulpho-conjugates of quercetin in human plasma and urine after ingestion of
onions. Br. J. Nutr. 96: 107-116

Musialik M, Kuzmicz R, Pawlowski TS, Litwinienko G (2009) Acidity of hydroxyl groups: an overlooked influence

111



on antiradical properties of flavonoids. J. Org. Chem. 74 (7): 2699-2709

Natsume M, Osakabe N, Oyama M, Sasaki M, Baba S, Nakamura Y, Osawa T, Terao J (2003) Structures of (-)-
epicatechin glucuronide identified from plasma and urine after oral ingestion of (-)-epicatechin:
differences between human and rat. Free Radic. Biol. Med. 34 (7): 840-849

Nemeth K und Piskula MK (2007) Food content, processing, absorption and metabolism of onion flavonoids.
Crit Rev. Food Sci. Nutr. 47 (4): 397-409

Németh K, Plumb G W, Berrin J-G, Juge N, Jacob R, Naim H Y, Williamson G, Swallow D M, Kroon P A (2003)
Deglycosylation by small intestinal epithelial cell B-glucosidases is a critical step in the absorption and
metabolism of dietary flavonoid glycosides in humans. Eur. J.Nutr. 42: 29-42

Nikolova V, Petrova S, Petkova V, Pavlova S, Michailova A, Georgieva T (2007) Antioxidative effects of Rooibos
tea on workers occupationally exposed to lead. Toxicol. Lett. 172: $120-S121

O'Leary KA, Day AJ, Needs PW, Mellon FA, O'Brien NM, Williamson G (2003) Metabolism of quercetin-7- and
quercetin-3-glucuronides by an in vitro hepatic model: the role of human beta-glucuronidase,
sulfotransferase, catechol-O-methyltransferase and multi-resistant protein 2 (MRP2) in flavonoid
metabolism. Biochem. Pharmacol. 65 (3): 479-491

Olthof MR, Hollman PC, Buijsman MN, van Amelsvoort JM, Katan MB (2003) Chlorogenic acid, quercetin-3-
rutinoside and black tea phenols are extensively metabolized in humans. J. Nutr. 133 (6): 1806-1814

Olthof M R, Hollman P C H, Vree T B, Katan M B (2000) Bioavailabilities of Quercetin-3-Glucoside and
Quercetin-4'-Glucoside Do Not Differ in Humans. J. Nutr. 130: 1200-1203

Ou BX, Huang DJ, Hampsch-Woodill M, Flanagan JA, Deemer EK (2002) Analysis of antioxidant activities of
common vegetables employing oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and ferric reducing
antioxidant power (FRAP) assays: A comparative study. J. Agric. Food Chem. 50 (11): 3122-3128

Paganga G, Rice-Evans C A (1997) The identification of flavonoids as glycosides in human plasma. FEBS Lett.
401(1): 78-82.

Pellett PL (1990) Food energy requirements in humans. Am. J. Clin. Nutr. 51 (5): 711-722

Petri N, Tannergren C, Holst B, Mellon FA, Bao Y, Plumb GW, Bacon J, O'Leary KA, Kroon PA, Knutson L, Forsell
P, Eriksson T, Lennernas H, Williamson G (2003) Absorption/metabolism of sulforaphane and quercetin,
and regulation of phase Il enzymes, in human jejunum in vivo. Drug Metab. Dispos. 31 (6): 805-813

Piao MJ, Kang KA, Zhang R, Ko DO, Wang ZH, You HJ, Kim HS, Kim JS, Kang SS, Hyun JW (2008) Hyperoside
prevents oxidative damage induced by hydrogen peroxide in lung fibroblast cells via an antioxidant
effect. Biochim. Biophys. Acta 1780 (12): 1448-1457

Pietta P, Simonetti P, Gardana C, Mauri P (2000) Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) of Ginkgo
biloba flavonol and Camellia sinensis catechin metabolites. J. Pharm. Biomed. Anal. 23 (1): 223-226

Piskula MK (2000) Soy isoflavone conjugation differs in fed and food-deprived rats. J. Nutr. 130 (7): 1766-1771

Piskula MK und Terao J (1998) Accumulation of (-)-epicatechin metabolites in rat plasma after oral
administration and distribution of conjugation enzymes in rat tissues. J. Nutr. 128 (7): 1172-1178

Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannala A, Yang M, Rice-Evans C (1999) Antioxidant activity applying an
improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radic. Biol. Med. 26 (9-10): 1231-1237

Rechner A R, Kuhnle G, Bremner P, Hubbard G P, Moore K P, Rice-Evans, C A (2002) The metabolic fate of
dietary polyphenols in humans. Free Radic. Biol. Med 33:220-235

Rechner AR, Spencer JP, Kuhnle G, Hahn U,Rice-Evans, C.A. (2001) Novel biomarkers of the metabolism of
caffeic acid derivates in vivo. Free Radic. Biol. Med 30: 1213-1222.

Rezk BM, Haenen GR, van d, V, Bast A (2002) The antioxidant activity of phloretin: the disclosure of a new
antioxidant pharmacophore in flavonoids. Biochem. Biophys. Res. Commun. 295: 9-13

Rice-Evans CA, Miller NJ, Paganga G (1996) Structure-antioxidant activity relationships of flavonoids and
phenolic acids. Free Radic. Biol. Med. 20 (7): 933-956

Roura E, Andres-Lacueva C, Jauregu, O, Badia E, Estruch R, Izquierdo-Pulido M, Lamuela-Raventos R M (2005)
Rapid Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry Assay To Quantify Plasma (-)-Epicatechin
Metabolites after Ingestion of a Standard Portion of Cocoa Beverage in Humans. J. Agric. Food Chem
53:6190-6194

112



Sanugul K., Akao, T., Li Y., Kakiuchi N, Nakamura N, Hattori M (2005) Isolation of a human intestinal bacterium
that transforms mangiferin to norathyriol and inducibility of the enzyme that cleaves a C-glucosyl bond.
Biol. Pharm. Bull. 28: 1672-1678

Sauter W (2004) Vergleich antioxidativer Eigenschaften von Extrakten aus Camellia sinensis, Rosmarinus
officinalis, Cyclopia genistoides, Cyclopia sessiliflora und Aspalathus linearis. Dissertation Miinchen,
Techn. Univ.

Sawai Y, Kohsaka K, Nishiyama Y, Ando K (1987) Serum concentrations of rutoside metabolites after oral
administration of a rutoside formulation to humans. Arzneimittelforschung 37 (6): 729-732

Scalbert A und Williamson G (2000) Dietary intake and bioavailability of polyphenols. J. Nutr. 130 (8S Suppl):
20735-2085S

Schneider H, Simmering R, Hartmann L, Pforte H, Blaut M (2000) Degradation of quercetin-3-glucoside in
gnotobiotic rats associated with human intestinal bacteria. J. Appl. Microbiol. 89 (6): 1027-1037

Schulz H, Joubert E, Schutze W (2003) Quantification of quality parameters for reliable evaluation of green
rooibos (Aspalathus linearis). Eur. Food Res. Technol. 216 (6): 539-543

Setchell KD, Brown NM, Desai P, Zimmer-Nechemias L, Wolfe BE, Brashear WT, Kirschner AS, Cassidy A, Heubi
JE (2001) Bioavailability of pure isoflavones in healthy humans and analysis of commercial soy
isoflavone supplements. J. Nutr. 131 (4 Suppl): 13625-1375S

Sfakianos J, Coward L, Kirk M, Barnes S (1997) Intestinal uptake and biliary excretion of the isoflavone
genistein in rats. J. Nutr. 127 (7): 1260-1268

Shelnutt SR, Cimino CO, Wiggins PA, Ronis MJ, Badger TM (2002) Pharmacokinetics of the glucuronide and
sulfate conjugates of genistein and daidzein in men and women after consumption of a soy beverage.
Am. J. Clin. Nutr. 76 (3): 588-594

Snijman P W, Swanevelder S, Joubert E, Green | R, Gelderblom W C A (2007) The antimutagenic activity of the
major flavonoids of rooibos (Aspalathus linearis): Some dose-response effects on mutagen activation-
flavonoid interactions. Mut. Res./Gen. Toxicol. Environmen.l Mutagen.631: 111-123

Stalmach A I, Mullen W, Pecorari M. Serafini M., Crozier A (2009) Bioavailability of C-Linked Dihydrochalcone
and Flavanone Glucosides in Humans Following Ingestion of Unfermented and Fermented Rooibos
Teas. J. Agric. Food Chem. 57: 7104-7111

Standley L, Winterton P, Marnewick JL, Gelderblom WC, Joubert E, Britz TJ (2001) Influence of processing
stages on antimutagenic and antioxidant potentials of rooibos tea. J. Agric. Food Chem. 49 (1): 114-117

Tomas-Barberan FA, Cienfuegos-Jovellanos E, Marin A, Muguerza B, Gil-lzquierdo A, Cerda B, Zafrilla P,
Morillas J, Mulero J, Ibarra A, Pasamar MA, Ramon D, Espin JC (2007) A new process to develop a cocoa
powder with higher flavonoid monomer content and enhanced bioavailability in healthy humans. J.
Agric. Food Chem. 55 (10): 3926-3935

Unno T, Sagesaka Y M, Kakuda T (2005) Analysis of Tea Catechins in Human Plasma by High-Performance
Liquid Chromatography with Solid-Phase Extraction. J. Agric. Food Chem. 53: 9885-9889

van Acker SA, de Groot MJ, van den Berg DJ, Tromp MN, Donne-Op den KG, van d, V, Bast A (1996) A quantum
chemical explanation of the antioxidant activity of flavonoids. Chem. Res. Toxicol. 9 (8): 1305-1312

van het Hof KH, Wiseman SA, Yang CS, Tijburg LB (1999a) Plasma and lipoprotein levels of tea catechins
following repeated tea consumption. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 220 (4): 203-209

Vitrac X, Desmouliere A, Brouillaud B, Krisa S, Deffieux G, Barthe N, Rosenbaum J, Merillon JM (2003)
Distribution of [14C]-trans-resveratrol, a cancer chemopreventive polyphenol, in mouse tissues after
oral administration. Life Sci. 72 (20): 2219-2233

von Gadow, A., Joubert, E. and Hansmann, C. F. (1997) Comparison of the Antioxidant Activity of Aspalathin
with That of Other Plant Phenols of Rooibos Tea (Aspalathus linearis), alpha -Tocopherol, BHT, and
BHA. J. Agric. Food Chem. 45: 632-638

von Gadow A, Joubert E, Hansmann CF (1997) Comparison of the antioxidant activity of rooibos tea
(Aspalathus linearis) with green, oolong and black tea. Food Chem. 60 (1): 73-77

Walgren RA, Karnaky KJ, Lindenmayer GE, Walle T (2000a) Efflux of dietary flavonoid quercetin 4 '-beta-
glucoside across human intestinal Caco-2 cell monolayers by apical multidrug resistance-associated

113



protein-2. J. Pharmacol. Experiment. Therap. 294 (3): 830-836

Walgren RA, Lin JT, Kinne RK, Walle T (2000b) Cellular uptake of dietary flavonoid quercetin 4'-beta-glucoside
by sodium-dependent glucose transporter SGLT1. J. Pharmacol. Exp. Ther. 294 (3): 837-843

Walle T (2004) Absorption and metabolism of flavonoids. Free Radic. Biol. Med. 36 (7): 829-837

Walle T, Browning AM, Steed LL, Reed SG, Walle UK (2005) Flavonoid glucosides are hydrolyzed and thus
activated in the oral cavity in humans. J.Nutr. 135 (1): 48-52

Walle T, Otake Y, Brubaker JA, Walle UK, Halushka PV (2001) Disposition and metabolism of the flavonoid
chrysin in normal volunteers. Br.J.Clin.Pharmacol. 51 (2): 143-146

Walle UK, Galijatovic A, Walle T (1999) Transport of the flavonoid chrysin and its conjugated metabolites by
the human intestinal cell line Caco-2. Biochem. Pharmacol. 58 (3): 431-438

Wang T, Zhang JC, Chen Y, Huang F, Yang MS, Xiao PG (2007) [Comparison of antioxidative and antitumor
activities of six flavonoids from Epimedium koreanum]. Zhongguo Zhong. Yao Za Zhi. 32 (8): 715-718

Warden, B. A., Smith, L. S., Beecher, G. R., Balentine, D. A. and Clevidence, B. A., Catechins Are Bioavailable in
Men and Women Drinking Black Tea throughout the Day. J. Nutr., 2001, 131, 6, 1731-1737

Welling, P. G. (1986) Pharmacokinetics. Processes and Mathematics. Washington, DC: American Chemical
Society

World Health Organization (WHO) (2002); Flos Sambuci, in: Monographs on selected Medicinal Plants. World
Health Organization, Volume 2, Geneva: 269, L-275

Williamson G, Day AJ, Plumb GW, Couteau D (2000) Human metabolic pathways of dietary flavonoids and
cinnamates. Biochem. Soc. Trans. 28 (2): 16-22

Winter J, Moore LH, Dowell VR, Jr., Bokkenheuser VD (1989) C-ring cleavage of flavonoids by human intestinal
bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 55 (5): 1203-1208

Wolffram S, Block M, Ader P (2002) Quercetin-3-glucoside is transported by the glucose carrier SGLT1 across
the brush border membrane of rat small intestine. J. Nutr. 132 (4): 630-635

Wright JS, Johnson ER, DiLabio GA (2001) Predicting the activity of phenolic antioxidants: theoretical method,
analysis of substituent effects, and application to major families of antioxidants. J. Am. Chem. Soc. 123
(6): 1173-1183

Xu X, Harris KS, Wang HJ, Murphy PA, Hendrich S (1995) Bioavailability of soybean isoflavones depends upon
gut microflora in women. J. Nutr. 125 (9): 2307-2315

Xu X, Wang HJ, Murphy PA, Cook L, Hendrich S (1994) Daidzein is a more bioavailable soymilk isoflavone than
is genistein in adult women. J. Nutr. 124 (6): 825-832

Youdim KA, Martin A, Joseph JA (2000) Incorporation of the elderberry anthocyanins by endothelial cells
increases protection against oxidative stress. Free Radic. Biol. Med. 29 (1): 51-60

Zhang L, Zuo Z, Lin G (2007a) Intestinal and hepatic glucuronidation of flavonoids. Mol. Pharm. 4 (6): 833-845

Zhang Y, Gao R, Liu J, Wang S (2007a) Simultaneous determination the concentration of isoorientin, orientin
and scutellarin in healthy human plasma by solid phase extraction-HPLC. Zhongguo Linchuang Yaolixue
Zazhi 23:299-303

Zhang Y, Tie X, Bao B, Wu X, Zhang Y, Metabolism of flavone C-glucosides and p-coumaric acid from
antioxidant of bamboo leaves (AOB) in rats. Br. J. Nutr. 97: 484-494

Zimmermann, B. F., Papagiannopoulos, M., Brachmann, S., Lorenz, M., Stangl, V. and Galensa, R., A shortcut
from plasma to chromatographic analysis: Straightforward and fast sample preparation for analysis of
green tea catechins in human plasma. J. Chromatogr. B 877: 823-826

Zou Y, Lu 'Y, Wei D (2004) Antioxidant activity of a flavonoid-rich extract of Hypericum perforatum L. in vitro. J.
Agric. Food Chem. 52 (16): 5032-5039

114



