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4 Kurzfassung

Kurzfassung

Bolusgabe von WeiRem und Griinem Tee bei Gesunden:
Plasmakinetik von Flavan-3-olen und Einfluss auf ox idative Biomarker

Einleitung : Es wird angenommen, dass der Konsum von WeiRem Tee und Grinem Tee
aufgrund des hohen Gehalts an antioxidativ wirkenden Flavan-3-olen das pro-/antioxidative
Gleichgewicht beeinflusst. Somit gilt der Anstieg der Plasmaspiegel an Flavan-3-olen als
Voraussetzung fir die gesundheitsfordernden Effekte unfermentierter Tees. Ziel dieser
offenen, randomisierten, kontrollierten Studie war es, den Einfluss einer Bolusgabe von
WeiRem Tee und Grinem Tee auf die Plasmakinetik von Flavan-3-olen (Catechin,
Epicatechin, Epigallocatechingallat, Epicatechingallat) bei gesunden Nichtrauchern im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Mineralwasser) zu untersuchen. Zuséatzlich wurde die
Wirkung der Bolusgabe von 600 mL dieser Getranke auf die antioxidative Kapazitéat im Plasma
sowie oxidative Biomarker untersucht.

Methoden: 68 gesunde Nichtraucher (21 &, 47 Q; 24+4 Jahre; BMI 22,0+2,2 kg/mz) erhielten
nach polyphenolarmer Kost am Vortag morgens nichtern 600 mL WeiRen Tee (EC:
28 umol/L; ECGC: 46 pmol/L; ECG: 11 pumol/L), Grinen Tee (EC: 88 umol/L; EGCG:
201 pmol/L; ECG: 25 pmol/L) oder Wasser. Blutentnahmen erfolgten vor sowie 1, 2, 3, 5 und
8 h nach Konsum fur die Plasmakinetik und vor sowie 2 und 5 h nach Konsum fir die weiteren
Parameter. Die Konzentration von C, EC, ECG und EGCG wurde mittels HPLC-EC bei 0,6 V
im Plasma als Summe von freien Flavan-3-olen und glucuronidierten sowie sulfatierten
Metaboliten bestimmt und daraus AUCgg, Cmax, Tmax und Ty, ermittelt. Der
Gesamtphenolgehalt sowie die Harnsaure wurden photometrisch und Vitamin C mittels HPLC
bestimmt. Im Plasma wurden weiterhin die antioxidative Kapazitdt als TEAC und
8-Isoprostaglandin-F,, mittels ELISA erfasst. DNA-Einzelstrangbriiche in Leukozyten wurden
in vivo und ex vivo (H,O, Behandlung) mit Comet Assay gemessen. Die statistische
Auswertung erfolgte mit Mann-Whitney-U und Wilcoxon-Test.

Ergebnisse: Zur Baseline lagen die Konzentrationen der Flavan-3-ole unter den jeweiligen
Nachweisgrenzen und waren mit Ausnahme von ECG (WT vs. Kontrolle, p=0,02) zwischen
den Gruppen nicht verschieden. Tmax von EC, ECG und EGCG wurde 2 h nach GT-Konsum
erreicht, bei WT nach 2 h (ECG), 3 h (EGCG) bzw. 5 h (EC). Die AUCyg, von EC war bei GT
im Vergleich zu gréRer zu WT und Kontrolle groBer (beide: p<0,01). Die AUCyg, Vvon EGCG
(WT, GT: p<0,01) und ECG (WT, GT: p<0,001) war gro3er nach Konsum von WT und GT im
Vergleich zur Kontrolle, aber nicht untereinander verschieden.

Die weiteren Baselinewerte waren zwischen den Gruppen, mit Aushahme von Harnsaure,
nicht verschieden. TEAC wurde durch Teekonsum nicht verdndert, nahm aber in der
Kontrollgruppe ab. Vitamin C stieg 2 h nach GT- und Wasserkonsum und fiel nach 5 h auf das
Baselineniveau ab. In allen Gruppen wurde nach 2 h ein temporarer Anstieg der DNA-
Schaden in vivo beobachtet, wahrend kein Effekt auf DNA-Schaden ex vivo und
F.-Isoprostane gemessen wurde.

Schlussfolgerungen:  Unterschiede in der Plasmakinetik sind wahrscheinlich durch den
unterschiedlichen Flavan-3-ol-Gehalt der Tees sowie durch ihr Flavan-3-ol-Muster zu erklaren.
Die Effekte von Griinem Tee sind trotz der héheren Konzentration an Flavan-3-olen im
Teeaufguss nicht verschieden von denen von Weillem Tee, da die Absorption einzelner
Flavan-3-ole aus Weillem Tee hoher zu sein scheint. Das Ausbleiben von Effekten auf
Biomarker fir oxidativen Stress wie F,-Isoprostane und DNA-Einzelstrangbriiche ex vivo
kénnte durch den hohen antioxidativen Schutz bei gesunden Nichtrauchern erklarbar sein. Die
Bolusgabe unfermentierter Tees flhrt zu einem Anstieg der Flavan-3-ole im Plasma, aber
beeinflusst nicht die antioxidative Kapazitat sowie oxidative Biomarker.
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Abstract

Bolus ingestion of White and Green Tea in healthy v olunteers:
Plasma kinetics of flavan-3-ols and influence on ox idative biomarkers

Introduction: It is well accepted that the ingestion of White tea and Green tea affects the
pro/antioxidative balance due to their high content of antioxidative flavan-3-ols. Thus the
increase of flavan-3-ols in plasma is assumed as a requirement for the health-promoting
effects of non-fermented teas. The aim of this open, randomized, controlled trial was to
determine the influence of a bolus consumption of White tea and Green tea on plasma kinetics
of flavan-3-ols (catechin, epicatechin, epigallocatechin gallate, epicatechin gallate) in healthy
nonsmokers compared with a control group (mineral water). In addition the effects of the bolus
intake of 600 mL of these beverages were examined on the antioxidant capacity in plasma as
well as on oxidative biomarkers.

Methods: 68 healthy nonsmokers (21 &, 47 Q; 24+4 years; BMI 22,0+2,2 kg/m?) consumed
after a polyphenol-free diet on the day before treatment 600 mL White tea (EC: 28 umol/L;
ECGC: 46 umol/L; ECG: 11 umol/L), Green tea (EC: 88 umol/L; EGCG: 201 umol/L; ECG:
25 pmol/L) or water. Blood was withdrawn before as well as 1, 2, 3, 5 and 8 h after
consumption for the plasma kinetics and before as well as 2 and 5 h after consumption for the
further parameters. The concentrations of C, EC, ECG and EGCG were measured by HPLC-
EC with 0,6 V as the sum of free flavan-3-ols as well as glucuronidated and sulfated
conjugates in the plasma and from this AUCyg,, Cmax, Tmax and T, were determined. The
total phenol content as well as uric acid were determined photometrically and vitamin C was
measured by HPLC. In addition the antioxidative capacity as TEAC and 8-isoprostaglandine-
F.. were measured with ELISA. DNA single strand breaks in leukocytes were measured in
vivo and ex vivo (H,O, treatment) with the Comet Assay. The statistic evaluation was
performed with Mann-Whitney-U and Wilcoxon test.

Results: The concentrations of the flavan-3-ols were under the respective detection limits at
baseline and were not different between the groups with exception of ECG (WT vs. control,
p=0,02). Tmax of EC, ECG and EGCG was reached 2 h after GT consumption and with WT
intake after 2 h (ECG), 3 h (EGCG) and/or 5 h (EC). The AUCyg, of EC was higher with GT
compared with WT and controls (both: p<0.01). The AUCyg, of EGCG (WT, GT: p<0.01) and
ECG (WT, GT: p<0.001) was higher after consumption of WT and GT in the comparison
controls, but not between themselves. The further baseline values were not different between
the groups, with exception of uric acid. TEAC was not changed by tea consumption, however
decreased in the control group. Vitamin C increased 2 h after GT and water consumption and
decreased after 5h to baseline value. A temporary increase of the DNA damage was
observed in vivo in all groups after 2 h, while no effect was measured on DNA damage ex vivo
as wells as F,-isoprostanes.

Conclusions: Differences in plasma kinetics are probably to be explained by the different
content of flavan-3-ols of the teas as well as by their flavan-3-ol composition. The effects of
Green tea are not different to White tea despite the higher concentration of flavan-3-ols, since
absorption of individual flavan-3-ols from White tea seems to be higher. The lacking effect on
biomarkers for oxidative stress like F,-isoprostane and DNA single strand breaks ex vivo could
be explained by the high anti-oxidative protection in healthy nonsmokers. The bolus
consumption of non-fermented teas leads to an increase of flavan-3-ols, but has no effect on
antioxidative capacity as well as oxidative biomarkers.
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1 Einleitung

1.1 Konsum, Herstellung und Inhaltsstoffe von Wei3e  m und Griinem
Tee im Teeblatt sowie im Aufguss

Der Aufguss von Blattern, Bliten, Stengeln und Knospen des immergriinen Teestrauchs
Camellia sinensis wird als Tee bezeichnet.

Tee ist nach Wasser das meist konsumierte Getrank weltweit [1]. In asiatischen Landern
werden traditionell Gberwiegend unfermentierte sowie halbfermentierte Tees getrunken, in
Europa hingegen fermentierte Tees [2]. In den letzten Jahren wurden unfermentierte Tees in
Deutschland immer beliebter. Im Jahr 2008 entfielen nach Angaben des Deutschen
Teeverbands ca. 77 % des Konsums auf Schwarzen Tee und ca. 23 % auf Griinen Tee [3].
Nach Einschatzung des Deutschen Teeverbands tragt auch die gestiegene Nachfrage nach
WeilRem Tee zu der gréReren Nachfrage nach unfermentierten Tees bei [4]. WeilRer Tee wird
aus jungen Blattern der Teepflanze und den Bliten/Knospen gewonnen. Griiner Tee hingegen
wird aus jungen sowie alteren Blattern hergestellt.

Beide Tees werden im Unterschied zu Oolong Tee (halbfermentiert) sowie Schwarzem Tee
und Rotem Tee (Pu Erh) nicht fermentiert [5, 6]. Bei der Fermentation von Tee werden
Flavan-3-ole zu ihren Kondensationsprodukten (Thearubigene und Theaflavine) oxidiert. An
der Fermentation sind 2 Enzyme beteiligt: die Peroxidase, die Uberwiegend in jungen
Teeblattern vorkommt, und die Polyphenoloxidase. Dieses Enzym liegt im Teeblatt raumlich
getrennt von den Flavan-3-olen, einer Untergruppe der Flavonoide, vor, so dass es erst
wahrend der Verarbeitung zur Oxidation der Flavan-3-ole kommt [7-10]. Bei unfermentierten
Tees werden diese Enzyme durch Erhitzen inaktiviert und somit der Verlust an monomeren
Flavan-3-olen minimiert [1]. Die Inaktivierung der Polyphenoloxidase erfolgt bei der Produktion
von Weilem Tee zu einem frilheren Zeitpunkt als bei der Herstellung von Griinem Tee [11].
Neben Flavan-3-olen (30-42 %) und ihren Kondensationsprodukten (2-4 %) sind im
Teeaufguss von Griinem Tee Flavonole (5-10 %) und Methylxanthine (7-9 %) sowie Vitamin C
(1-2 %) und einige Mineralstoffe (6-8 %) enthalten [2, 6].

Die Konzentration der Polyphenole, zu denen die Flavonoide und somit auch die Flavan-3-ole
gehodren, ist im Teeblatt abhangig von der Unterart der Teepflanze, Fermentation,
Entkoffeinierung, Alter der Blatter, Pflickzeit, Dinger, Klima und Bodenbeschaffenheit. Im
Aufguss wird die Konzentration der Polyphenole weiterhin durch Wassertemperatur, Ziehzeit
und Anzahl der Aufgisse beeinflusst [12-19].

In verschiedenen Studien wurden Konzentrationsunterschiede an Flavan-3-olen, in den
Teebldttern einzelner Teesorten gemessen [20-25]. Friedman et al. untersuchten 36
handelsuibliche Teesorten, darunter verschiedene Sorten Griinen Tees und eine Sorte Weil3en

Tees auf ihren Flavan-3-ol-Gehalt. Exotica China White war beispielsweise beziglich der
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Epigallocatechingallat-Konzentration von 30,4+0,8 mg/g Tee vergleichbar zu der in Grinen
Tees. Einzelne Sorten Griiner Tee wie Premium Green enthielten hingegen bis zu einem
Drittel mehr Epigallocatechingallat (EGCG) als diese Sorte Weil3en Tees [19].

Das Flavan-3-ol-Muster von Weil3em und Griinem Tee ist unterschiedlich [5]. Weil3er Tee
enthalt bei gleicher Zubereitung hodhere Konzentrationen an Gallusséure, Epigallocatechin
(EGC), Epigallocatechingallat (EGCG), Epicatechin (EC) und Epicatechingallat (ECG) sowie
Koffein. Griiner Tee enthalt hingegen mehr Catechin (C) sowie Theophyllin. Die Konzentration

an Theobromin ist in beiden Tees vergleichbar [26].

1.2 Flavan-3-ole — chemische Struktur, antioxidativ e Kapazitat und
Biotransformation im menschlichen Organismus

Flavan-3-ole gehoren zu den Flavonoiden, einer Untergruppe der Polyphenole. Sie besitzen
die fur Flavonoide typische 2-Phenyl-benzopyran-Struktur (C¢C3Cs) und sind charakterisiert
durch eine Di- oder Tri-Hydroxyl-Substitution am B-Ring und eine meta-5,7-Dihydroxyl-
Substitution am A-Ring (siehe Abbildung 1). Die 4 im frischen Teeblatt mengenmalig
dominierenden, wasserlslichen Flavan-3-ole EC, ECG, EGC und EGCG tragen zum bitteren
und adstringierenden Geschmack bei [8]. Flavan-3-ole mit 3 Hydroxyl-Gruppen am B-Ring
bezeichnet man als Gallocatechine; die Flavan-3-ole, die an der dritten Hydroxyl-Gruppe des

C-Rings mit Gallusséaure verestert sind, werden als Catechingallate bezeichnet [27].
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Abbildung 1: Strukturformeln der in der Studie geme ssenen Flavan-3-ole [19]

Flavan-3-ole sind aufgrund ihrer Catechol Struktur starke Antioxidantien; bei
Galloflavan-3-olen werden die antioxidativen Eigenschaften durch eine 5 -Hydroxy-Gruppe
noch verstarkt [8, 28]. Die starksten Antioxidantien aus unfermentiertem Tee sind in
wassrigem Milieu ECG und EGCG, deren antioxidative Kapazitat identisch ist. Die
antioxidative Kapazitat von EGC ist geringer als von ECG und EGCG; EGC zeigt sich in vitro
als ein starkeres Antioxidans als EC und C [27]. Im Teeblatt konnten 3 methylierte Metabolite
von EGCG nachgewiesen werden, von denen eins eine starkere Inhibition (bei 40 pumol/L:
32 % mehr Inhibition) von NO aufwies als EGCG [15].

Nach Aufnahme werden Flavan-3-ole im menschlichen Organismus im Intestinum, im Colon
sowie in der Leber glucuronidiert, sulfatiert und/oder methyliert [29]. Entsprechende Konjugate

und Metabolite konnten im Blut und Urin nach Konsum von einzelnen Flavan-3-olen sowie



16 Einleitung

Griunteeextrakt nachgewiesen werden: Meng et al. fanden in Humanplasma
4’ 4”-Dimethyl-EGCG neben EGCG nach Konsum von Griinteeextrakt (GTE). Nach 2 h wurde
die maximale Konzentration (Cmax) von EGCG und seinem Metabolit im Plasma erreicht,
wobei die Cmax beim Metaboliten 8-fach geringer als bei EGCG war [30]. Auch verschiedene
Metabolite von EC und EGC konnten in humanem Plasma nach Konsum von Griinteeextrakt
oder einzelnen Flavan-3-olen detektiert werden [31-33]. Laut Lee et al. liegen nach Konsum
von entkoffeiniertem Grinteeextrakt mehr als 80 % der Flavan-3-ole in konjugierter Form im
Plasma vor [34]. Die Literaturangaben zu einzelnen Flavan-3-olen sind diesbezuglich
unterschiedlich. Etwa 77-90 % an EGCG liegen nach Konsum von reinem EGCG sowie von
Griunteeextrakt in freier Form im Plasma vor. Catechin und EC liegen nahezu vollstandig
metabolisiert vor; EC wird im Plasma dabei zu ca. 2/3 sulfatiert und zu ca. 1/3 glucuronidiert.
EGC wird Uberwiegend glucuronidiert (57-71 % glucuronidiert, 23-36 % sulfatiert, 5-13 % in
freier Form) [34-38].

Die maximale Konzentration von metabolisierten und freien Flavan-3-olen im Plasma wird
nach Konsum von Grinteeextrakt (GTE) nach 2 bis 4 Stunden erreicht [6, 39].

Der Anteil und die Art der Metabolite ist abhéangig von der Art des Lebensmittels, mit dem die
Flavan-3-ole aufgenommen werden [40], und wird auch durch gleichzeitig konsumierte
Lebensmittel beeinflusst. So lagen EC und ECG ohne zeitgleichen Verzehr einer Standardkost

vermehrt in ihrer freien Form vor [41].

1.3 Interventionsstudien zum Boluskonsum unfermenti erter Tees

1.3.1 WeilRer Tee

Die Effekte eines Boluskonsums wie auch eines wiederholten Konsums von Wei3em Tee auf
die Plasmakinetik, die antioxidative Kapazitat im Plasma oder Biomarker fiir oxidativen Stress
wurden bisher beim Menschen nicht untersucht.

Hinweise auf krebspraventive und antimutagene Eigenschaften lieferten Tier- und in vitro
Studien: Der Weil3e Tee zeigte praventive Eigenschaften auf die intestinale Tumorgenese
sowie im Test auf antimutagene Aktivitdt (Salmonella Assay). Die krebspraventiven und
antimutagenen Eigenschaften des WeiRen Tees waren im Vergleich zu Griinem Tee starker
ausgepragt [5, 26, 42-45].

Erste Ergebnisse auf die antioxidative Kapazitat, gemessen als FRAP (Ferric Reducing Ability
of Plasma) und TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter) im Plasma sowie in
verschiedenen Organen von 25 Mausen, lieferten kontrare Ergebnisse. So konnte der
Konsum von WeilRem Tee die antioxidative Kapazitat im Plasma zwar nicht erhéhen aber die
antioxidative Kapazitat im Gewebe von Herz und Lunge verstarken [46]. Camouse et al.

konnten in Gewebeproben von 10 gesunden Probanden protektive Effekte auf UV-induzierte
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DNA-Schaden (gemessen als 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin (8-OHdG)) von Weildteeextrakt
sowie Grinteeextrakt nach Applikation auf die Haut nachweisen. Die Konzentration einzelner
Flavan-3-ole wurde in dieser Studie nicht bestimmt; Angaben bezuglich des

Dosierungsschemas oder zum Probandenkollektiv wurden nicht veroffentlicht [47].

1.3.2 Gruner Tee

Der Grof3teil der Interventionsstudien zur Wirkung von Grinem Tee auf die Plasmakinetik
einzelner Flavan-3-ole, die antioxidative Kapazitdt im Plasma sowie Biomarker fir oxidativen
Stress wurde nicht mit frischem Aufguss sondern mit Griinteeextrakten oder einzelnen, in
Wasser geldsten Flavan-3-olen durchgefiihrt. Die zugeflhrte Flavan-3-ol-Konzentration war in
diesen Studien bis zu 1000-fach hdher als die Dosis, die bei Teekonsum aufgenommen wird
[48]. In Studien konnten signifikante Unterschiede in der Plasmakinetik sowie Effekte auf die
antioxidative Kapazitat durch Konsum von Griinem Tee und seinen Extrakten nachgewiesen
werden [49]. Interventionsstudien und epidemiologischen Untersuchungen beziglich der
protektiven Effekte eines regelmaligen Teekonsums vor Krebs- und koronaren
Herzerkrankungen weisen unterschiedliche Ergebnisse auf. Diese Unterschiede werden auf
die verschiedenen Supplemente zurtickgefuhrt [50].

In ca. 75 % der Studien, die Angaben zur Plasmakinetik machen, stand die Flavan-3-ol-
Analytik einzelner Flavan-3-ole im Vordergrund. Zur Optimierung der analytischen Methoden
ist es jedoch nicht erforderlich die Proben von unterschiedlichen Probanden zu untersuchen,
weswegen nur wenig Probanden rekrutiert wurden (maximal n=6). In nahezu allen Studien mit
Griinem Tee [51-54] aber auch in Studien mit Griinteeextrakt [34, 36, 38, 55, 56] zeigten sich
groRRe inter-individuelle Unterschiede in der Bioverfugbarkeit und Plasmakinetik von Flavan-3-
olen. Angesichts der geringen Fallzahl von bis zu 6 Probanden sind keine generellen
Aussagen zur Bioverfligbarkeit oder Plasmakinetik der Flavan-3-ole aus Grinem Tee mdglich.
Diese Studien wurden ebenfalls ohne Mitfihren einer Kontrollgruppe oder Randomisierung

der Probanden durchgefiihrt.

 Plasmakinetik von Flavan-3-olen

Die Plasmakinetik von Flavan-3-olen nach Boluskonsum von Griinem Tee bei gesunden
Probanden wurde in 4 Studien gemessen [49, 51, 52, 57]. Die Tabellen 1 bis 3 zeigen, dass in
allen Studien die Konzentration der untersuchten Flavan-3-ole im Plasma anstieg: Kotani et al.
sowie Henning et al. bestimmten die Plasmaspiegel von EC, EGCG und ECG [49, 52], Pietta
et al. von EGCG und ECG [57], wahrend Maiani et al. in ihrer Studie EGCG bestimmten [51].

Die Catechinkonzentration im Plasma wurde bisher nach Bolusgabe nicht analysiert. In allen 4
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Studien wurde der Zeitpunkt der maximalen Konzentration (Tmax), aber nicht die
Halbwertszeit (T,,) der Flavan-3-ole im Plasma bestimmt. Kotani et al. gaben das
Konzentrationsmaximum (Cmax) bei allen 3 Flavan-3-olen nicht an [52]. Die Konzentration der

Flavan-3-ole zur Baseline wurde ausschlief3lich bei Henning et al. angegeben [49].

Epicatechin
Die Plasmakinetik von EC wurde von Henning et al. sowie Kotani et al. bestimmt (siehe

Tabelle 1) [49, 52]. Bei Henning et al. betrug die Konzentration im Plasma zur Baseline ca.
0,001 umol/L (n=30). Nach Bolusgabe (3 Teebeutel Griner Tee in 426 mL Wasser, Ziehzeit
5 min) stieg die Plasmakonzentration innerhalb 1,2 h auf 0,33 umol/L an [49]. Bei Kotani et al.
wurde nach Bolusgabe von 340 mL Grinem Tee die Tmax nach 1h im Plasma der 2
Probanden erreicht [52].

Epigallocatechingallat
Die Plasmakinetik von EGCG wurde in allen 4 Studien untersucht (siehe Tabelle 2) [49, 51,

52, 57]. Lediglich Henning et al. bestimmten die Plasmakonzentration von EGCG zur Baseline
(ca. 0,001 pmol/L). Die Cmax von EGCG betrug in dieser Studie 0,08 pmol/L und wurde nach
1,2 h erreicht [49]. Nach Aufnahme von 118 mg EGCG wurde bei Maiani et al. nach Konsum
von Grinem Tee bei 4 Frauen die Cmax von 5,15 pmol/L nach 0,5 h Stunden (Tmax) erreicht
[51]. Pietta et al. detektierten im Plasma von 6 gesunden Probanden nach Bolusgabe von
300 mL Grinem Tee (Flavan-3-olgehalt: 400 mg) EGCG mit einer Cmax von 2 pumol/L, die
nach 2 h (Tmax) gemessen wurde [57]. Die Tmax wurde bei Kotani et al. nach 1 h erreicht
[52].

Epicatechingallat

Henning et al., Kotani et al. sowie Pietta et al. untersuchten die Plasmakinetik von ECG (siehe
Tabelle 3) [49, 52, 57]. Die Ergebnisse zu ECG von Kotani et al. (Tmax) und Pietta et al.
(Tmax und Cmax) entsprachen ihren Ergebnissen zu EGCG [52, 57]. Auch bei Henning et al.
war die Konzentration von ECG zur Baseline wie auch die Cmax von ECG vergleichbar zu

EGCG, allerdings wurde sie 0,1 h spéater erreicht [49].



Tabelle 1: Interventionsstudien zur Plasmakinetik v

on Epicatechin nach Boluskonsum von Griinem Tee

Jahr Probanden Supplement Dosis Blutentnahmen Cto Cmax Tmax Tip
Henning | 2004 | n=30 3TBin kA 0%RSF 1,2,4,6, | ~0,001 umol/L | 0,33 umol/L 1,2 h kA
et al. [49] (143, 16%) | 426 mL W, 8h
Zz 5 min)
Kotani 2003 | n=2 340 mL KA Pr. 1: 0F°N 1, KA KA 1h KA
et al. [52] (); 11/2,2,3,4,6 h
22-28 J; NR Pr. 2: 0F”RN 1, 2,
4,6h

n: Probandenanzahl; J: Jahre; NR: Nichtraucher; TB: Teebeutel; W: Wasser; Zz: Ziehzeit; ER: Ernahrungsrestriktion; SF: Standardfrihstiick; N: nlichtern; kA: keine Angabe;

Cto: Konzentration zur Baseline, Cmax: maximale Konzentration, Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax; T1/2: Halbwertszeit

Tabelle 2: Interventionsstudien zur Plasmakinetik v on Epigallocatechingallat nach Boluskonsum von Grin em Tee
Jahr Probanden Supplement Dosis Blut entnahmen Cto Cmax Tmax T
Henning | 2004 | n=30 3TBin kA 0%RSF 1,2,4,6, | ~0,001 umol/L | 0,08 umol/L 1,3 h kA
et al. [49] (143, 169) 426 mL W, 8h
Zz 5 min

Kotani 2003 | n=2 340 mL kA Pr. 1: 05N 1, kA kA 1h kA
etal. [52] (A3 11/2,2,3,4,6h

22-28 J; NR Pr.2: 05N, 1, 2,

4,6h

Maiani 1997 | n=4 kA EGCG: oM, 1/2,5,6 h kA 5,15 pmol/L 0,5h kA
etal. [51] (Q); ~118 mg

26-32J
Pietta 1998 | n=6 300 mL Flavan-3- | 0%, 1,2, 3,4,5h KA 2 pumol/L 2h KA
et al. [57] ole:

400 mg

n: Probandenanzahl; J: Jahre; NR: Nichtraucher; TB: Teebeutel; W: Wasser; Zz: Ziehzeit; kA: keine Angaben; EGCG: Epigallocatechingallat; Pr.: Proband;

ER: Erndhrungsrestriktion; SF: Standardfrihstick; N: niichtern; Cto: Konzentration zur Baseline, Cmax: maximale Konzentration, Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax;

T12: Halbwertszeit
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Tabelle 3: Interventionsstudien zur Plasmakinetik von Epicatec

hingallat nach Boluskonsum von Griinem Tee

Jahr Probanden Supplement Dosis Blutentnahmen Cto Cmax Tmax Tip
Henning | 2004 | n=30 3TBin kA 0%RSF 1,2,4,6, | ~0,001 umol/L | 0,08 umol/L 1,4 h kA
et al. [49] (143, 169) 426 mL W, 8h

Zz 5 min
Kotani 2003 | n=2 340 mL KA Pr. 1: 057N 1, KA KA 1h KA
etal. [52] @), 11/2,2,3,4,6 h
22-28 J; NR Pr. 2: 0F”N 1, 2,
4,6h
Pietta 1998 | n=6 300 mL Flavan-3- | 0%, 1,2, 3,4,5h KA 2 umol/L 2h KA
et al. [57] ole:
400 mg

n: Probandenanzahl; J:

Jahre; NR: Nichtraucher; TB: Teebeutel; W: Wasser; Zz: Ziehzeit; kA: keine Angaben; Pr.: Proband; ER: Ernahrungsrestriktion;
SF: Standardfriihstiick; N: ntichtern; h: Stunden; Cto: Konzentration zur Baseline, Cmax: maximale Konzentration, Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax; T1:

Halbwertszeit

0¢

Bunyisjuig
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» Effekte des Boluskonsums auf die antioxidative Kapa zitat

Methoden zur Messung der antioxidativen Kapazitdt erfassen die Gesamtheit aller
antioxidativ wirkenden Substanzen sowie deren mogliche Synergie-Effekte. Der Effekt einer
Bolusgabe auf die antioxidative Kapazitat im Plasma wurde in 9 Interventionsstudien
untersucht (siehe Tabelle 4). Zur Analytik wurden verschiedene Methoden eingesetzt. Vier
Studien untersuchten den Einfluss mittels TRAP [57-60] und 2 Studien mittels FRAP [61, 62].
In 2 weiteren Studien wurde der TEAC (Trolox Equivalent Antioxidative Capacity) bestimmt
[49, 63] und in einer Studie das ELISA-Verfahren TAS (total antioxidative status) eingesetzt
[64]. In 6 Studien zeigte sich ein Anstieg der antioxidativen Kapazitat [57, 59-63]. Unter
diesen 6 Studien waren beide Studien mit FRAP, 3 von 4 Studien, in denen TRAP eingesetzt
wurde und eine der 2 Studien mit TEAC. In 3 Studien blieb die antioxidative Kapazitat
unverandert [49, 58, 64]. Diese 3 Studien unterschieden sich weder durch die Testverfahren
noch durch das Probandenkollektiv (Verhaltnis Manner zu Frauen) sowie in der
(angenommene) Dosierung der Flavan-3-ole von den Studien, die Anstiege der
antioxidativen Kapazitat zeigten. Allein bei Alexopoulos et al. wurden ebenfalls Raucher
rekrutiert, wobei die Verteilung auf die 3 Gruppen nicht nach dem Nikotinkonsum stratifiziert
wurde [64]. Da Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern eine geringe antioxidative Kapazitat
im Plasma aufweisen, ware ein Anstieg der antioxidativen Kapazitat zu erwarten gewesen.
Die hohere Fallzahl (Ausnahme bei Leenen et al.) sowie die Erndhrungsrestriktion von
maximal einem halben Tag kdnnte bei Hodgson et al. und Henning et al. einen Einfluss auf
die Ergebnisse gehabt haben und den ausbleibenden Effekt der Bolusgabe auf die
antioxidative Kapazitat erklaren [49, 58]. Lediglich in 2 Studien wurde zeitgleich zur Messung
der antioxidativen Kapazitat die Flavan-3-ol-Konzentration im Plasma bestimmt [49, 57]. Der
Grine Tee bei Pietta et al., den 6 Probanden nach 7-tdgiger flavonoidfreien Ernéhrung
konsumierten, hatte im Vergleich zu den Tees in anderen Studien eine hohe Flavan-3-ol-
Konzentration [57]. Im Gegensatz konnten Henning et al. in einer kontrollierten,
randomisierten Studie mit 30 Probanden keinen Anstieg der antioxidativen Kapazitat im
Plasma messen [49].

Es ist unklar, ob die Zunahme der antioxidativen Kapazitat, wie bei Pietta et al. [57] gezeigt,
in Studien anderer Arbeitsgruppen tatsachlich auf einen Anstieg der Flavan-3-ol-
Konzentrationen zurtickgefiihrt werden kann [59-63]. Bei Henning et al. kam es trotz eines
Anstiegs einzelner Flavan-3-ole im Plasma zu keinem Anstieg der antioxidativen Kapazitat
[49].

Tabelle 4 zeigt, dass die prozentual grol3ten Effekte auf die antioxidative Kapazitat durch
Boluskonsum von Grinem Tee in den Studien gemessen wurden, die den TRAP Test

einsetzten (Anstieg der antioxidativen Kapazitat zwischen 20 % und 40 %), wéhrend die
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Studien mit FRAP nur vergleichbar geringere Effekte zeigten (Anstieg der antioxidativen
Kapazitat zwischen 3 und 4 %). In der Studie, in der mittels TEAC die antioxidativen
Kapazitat bestimmt wurde, konnten in Abhangigkeit von der eingesetzten Teemenge
Anstiege zwischen 6,0 % und 12,7 % gemessen werden.



Tabelle 4: Interventionsstudien zur Wirkung eines B

oluskonsum von Griinem Tee auf die antioxidative Kap

azitat im Plasma

Jahr | Design n 3, ? Alter R/NR | Erndhrung Supplement Methode | Ergebnis
Alexopoulos 2008 | RD, CO 14 94, 59 27-33J | 7R/ | Restriktion : GT TAS X
et al. [64] 7NR -1 d: keine Flav. | (6 g/450 mL)
-0,5 d: kein GT + Koffein (125g) X
Koffein, Alkohol W (450 mL) X
0 d: nichtern
Benzie 1999 | K, CO 10 54,59 kA kA | kKA GT FRAP 1 (+4 %)
etal. [61] (20 g/500 mL, filtriert,
auf 400 mL aufgefiillt)
w X
Henning 2004 | RD, K, CO 30 143, 169 | 20-39J kA | Standardisiert 3TBin 426 mL W TEAC X
et al. [49] 0 d: Kost (Kontrolle: GTE, BT)
Hodgson 2000 | RD, K, 20 2048 35-73J | -/INR | Restriktion GT TRAP X
et al. [58] Latin -0,5 d: kein Tee, | (7,6 g/400 mL)
square Kaffee, weitere W (400 mL) X
0 d: niichtern
Leenen 2000 | RD, ST, K, 21 104, 112 | 18-70J | -INR | Restriktion GT FRAP 13 %
et al. [62] CcoO -1 d: kein Tee, (2 g/300 mL W) (1;1,5;2h)
Wein W (300 mL) X
Pietta 1998 | UK 6 kA kA kA | Restriktion GT (300 mL); TRAP 1 (+20 %)
et al. [57] -7 d: keine Flav. | Flavan-3-ole 400 mg
Serafini 1996 | K,P 10 kA kA kA | Restriktion GT (300 mL) TRAP 1 (40 % (0,5-<1 h)
et al. [59] 0 d: niichtern W (300 mL)) X
Serafini 2000 | K,P 5 kA 25-50J | -/NR | Restriktion GT (300 mL) TRAP 1 (+40 % (0,5 h))
et al. [60] 0 d: niichtern W (300 mL) X
Sung 2000 | UK 10 54,59 | 23-251J kA | Restriktion GT TEAC a) X
et al. [63] -7 d: kein GT; a) 2,5 g/150 mL b) 1 (vs. t0) (1 h:

0 d: nichtern

b) 5,0 g/300 mL
¢) 7,5 g/450 mL

7,0 %; 2 h: 6,1 %)
c) 1 (vs. t0) (1 h:
12,%, 2 h:12,7 %)

RD: randomisiert; CO: cross-over; K: kontrolliert; ST: stratifiziert nach Geschlecht; UK: Unkontrolliert; P: Parallelgruppendesign; n: Probandenanzahl; J: Jahre; R: Raucher; NR:

Nichtraucher; - : kein Einschluss, kA: keine Angabe; d: Tage; Flav: Flavonoide; GT: Griiner Tee; GTE: Grunteeextrakt, BT: Schwarzer Tee; W: Wasser; TB: Teebeutel; t0: Baseline,

X = keine Anderung; 1 = Anstieg

Bunyisjuig
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» Effekte des Boluskonsum auf die Entstehung von reak tiven
Sauerstoffspezies

Oxidativer Stress im Korper entsteht infolge eines Ungleichgewichts zwischen Antioxidantien
und oxidativ-wirkenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Durch oxidativen Stress steigt
das Risiko fir irreversible Schadigungen im Organismus. Schaden der DNA und an den
Zellmembranen, verursacht durch Lipidperoxidation, sind die schwersten Schadigungen, die
durch ROS verursacht werden kénnen [65]. Die Zunahme von oxidativen DNA-Schaden
erhodht das Risiko fur die Entwicklung von Krebserkrankungen [66]. Somit gilt die Messung
der Anzahl von DNA-Strangbriichen als Surrogatmarker fir das Risiko der Entstehung von
Krebserkrankung [67]. Die Bestimmung der Lipidperoxidation gilt als geeigneter
Surrogatmarker in Interventionsstudien, um den Einfluss einer MalRhahme auf das Risiko fir
koronare Herzerkrankungen bewerten zu kénnen [68].

Alexopoulos et al. konnten in einer randomisierten, kontrollierten Cross-over Studie mit 14
gesunden Probanden (50 % Raucher) keine Effekte einer Bolusgabe von Grinem Tee (6
0/450 mL) auf den gesamten oxidativen Stress im Plasma (TOC-Test, standardisiertes
ELISA-Testverfahren zur Bestimmung von Lipidperoxiden, gesamt) messen [64]. Hodgson et
al. konnten in einer randomisierten, kontrollierten Studie im Latin-Square-Design mit 20
gesunden, mannlichen Nichtrauchern keine Anderungen der Lipidperoxidation ex vivo durch
Konsum von 400 mL Griinem Tee feststellen; Frauen wurden im Rahmen dieser Studie nicht
untersucht [58]. Eine Interventionsstudie untersuchte die Wirkung einer Bolusgabe Griinen
Tees auf UV-induzierte DNA-Schaden bei Gesunden. Morley et al. konnten bei 10 gesunden
Nichtrauchern eine Senkung des Risikos fur UV-induzierte Strangbriiche (Comet Assay)
nach Konsum von Griinem Tee (7,5 g/540 mL) messen [69]. Inwiefern diese Ergebnisse
Ubertragbar sind auf durch ROS verursachte DNA-Schaden ist unklar.

Die Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht der drei Studien zu Effekten einer Bolusgabe von Griinem

Tee auf Biomarker fiir oxidativen Stress.



Tabelle 5: Interventionsstudie zur Wirkung eines Bo  luskonsums von Grinem Tee auf Marker fur oxidativen Stress
Jahr | Design n 3, ? Alter R/NR | Ernahrung Supplement Marker Ergebnis
Alexopoulos 2008 | RD, 14 | 94,59 | 27-33J 7R/ | Restriktion : GT TOS X
et al. [64] CcoO 7NR -1 d: keine Flav. (6 g/450 mL)
-0,5 d: kein GT + Koffein X
Koffein, Alkohol (125 9) X
0 d: nichtern W (450 mL)
Hodgson 2000 | RD, K, | 20 2048 35-73J | -INR | Restriktion: GT LDL Oxidation ex X
et al. [58] Latin -0,5 d: kein Tee, | (7,6 9/400 mL, vivo (Lag Time*,
square Kaffee, andere Zz 4 min) Propagationsrate”,
Koffeinhaltige w Sr4g0 f?"'.‘) AUC) §
Produkte ottein
0 d: nuchtern
Morley 2005 | UK 10 | 44,692 | 30-57J | -INR | Restriktion: GT DNA- Nach 40 min: | bei
et al. [69] -1d +0 d: kein (7,5 g/540 mL; Einzelstrangbriiche | 12 min Bestrahlung
Alkohol Zz 2 min) (Leukozyten; UV-
induziert)

RD: randomisiert; CO: cross-over; K: kontrolliert; UK: unkontrolliert; n: Probandenanzahl; J: Jahre; R: Raucher; NR: Nichtraucher; d:

W: Wasser; Zz: Ziehzeit; LDL : Low-density Lipoprotein ; UV: Ultraviolett; min: Minuten; X = keine Anderung; | = Abnahme
*Zeitraum zwischen Zugabe eines Prooxidants und dem Beginn der Oxidation, * maximale Geschwindigkeit der Oxidation

Tag; Flav.: Flavonoide; GT: Griiner Tee;

Bunysjuig

T4
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Studie soll folgende Fragestellungen beantworten:

» Fuhrt die Bolusgabe von jeweils 600 mL Weil3em oder Griinem Tee im Vergleich zu
Mineralwasser (flavan-3-olfreie Kontrolle) zu einem Anstieg der Plasmaspiegel der

Flavan-3-ole? Falls ja, gibt es Unterschiede in der Plasmakinetik?

» Beeinflusst die Bolusgabe von Weillem oder Grinem Tee im Vergleich zu
Mineralwasser die antioxidative Kapazitat und verschiedene Biomarker fur oxidativen

Stress im Plasma?
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Die offene, kontrollierte, randomisierte, dreiarmige Interventionsstudie wurde geméafR den
Empfehlungen des Weltarztebundes (Deklaration von Helsinki) und den Grundsatzen der
»,Good Clinical Practice” durchgefiihrt. Die Probanden wurden nach Geschlecht stratifiziert
und mittels Losverfahren (,Ziehen ohne Zurticklegen®) auf die Gruppen verteilt.

Die Studie wurde am 15.04.2005 von der Ethik-Kommission der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn gepruft und zustimmend bewertet (Lfd Nr.031/05). Medizinischer
Leiter dieser Kklinischen Prifung war Prof. Dr. H. Berthold. Die Durchfiihrung erfolgte an der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn am Institut fir Erndhrungs- und
Lebensmittelwissenschaften, Fachbereich Ern&hrungsphysiologie, in Kooperation mit der

Medizinischen Poliklinik, Universitatsklinikum Bonn.

3.2 Studiengetranke

Zur Herstellung der Teeaufgiisse wurden handelsiibliche Teesorten verwendet, die von der
Firma Tee Gschwendner, Meckenheim, zur Verfiigung gestellt wurden. Der Weil3e Tee
wurde aus Teeblattern der Sorte ,Fancy White Peony* (China) bereitet, der Griine Tee aus
der Sorte ,Sencha“ (Japan).

Die Aufgusse wurden mit 11 g Teeblattern und 600 mL kochendem Wasser hergestellt. Die
Ziehzeit betrug 5 min. Die Kontrollgruppe erhielt 600 mL eines Mineralwassers. In Tabelle 6
sind der Gesamtphenolgehalt, die Konzentration einzelner Flavan-3-ole und die Vitamin C-
Konzentration in den Teeaufglissen sowie die antioxidative Kapazitat (TEAC) in den Tees
dargestellt. Die Bestimmungen der Inhaltsstoffe erfolgte analog der in den Kapiteln 3.5.1 bis
3.5.3 sowie 3.5.5 beschrieben Laboranalytik.
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Tabelle 6: Konzentration einzelner Inhaltsstoffe un

d antioxidative Kapazitat der

Teeaufglsse
WeilRer Tee (WT) | Griiner Tee (GT) Verhalinis
WT : GT
Gesamtphenolgehalt [ng CAE/L] * 226 395 1:1,8
Flavan-3-ole 2
Catechin [nmol/L] 5.190 6.016 1:1,2
Catechingallat [nmol/L] n. d. n. d. -
Epicatechin [nmol/L] 27.912 87.794 1:3,2
Epicatechingallat [nmol/L] 11.008 25.118 1:23
Epigallocatechin [nmol/L] 47.685 354.074 1:7,4
Epigallocatechingallat [nmol/L] 45.938 201.378 1:44
Vitamin C [mg/L] 3 0,7 14,8 1:21,1
TEAC [mmol/L TAE] * 2,3 2,5 1:11

CAE: Catechin Aquivalent; TAE: Trolox Aquivalent; TEAC: Trolox equivalent antioxidative capacity; n. d.: nicht detektierbar;
'Bestimmung analog Kapitel 3.5.1; Bestimmung analog Kapitel 3.5.2; *Bestimmung analog Kapitel 3.5.3; “Bestimmung analog
Kapitel 3.5.5

3.3 Probanden

3.3.1 Ein-/Ausschlusskriterien

Die Probanden wurden durch Aushange in studentischen Einrichtungen und durch
Ankindigungen in Vorlesungen rekrutiert.

Die Interessenten wurden schriftlich sowie mindlich bei einer Informationsveranstaltung, bei
der ein Arzt fir medizinische Fragen zur Verfigung stand, informiert. An der Studie konnten
gesunde Erwachsene teilnehmen, die folgende Einschlusskriterien  erfillten:
. Nichtraucher,

. Alter 18 — 50 Jahre,

. schriftliche Einverstandniserklarung.
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Zum Ausschluss fuhrten folgende Kriterien:
. Regelmalige Supplementierung von Vitamin C, Vitamin E, Carotinoiden,
Ballaststoffen,
. Bekannte Unvertraglichkeit gegeniiber den Testgetranken,
. Bekannte Erkrankungen der Leber, der Nieren und des Gastrointestinaltrakts,
. Bestehende Stoffwechselerkrankungen (z. B. Hypercholesterinamie, Diabetes
mellitus),
. Essstorungen (Anorexia nervosa, Bulimia nervosa),
. Schwangerschaft/Stillzeit,
. Drogenmissbrauch (BtMG-pflichtige oder andere psychotrope Substanzen),
. Blutspende ein Monat vor Studienbeginn,
. Teilnahme an einer anderen Studie gleichzeitig oder innerhalb der letzten 30 Tage.
Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden anhand Fragebdgen Uberprift. Dartber hinaus
wurde die sportliche Aktivitdt der Probanden erfragt. Die Fragebdgen wurden vom Priifarzt

begutachtet und somit Uber eine Studienteilnahme entschieden.

3.3.2 Fallzahlabschatzung

Die Fallzahl wurde mit der Software SAS (Statistical Analysis System) berechnet. Sie beruht
auf Daten einer Pilotstudie mit Grinem und Schwarzem Tee. Als Parameter der
Fallzahlabschéatzung diente die Flache der Konzentration von Gesamtphenolen im Plasma
(AUC, Messzeitraum 6 h) nach Bolusgabe von Grinem Tee im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Mineralwasser). Bei einem pH-Wert von 0,05, einer Macht (,Power®) von 70 % und einer
GruppengréfRe von n=20 kann bei einer Standardabweichung von 135 ein Unterschied
zwischen den AUCs von 110 (arbitrare Einheiten, berechnet auf der Grundlage der
Gesamtphenole Griner Tee vs. Wasser aus der vorherigen Studie) durch nicht-

parametrische Tests nachgewiesen werden.

3.4 Studientage

3.4.1 Zeitlicher Ablauf

Es wurden verschiedene Termine zwischen Mai und August 2005 fur die Untersuchung
angeboten, an denen jeweils 5 Probanden teilnehmen konnten.
Die Probanden wurden angewiesen, sich am Studienvortrag polyphenolarm zu ernahren.

Hierzu erhielten sie einen Leitfaden zur polyphenolarmen Erndhrung, einige Menivorschlage
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und ein 24 h-Ernahrungsprotokoll zur Dokumentation der Nahrungsaufnahme. Zwolf Stunden
vor Studienbeginn sollte auf jede Nahrungsaufnahme verzichtet werden.

Nach der ersten Blutenthahme erhielten die Probanden 600 mL ihres Testgetranks, das sie
innerhalb von 15 min konsumierten. Es erfolgten 5 weitere Blutentnahmen im Abstand von
einer, 2, 3, 5 und 8 Stunden. Die ersten 4 Blutentnahmen erfolgten stiindlich, da
Veranderungen der Gesamt-Flavan-3-ol-Konzentration im Plasma vor allem in den ersten
zwei Stunden zu erwarten sind und eine engmaschige Verlaufskontrolle genaue Daten zur
Plasmakinetik liefert. Da Veranderungen der tibrigen Parameter zum Zeitpunkt der hdchsten
Flavan-3-ol-Konzentration im Plasma zu erwarten sind, wurden diese vor, sowie 2 h und 5 h
nach der Intervention bestimmt. Nach der 3. Blutenthahme durften die Probanden Wasser
trinken. Nach der 4. und 5. Blutentnahme erhielten die Studienteilnehmer eine

standardisierte Mahlzeit (je 2 Brotchen belegt mit Gouda oder Kochschinken).

3.4.2 Blutentnahmen und Aufbereitung der Blutprobe n

Am  Untersuchungstag wurden 6 Blutentnahmen durch medizinisch-technische
Assistentinnen der Medizinischen Poliklinik unter arztlicher Aufsicht vor sowie 1, 2, 3, 5 und
8 Stunden nach Konsum der Studiengetranke durchgefuhrt.

Das Blut wurde in EDTA-Vacutainer (ca. 3 x 3 mL; BD, UK, Ref. 368856) und zusatzlich bei
Blutentnahme 1, 3 und 5 in einer mit Heparin benetzen Spritze (10 mL) entnommen und kil
gelagert.

Von dem heparinisierten Vollblut wurden jeweils 100 uL fir den Test auf DNA-Strangbrtiche
(Comet Assay) in Reaktionsgefal3e pipettiert. Diese wurden bis zur Analytik dunkel bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Die Probenaufbereitung fir den Comet Assay wurde jeweils
am Tag der Probenentnahme durchgefiihrt. Das Ubrige Blut wurde bei 3.000 x g 20 min bei
+4<C zentrifugiert. Das Plasma wurde in Reaktionsge fal3e aliquotiert.

Zur Bestimmung der Vitamin C-Konzentration wurden 500 puL Plasma mit der gleichen
Menge kalter (+7C) 6 % (w/w) Perchlorsdure /2 % (w/w) Metaphosphorsaure-Mischung
versetzt und 10 Sekunden gemischt.

AnschlieRend wurden die Proben 10 min bei 3000 x g und +4<T zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entnommen, in ein Reaktionsgefald tberfihrt und mit dem dbrigen Plasma bis zur
Analyse bei -80C tiefgefroren. Die Aufbereitung der Blutproben war innerhalb 45 min

abgeschlossen.
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3.5 Laboranalytik

3.5.1 Gesamtphenolgehalt

Gerate

Produkt

Inkubationsbad
Rotoshake
Spektralphotometer

Tischzentrifuge

Zentrifuge

Verbrauchsmaterial

Produkt

Einmal-Rdhrspatel, PS

Glasréhrchen

Klvetten
Spritzen

Spritzenfilter

Reagenzien
Produkt

Aceton
(+)-Catechin
Ethanol

Folin-Ciocalteu-Phenol-
Reagenz

Meta-Phosphorsaure
Methanol
Natriumcarbonat
Natriumhydroxid

Salzsaure

Hersteller

GFL, Burgwedel, D
Scientific Industries, USA
Kontron Instruments, CH

Thermo Electron (Kendro),
Langenselbold, D
Eppendorf, Hamburg, D

Hersteller

Brand, Wertheim, D
Schott Glas, Mainz, D

Roth, Karlsruhe, D
Braun, Melsungen, D

Roth, Karlsruhe, D

Hersteller

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Spezifizierung

MOT

Rotoshake Genie

Uvikon 810

Heraeus Megafuge 1.0 R

5415

Spezifizierung

759800

Zentrifugenréhrchen, 26 135
1155, 12 X 100, 07.15
PS Halbmikrokivetten

Omnifix-Spritzen, 5 mL

Rotilabo-Spritzenfilter Nylon,
0,45 pmol/L, Art P814.1

Produktnummer

7028.2
C-1251
1.11727.2500

F-9252

M-5043
7342,2

6398
1.06498.1000
100319
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Losungen

NaOH in 75 % Methanol, 2 M
8 g Natriumhydroxid wurde in 25 mL Aqua bidest. geldst und zu 75 mL Methanol gegeben.

Meta-Phosphorsaure, 2 M
100 g Meta-Phosphorséaure (40 %) wurden in 250 mL Aqua bidest. geldst.

Aceton-L0Osung
Aceton wurde 1:2 mit Aqua bidest. verdiinnt. Die Losung wurde an jedem Versuchstag neu hergestellt.

Natriumcarbonat - Losung
75 g Na,CO3 wurde in 1 L Aqua bidest. geldst und bei +4C aufbewahrt.

Folin—Ciocalteu—Arbeitslosung
Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz wurde im Verhéltnis von 1:10 mit Aqua bidest. verdiinnt und bis zum Gebrauch
dunkel gelagert. Die Losung wurde taglich frisch angesetzt.

Catechin-Stammldsung, 500 mg/L

23,35 mg Catechinhydrat (= 23 mg Catechin) wurde in 900 uL Ethanol gelést und mit 45,1 mL Aqua bidest.
verdinnt. Die Stammlésungen wurden in Aliquots von 1200 pL in Reaktionsgefafl3en tiefgefroren und bis zur
Analyse bei -80C aufbewahrt.

Einfuhrung und Prinzip

Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes im Plasma wurde mittels der Folin—Ciocalteu—
Methode nach Singleton und Rossi [70] durchgefiihrt. Im alkalischen Milieu reagieren die
oxidierbaren OH-Gruppen der Probe mit Folin-Ciocalteu-Reagenz. Hierbei entsteht ein
blauer Farbstoff, dessen Extinktion photometrisch bei 765 nm gemessen wird. Die
Konzentration der Gesamtphenole im Plasma wird anhand einer Catechin-Standardgerade
bestimmt und als Catechin-Aquivalente (CAE) in mg/L angegeben.

Folin-Ciocalteu-Reagenz reagiert nicht spezifisch mit phenolischen Gruppen sondern mit
allen oxidierbaren OH-Gruppen der Probe. Daher wurde das beschriebene Verfahren zur
Probenaufbereitung (Entfettung und Proteinfallung) nach Serafini et al. verwendet und die
Modifikationen von Arendt et al. (Erh6hung der Meta-Phosphorsdure Konzentration)

tibernommen [71, 72].

Durchfiihrung

Probenaufbereitung:

Das bei Raumtemperatur aufgetaute Plasma wurde 5 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand (500 pL) wurde in ein Glasréhrchen zu 1 mL einer 1 molaren HCI pipettiert, 1 min
gemischt und 30 min bei +37C im Inkubationsbad ink ubiert. Von dem NaOH/Methanol-
Gemisch wurde 1 mL zugesetzt und das Rohrchen 5 min invertiert. Die Probe wurde 30 min
bei +37T inkubiert. AnschlieRend wurde 1 mL Meta-P hosphorsdure zugesetzt und 5 min

invertiert. Die Rohrchen wurden 10 min bei 1.500 x g zentrifugiert, der Uberstand
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entnommen und auf Eis dunkel gelagert. Nach Zugabe von 1 mL Aceton-Ldsung zum Pellet
wurde gemischt und bei 2.700 x g 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dem ersten
Uberstand zugefiigt. Der gesamte Uberstand wurde gemischt, bei 2.700 x g 3 min
zentrifugiert und durch einen 0,45 pumol/L Nylon-Filter filtriert.

Je 200 pL des Filtrats bzw. der Catechin-Standardlésungen (5, 10, 15, 20, 30 und 50 mg/L)
wurden in Halbmikrokivetten zu 1 mL Folin-Ciocalteu-Arbeitslosung gegeben. Es wurde
800 pL Na,COs-Lbsung zugesetzt und gemischt. Die Proben wurden 2 h dunkel bei

Raumtemperatur inkubiert.

Probenmessunag:

Die Messung erfolgt photometrisch bei 765 nm gegeniber Aqua bidest. Der
Gesamtphenolgehalt der Proben wurde anhand der Standardgeraden bestimmt und
in mg/L Catechin-Aquivalenten (CAE) angegeben. Aufgrund der Verdiinnung der Probe (1:9)
wahrend der Aufbereitung wurde das Ergebnis mit dem Faktor 9 multipliziert. Die
Bestimmung des Gesamtphenolgehalts erfolgte als Doppelbestimmung. Die Korrelation der
Messungen zur Linearitdt der Standardgeraden lag bei R2=0,999 wund der

Variationskoeffizient der Einzelmessungen unter 2 %.

3.5.2 Flavan-3-ole

Gerate

Produkt Hersteller Spezifizierung
Inkubationsbad GFL, Burgwedel, D MOT

Roto-Shake Scientific Industries, USA Roto-Shake Genie
Spektralphotometer Kontron Instruments, CH Uvikon 922

Zentrifuge Thermo Electron (Kendro), Heraeus Megafuge 1.0 R

Langenselbold, D
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HPLC-Analytik
Produkt

EC-Detektor

Probenaufgabesystem

Pumpe
Saulenofen
Trennséaule

Vorséaule

Verbrauchsmaterial
Produkt

Dialysesystem

HPLC-Filter
Klvetten
Reaktionsgefalie
Spritzen
Vial-Deckel

Vials

Zentrifugenréhrchen

Zentrifugenréhrchen

Hersteller

Biometra, Géttingen, D
Spark Holland, NL

Sykam, Furstenfeldbruck, D
Sykam, Furstenfeldbruck, D
Thermo Elektron, Dreieich, D

Thermo Elektron, Dreieich, D

Hersteller

Roth, Karlsruhe, D

Schleicher & Schuell, Dassel,
D

Roth, Karlsruhe, D
Eppendorf, Hamburg, D
Braun, Melsungen, D
CS-Chromatographie,
Langenwehe, D

Macherey-Nagel, Diren, D

Roth, Karlsruhe, D

Greiner, Solingen, D

Spezifizierung

EP 30
Triathlon
S 1100
S4010

Hypersil ODS
250 x 4 mm, 3 pmol/L

Hypersil ODS
4mm, 3 umol/L

Spezifizierung

Spectra/Por DispoDialyzer
Cellulose Ester, 2 mL,
MWCO 3,500

Spartan 13/30, 0.2 pmol/L
RC

PS Halbmikrokivetten
Safe Lock, 1,5 mL
Omnifix-Spritzen, 5 mL

Bordelkappe R11-1.3, Art-
Nr. 301079

Probenglaser N-11-03 PP
(Art 702 809)

Zentrifugenglaser mit
Rundbogen, Duran,
C102.1
PP-R6hrchen, steril,
15 mL



Material und Methoden

35

Reagenzien zur Bestimmung der Enzymaktivitat

Produkt

Ethanol

Glycin, freie Base
Natriumacetat Trihydrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
p-Nitrocatecholsulfat —
LOsung

Phenolphthalein

Phenolphthalein-
Glucuronidsubstrat-
Ldsung

Hersteller

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Produktnummer

1.11727.2500

G-7126

1.06267.1000

S-9625

1.06498.1000

N-7251

P-9750

P-0376
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Reagenzien: Plasma -Aufbereitung/ HPLC

Produkt Hersteller Produktnummer
(-)-Epicatechin Sigma-Aldrich, Steinheim, D E-1753
(+)-Catechinhydrat Sigma-Aldrich, Steinheim, D C-1251
Acetonitril Roth, Karlsruhe, D 8825
Aluminiumoxid Merck, Darmstadt, D 101097
Butyl-Hydroxytoluen Merck, Darmstadt, D 822021
Catechingallat Sigma-Aldrich, Steinheim, D C-0692
Diethylether Roth, Karlsruhe, D 3942.4
Epicatechingallat Sigma-Aldrich, Steinheim, D E3893
Epigallocatechin Sigma-Aldrich, Steinheim, D E3768
Epigallocatechingallat Sigma-Aldrich, Steinheim, D E4143
Glucuronidase Enzym- Sigma-Aldrich, Steinheim, D G7017
Ldsung

Methanol Roth, Karlsruhe, D 7342,2
Orthophosphorséaure Merck, Darmstadt, D 100573
Perchlorséaure Merck, Darmstadt, D 100519
Tetrahydrofuran Roth, Karlsruhe, D 7344

Losungen fur die Enzymaktivitat

Natriumacetatpuffer, 200 mmol/L, pH 5,0 bei +37C
2,7216 g Natriumacetat Trihydrat wurden in 100 mL Aqua bidest. gelést und ein pH 5,0 bei +37C mit
1 molarer HCI eingestellt. Der Puffer wurde bei +7°C gelagert.

Natriumacetatpuffer, 200 mmol/L, pH 5,0 bei +37C
1,3608 g Natriumacetat Trihydrat wurden in 100 mL Aqua bidest. gelést und ein pH 5,0 bei +37C mit
1 molarer HCI eingestellt. Der Puffer wurde bei +7C gelagert.

Natriumchlorid-Ldsung, 0,2 %
0,2 g Natriumchlorid wurden in 100 mL Aqua bidest. geldst. Die Lésung wurde bei +7<C gelagert.

Glycerinpuffer, 200 mmol/L, pH 10,4 bei +37C
0,7507 g Glycerin wurden in 50 mL Aqua bidest. gelést und ein pH von 10,4 bei +37C mit 1 molarer NaOH
eingestellt. Der Puffer wurde bei +7<C gelagert.
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p-Nitrocatecholsulfat-Losung (PNCS), 6,25 mmol/L
0,01946 g Dikalium-p-Nitrocatecholsulfat wurden in 10 mL Aqua bidest. geldst. Die Losung wurde taglich frisch
angesetzt.

Phenolphthalein-Glucuronid-Lésung (PheP-Gluc), 1,2 mmol/L
0,00620 g Salz der Natrium-Phenolphthalein-glucuronséure in 10 mL Aqua bidest. geldst. Die Lésung wurde
taglich frisch angesetzt.

Phenolphthalein-Standardlésung, 0,05 %
1 mg Phenolphthalein wurde mit Ethanol auf 2 mL aufgefullt.

EnzymlOdsung Sulfatase-Test, ~ 5 U/mL
20 pL Enzymlésung wurden mit 14980 pL kalter 0,2 %-iger Kochsalzldsung gemischt. Die Losung wurde taglich
frisch angesetzt.

Enzymldsung Glucuronidase-Test, ~ 500 U/mL
20 pL Enzymldésung wurden mit 2602 pL kalter 0,2 %-iger Kochsalzldsung gemischt. Die Lésung wurde téglich
frisch angesetzt.

Losungen fur die Analytik

Catechin-Stammldsung, 400 umol/L
1,16 mg Catechin-Hydrat wurden in 10 mL Aqua bidest. geltst.

Epicatechin-Stamml6sung, 400 pmol/L
1,16 mg wurden in 10 mL Aqua bidest. geldst.

Epigallocatechin-Stammldsung, 400 pmol/L
1,224 mg wurden in 10 mL Aqua bidest. geldst.

Epigallocatechingallat-Stammlésung, 400 umol/L
1,8336 mg wurden in 10 mL Aqua bidest. geldst.

Epicatechingallat-Stamml&ésung, 400 pmol/L
1,696 mg wurden in 10 mL Aqua bidest. geldst.

Catechingallat-Stammlésung, 400 pmol/L
1,696 mg wurden in 10 mL Aqua bidest. geldst.

Methanol mit Butyl-Hydroxytoluen, 1 g/L
500 mL Methanol wurden mit 0,5 g BHT gemischt. Die Losung ist bei +4C Wochen haltbar.

Methanol:Perchlorsaure:Aqua bidest - Losung (8:1:1)
4320 mL Methanol wurden mit 540 mL Perchlorsaure und mit 540 mL Aqua bidest. gemischt. Die Lésung wurde
taglich frisch angesetzt.

0,2 %-ige Phosphorséure, filtriert

Zu 4900 mL Aqua bidest. wurden 11,75 mL Orthophosphorséaure pipettiert und die L6sung auf 5000 mL mit Aqua
bidest. aufgefiillt. AnschlieBend wurde die Phosphorsaure durch einen Membranfilter (0,45 umol/L
Porendurchmesser) filtriert. Die 0,2 %-ige Phosphorsaure wurde bis Gebrauch bei +4C gelagert.

0,2 %-ige Phosphorséaure:Acetonitril: Tetrahydrofuran (86:12,5:1,5) [Laufmittel]
1720 mL der filtrierten 0,2 %-igen Phosphorséure wurde mit 250 mL Acetonitril (ACN) und 30 mL Tetrahydrofuran
(THF) versetzt. Das Laufmittel wurde 10 min mit Helium entgast.
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Prinzip

Die Tee- und Plasmaproben wurden nach Kivits et al. [56] aufbereitet und mittels HPLC mit
elektrochemischer Detektion gemessen.

Da bei dieser Analytik nur freie Flavan-3-ole erfasst werden, wurden die Plasmaproben mit
einer Enzymlésung, die Glucuronidase sowie Sulfatase enthdlt, versetzt um die Gesamt-
Konzentration als Summe der freien und konjugierten Flavan-3-ole zu bestimmen. Da in der
Enzymlosung weitere Substanzen enthalten sind, die die Peaks der Flavan-3-ole im
Chromatogramm Uberlagern, wurde die Enzymlésung vor Zugabe zu den Proben dialysiert.
Die Plasmaproteine wurden mit Methanol geféllt. Nach Festphasenextraktion mit
Aluminiumoxid werden die Flavan-3-ole durch Senkung des pH-Werts von der Festphase

geldst und in Laufmittel aufgenommen.

Durchfiuhrung

Aufbereitung der Enzymlésung:

Die Enzyml6sung wurde in Dialyserdhrchen gegeben und 20 h bei +4C im Dunkeln
dialysiert. Als Medium wurde hierbei Aqua bidest. eingesetzt, welches mit 0,05 molare HCI

auf pH 5,5 angesauert wurde.

Bestimmung der Enzymaktivitat:

Im Dialysat wurde die Glucuronidase- und Sulfataseaktivitat gemafd der Testanleitung der

Firma Sigma-Aldrich bestimmt.

a) Bestimmung der Glucuronidaseaktivitét:

e In Zentrifugenréhrchen wurden 700 uL Natriumacetatpuffer (100 mmol/L) mit
700 pL PheP-Gluc versetzt, gemischt und die Lésung auf +37C erwarmt. Zu der
Lésung wurden 100 pL der Enzymldsungen (~ 50 U/mL) gegeben, gemischt und
bei +37C 30 min inkubiert. Dann wurde 5000 pL NaOH in alle R6hrchen
gegeben und in das Rohrchen fir die Bestimmung des Leerwert 100 pL der
Enzymldsung pipettiert.

* Fur die Standardkurve wurden 4 Standardlésungen (S1-S4) sowie ein Leerwert
benttigt. Zur Herstellung der Standardlésungen und des Leerwerts wurde je
700 puL Natriumacetatpuffer (100 mmol/L) mit 700 uL PheP-Gluc versetzt und
gemischt. Danach wurde in das Rohrchen von S1 30 pL Phenolphthalein-
Standardlésung, zu S2 50 pL, zu S3 70 uL und zu S4 100 pL pipettiert. Im
Anschluss wurden zu S1 70 pL, zu S2 50 pL, zu S3 30 pL und zum Leerwert
100 pL Ethanol (95 %) gegeben. In alle R6hrchen wurde abschlieRend 5000 pL

Glycerinpuffer pipettiert und gemischt.
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» jeweils 1 mL wurde in Klvetten tberfuhrt und die Extinktion der Proben/Standards
bei 540 nm gegen ihren jeweiligen Leerwert gemessen. Anhand der

Standardkurve wurde die Glucuronidaseaktivitat in den Dialysaten berechnet.

b)  Bestimmung der Sulfataseaktivitat:

» Fir die Bestimmung der Sulfataseaktivitat wurden zu jeweils 500 pL
Natriumacetatpuffer (200 mmol/L) 400 pL PNCS pipettiert, gemischt und auf
+37C erwarmt. In die Rohrchen fir die Dialysate wurden 100 pL der
Enzymlosung (-5 U/mL) gegeben, gemischt und die Losungen fur 30 min bei
+37< inkubiert. Im Anschluss wurde in alle R6hrche n 5000 uL NaOH pipettiert,
zusatzlich in das Rohrchen fur die Bestimmung des Leerwerts 100 pL
Enzymldésung gegeben und gemischt.

e Alle Proben wurden bei 515 nm im Photometer gegen Leerwert gemessen und

aus den Extinktionen die Enzymaktivitat der Dialysate berechnet.

Die Losungen wurden aliquotiert und bis zur Probenaufbereitung bei -80C eingefroren. Zum
Ausschluss verbliebener Verunreinigungen wurden ein Teil der Enzymlésungen (1000 U
Glucuronidase) durch Zugabe zu 500 pL Wasser analog zur Probenaufbereitung aufbereitet
und mittels HPLC gemessen. Erst nach dieser Qualitatskontrolle wurden die Losungen in der

Probenaufbereitung eingesetzt.

Probenaufbereitung:

Die Plasmaproben (500 pL) wurden aufgetaut, mit der Enzymlésung (1000 U Glucuronidase,
~ 2 U Sulfatase) versetzt und bei +37C 45 min in Z entrifugenréhrchen unter Stickstoff
inkubiert.

Die Proben wurden mit 1500 pL Methanol-BHT-Lésung versetzt und wiederum mit Stickstoff
begast. Es wurde gemischt und 5 min auf dem Rotoshake invertiert. Nach Zentrifugation bei
3.000 x g (+4%T, 10 min) wurden 1600 puL des Uberstandes in Glasréhrchen mit 0,05 g
Aluminiumoxid Uberfihrt. Die Proben wurden 15 min auf dem Rotoshake gemischt und
anschlieBend bei 2.700 x g und +4<C fir 5 min zentr ifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 1,5 mL Diethylether aufgenommen. Die Réhrchen wurden 1,5 min gemischt
und bei 2.700 x g und +4<C 5 min zentrifugiert.

Der Ether wurde abpipettiert und die Reste im Inkubationsbad bei +37C abgedampft. Das
Pellet wurde mit 50 uL Methanol-Perchlorsdure-Aqua bidest-Losung versetzt und 1,5 min
gemischt. Anschlieend wurden 450 pL Laufmittel zugesetzt und fir 1,5 min gemischt. Zur
Abtrennung des Aluminiumoxids wurden die Proben 5 min bei 2.700xg und +4<T
zentrifugiert und der Uberstand durch einen HPLC-Spritzenfilter (0,45 pmol/L) filtriert. Das
Filtrat (150 pL) wurde in Microvials pipettiert und bei -80<C bis zur Analyse tiefgefroren.
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Probenmessung:

Die Proben wurden mittels HPLC-Analytik in Doppelbestimmung gemessen. Durch ein
kiuhlbares Probenaufgabesystem (+4C) wurden 20 puL der Proben aufgebracht. Als
Laufmittel wurde ein Gemisch aus 0,2 %-igen Phosphorsaure:ACN:THF (86:12,5:1,5)
eingesetzt. Die einzelnen Flavan-3-ole wurden durch eine auf +30C temperierte C-18 ODS-
Saule aufgetrennt und anschlieRend mittels EC-Detektion bei +0,6 V gegen Ag/AgCl
gemessen. Die Flussrate betrug zu Beginn 0,6 mL pro Minute und wurde ab der Minute 25
auf 0,75 mL pro Minute erhoht.

Die Reproduzierbarkeit der HPLC Anlage wurde bei einer Zehnfach-Messung eines
80 nmol/L Flavan-3-ol-Mischstandards gemessen, der durchschnittliche Variationskoeffizient
dieser Messungen lag bei 2,5 %. Die Linearitat war zwischen den Detektionslimits und
80 nmol/L bei einem durchschnittichen R2 von 0,98 gegeben. Die Wiederfindungsrate der
einzelnen Flavan-3-ole aus einer Aufbereitung lag fur Catechin bei 31 %, fiir EC bei 30 %, fur
EGCG bei 54 % und bei 49 % fur ECG. Die Messwerte wurden entsprechend der
Verlustraten korrigiert. Die Retentionszeiten betrugen fir Catechin 9,5 min, fir EC 12,5 min,
fur EGCG 16 min und fur ECG 36 min.

Die nach DIN 32645 ermittelten Nachweisgrenzen lagen fir Catechin bei 2,0 nmol/L, fur EC
bei 3,5 nmol/L, fir EGCG bei 1,5 nmol/L und bei 3,0 nmol/L fir ECG.
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Abbildung 2: Chromatogramm eines Flavan-3-ol-Mischs tandards (je 80 pumol/L)
aus Epigallocatechin (EGC), Catechin (C), Epicatech in (EC),
Epigallocatechingallat (EGCG) wund Epicatechingallat (ECG)
gemessen gegeniber Ag/AgCl bei +0,6 V
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3.5.3 Ascorbinsaure
Gerate
Produkt

Zentrifuge

HPLC-Analytik
Probenaufgabesystem
Pumpe

Saulenofen

Trennsaule

UV-Detektor

Verbrauchmaterial
Produkt
Reaktionsgefalie
Vial-Deckel

Vials

Reagenzien

Produkt
L-Ascorbinséure
Metaphosphorsaure
Natriumdihydrogenphos
phat-1-Hydrat

Orthophosphorséaure

Perchlorséure

Hersteller

Eppendorf, Hamburg, D

SparkHolland, NL
Sykam, Furstenfeldbruck, D
Sykam, Furstenfeldbruck, D

MZ, Mainz, D

Spectra-Physics, Darmstadt,
D

Hersteller
Eppendorf, Hamburg, D
CS-Chromatographie,

Langenwehe, D
Macherey-Nagel, Diren, D

Hersteller

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Spezifizierung

5435

Triathlon
S1100
S4010

Inertsil ODS-2, 250 x 4,6 mm,
5 umol/L (Art-Nr.
250.4,6.2010.R)

UVIS-205, Linear

Spezifizierung

Safe Lock (1,5 mL)

Bordelkappe R11-1.3, Art-Nr.
301079

Probenglaser N-11-03 PP
(Art-Nr. 702 809)

Produktnummer

944F223027

M-5043

A617046 508

100573

100519
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Losungen

6 % (w/w) Perchlorsaure/2 % (w/w) Metaphosphorsaure-Losung
1 g Metaphosphorsaure wurde mit 6 %-iger Perchlorsaure auf 20 g aufgefillt. Die Losung ist im Kihlschrank
2 Tage stabil.

3 % (w/w) Perchlorsaure/1 % (w/w) Metaphosphorsaure-Losung
7,5 g Metaphosphorséaure wurden mit 3 %-iger (w/w) Perchlorsaure auf 300 g aufgefillt.

Ascorbinsaure-Stammldsung (7013,44 umol/L £ 1200 mg/L)
60 mg L-Ascorbinsédure wurden mit der 3 % Perchlorsaure/1 % Metaphosphorsaure-Lésung zu 300 g erganzt. Die
Stammldsung wurde téglich frisch angesetzt.

Ascorbinsdure-Standards, 7,01 pmol/L 2 1,2 mg/L und 70,13 42 12 mg/L
Ascorbinsaure-Stammlésung wurden mit der 3 % Perchlorsédure/1 % Metaphosphorséure-Lésung 1:1000 bzw.
1:100-fach verdunnt.

Phosphatpuffer (pH 2,0), 0,045 mol/L [Laufmittel]

1,38 g Natriumdihydrogenphosphat-1-hydrat wurden in 1000 mL Aqua bidest. gelst und mit 14 %-iger
Orthophosphorséure (ca. 23 mL) auf pH 2,0 eingestellt.

Der Lésung wurde durch einen 0,45 uL Filter aufgereinigt und 10 min mit Helium entgast. Das HPLC-Laufmittel ist
ca. 2 Tage stabil.

Prinzip

Der L-Ascorbinsaurespiegel im Plasma wurde nach dem Verfahren von Steffan [73]
bestimmt.

Die Plasmaproteine wurden zuvor mit Perchlorsdure/Metaphosphorséure-Ldsung geféllt und
dabei gleichzeitig die L-Ascorbinsdure stabilisiert. Die Konzentration der L-Ascorbinséure im
Uberstand wurde mittels HPLC-UV/VIS bei 243 nm gemessen.

Durchfiihrung

Probenaufbereitung:

Die Aufbereitung der Proben erfolgte wie unter Kapitel 3.4.2 beschrieben. Nach dem
Auftauen wurden die Proben gemischt und bei 14.000 x g fur 30 sec zentrifugiert. Vom

Uberstand und Ascorbinsaure-Standards wurden je 200 pL in Microvials gegeben.

Probenmessunag:

Von den Proben wurden 20 uL mit Hilfe eines kihlbaren Probenaufgabesystems (+4<C)
injiziert und mittels UV/VIS-Detektion bei 243 nm gemessen. Die Flussrate betrug linear
0,8 mL/min. Die Trennung erfolgte tUber eine C-18 Phase bei einer Saulentemperatur von
+25C. Die Bestimmung wurde als Doppelbestimmung durchgefuhrt. Die Messung und
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Pyramid (Sykam, Furstenfeldbruck, D)

Die Linearitat lag bei der Messung eines 12 mg/L Vitamin C-Standards bei R?=0,994 und die

durchschnittliche Wiederfindung bei 110 %. Der durchschnittliche Variationskoeffizient der
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Einzelmessungen der Proben lag bei 1,8 %. Die Retentionszeit von Vitamin C betrug

5,5 min.
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Abbildung 3: Chromatogramm eines Vitamin C-Standard s (70,12 pmol/L) bei
243 nm UV/VIS-Detektion

3.5.4 Harnsaure

Gerate und Verbrauchsmaterialen

Produkt Hersteller Spezifizierung
Einmal-Rdhrspatel, PS Brand, Wertheim, D 759800

Kivetten Roth, Karlsruhe, D PS Halbmikroktivetten
Spektralphotometer Kontron Instruments, CH Uvikon 810
Reagenzien

Produkt Hersteller Produktnummer

Harnsaure-Testkit Diaglobal, Berlin, D HSR 013
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Losungen

Im Test-Kit enthaltene Losungen:
» Farbreagenz
» Pufferlésung

Reaktionslosung
50 mL des Farbreagenz wurden entsprechend Vorschrift mit 50 mL Pufferlésung gemischt. Die Reaktionslésung
ist bei + 4C circa 3 Monate haltbar.

Prinzip

Die Bestimmung des Harnsaurespiegels im Plasma erfolgte photometrisch durch ein
indirektes, enzymatisches Verfahren (Uricase-PAP-Methode).

Harnsaure wird durch Uricase oxidiert. Hierbei entsteht Wasserstoffperoxid, welches in einer
Peroxidase-katalysierten Reaktion zu einem Indaminfarbstoff umgesetzt wird (Trinder-
Reaktion). Da die Konzentration dieses Farbstoffs zur Harnsaurekonzentration im Plasma
proportional ist, kann anhand der Extinktion (546 nm) der Harnsaurespiegel der Probe

berechnet werden.

Durchfiihrung
Die Plasmaproben wurden 30 sec gemischt. In HalbmikroklUvetten wurden 1000 puL der
Reaktionslosung vorgelegt, 20 uL Plasma zugeflgt und gemischt. Nach 10 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Proben gegen den Leerwert (Reaktionsldsung) bei 546 nm
im Spektralphotometer gemessen.
Die Harnsaure-Konzentration im Plasma wurde nach folgender Formel berechnet:

CHamsaure (MQ/dL)=47,5 x Extinktion
Die Bestimmung erfolgte als Dreifachbestimmung. Der durchschnittliche Variations-

Koeffizient der Einzelmessungen betrug 2 %.
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3.5.5 Antioxidative Kapazitat (TEAC)
Gerate und Verbrauchsmaterial
Produkt Hersteller

Einmal-Rdhrspatel, PS Brand, Wertheim, D

Inkubationsbad GFL, Burgwedel, D

Kuvetten Roth Karlsruhe, D

Spektralphotometer Kontron Instruments, CH

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, D

Reagenzien

Produkt Hersteller

ABTS Sigma-Aldrich, Steinheim,
D

Dinatriumhydrogen- '
phosphat (Na,HPO,, Ferak, Berlin, D

Kaliumdihydrogen- Fluka (Sigma-Aldrich),
phosphat (KH,PO,) Steinheim, D
Myoglobin Serva, Heidelberg, D
(Metmyoglobinanteil

> 90 %)

NaCl Merck, Darmstadt, D
PBS Sigma-Aldrich, Steinheim,
D
Trolox Sigma-Aldrich, Steinheim,
D
Wasserstoffperoxid AppliChem, Darmstadt, D

(H202), 30 %'lg

Spezifizierung

759800

MOT

PS Halbmikrokuvetten
Uvikon 922 A

5415

Produktnummer

27,172-1

1143

60218
29895

31387447

23,881-3

A1134,0250
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Losungen

PBS-Puffer, 5 mmol/L, pH 7,4

Stammldsung A: 0,68045 g KH,PO,4 wurden mit Aqua bidest. auf 1 L aufgefllt.

Stammldsung B: 0,88995 g Na,HPO,4 wurden mit Aqua bidest. auf 1 L aufgefullt.

197 mL der Stammlésung A und 803 mL der Stammlésung B wurden mit 9 g NaCl versetzt und auf pH 7,4 mit
einer der Stammldsungen eingestellt.

Metmyoglobin, 70 pmol/L
Die Metmyoglobinkonzentration wurde tiber den Whitburn-Algorithmus durch Messungen bei 490, 560 und
580 nm bestimmt. Mit Hilfe von PBS wurde eine Konzentration auf 70 umol/L eingestellt.

Whitburn — Algorithmus:

[MetMb] = 146 A (490 nm) — 108 A (560 nm) + 2,1 A (580 nm)
[Ferryl Mb] -62 A (490 nm) — 242 A (560 nm) — 123 A (580 nm)
[MbO2] 2,8 A (490 nm) — 127 A (560 nm) + 153 A (580 nm)

ABTS, 500 pmol/L
0,02743 g ABTS wurden in 10 mL PBS gel6st und 1:10 auf 500 pmol/L verdiinnt. Die ABTS-L6sung wurde taglich
frisch angesetzt.

H,0,, 450 umol/L
515 pL einer 30 %-igen Lésung wurde mit PBS auf 10 mL aufgefllt. Von dieser Lésung (500 mmol/L) wurden
50,1 pL verwendet und mit PBS auf 50 mL aufgefllt.

Trolox, 2,5 mmol/L

0,15641 g Trolox in 250 mL PBS (5 mmol/L, pH 7,4) im Ultraschallbad l16sen. Bei -20<C ist die Stammldsung
6 Monate, bei +4T eine Woche stabil.

Die Standardreihe (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mmol/L) wurde aus der Stammldsung durch Verdiinnung mit PBS
hergestellt.

Prinzip

Die antioxidative Kapazitat im Plasma wurde anhand der “Trolox equivalent antioxidative
capacity” (TEAC) bestimmt. Diese Messung basiert auf der Methodenbeschreibung nach
Miller et al. [74].

Metmyoglobin induziert in Gegenwart von H,O, und ABTS die Bildung des Radikalkations
2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat (ABTS*). Die Konzentration des ABTS-
Radikals kann bei 734 nm photometrisch gemessen werden. In Gegenwart von
Antioxidantien wird diese Reaktion gehemmt. Als Referenzsubstanz dient Trolox — ein
synthetisches, wasserlosliches Vitamin E-Analogon. Die antioxidative Kapazitdt der Proben

wird in mmol/L Trolox-Aquivalenten (TAE) angegeben.
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Durchfiihrung

Probenaufbereitung:

Die Proben wurden nach dem Auftauen 3 min bei 14000 x g zentrifugiert. In
Halbmikrokiivetten wurde 8,4 pL der Probe bzw. des Trolox-Standards (0; 0,5; 1; 1,5; 2 und
2,5 mmol/L) oder ein Referenzplasma pipettiert und mit 506 pL PBS-Puffer (pH 7,4) versetzt.
Nach Zugabe von 36 pL Metmyoglobin und 300 pL ABTS-Arbeitsldsung wurden die Proben
gemischt und bei +30C 3 min inkubiert. Nach Zugabe von 150 pL H,O, wurde gemischt und
3 min inkubiert.

Probenmessung:

Die photometrische Messung der Proben erfolgte bei 734 nm gegen PBS (Blindwert).

Anhand der Trolox-Standardgeraden wurde die antioxidative Kapazitat der Probe und des
Referenzplasmas ermittelt. Der TEAC des Referenzplasmas wurde Uber alle Messungen
bestimmt und die antioxidative Kapazitdt der Proben um die Abweichungen der
Einzelmessungen vom Mittelwert korrigiert. Die Bestimmung des TEAC erfolgte als
Doppelbestimmung. Die Linearitat der Standardgerade lag durchschnittlich bei R2=0,999 und

der durchschnittliche Variationskoeffizient der Einzelmessungen bei 1,0 %.

3.5.6 F,-Isoprostane

Gerate und Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller Produktnummer
Direct 8-iso- Assay Designs Inc., 900-091
Prostanglandine Fyq4 USA
Enzyme Immunoassay Kit
Inkubationsbad GFL, Burgwedel, D MOT
Mikroplatten Reader Tecan, Osterreich Sunrise
Mikroplattenschuttler Janke & Kunkel GmbH IKA Vibrax — VXR
& Co. KG, Staufen i.
Br., D )
Mikroplatten Washer Tecan, Osterreich Columbus plus - Basic
Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, 5415

D
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Reagenzien

Produkt Hersteller Produkthummer
Direct 8-iso- Assay Designs Inc., 900-091
Prostanglandine Fyq4 USA

Enzyme Immunoassay Kit

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, D 1.06498.1000
Salzsaure Merck, Darmstadt, D 100319
LOosungen

Im Test-Kit enthaltene Losungen:

¢ 8-is0-PGFyq Konjugat
8-is0-PGF2q Antikorper
8-is0-PGF,q Proben-Diluent
8-is0-PGF2, Stammldsung
Neutralisierungsreagenz
Wasch-Puffer-Konzentrat
P-Nitrophenyl-Phosphat-Substrat Losung
e Stopp-L6sung

8-iso-PGF,,-Standard
Nach Auftauen der Stammldsung (1000000 pg/mL) wurden die Standards in Glasréhrchen gemischt.
S1, 100000 pg/mL: 900 uL Diluent + 100 pL Stammlésung
S2, 20000 pg/mL: 800 pL Diluent + 200 pL S1, mischen
S3, 4000 pg/mL: 800 pL Diluent + 200 pL S2, mischen
S4, 800 pg/mL: 800 pL Diluent + 200 pL S3, mischen
S5, 160 pg/mL: 800 pL Diluent + 200 pL S4, mischen
Haltbarkeit der Standards: 1 h bei Raumtemperatur.

Wasch-Puffer
5 mL des konzentrierten Wasch-Puffers wurden mit 95 mL Aqua bidest. gemischt. Bei Raumtemperatur ist die
Losung fur 3 Monate bei Raumtemperatur haltbar.

NaOH, 10N
40 g NaOH wurde mit 100 mL Aqua bidest. gemischt.

Konzentrierte HCI (12.1N)

Prinzip
Die F,-Isoprostane (8-iso-PGF,,) im Plasma wurden mit Hilfe eines kompetitiven

Immunoassays bestimmt. Hierbei binden Polyklonale Antikérper 8-iso-PGF,, kompetitiv.
AnschlieRend wird ein Substrat zugegeben, welches sich an die F,-Isoprostane bindet und
ebenfalls mit einem Enzym-Farbstoff reagiert. Die Extinktion des Farbkomplexes ist

proportional zur Konzentration der F,-Isoprostane.
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Durchfiuhrung

Probenaufbereitung:

Nach dem Auftauen wurden die Plasmaproben im Verhéaltnis 4:1 mit 10N NaOH gemischt
und bei +45C fur 2 h inkubiert. Nach dem Abkihlen wurden die Proben mit 100 pL
konzentrierter Salzsaure (12,1N) versetzt und 5 min bei 15000 x g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abpipettiert und bis zur Messung bei -80C aufbewabhrt.

ELISA:

Vor Beginn der Messung wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur erwarmt.

Zur Messung der totalen Aktivitat und zur Ermittlung des Leerwerts wurden in die
entsprechenden Wells jeweils 50 uL des Neutralisierungsreagenz pipettiert. In die Wells fr
die Nicht-spezifische Bindung (NSB) und den Null-Standard (Bo, 0 pg/mL Standard) wurden
jeweils 50 pL Diluent pipettiert. Jeweils 50 pL der Standards und der Proben wurden in die
entsprechenden Wells gegeben.

Danach wurde 50 pL des Diluenten in die NSB Wells pipettiert. Mit Ausnahme der Messung
der totalen Aktivitdt und des Leerwerts wurde ein blaues Konjugat in die Wells gegeben. Es
wurde 50 pL des gelben Antikérpers aul3er zur Messung der totalen Aktivitat, des Leerwerts
und NSP in die Wells pipettiert.

Die Platte wurde 2 h bei Raumtemperatur auf dem Mikroplattenschiittler inkubiert. Danach
wurden der Wells entleert und dreimal mit 400 uL Wasch-Puffer gewaschen. Nach dem
dritten Waschschritt wurde der Wasch-Puffer entfernt und 5 uL des Konjugat in die Wells fir
totale Aktivitat pipettiert. P-Nitrophenyl-Phosphat-Substrat (200 pyL) wurde in alle Wells
gegeben und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden 50 puL Stoppldsung

zugegeben.

Probenmessung:

Die Mikroplatten wurden bei 405 nm im Mikroplatten-Reader gemessen. Die Bestimmung
erfolgte als Doppelbestimmung. Der Median der Variationskoeffizienten lag fur den ELISA
Intra-Assay bei 5,7 % und fur den ELISA Inter-Assay bei 5,8 %.
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3.5.7 DNA-Einzelstrangbriche

Gerate
Produkt
Adapter

Bildanalysesystem

Filtersystem
Inkubationsbad
Kamera
Mikroskop

Netzgerat Gelelektrophorese

UV-Lampe

Verbrauchsmaterial

Deckglaschen

Objekttrager

Objekttrager

Hersteller

Leica, Bensheim, D

Perceptive
Instruments, GB

Leica, Bensheim, D
GFL, Burgwedel, D
Leica, Bensheim, D
Leica, Bensheim, D

Faust, Meckenheim,
D
Leica, Bensheim, D

Paul Marienfeld,
Lauda-Kdénigshofen, D

Engelbrecht,
Edermiinde, D

Erie Scientific, GB

Spezifizierung

MPV Adapter,
HC 11621500 @& 37

Comet Assay Il fur
Windows NT4/2000/XP Pro

N2.1 L, Art-Nr. 11513812
MOT
DC 100, Art-Nr. 10446273

DMLB, Ident. Nr.
020-519.010-000

Consort — Power Supply,
E835

Quecksilber-Dampflampe
HBO 103W/2,
Art-Nr. 11513812

24 x 60 mm, Art-Nr.
0101242

Geputzt, geschnitten,
gebrauchsfertig, 76 x
26 mm

Geschliffen 75 x 25 mm, Art.
Nr. ES-370-LE24
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Reagenzien
Produkt
Agarose
Borat

Ethylendiamintetraessig-
saure (EDTA)

N-Lauroylsarconisat
NaCl
Natriumlaurylsulfat (SDS)

Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Propidiumiodid
Trias-(hydroxymethyl)-

aminomethan

Wasserstoffperoxid (H,05),
30 %

LOosungen

PBS, 10 mmol/L, pH 7,4

Hersteller
Serva, Heidelberg, D
Merck, Hohenbrunn, D

Sigma-Aldrich,
Steinheim, D

Merck, Hohenbrunn, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich,
Steinheim, D
Sigma-Aldrich,
Steinheim, D
Sigma-Aldrich,
Steinheim, D

Carl Roth, Karlsruhe,
D

AppliChem,
Darmstadt, D

Produktnummer

11408

1.00165.0500

EDS

8.14715.0100

31387447

L5750

P3813

287075-25MG

4855.2

A1134,0250

9,55 g (2 1 Packchen) PBS-Pulver wurden mit Aqua bidest. auf 1 L aufgefllt.

Agarose, 0,1 % bzw. 0,75 % in PBS
Zum Vorbeschichten der Objekttrager wurden 0,01 g, zum Auftragen der Zellen 0,075 g Agarose in 10 mL PBS
kurz aufgekocht. Danach wurde die Agaroselésung 20 min bei +80T im Wasserbad inkubiert. Die 0,1 %-ige
Agarose wurde anschlieRend auf +60<C, die 0,75 %-ige auf +42<C abgekdhlt.

H,0,, 300 umol/L

51,6 pL einer 30 %-igen H,O2-Losung wurden in 5 mL PBS geben und davon 769 pL mit PBS auf 200 mL

aufgefullt.

Lysel6sung, pH 9,5

25 g SDS, 10 g N-Lauroylsarconisat und 7,305 g EDTA wurden mit Aqua bidest. auf 1 L aufgefillt und auf pH 9,5

mit 10 M NaOH eingestellt.

Elektrophoresepuffer

14,2 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 5,6 g Borat und 0,74 g EDTA wurden mit Aqua bidest. auf 1 L

aufgefullt (pH 8,3).

Propidiumiodid, 25 pmol/L

Zur Herstellung der Propidiumiodid-Stammlésung wurden im Verhaltnis 1 mg Propidiumiodid in 1 mL Aqua bidest.
geldst. Die Stammldsung wurde dunkel aufbewahrt.
3,08 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan und 1,468 g NaCl wurden in 200 mL Aqua bidest. geldst. Von der
Stammldsung wurden 4,175 mL zugegeben und mit 1 M HCI auf pH 7,5 eingestellt.
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Prinzip

Heparinisiertes Vollblut wird mit flissiger Agarose vermischt und auf einen mit Agarose
beschichteten Objekttrager aufgetragen. Nach dem Gelieren der Agarose werden DNA-
Einzelstrangbriiche in Leukozyten durch Inkubation der Objekttrager in H,O, induziert. Zur
Ermittlung von bereits in vivo vorhandenen Strangbriichen (endogene Strangbriiche) werden
die Objekttrager in PBS inkubiert. Nach Lyse der Zell- und der Kernmembran wird die DNA
mit Strangbriichen durch Elektrophorese aufgetrennt. Nach einer Trocknung werden die
Objekttrager bis zur Analyse bei -20C eingefroren.

Nach Anfarben der DNA mit DNA-Farbstoff werden die Strangbriiche im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

Durchfiuhrung
Vorbeschichten der Objekttrager:

Die Objekttrager wurden mit 500 pL einer 0,1 %-igen Agaroseldsung beschichtet und 20 min
auf einer Warmeplatte getrocknet. Die Haltbarkeit der beschichteten Objekttrager betragt bei
+4T eine Woche.

Probenaufbereitung:

Im abgedunkelten Labor wurde 90 puL PBS und 10 pL heparinisiertes Vollblut in Reaktions-
Gefalle gegeben. Nach Mischung mit 500 L flissiger Agarose wurde die Losung auf die
Objekttrager aufgetragen. Zum Gelieren wurden die Objekttrager fir 10 min bei +4C dunkel
gelagert. Im Anschluss folgte eine Inkubation bei +4<C fir 20 min in 200 mL PBS oder H,0,
(Induzierung von DNA-Einzelstrangbriichen). Nach Lyse der Zellen bei +15TC (15 min),
erfolgte ein 5-mindtiger Waschschritt bei +4C in Aqua bidest.

Nach dem Waschen wurden die Objekttrager in eine Elektrophoresekammer gegeben und
mit Elektrophoresepuffer (+4C) bedeckt. Die Elektr ophorese wurde 4 min bei 1,1 V/cm
(39 V) durchgefiihrt. Es erfolgte ein zweiter Waschschritt (10 min) bei +4C in Aqua bidest.
Nach Trocknung der Gele auf der Warmeplatte bei +50C fur ca. 30 min wurden die
Objekttrager bei -20C bis zur Analyse gelagert. Die Haltbarkeit der aufbereiteten Proben

betragt bis zu 6 Monaten.



Material und Methoden 53

Probenmessung:

Zur Messung der DNA-Einzelstrangbriiche wurden die Gele 15 min bei +4C fur 15 Minuten
hydriert. Nach Zugabe von 100 pL Propidiumiodid wurden die Proben fur 25 Minuten
inkubiert. Im Fluoreszensmikroskop wurden bei 400-facher VergréRerung jeweils
50 Zellkerne mit Hilfe der Software Comet Assay Il (Perceptive Instruments, Suffort, GB)
ausgewertet. Bestimmt wurde als Parameter fiir DNA-Einzelstrangbriiche das Tail Moment,
der sich durch Multiplikation der Fluoreszenzintensitat im Kometenschweif (prozentualer
Anteil an DNA-Strangbrichen im Schweif) mit der Schweiflange berechnet.

Das TM der DNA Schéaden in vivo wurde aus den PBS-behandelten Proben ermittelt. Die
DNA Schéaden ex vivo wurden als Differenz der H,O,-induzierten und unstimuliertem PBS-
behandelten DNA-Einzelstrangbriiche berechnet.

Bei allen Proben wurde eine Doppelbestimmung durchgeftihrt. Der durchschnittliche

Variationskoeffizient der Einzelmessungen betrug 22 %.

Abbildung 4: Zellkerne von Leukozyten bei 400-fache  r Vergrol3erung im Fluoreszenz-
Mikroskop nach Anfarbung mit Propidiumiodid bei
a) ungeschadigten Zellen und b) Zellen mit DNA-Einz  elstrangbrichen

3.6 Bestimmung der Energie-, Nahrstoff- und Polyphe  nolzufuhr am
Vortag

Die Energie-, Nahrstoff-, Ballaststoff- und Polyphenolaufnahme am Vortag wurde anhand
eines 24 h-Ern&hrungsprotokolls bestimmt. Die Aufnahme an Energie, Hauptnéhrstoffen,
Ballaststoffen und den Vitaminen A, B,, C, E und B-Carotin wurde mit Hilfe der Software
EBISpro fir Windows, 2001, quantifiziert. Die Berechnung der Flavonoide basierte auf der
,USDA Database for the Flavonoid Content of Selected Foods — 2003“ [75].
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3.7 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit SPSS 17.0 fur Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
durchgefuhrt. Unterschiede der Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und Mann-
Whitney-U-Test untersucht und Veranderungen zwischen jeweils 2 Entnahmeterminen
innerhalb einer Gruppe mit dem Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben Uberprift. Die
statistischen Berechnungen wurden mit nicht-parametrischen Tests durchgefiihrt, da bei den
Flavan-3-olen keine Normalverteilung vorlag.

Bei den Flavan-3-olen wurden die Messwerte gemalf3 den sich durch die Probenaufbereitung
ergebenen Verlusten korrigiert. Zur Berechnung von Vergleichen zwischen den Gruppen
wurde bei Messwerten unter der Nachweisgrenze gemafl Hartung et al. die halbe
Nachweisgrenze herangezogen [76].

Als Signifikanzniveau wurde o=0,05 zugrunde gelegt und die Ergebnisse wurden, soweit

nicht anders vermerkt, als Median und 25-%- sowie 75-%-Perzentile angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Probanden

Es wurden 71 Probanden rekrutiert. Zwei Teilnehmer schieden aufgrund von
Kreislaufproblemen bei der ersten Blutentnahme aus. Ein Proband erschien nicht zu
Studienbeginn. Die Studie wurde von 68 Probanden beendet.

Die Probanden wurden zu je 23 bzw. 22 Teilnehmern auf die 3 Interventionsgruppen verteilt.
Tabelle 7 zeigt die demographischen Merkmale der Probanden der 3 Gruppen. Das
Verhéltnis zwischen den Frauen und Mé&nnern in allen Gruppen betrug dabei ca. 2:1. Die
Teilnehmer waren im Durchschnitt 24 Jahre alt und der durchschnittliche Body-Mass-Index
(BMI) lag bei 22,0+2,2 kg/m?2. Hinsichtlich Korpergrol3e, Kérpergewicht, BMI und sportlicher

Aktivitat unterschieden sich die 3 Gruppen nicht voneinander.

Tabelle 7: Demographische Daten und Ernahrungsverha

[ten am Studienvortag

WeilBer Tee Griner Tee Mineralwasser
(n=23) (n=22) (n=23)
Geschlecht [§ / 9] 8/15 6/16 7116
Alter [Jahre] 255 24+5 2444
(20 ; 39) (20 ; 43) (20 ; 32)
KdrpergrofRe [m] 1,7340,09 1,7340,08 1,7340,12
(1,62 ;1,92) (1,63 ;1,94) (1,55 ; 2,00)
Kdrpergewicht [kg] 67+13 64+9 67+11
(52;103) (52 ; 85) (54 ; 90)
BMI [kg/m?] 22,1425 21,442,1 22,442.0
(19,4 ; 26,6) (18,7 ; 26,4) (19,3; 27,5)
Sportliche Aktivitat [h/Wo] 313 4+4.5 4+4
(0; 10) (0; 20) (0;16)

Angaben: MW+SD (Min ; Max); BMI = Body-Mass-Index;

h/Wo = Stunden pro Woche
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4.2 Ernahrungsverhalten und Compliance

Die Compliance mit den diatetischen Restriktionen am Vortag der Studie wurde Uber ein
24 h-Ernahrungsprotokoll  Gberprift. Mit Ausnahme eines Probanden gaben alle
Studienteilnehmer ein Protokoll ab.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezuglich Energie-, Makronahrstoff-, Vitamin-
und Ballaststoffaufnahme zwischen den Gruppen. In keiner Gruppe wurden Flavonoide

aufgenommen. Die Zufuhr an Vitamin C betrug im Mittel 11+16 mg.

Tabelle 8: Vitamin C- und Flavonoidzufuhr am Vortag

Weil3er Tee Griiner Tee | Mineralwasser
(n=23) (n=21) (n=23)
Vitamin C [mg] 15+21 9+13 9+12
(0;92) (0; 46) (0; 36)
Flavonoide [mg] 0+0 0+0 00

Angaben: MW+SD (Min ; Max)

4.3 Gesamtphenolgehalt

Der Gesamtphenolgehalt im Plasma der Probanden lag zur Baseline im Mittel bei
21,9 mg CAE/L. Es gab zu Studienbeginn sowie nach 2h und 5h keine Unterschiede
zwischen den Gruppen. Die Differenzen des Phenolgehalts im Plasma nach 2 h oder 5 h im
Vergleich zur Baseline waren zwischen den Gruppen nicht verschieden. Tabelle 9 gibt einen
Uberblick tiber den Gesamtphenolgehalt im Plasma vor und nach Konsum der Testgetranke.

Tabelle 9: Mittlere Werte Plasma-Gesamtphenolgehalt  vor sowie 2 h und 5 h nach
Bolusgabe von 600 mL WeilRem Tee, Griinem Tee oder Mi  neralwasser

Gesamtphenolgehalt [mg CAE/L]
Oh 2h 5h
Weil3er Tee 23,5 22,7 22,7
(n=23) (19,3 ; 24,3) (19,3 ; 25,4) (19,4 ; 25,7)
Griner Tee 22,3 22,9 22,4
(n=22) (20,6 ; 24,2) (20,2 ; 25,7) (20,1 ; 24,2)
Mineralwasser 21,0 21,6 21,6
(n=23) (20,1; 24,4) (20,6 ; 23,4) (20,2 ; 24,1)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75); CAE = Catechin-Aquivalente
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4.4 Flavan-3-ole

Zu Studienbeginn lag die Konzentration der untersuchten Flavan-3-ole C, EC, EGCG und
ECG im Mittel in allen Gruppen unter den Nachweisgrenzen. Die Konzentrationen an C, EC
und EGCG war zwischen den Gruppen zur Baseline nicht verschieden. Die Gruppe Weil3er
Tee und die Kontrollgruppe unterschieden sich zur Baseline signifikant bezlglich der
Konzentration an ECG (p=0,002), waren aber beide nicht verschieden von der Gruppe
Gruner Tee (siehe Tabelle 10 bis Tabelle 13).

Catechin:

In der Gruppe Weil3er Tee war die Catechinkonzentration nach 2 h verschieden zur Baseline
(p=0,05), dennoch blieb der Median unverdndert unterhalb der Nachweisgrenze (siehe
Tabelle 10). In den anderen beiden anderen Gruppen verdnderte sich die
Catechinkonzentration nicht. Die Flache unter der Kurve (AUC) war in allen 3 Gruppen bei
O nmol/L Uber die gemessenen 8 h. Die weiteren Parameter zur Beschreibung der

Plasmakinetik waren dadurch nicht auswertbar.

Tabelle 10: Plasmakinetik von Catechin nach Bolusga  be von Weilem Tee, Griinem Tee

und Mineralwasser

Catechin
AUCq.gp Cto Cmax Tmax Ty
(nmol - h/L) (nmol/L) (nmol/L) (h) (h)
Weil3er Tee 0,0 <2,0 <2,0 i )
(n=22) (0,0;32,9) (<2,0;<2,0) (<2,0;21,7)
Griiner Tee 0,02 <2,0 <2,0 ) i
(n=22) (0,0;21,1) (<2,0;5,4) (<2,0;21,1)
Mineralwasser 0,02 <2,0 <2,0 ) i
(n=18) (0,0;0,0) (<2,0;<2,0) (<2,0;<2,0)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75)
AUC: Flache unter der Kurve; Cto: Konzentration zur Baseline, Cmax: maximale Konzentration,
Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax; T12: Halbwertszeit

Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen: a: p=0,009
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Epicatechin:

Nach Boluskonsum von Weillem Tee und Mineralwasser veranderte sich die EC-
Konzentration nicht. In der Gruppe Griner Tee war die Konzentration nach 1 h (p=0,011),
2 h (p=0,002), 3 h (p=0,004) und nach 8 h (p=0,043) erhdht im Vergleich zur Baseline (siehe
Abbildung 5).

Die AUCs waren in den Gruppen unterschiedlich (WT vs. GT: p=0,003; WT vs. W: p=0,005;
GT vs. W: p<0,001; siehe Tabelle 11).

In der Gruppe Weiler Tee wurde die maximale Konzentration von 2,9 nmol/L nach 5h
erreicht. Die Halbwertszeit lag bei 6,7 h.

In der Gruppe Griner Tee erreichte die Konzentration nach 2 h ihr Maximum von
28,1 nmol/L. Die Halbwertszeit lag bei ca. 3,7 h.

Epicatechin

w
o

P = NN
o o O

o

Konzentration (nmol/L)

B o

o o

Entnahmezeitpunkt (h)

Abbildung 5: Epicatechin-Plasmakonzentration vor so wielh,2h,3h,5hund8h
nach Bolusgabe von 600 mL WeilRem Tee, Griinem Tee od er
Mineralwasser
Symbole zur Kennzeichnung der Kurvenverlaufe der einzelnen Gruppen: A: Weiler Tee;
: Gruner Tee; O: Mineralwasser
Symbole kennzeichnen signifikanten Unterschiede zur Baseline in der jeweiligen Gruppe:

*. WeiRer Tee: 3 Griiner Tee: */ 5. p<0,05; **/ %8 p=0,01; ¥**/ 358, 1<0 001.
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Tabelle 11: Plasmakinetik von Epicatechin nach Bolu

Grinem Tee und Mineralwasser

sgabe von Weilem Tee,

Epicatechin
AUCqgh Cto Cmax Tmax T
(nmol - h/L) (nmol/L) (nmol/L) (h) (h)
WeiRer Tee 0,0%" <3,5 2.9 50 6.7
(n=22) (0,0 ; 48,0) (<3,5: 11,0) (<3,5 : 21,4) ’ ’
Griiner Tee 104,6%¢ <3,5 28,1 20 37
(n=22) (0,7 ; 183,4) (<3,5 ; <3,5) (<3,5 ; 42,4) ’ ’
Mineralwasser 0,0°¢ <3,5 <3,5 i i
(n=18) (0,0 ; 0,0) (<35 ; <3,5) (<3,5 : <3,5)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75)

AUC: Flache unter der Kurve; Cto: Konzentration zur Baseline; Cmax: maximale Konzentration;
Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax; T12: Halbwertszeit

Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen: a: p=0,003; b: p=0,005;
c: p<0,001

Epigallocatechingallat:

Nach Konsum von Weif3em Tee stieg die Konzentration von EGCG nach 1 h (p=0,008), 2 h
(p=0,009) und nach 3 h (p=0,05) zur Baseline an. In der Gruppe Griner Tee waren die
Konzentrationen zu diesen Zeitpunkten (1 h: p=0,004; 2 h: p=0,001; 3 h: 0,002) wie auch
nach 5 h (p=0,008) erhéht im Vergleich zur Anfangskonzentration (siehe Abbildung 6).

Die AUCs der beiden Teegruppen waren unterschiedlich von der AUC der Kontrollgruppe
(WT vs. W: p=0,008, GT vs. W: p=0,002).

Nach 3 h wurde im Mittel in der Gruppe Weil3er Tee das Cmax von 2,6 nmol/L erreicht und
die Halbwertszeit von EGCG betrug ca. 3,9 h. In der Gruppe Griner Tee betrug die Cmax
39,8 nmol/L nach 2 h, die Halbwertszeit der Konzentration ca. 2,7 h (siehe Tabelle 12).
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Abbildung 6: EGCG-Plasmakonzentration vor sowie 1 h
Bolusgabe von 600 mL WeilRem Tee, Griinem Tee oder Mi

Tabelle 12: Plasmakinetik von Epigallocatechingalla

Entnahmezeitpunkt (h)

,2h,3h,5hund 8 h nach
neralwasser

Symbole zur Kennzeichnung der Kurvenverlaufe der einzelnen Gruppen: A: WeilRer Tee;

. Griner Tee O :

Mineralwasser

Symbole kennzeichnen signifikanten Unterschiede zur Baseline in der jeweiligen Gruppe:

*. WeiRer Tee; §: Griner Tee:

*/ §

: p<0,05;

*x/ 88, he0.01:

WeilRem Tee, Griinem Tee und Mineralwasser

*xx) 888, 120,001

t nach Bolusgabe von

Epigallocatechingallat
AUCq.gp Cto Cmax Tmax Ty
(nmol - h/L) (nmol/L) (nmol/L) (h) (h)
WeiRer Tee 8,9% <1,5 2,6 30 39
(n=22) (0,0;168,2) (<1,5;<1,5) (<1,5;27,4) ' '
Griner Tee 30,4° <1,5 30,2 20 97
(n=22) (0,0 ; 223,5) (<1,5;9,3) (7,2 ;55,9) ' '
Mineralwasser 0,0%° <1,5 <1,5 i i
(n=22) (0,0;0,0) (<1,5;<1,5) (<1,5;<1,5)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75)

AUC: Flache unter der Kurve; Cto: Konzentration zur Baseline; Cmax: maximale Konzentration;
Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax; T12: Halbwertszeit

Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen: a: p=0,008; b: p=0,002
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Epicatechingallat:

Die ECG-Konzentration war nach Bolusgabe von Weiem Tee nach 1 h, 2 h und 3 h (jeweils
p<0,001) verschieden zum Ausgangswert. In der Griinteegruppe wurden Unterschiede zur
Baseline nach 1 h (p=0,013), 2 h (p=0,001), 3 h (p=0,011) und nach 5 h (p=0,050) gemessen
(siehe Abbildung 7).

Tabelle 13 gibt einen Uberblick (iber die Veranderung der Plasmakinetik von
Epicatechingallat nach Konsum der Testgetrdnke. Bei ECG waren die AUCs der beiden
Teegruppen verschieden von der AUC der Kontrollgruppe (WT vs. W: p<0,001, GT vs. W:
p<0,001). In der Gruppe WeilRer Tee wurde die maximale Konzentration von 66,5 nmol/L
nach 2 h erreicht. Die Halbwertszeit lag bei 3,5 h.

In der Gruppe Griner Tee erreichte die Konzentration nach 2 h ihr Maximum von

76,8 nmol/L. Die Halbwertszeit nach ca. 3,3 h erreicht.

Epicatechingallat
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Abbildung 7: Epicatechingallat-Plasmakonzentration vor sowie 1 h, 2h, 3h, 5h und
8 h nach Bolusgabe von 600 mL WeiRem Tee, Grinem Te e oder
Mineralwasser
Symbole zur Kennzeichnung der Kurvenverldufe der einzelnen Gruppen: A: WeilBer Tee

: Gruiner Tee; O: Mineralwasser

Symbole kennzeichnen signifikanten Unterschiede zur Baseline in der jeweiligen Gruppe:

*. WeiRer Tee: 3 Griiner Tee: */ 5. p<0,05; **/ %8 p=0,01; ¥**/ 358, 1<0 001.
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Tabelle 13: Plasmakinetik von Epicatechingallat nac

Grinem Tee und Mineralwasser

h Bolusgabe von WeiRem Tee,

Epicatechingallat

AUC.gh Cto Cmax Tmax T
(nmol - h/L) (nmol/L) (nmol/L) (h) (h)
WeiRer Tee 165,6% <3,0 66,5 20 35
(n=22) (38,1:298,1) | (<3,0:16,0) | (41,5:102,3) ’ '
Griiner Tee 156,7" <3,0 76,8 20 33
(n=22) (0,0 : 277,5) (<3,0:<3,0) | (53,3;107,4) ’ '
Mineralwasser 0,0%P <3,0 <3,0 i )
(n=22) (0,0 ; 0,0) (<3,0 ; <3,0) (<3,0 ; <3,0)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75)
AUC: Flache unter der Kurve; Cto: Konzentration zur Baseline; Cmax: maximale Konzentration;
Tmax: Zeit zum Erreichen der Cmax; T12: Halbwertszeit
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen: a: p<0,001; b: p<0,001

45 Vitamin C

Der Vitamin C-Gehalt im Plasma lag zu Studienbeginn im Mittel bei 57,51 umol/L

(45,93 umol/L; 68,19 umol/L) und war zwischen den Gruppen nicht verschieden.

Zwei

Stunden nach Konsum der Testgetranke nahm die Plasmakonzentration in

den Gruppen Griner Tee und Mineralwasser zu (GT: p=0,004; MW: p=0,004). Nach 5h

nahm in der Gruppe Griuner Tee die Konzentration ab und war nicht verschieden vom

Baselineniveau (p=0,014). Die Differenz der Vitamin C-Konzentration zu 2 h vs. 0 h war in

der Gruppe Gruner Tee verschieden zu Gruppe WeilRer Tee (p=0,038). Tabelle 14 zeigt den

Plasmaspiegel von Vitamin C vor und nach Bolusgabe von 600 mL der Testgetranke.

Tabelle 14: Plasma-Vitamin C—Spiegel vor sowie 2 h
600 mL Weilem Tee, Grinem Tee oder Mineralwasser

und 5 h nach Bolusgabe von

Vitamin C [umol/L]
Oh 2h 5h
WeiRer Tee 50,51* 53,78" 50,24
(n=21) (43,90 ; 65,22) (43,65 ; 68,45) (43,61 ; 68,74)
Griiner Tee 57,5148 63,625 # 62,18"
(n=21) (45,61 ; 68,22) (50,24 ; 75,06) (38,50 ; 75,89)
Mineralwasser 59,84" 67,28" 61,90
(n=21) (50,86 ; 70,31) (47,26 ; 75,03) (50,12 ; 71,08)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75)

Grol3buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede in der Differenz zwischen 2 h und Baseline
zwischen den Gruppen: A p=0,038;
Symbole kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Gruppe: 81+, p=0,004; #. p=0,014
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4.6 Harnsaure

Der Harnsaurespiegel in der Gruppe Weiller Tee lag zu Studienbeginn im Mittel bei
178,5 mmol/L, in der Gruppe Griner Tee bei 163,6 mmol/L und in der Kontrollgruppe bei
220,1 mmol/L. Die Harnsaure-Plasmaspiegel in den Gruppen WeilRer Tee (WT vs. MW:
p=0,031) und Griner Tee (GT vs. MW: p=0,039) waren zur Baseline niedriger als in der
Kontrollgruppe.

Die Gruppe WeiRer Tee zeigte nach 5h gegentber 2h einen Anstieg des
Harnsaurespiegels (p=0,023). Bei der Gruppe Griiner Tee war der Harnsaurespiegel nach
5 h héher im Vergleich zur Baseline (p=0,004) und nach 2 h (p=0,003). In der Kontrollgruppe
blieb der Harnsaurespiegel unverandert. Die Differenz zwischen 5 h und Baseline sind in der
Gruppe Gruner Tee verschieden von denen der Gruppen Weil3er Tee (p=0,019) und Wasser
(p=0,039). In Tabelle 15 sind die Harnséurespiegel vor und nach Bolusgabe von 600 mL

WeilRem Tee, Griinem Tee oder Mineralwasser zusammengefasst.

Tabelle 15: Plasma-Harnsdurespiegel in den Interven  tionsgruppen vor und 2 h bzw.
5 h nach Konsum einer Bolusgabe 600 mL Wei3em Tee, Grinem Tee oder
Mineralwasser

Harnsaure [mmol/L]
Oh 2h 5h

WeiRer Tee 178,5° 178,5 178,5
(n=23) (148,7; 202,3) (148,7 ; 202,3) (160,6; 208,2)
Griiner Tee 163,6"¢ 166,6% 181,45
(n=22) (138,3 ;230,5) (130,9 ;232,0) (139,8 ;235,0)
Mineralwasser 220,16"b 214,2 208,2
(n=23) (196,3 ;249,9) (178,5 ;249,9) (190,4 ;249,9)

Angaben: Median (Perzentile 25 ; Perzentile 75)

Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen: % p=0,031; b. p=0,039;
Symbole kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Gruppe: *: p=0,023; . p=0,004;

#p=0,003
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4.7 Antioxidative Kapazitat

Die antioxidativen Kapazitat im Plasma, gemessen als TEAC, betrug vor Konsum der
Testgetranke durchschnittlich 1,68 mmol/L Trolox-Aquivalente (TAE) und war zur Baseline
zwischen den Gruppen nicht verschieden voneinander. In den Teegruppen traten keine
Veranderungen auf. Flnf Stunden nach Konsum von Mineralwasser nahm die antioxidative
Kapazitat im Vergleich zur Baseline (p=0,003) und zum 2 h-Wert ab (p<0,001).

Die Differenzen der antioxidativen Kapazitat 5 h und 0 h wie 5 h und 2 h waren zwischen der
Kontrollgruppe und den beiden Teegruppen unterschiedlich (WT vs. W: 5 h-0 h: p=0,010,
5 h-2 h: p=0,010; GT vs. W: 5h-0 h: p=0,013, 5 h-2 h: p<0,001). Einen Uberblick tiber den
TEAC im Mittel vor und nach Konsum von je 600 mL der beiden Tees und Mineralwasser
gibt Abbildung 8.
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Abbildung 8: Antioxidative Kapazitat [in mmol/L TAE ] vor sowie 2 h und 5 h nach
Bolusgabe von 600 mL WeiRem Tee, Griinem Tee oder Mi  neralwasser



Ergebnisse 65

4.8 F,-Isoprostane

Die Konzentration der F,-Isoprostane (8-iso-PGF,,) im Plasma war zur Baseline zwischen
den Gruppen nicht verschieden. In beiden Teegruppen verédnderte sich der F,-Isoprostan-
Spiegel nicht, wahrend in der Kontrollgruppe die Konzentration der F,-Isoprostane nach 5 h
gegeniber 2 h (p=0,031) zunahm. Die Differenz 2 h vs. 5 h war in der Kontrollgruppe nicht
unterschiedlich zu denen der Teegruppen. Abbildung 9 zeigt die Konzentration der
F>-Isoprostane im Plasma vor, 2 h und 5 h nach Konsum von WeiRem Tee, Grinem Tee und

Mineralwasser.
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Abbildung 9: F »-Isoprostan-Konzentration vor sowie 2 hund 5 hnac  h Bolusgabe von
600 mL Weiliem Tee, Griinem Tee oder Mineralwasser
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4.9 DNA-Einzelstrangbriche

Vor Konsum wurde kein Unterschied an endogenen und exogenen DNA-
Einzelstrangbrichen gemessen als Tail Moment zwischen den Gruppen festgestellt. Die
endogenen DNA-Strangbriiche nahmen in allen Gruppen 2 h nach Konsum gegenuber der
Baseline zu (WT: p=0,012; GT: p=0,001; W: p=0,002) und fielen anschlielend in den
Teegruppen auf das Ausgangsniveau ab (WT: p=0,030; GT: p=0,007; W: p=0,001). In der
Kontrollgruppe lagen 5h nach Konsum von Mineralwasser weniger endogene DNA-
Strangbriiche vor als zur Baseline (p=0,015). Die Differenzen zwischen den jeweiligen
Messzeitpunkten waren in den Gruppen nicht verschieden voneinander.

Die exogenen DNA-Strangbriiche waren zur Baseline in den Gruppen nicht verschieden und
veranderten sich nicht durch Boluskonsum der Testgetréanke. In Abbildung 10 sind die
endogenen und in Abbildung 11 die exogenen DNA-Strangbriiche der peripheren
Leukozyten vor sowie 2 h und 5 h nach Bolusgabe von 600 mL Weil3em Tee, Griinem Tee

oder Mineralwasser dargestellt.
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Abbildung 10: DNA-Schaden in vivo (Tail-Moment) vor sowie 2 h und 5 h nach
Bolusgabe von 600 mL WeilRem Tee, Griinem Tee oder Mi  neralwasser
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Abbildung 11: DNA-Schaden ex vivo (Tail-Moment) vor sowie 2 h und 5 h nach
Bolusgabe von 600 mL WeilRem Tee, Griinem Tee oder Mi  neralwasser
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5 Diskussion

Die vorliegenden Studie wurde durchgefiihrt, um den Effekt einer Bolusgabe von WeilRem
und Grunem Tee im Vergleich zu Mineralwasser (flavan-3-olfreies Kontrollgetrénk), auf die
Plasmakinetik einzelner Flavan-3-ole zu untersuchen. Zuséatzlich wurde untersucht, ob die
Bolusgabe unfermentierter Tees im Vergleich zum Kontrollgetrank die antioxidative Kapazitét
im Plasma sowie Biomarker fir oxidativen Stress beeinflusst.

Hierzu wurden im Rahmen einer offenen, randomisierten, kontrollierten, dreiarmigen
Interventionsstudie 71 gesunde Nichtraucher rekrutiert. Vor der Randomisierung wurden die
Probanden beziglich Geschlecht stratifiziert, um geschlechtsspezifische Unterschiede
zwischen den Gruppen auszuschlieBen. Eine Verblindung war aufgrund des Konsums
verschiedener, den Probanden bekannter Getranke nicht praktikabel.

Die 3 Gruppen unterschieden sich zu Studienbeginn weder bezlglich Alter, BMI oder
sportlicher Aktivitat noch in ihrem Ernahrungsverhalten am Vortag und waren somit
untereinander gut vergleichbar. Anhand der Auswertung der 24 h-Ernahrungsprotokolle
wurden am Tag vor der Bolusgabe keine Flavonoide und nur 14 % der empfohlenen Zufuhr
(DACH-Referenzwert) an Vitamin C aufgenommen (siehe Tabelle 8). Am Studientag wurde
den Probanden ebenfalls eine polyphenolarme und flavan-3-olfreie Kost gereicht. Ein
direkter Einfluss von aufgenommenen Polyphenolen aus der Kost am Vortag oder
Studientag auf die Ergebnisse der Intervention und/oder von antioxidativ wirksamen
Vitaminen auf Biomarker flr oxidativen Stress kann somit ausgeschlossen werden. Des
Weiteren spricht der Verzicht auf polyphenolhaltige Kost gemal3 der Ernahrungsrestriktion fur
eine gute Compliance der Studienteilnehmer.

Fir die Plasmakinetik wurden die Flavan-3-ole Catechin, EC, EGCG und ECG in Plasma
mittels EC-HPLC-Analytik nach vorheriger Aufbereitung der Proben quantitativ bestimmit.
Bezlglich Linearitat, Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenzen ist die verwendete Methode
vergleichbar zu bereits beschriebenen Verfahren [34, 51, 77-79]. Die Daten von
Epigallocatechin im Plasma konnten nicht ausgewertet werden, da es aufgrund der
eingesetzten Enzymldsung, trotz Aufbereitung, zu Uberlagerungen des Epigallocatechin-
Peaks kam. Auch mit der vorliegenden Methode konnen keine methylierten Metabolite
bestimmt werden, was eine methodisch bedingte Limitierung bei der Bestimmung aller
Flavan-3-ole darstellt.

Zusatzlich zu den Flavan-3-olen wurden die Plasmaspiegel der auch antioxidativ wirkenden
Harnsaure und des Vitamin C bestimmt. Das photometrische Verfahren zur
Harnsaurebestimmung basiert auf der Uricase-PAP-Methode. Laut Herstellerangaben
korrelieren die Ergebnisse des in der vorliegenden Studie verwendeten Testkits stark

(r = 0,997) mit anderen auf dieser Methode basierenden Testverfahren, was eine gute
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Vergleichbarkeit der Studienergebnisse der vorliegenden Arbeit mit denen anderer Studien
ermdglicht. Der Vitamin C-Gehalt wurde nach der Methode nach Steffan [73] bestimmt, die
eine zuverlassige und schnelle Bestimmung ohne aufwendige Plasma-Aufbereitung maglich
macht. Die Variationskoeffizienten beider Verfahren waren niedrig (VKs < 2,0 %), was fir
eine gute Reproduzierbarkeit der Studiendaten spricht.

Die antioxidative Kapazitat ist ein Mal3 fur den gesamten korpereigenen Schutz vor
Radikalen und die synergistische Wirkung aller Antioxidantien im Plasma. Der
Gesamtphenolgehalt wurde mittels Folin—Ciocalteu—Methode [70] mit Modifikationen
(Proteinfallung, Entfettung) [71, 72] bestimmt. Die Folin—Ciocalteu—Methode erfasst alle
reduzierenden OH-Gruppen und gilt als eines der Standardverfahren zur Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat in Lebensmitteln sowie zur Untersuchung der Wirkung von
phenolischen Antioxidantien [80-82]. Dieser Elektronentransfertest ist laut Huang et al. zur
Messung der antioxidativen Kapazitat geeignet, einfach in der Durchfihrung und liefert
reproduzierbare Ergebnisse [81]. Neben der Messung des Gesamtphenolgehalts mittels
Folin—Ciocalteu—Methode wurde in der vorliegenden Arbeit die antioxidative Kapazitat im
Plasma mit TEAC bestimmt. Dieser weitere Elektronentransfertest wurde bereits in Studien
[49, 63] mit Boluskonsum von Grinem Tee zur Bestimmung von Effekten auf die
antioxidative Kapazitat eingesetzt.

Zur Beurteilung von oxidativem Stress ist die Kombination verschiedener Biomarker eine
Voraussetzung um fundierte Aussagen treffen zu konnen. Als Biomarker fir oxidativen
Stress wurden in der vorliegenden Studie die Lipidperoxidation als Messung der
F.-Isoprostane (8-iso-PGF,,) im Plasma und DNA-Einzelstrangbriiche in Leukozyten mittels
Comet Assay bestimmt. Beide Verfahren gelten derzeit als die Verfahren, die die
verlasslichsten Messdaten liefern [83]. So gilt die Messung der F,-Isoprostane als derzeitiger
Goldstandard zur Bestimmung der Lipidperoxidation. Die in der vorliegenden Studie
verwendete  ELISA-Methode  korreliert stark (r=0,99) mit den Ergebnissen
gaschromatographisch-massenspektrometrischer Methoden [84], welche als derzeit
sensitivstes Verfahren zur Bestimmung der F,-Isoprostane gelten [85, 86]. Der Comet Assay
gilt als sensitive Methode um DNA-Einzelstrangbrtiche in vivo im Plasma und nach Induktion
durch ROS (ex vivo) zu erfassen und zu quantifizieren [83, 87]. Der Variationskoeffizient der
Doppel-Bestimmungen mit dem Comet Assay lag in dieser Studie mit 22 % in einer
ahnlichen GréRenordnung wie bei Roggenbuck (24 %) [88] und damit ca. halb so hoch wie
bei Collins & Dusinska [89], die im Gegensatz zur vorliegenden Studie und zur Studie von
Roggenbuck ausschlie3lich Lymphozyten untersuchten. Verschiedene Zellen wie
Granulozyten und mononukleare Zellen reagieren unterschiedlich sensitiv auf die

Induzierung von DNA-Strangbriichen [90], was diese Unterschiede erklaren kann.
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Die in der Studie eingesetzten unfermentierten Tees unterschieden sich in den
Konzentrationen einzelner Flavan-3-ole, wobei der Griine Tee mit Ausnahme von Catechin
eine bis zu 7,4-fach hdohere Flavan-3-ol-Konzentrationen enthielt als der Weile Tee
(siehe Tabelle 6). Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls eine hohere Flavan-3-ol-
Konzentration im Griinen Tee im Vergleich zum WeilRen Tee messen [19, 91, 92], wahrend
in einigen Studien auch der WeiRe Tee im Vergleich zu Grinem Tee hdohere
Konzentrationen an Flavan-3-olen aufwies [5, 26, 93]. In der vorliegenden Studie
unterschieden sich die unfermentierten Tees in ihrer antioxidativen Kapazitat als TEAC nicht
nennenswert voneinander (siehe Tabelle 6). Neben den Flavan-3-olen und dem Vitamin C
missen somit weitere Antioxidantien zum TEAC des WeilRen Tees beigetragen haben. Bei
Koutelidakis et al. konnte ebenfalls kein Unterschied in der antioxidativen Kapazitdt von
WeiRem und Grinem Tee (jeweils 8 g/100 mL; Ziehzeit 5 min) mittels TAC gemessen
werden [46]. Hingegen konnten Kwon et al. eine in Abhangigkeit vom Testverfahren bis zu
5-fach hohere antioxidative Kapazitat im eingesetzten Griinen Tee im Vergleich zu WeiRem
Tee (jeweils 10 g/100 mL; Ziehzeit 1 h) messen [94]. Hingegen war die antioxidative
Kapazitat des Weilden Tees bei Thring et al. doppelt so grof3, wie die des Griinen Tees
(jeweils 500 mg/10 mL; Ziehzeit 15 min) [93]. Wie in Kapitel 1.1 beschrieben wirken sich
verschiedene Einflussfaktoren auf den Gehalt von Polyphenolen im Tee aus. Kontrare
Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen beziiglich Flavan-3-ol-Konzentration und -Muster
sowie antioxidativer Kapazitat der unfermentierten Tees verdeutlichen, dass die in Studien
eingesetzten Tees genau charakterisiert werden missen um vergleichbare Daten zu

gewinnen.

Eine gute Compliance der Probanden zeigte sich auch anhand der Baseline-Konzentrationen
der in der vorliegenden Studie bestimmten Flavan-3-ole, da diese im Mittel unterhalb der
jeweiligen Nachweisgrenze lagen. Es kann daher angenommen werden, dass der
Unterschied in der ECG-Konzentration zur Baseline zwischen den Gruppen Weil3er Tee und
Kontrolle war statistisch verschieden, aber nicht von klinischer Bedeutung war. Ebenfalls war
die Baseline-Konzentration von ECG bei beiden Gruppen nicht verschieden zur anfanglichen
Konzentration in der Gruppe Griner Tee.

Der in der vorliegenden Studie verwendete Griine Tee enthielt im Vergleich zum WeilRen Tee
hohere Konzentrationen der gemessenen Flavan-3-ole (siehe Tabelle 6). Catechin wies in
beiden Tees die niedrigste Konzentration aller Flavan-3-ole auf. Die aufgenommene
Catechin-Dosis mit den unfermentierten Tees war wahrscheinlich zu gering, um die
Plasmakonzentration durch Boluskonsum signifikant zu beeinflussen (siehe Tabelle 10).
Trotz eines statistischen Unterschieds nach 2h versus Baseline blieb die

Catechinkonzentration im Mittel in der Gruppe WeiRer Tee Uber die Zeit unterhalb der
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Nachweisgrenze. In der vorliegenden Studie wurde erstmals, die Plasmakinetik von Catechin
aus unfermentierten Tees oder ihren Produkten nach Boluskonsum untersucht.

Die EC-Konzentration stieg wohl aufgrund der 3-fach héheren Dosis im Griinen Tee (siehe
Tabelle 6) nur in dieser Gruppe im Plasma nachweisbar an (siehe Tabelle 11). Mit
Ausnahme des 5 h-Werts waren die Konzentrationen zu den Untersuchungszeitpunkten
unterschiedlich zur Baseline, wobei sie bis zum Messzeitpunkt nach 2 h anstieg und danach
aufgrund von Abbau- und Metabolisierungsprozessen abnahm. Der erneute Anstieg nach 8 h
war zwar statistisch signifikant, aber voraussichtlich nicht klinisch relevant, da die
Konzentration im Mittel unter der Nachweisgrenze lag. Ein Einfluss durch die gereichte Kost
am Studientag kann ausgeschlossen werden, da diese polyphenolarm war. Die AUC von EC
im Plasma war nach Boluskonsum von Grinem Tee in der vorliegenden Studie ebenfalls
groler als die AUCs der anderen Gruppen. Die Cmax in der Gruppe Griiner Tee wurde nach
2 h erreicht und die T4, nach 3,7 h. Auch in der Studie von Henning et al. (sieche Tabelle 1)
stieg die EC-Konzentration im Plasma nach Bolusgabe von Griinem Tee bei gesunden
Probanden an (Ctg neming: ~ 0,001 pmol/L; CmaXyenning: 0,330 pmol/L) [49]. Die Cmax der
vorliegenden Arbeit wurde mit einer Tmax von 2 h ca. 1 Stunde spater erreicht als in den
Studien von Henning et al. (TMaXuenning=1,2 h) und Kotani et al. (Tmaxkoan=1,0 h). In einer
Studie mit Grinteeextrakt wurde gezeigt, dass durch Verdopplung oder Verdreifachung der
EC-Dosis die Tmax ca. 24 min spater erreicht wurde [95]. In der vorliegenden Studie wurde
hingegen trotz 3-fach hoherer EC-Konzentration im Grinen Tee im Vergleich zum Weil3en
Tee (siehe Tabelle 6), die Tmax in der Gruppe Griner Tee 3 h friher erreicht. Auch im
Vergleich der Grunteegruppe bei Henning et al., die eine 3-fach hohere EC-Dosis
aufnahmen, mit der entsprechenden Gruppe der vorliegenden Studie wurde die TmaXuenning
mehr als 45 min friher erreicht.

Im Vergleich von 2 Studien der Arbeitsgruppe Lee et al. kann geschlossen werden, dass bei
zeitgleichem Konsum eines Grunteeextrakts zusammen mit einem Standard-Fruhstick die
Tmax von EC ca. 30 min friher erreicht wird als bei alleinigem Konsum [34, 38]. Dies konnte
zwar den Unterschied zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie in der Gruppe Gruner
Tee zu denen von Henning et al. [49], aber weder die unterschiedlichen Tmax der
Teegruppen in der vorliegenden Studie noch die Unterschiede zu Kotani et al. [52] erklaren.
Unter Bericksichtigung inter-individueller Unterschiede der Probanden bezlglich der
Bioverfugbarkeit von Flavan-3-olen [34, 36, 38, 51-56, 96, 97], ist eine Studie mit 2
Probanden im Hinblick auf Parameter der Plasmakinetik nicht aussagekraftig genug um
grolRe Schwankungen der Ergebnisse einzelner Probanden zu minimieren. Dartber hinaus
wurden die Flavan-3-ole bei beiden Probanden zu teils unterschiedlichen Messzeitpunkten
detektiert (siehe Tabelle 1) [52]. In beiden Studien wurden Ernahrungsrestriktionen in

Hinblick auf Teegetranke durchgefihrt. EC ist allerdings nicht allein in Tees sondern auch in
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anderen Lebensmitteln wie Kakao/Schokolade, Apfeln sowie Wein enthalten [23, 40, 54, 79,
98-102]. Somit kdonnten bei Henning et al. sowie bei Kotani et al., im Gegensatz zur
vorliegenden Studie, Effekte durch die Kost des Vortags nicht ganzlich ausgeschlossen
werden. Da die Plasmaspiegel der Probanden zumindest bei Henning et al. zur Baseline
unterhalb der Nachweisgrenze lagen, kann man eine Beeinflussung der EC Plasmaspiegel
durch die Kost am Vortag ausschliel3en. Im Hinblick auf die unterschiedlichen Ergebnisse in
den Teegruppen der vorliegenden Studie kann angenommen werden, dass sich auch die
unterschiedlichen Flavan-3-ol-Muster der unfermentierten Tees auf die Absorption von EC
ausgewirkt haben kdnnte. So wurde beispielsweise in einer Studie mit Ratten gezeigt, dass
C und EC bei gleichzeitiger oraler Aufnahme um die Absorption im Gastrointestinaltrakt
konkurrieren [103].

Die Ty, von EC wurde nach Bolusgabe unfermentierter Tees bisher nicht untersucht. In der
vorliegenden Studie wurde nach Konsum von WeilRem Tee mit dreifach niedrigerer EC-
Konzentration, die T4, 3 h spater erreicht als nach Konsum von Griinem Tee. Auffallig ist,
dass zwischen Tmax und Ty, in beiden Gruppen jeweils 1,7 h liegen, was fir eine ahnliche
Eliminationsrate aus dem Plasma spricht. Inwiefern die Absorption von EC in der Gruppe
WeilRer Tee vielleicht verzdogert wurde, ist unklar. Die spate Tmax von EC in der Gruppe
WeilRer Tee konnte ebenfalls auf einen Abbau von ECG zu EC im Plasma zurlUckgefuhrt
werden, denn in einer Cross-over Studie konnte im Plasma von 10 gesunden Nichtrauchern
nach Boluskonsum von reinem ECG (1,5 mmol/150 mL) ebenfalls EC nachgewiesen werden
[33].

Im Gegensatz zu EC stieg die EGCG-Konzentration nach Bolusgabe von Weiem sowie
Grinem Tee an (siehe Abbildung 6). Die AUCs beider Teegruppen waren verschieden zur
Kontrollgruppe, aber nicht voneinander. Die Tmax wurde nach Konsum von WeiRem Tee
eine Stunde spater erreicht als nach Konsum von Grinem Tee. Entsprechend
unterschiedlich waren die T, im Plasma: Bei der Gruppe WeilRer Tee lag die T, bei 3,9 h
und in der Gruppe Griiner Tee bei 2,7 h (siehe Tabelle 12). Ahnlich zu den Ergebnissen bei
EC zeigen sich auch bei EGCG vergleichbare Eliminationsraten aus dem Plasma nach

Konsum unfermentierter Tees. Vergleicht man das Verhaltnis von EGCG in den

Teegetranken (WT:GT 4 1,0:4,4) mit dem Verhaltnis der AUCs (WT:GT 2 1,0:3,5) zeigt sich,
dass die Absorptionsrate von EGCG aus WeiRem Tee unter Annahme eines identischen
Turn-overs hoher zu sein scheint als aus Griinem Tee.

In einer Studie mit Griinteeextrakt konnte gezeigt werden, dass bei einer Erhéhung der
gegebenen EGCG-Dosis, die Tmax bis zu 2 h spéater, hingegen die Ty, ca. 45 min friher
erreicht wird [36]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind bezlglich Tmax verschieden
von den Studien mit Grinteeextrakt, da trotz hdherer EGCG-Aufnahme mit Griinem Tee als

mit Weillem Tee die Tmax 1h friher erreicht wurde. Hingegen wurde die Ty, nach
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Griunteekonsum in der vorliegenden Studie analog zu den Studien mit Grlinteeextrakt ca.
72 min vor der Tmax nach Konsum von Weillem Tee erreicht. Ein Einfluss auf die
Plasmakinetik durch das Flavan-3-ol-Muster konnte durch Konsum einer aquivalenten EGCG
Konzentration als Einzelsubstanz oder zusammen mit weiteren Flavan-3-olen gezeigt
werden [36, 53]. In Abhangigkeit der gegebenen Dosis wurde bei Chow et al. (n=20) die
Cmax bei Bolusgabe von EGCG in freier Form im Vergleich zur Aufnahme mit
Griunteeextrakt 8 bis 60 min friher erreicht. Die Ty, von EGCG wurde hingegen bei
Dosierung unter 400 mg bis zu 38 min friher mit der freien Form im Vergleich zum
Griinteeextrakt erreicht [36]. Somit konnten auch in der vorliegenden Studie weitere
Inhaltsstoffe oder das Flavan-3-ol-Muster die Absorptionsrate wie auch die Plasmakinetik
von EGCG beeinflusst haben.

In der Gruppe Griner Tee wurde bei Henning et al. die Cmax nach Boluskonsum bereits
nach 1,3 h erreicht [49]. Wie Tabelle 2 zeigt, waren die AUCs sowie die Cmax bei Henning et
al. ca. 3-fach hoher als in der vorliegenden Studie nach Grinteekonsum
(GThenning: Cmax 80+10 nmol/L; AUC,.g, 270+20 nmol h/L). Unter Berticksichtigung der mehr
als doppelten Dosis an EGCG bei Henning et al. sind die genannten Unterschiede im
Vergleich der Grinteegruppen beider Studien erklarbar.

Tabelle 2 zeigt, dass die Tmax bei alleinigem Teekonsum friher erreicht wird
(TmaXkotani: 0,5 h; TMaXuaiani: 1,0 h) als bei Konsum zusammen mit einem Standardfrihstick
(TmaXueming 1,3 h) [49, 51, 52]. Da in der vorliegenden Studie beide Tees nichtern
konsumiert wurden, erklart dies nicht, warum sich die Tmax der beiden Teegruppen um eine
Stunde unterschieden (Tmax WT: 3 h; Tmax GT: 2 h) und beide nicht vor der gemessenen
Tmax von Henning et al. erreicht wurden [49]. Ein Einfluss der Flissigkeitsmenge scheint
eher ausgeschlossen werden zu kénnen, da bei Pietta et al. die Tmax spater (TmaXpieta: 2 h)
erreicht wurde als bei den Vergleichsstudien, obwohl hier die niedrigste Fliissigkeitsmenge

(300 mL) aufgenommen wurde (siehe Tabelle 2).

Analog zu EGCG waren auch die AUCs von ECG in beiden Teegruppen zwar verschieden
zur AUC der Kontrollgruppe, aber nicht verschieden untereinander (siehe Tabelle 13),
obwohl nach 5 h allein in der Gruppe Griuner Tee noch eine groR3ere Konzentration als zur
Baseline der Gruppe vorlag (siehe Abbildung 7). Sowohl Cmax, Tmax wie auch Ty, von ECG
waren in den Teegruppen vergleichbar (siehe Tabelle 13). Bezlglich der Plasmakinetik von
ECG nach Konsum der unfermentierten Tees konnte kein Unterschied zwischen den
Teegruppen gezeigt werden. Das Verhdltnis der ECG-Dosen von WeiRem und Grinem Tee
lag im Aufguss bei 1,0:2,3, das Verhaltnis der AUCs zueinander bei ca. 1,1:1,0, was flr eine
hohere Absorption von ECG aus WeilRem Tee sprechen kénnte. Inwiefern die Absorption

durch die héhere aufgenommene Dosis mit Griinem Tee beeinflusst wird, ist auch bei ECG
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unklar. Bei Henning et al. wurde trotz 10-fach héherer Dosis ein Cmax in &hnlicher Hohe wie
in der vorliegenden Studie gemessen, bei einer doppelt so hohe AUC im Vergleich zur
Griinteegruppe der vorliegenden Studie. Dies konnte eine Folge einer wie bei Scalbert und
Williamson beschriebene Limitierung der Aufnahme einzelner Polyphenole bei hohen
Dosierungen sein, wodurch es nicht zu Plasmaspiegeln tber 1 umol/L kommen soll, um den
Korper vor einer zu starken Beeinflussung des pro-/antioxidative Gleichgewichts zu schiitzen
[104]. Hingegen bestimmte Pietta et al. ein Cmax von 2000 nmol/L (siehe Tabelle 3 und
Tabelle 13) [49, 57]. Eine hohere Ausgangskonzentration (keine Angabe), auf die das héhere
Cmax bei Pietta et al. hindeutet, kénnte unter Umsténden auch zur spateren Tmax gefuhrt
haben. So wurde bei Pietta et al. analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie ein
Tmax von 2 h bestimmt. Die Tmax bei Henning et al. lag hingegen bei 1,4 h (426 mL GT)
und bei Kotani et al. bei 1 h (340 mL GT).

Die Ti» von ECG wurde in keiner der anderen Teestudien bestimmt. Da in beiden
Teegruppen Tmax sowie Ty, nicht verschieden voneinander waren, war auch bei ECG die

Eliminationsrate nicht verschieden.

Generell waren die Konzentrationen einzelner Flavan-3-ole im Tee in der vorliegenden
Studie niedriger als in anderen Studien (siehe Tabelle 1 bis Tabelle 3), was sich ebenfalls
auf die H6he der Plasmaspiegel einzelner Flavan-3-ole auswirkte. Es ist nicht
auszuschlieen, dass die gemessenen niedrigen Plasmakonzentrationen auch auf Verluste
wahrend der Lagerung zuriickzufuihren sind. Anhand der Mediane und Perzentilen der
Konzentrationen einzelner Flavan-3-ole (vgl. Cmax) zeigen sich auch in der vorliegenden
Studie grofRe inter-individuelle Unterschiede. Aufgrund der groen Streuung der
Messergebnisse in den Teegruppen wird in einigen Féllen ein statistisch signifikanter
Unterschied berechnet, wahrend die Messwerte im Mittel unverandert blieben.

Hoéchstwahrscheinlich werden die Unterschiede in der Plasmakinetik zwischen den Gruppen
der vorliegenden Studie primar durch die unterschiedlichen Flavan-3-ol-Muster der
eingesetzten Tees bedingt, da sich die Gruppen anhand weiterer Einflussfaktoren nicht
unterschieden und anhand der Gruppengrof3e individuelle Unterschiede zwischen den
Probanden minimiert werden. Zumindest konnte an Ratten nachgewiesen werden, dass
einzelne Flavan-3-ole bei gleichzeitigem Konsum um die Absorption im Gastrointestinaltrakt
konkurrieren. Aufféllig sind die Plasmaspiegel von EGCG und ECG nach Konsum von
WeiBem und Grinem Tee (siehe Tabelle 12 und Tabelle 13). Obwohl die
Ausgangskonzentrationen im Griinen Tee bei ECGC 7-fach und bei ECG doppelt so hoch
war wie bei WeiRem Tee, waren die AUCs von EGCG und ECG in beiden Teegruppen nicht
verschieden voneinander. In der vorliegenden Studie und auch im Vergleich zur Studie von

Henning et al. kdnnte eine héhere Konzentration von EGCG und ECG in Grinem Tee die
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Absorptionsrate im Darm vermindert haben. Studien mit C und EC am Rattendinndarm
zeigten hingegen, dass die Konzentration dieser Catechine nicht die Absorptionsrate
beeinflusst [105]. Inwiefern dieses Ergebnis auch auf Galloflavan-3-ole und auf Studien an
Menschen ubertragbar ist, ist derzeit noch unklar. Zumindest die Elimination einzelner
Flavan-3-ole aus dem Plasma scheint nach Konsum unfermentierter Tees gleich schnell zu

verlaufen.

Neben den Flavan-3-olen enthalten unfermentierte Tees noch weitere Polyphenole, die
ebenfalls absorbiert werden. Eine qualitative Bestimmung aller Substanzen ist im Plasma
nach Konsum eines polyphenolreichen Lebensmittels mit dem derzeitigen Stand der Technik
nicht moéglich, da die Konzentrationen einzelner Substanzen unter der Detektionsgrenze
chromatographischer Verfahren liegen konnten. Trotzdem tragen auch diese nicht
bestimmten Polyphenole, wie auch weitere Antioxidantien, zur antioxidativen Kapazitat im
Plasma bei. Der Gesamtphenolgehalt im WeilRen Tees war ca. 40 % niedriger als im Griinen
Tee. Trotzdem unterschieden sich die Teegruppen nach Boluskonsum der Tees nicht
hinsichtlich der antioxidativen Kapazitdt im Plasma, gemessen mittels Gesamtphenolgehalt.
Es ist wahrscheinlich, dass die zugefihrte Dosis an Polyphenolen in beiden Gruppen zu
gering war, um den Gesamtphenolgehalt im Plasma bzw. die antioxidative Kapazitat
signifikant zu beeinflussen. Vergleichsstudien mit dieser Methode zum Boluskonsum
unfermentierter Tees fehlen. Benzie et al. konnten in einer kontrollierten Studie mit 10
gesunden Probanden nach Bolusgabe von 400 mL Grinem Tee einen Anstieg des
Gesamtphenolgehalts im Urin nach 1 bis 1,5 h aber nicht nach 2 h messen; Veranderungen
im Plasma wurden hingegen nicht bestimmt. Die in der Studie von Benzie et al. eingesetzte
Teemenge (20 g in 500 mL Wasser, filtriert und mit Wasser auf 400 mL aufgefullt) war fast
doppelt so hoch wie in dieser Studie [61]. Die aufgenommene Dosis bei Benzie et al. kbnnte
dementsprechend ebenfalls héher als in der vorliegenden Studie gewesen sein.

Zur Beurteilung, inwiefern der Boluskonsum unfermentierter Tees die antioxidative Kapazitat
im Plasma gesunder Probanden beeinflusst, wurde zusatzlich eine Bestimmung der
antioxidativen  Kapazitat mittels TEAC vorgenommen. Im  Gegensatz zum
Gesamtphenolgehalt unterschieden sich die beiden Tees im Hinblick auf die antioxidative
Kapazitat gemessen als TEAC nur marginal (siehe Tabelle 6). In dieser Studie flhrte die
Bolusgabe von WeilRem und Griinem Tee nicht zu einem Anstieg des TEAC. Stattdessen
nahm der TEAC in der Kontrollgruppe 5h nach Konsum zur Baseline ab. Unklar ist,
inwiefern sich der zeitgleiche Anstieg verschiedener Antioxidantien in den Teegruppen auf
die antioxidative Kapazitat ausgewirkt hat. Im Plasma waren EGCG und ECG 5 h nach
Teekonsum erhoht gegeniber der Baseline. Da EGCG und ECG im wassrigen Milieu die

starkste antioxidative Kapazitat in vitro unter den Flavan-3-olen besitzen [27], kdnnte dies
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erklaren, warum es im Gegensatz zur Kontrollgruppe in den Teegruppen nicht zu einem
verminderten TEAC kam.

In beiden Teegruppen stieg zeitgleich der Harnsaurespiegel an, wahrend er in der
Kontrollgruppe unverandert blieb (siehe Tabelle 15). Unterschiede des Harnsdurespiegels
der Probanden konnten 5 h vs. 2 h nach Konsum von WeiRem Tee gezeigt werden. Die
Harnsaurekonzentration nach 2 h und 5 h lag im Mittel bei 178,5 mmol/L — der Mittelwert
zeigt jedoch einen Anstieg um ca. 4 % (2 h: 185,7 mmol/L; 5 h: 193,0 mmol/L). In der Gruppe
Gruner Tee nahm die Konzentration nach 5h gegeniber dem 2 h Wert und Baseline
signifikant um fast 18 % zu.

Es ist daher nicht auszuschliel3en, dass die ausbleibende Veranderung der antioxidativen
Kapazitat im Plasma ebenfalls durch den Anstieg des Harnsaurespiegels und nicht allein
durch den Anstieg der Flavan-3-ole (EC in der Gruppe Griuner Tee sowie EGCG und ECG in
beiden Teegruppen) bedingt sein konnte. Harnsaure tragt ca. ein Drittel zum TEAC bei [74].
Da dieser Anstieg in der Kontrollgruppe ebenfalls ausblieb kénnte dies ebenfalls die fehlende
Stabilisierung der antioxidativen Kapazitat erklaren. Zur Baseline war die
Harnsaurekonzentration zwischen den beiden Teegruppen und der Kontrollgruppe
verschieden voneinander (siehe Tabelle 15) was nicht zu erwarten war und bei einem
Variations-Koeffizient von 2 % nicht aufgrund von Messungenauigkeiten bedingt wurde. In
allen Gruppen lag der Harnsaurespiegel zur Baseline wie auch nach 2 h und nach 5 h im
physiologischen Bereich (Harnséure Q: 143-339 pmol/L, &: 202-416 umol/L). In Studien an
Gesunden (n=46) wie auch an Diabetes-Patienten (n=59; 40 Diabetes-Patienten und 19
Gesunde als Kontrolle) wurde gezeigt, dass der Harnsdurespiegel im Tagesverlauf
schwankt. Hierbei wurden die hochsten Plasmaspiegel am frihen Morgen (um ca. 6 Uhr)
gemessen. Danach sank die Harnsaurekonzentration im Plasma bis zum Abend (zwischen
19 und 21 Uhr) ab [106, 107]. Unter Annahme dieser zirkadianen Schwankungen ware ein
Absinken des Harnsaurespiegels im Studienverlauf zu erwarten gewesen und kein Anstieg
wie in den Teegruppen. In vitro Untersuchungen zeigen, dass Flavan-3-ole die
Xanthinoxidase hemmen [108, 109], wodurch ein Anstieg der Harnsdure im Plasma nicht zu
erwarten gewesen ware. Derivate von Methylxanthinen wie Koffein und Theophyllin, die
beide sowohl im WeiRen und Grinen Tee enthalten sind [26], kdnnten nach Konsum der
unfermentierten Tees flr den Anstieg des Harnsdurespiegels im Plasma zumindest
mitverantwortlich sein. Sie sind von der Struktur ahnlich der Harnsaure und werden mit der
Uricase-PAP-Methode ebenfalls erfasst [110]. Zumindest beeinflusst der Konsum von
Koffein in Wasser die antioxidative Kapazitat (TRAP) nach Bolusgabe nicht [58].

Vitamin C ist ein antioxidativ wirksames Vitamin, das in beiden Tees enthalten war (siehe
Tabelle 6) und zur antioxidativen Kapazitat im Plasma beitragt (Beitrag zum TEAC je nach
Angabe zwischen 3 und 9 %) [74, 111]. Die Vitamin C-Aufnahme mit WeiRem Tee betrug
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0,4 mg, die Zufuhr mit Griinem Tee ca. 9 mg. Nach 2 h stieg die Konzentration in der Gruppe
Griiner Tee temporadr an und die absolute Anderung nach 2 h vs. 0 h war in der Gruppe
Griuner Tee hoher als in der Gruppe Weil3er Tee (siehe Tabelle 14). Die hohere Zufuhr an
Vitamin C mit dem Griinen Tee kann diese Veranderung nicht allein erklaren, da auch in der
Kontrollgruppe nach 2 h Vitamin C-Konzentration im Plasma gegeniber der Baseline
anstieg. Die absolute Verdnderung der Plasmakonzentrationen von 2 h zu 0 h war zwischen
der Kontrollgruppe nicht verschieden zu jeder der beiden Teegruppen. Zirkadiane
Schwankungen des Plasmaspiegels wie bei Harns&ure sind fur Vitamin C nicht bekannt
[112]. Die gemessenen Verdnderungen (> 9 %) sind nicht auf Messungenauigkeiten
zurUckfuhrbar, da sie grol3er als der fur dieses Verfahren bestimmte Variationskoeffizient von
1,8 % waren. Der Anstieg der Vitamin C-Konzentration in der Kontrollgruppe war zu gering,
um eine Abnahme der antioxidativen Kapazitat zu kompensieren.

In einer unkontrollierten Interventionsstudie wurde nach Konsum von Grinem Tee
(5 9/300 mL sowie 7,5 g/450 mL) mit vergleichbarer antioxidativer Kapazitdt wie beim
Grunen Tee der vorliegenden Studie ein signifikanter Anstieg des TEAC im Plasma der
Probanden (n=10) von bis zu 12,7 % gemessen (siehe Tabelle 4 und Tabelle 6). Bei einer
Dosierung von 2,5 g Grinem Tee (150 mL) blieb der TEAC nach Boluskonsum unverandert
[63]. Berlcksichtigt man auch an dieser Stelle die grof3en inter-individuellen Unterschiede in
der Plasmakinetik von Flavan-3-olen, so kénnte die Fallzahl in jener Studie zu gering
gewesen sein um Ubertragbare Ergebnisse zu liefern. Bei einer Cross-over-Studie mit 30
Probanden konnte kein Effekt auf den TEAC durch Konsum von Grinem Tee
(5,4 mg/426 mL) nachgewiesen werden [49].

Tabelle 4 zeigt, dass sich die antioxidative Kapazitdt in Studien, in denen
Elektronentransfertests wie TEAC oder TRAP zur Bestimmung eingesetzt wurden, nach
Bolusgabe von Griinem Tee zwischen 3,0 % und 12,7 % veranderte [61-63]. In dieser Studie
nahm der TEAC in der Kontrollgruppe in ahnlicher GroRenordnung (3 %) ab. Studien, in
denen H-Atom-Transfertests wie FRAP einsetzt wurden, zeigten hingegen Steigerungen der
antioxidativen Kapazitdt von 20 bis 40 % [57, 59, 60]. Diese beiden Testgruppen auf die
antioxidative Kapazitat erfassen verschiedene Messparameter. Wahrend
Elektronentransfertests die Fahigkeit eines Antioxidans zur Reduktion eines Oxidans,
welches hierdurch seine Farbe andert, messen, wird bei H-Atom-Transfertest verglichen,
inwieweit Antioxidanten mit Substraten um Peroxylradikale konkurrieren [81]. Die Ergebnisse
mit Elektronentransfertests sind somit nicht vergleichbar zu Studienergebnissen mit H-Atom-
Transfertests.

Berlcksichtigt man die strikte Ernahrungsrestriktion mit geringer Zufuhr an exogenen
Antioxidantien in der vorliegenden Studie und die vergleichbar geringe Konzentration an

einzelnen Flavan-3-olen im WeilRen wie auch im Grinen Tee, so konnte dies erklaren,
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warum es in dieser Studie nur zu Effekten in der Kontrollgruppe kam. Unterschiede zwischen
den Ergebnissen konnen auf unterschiedliche Studiendesigns wie Parallelgruppenvergleich
vs. Cross-over-Studien, Probandenkollektive (geschlechtsspezifische Unterschiede sowie
der Rekrutierung von Rauchern oder Nicht-Rauchern), die teilweise grol3en inter-individuelle
Unterschiede in Absorption und Metabolismus von Flavan-3-olen sowie auf unterschiedliche
Testverfahren zuriickgefuhrt werden [49, 63, 113].

Bei den gemessenen einzelnen Antioxidantien in dieser Studie wurden durch Konsum der
Studiengetrédnke die Plasmakonzentrationen von Flavan-3-olen, Vitamin C und Harnséure
signifikant beeinflusst. In beiden Teegruppen stiegen vereinzelte Flavan-3-ole sowie
Harnséaure im Plasma an. Trotzdem veranderte sich weder der Gesamtphenolgehalt noch
der TEAC in diesen Gruppen. In vitro konnten Konzentrationen von uber 7,5 umol/L eines
einzigen Flavan-3-ols bzw. einer Gesamtkonzentration von EC, EGC, ECG und EGCG eine
signifikante Veranderung des TEAC herbeifihren [49]. Die antioxidativen Effekte von in
humanem Plasma bereits nachgewiesener Metabolite und Konjugate der einzelnen Flavan-
3-ole wurde bei der in vitro Messung nicht berlcksichtigt. Addiert man die jeweils nach 2 h
gemessenen Cmax von freiem und konjugiertem EC, EGCG und ECG der Gruppe Griuner
Tee so ergibt sich eine Gesamtkonzentrationen von 135,1 nmol/L (EGC nicht bericksichtigt).
Die in der vorliegenden Studie nach Boluskonsum von Weiiem sowie Griinem Tee
gemessenen Plasmakonzentrationen der Flavan-3-ole waren voraussichtlich zu niedrig, um
die antioxidative Kapazitat im Plasma zu beeinflussen.

Eine nicht bedarfsgerechte Zufuhr an Antioxidantien wie in der vorliegenden Studie, bedingt
durch die diatetische Restriktion am Vortag, kénnte die Abnahme des TEAC in der
Kontrollgruppe erklaren. Die Flavan-3-ole sind als wasserldsliche Substanzen besonders im
wassrigen Milieu aktiv und tragen somit synergistisch zur Stabilisierung der antioxidativen

Kapazitat im Plasma bei.

Anderungen des pro-/antioxidativen Gleichgewichts im Plasma nach Bolusgabe
unfermentierter Tees konnten auch die Lipidperoxidation im Plasma beeinflussen.
Phospholipide enthalten mehrfach ungesattigte Fettsauren und sind daher eine der primaren
Angriffsstellen fir Oxidantien; dartber hinaus werden Kettenreaktionen durch diese Struktur
begulnstigt [65]. In der vorliegenden Studie blieb nach Bolusgabe unfermentierter Tees die
Plasmakonzentration der F,-Isoprostane, gemessen als 8-iso-PGF,,, trotz zeitgleicher
Anstiege der Flavan-3-ole im Plasma, unverandert. Hingegen stiegen die F,-Isoprostane in
der Kontrollgruppe nach 5 h vs. 2 h aber nicht im Vergleich zur Baseline an. Die absolute
Anderung in der Kontrollgruppe war jedoch nicht verschieden zu der absoluten Anderung

nach 2 h vs. 0 h sowie zur absoluten Anderung nach 5 h vs. 2 h in beiden Teegruppen. Dies
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spricht daftr, dass der gemessene Unterschied nach 5h vs. 2 h in der Kontrollgruppe
statistisch, aber nicht klinisch signifikant war.

Auch in einer randomisierten, kontrollierten Interventionsstudie im Latin-Square-Design mit
20 méannlichen Nichtrauchern wurde durch Bolusgabe von Grinem Tee (7,6 g/400 mL) oder
Wasser keine Anderung der Lipidperoxidation, gemessen als LDL-Oxidation ex vivo,
festgestellt (siehe Tabelle 5) [58]. Nach Bolusgabe von Griinteeextrakt einer vergleichbaren
Flavan-3-ol-Dosis (254 mg) wie in der vorliegenden Studie blieb die MDA Konzentration bei
18 mannlichen Nichtrauchern ebenfalls unverandert [114]. Da die Bestimmung der
Lipidperoxidation mit TBARS und MDA als wenig spezifisch eingestuft wird [115, 116],
kénnte diskutiert werden, ob aufgrund der Methodenwahl keine Effekte einer Bolusgabe auf
die Lipidperoxidation gezeigt werden konnten. In der vorliegenden Studie wurden gleichzeitig
die F,-Isoprostane als derzeit sensitivste Methode zur Messung der ,aktuellen”
Lipidperoxidation eingesetzt, was die Aussagekraft der Ergebnisse unterstreicht. Ebenfalls
kénnen die nicht-vorhandenen Unterschiede nicht auf mangelnde Sensitivitat der
Messmethode zuriickgefiihrt werden. Es konnte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
anderer Studien kein Effekt auf die Lipidperoxidation durch Bolusgabe von unfermentierten
Tees gezeigt werden.

Laut Erba et al. kdbnnen bei gesunden Nichtrauchern, einem Probandenkollektiv das kaum
oxidativem Stress ausgesetzt ist, nur in geringem Umfang protektive Effekte erwartet werden
[117]. Die Probanden in dieser Studie gehorten diesem Kollektiv an. Somit kann der
ausbleibende Effekt auf die F,-Isoprostane-Konzentration auch mit der Wahl der rekrutierten
Probanden begriindet werden.

Laut Hirano-Ohmori et al. liegt die Differenz zwischen der Wirkung in Interventionsstudien zu
epidemiologischen Studien darin begrundet, dass meist die Wirkungen von Griunteeextrakt
mit Konsum von Grinem Tee verglichen werden [50]. In dieser Studie wurde zwar Griner
Tee sowie WeilRer Tee zur Intervention eingesetzt, aber es konnten ebenfalls keine
signifikanten  Veranderungen durch Boluskonsum gezeigt werden. Ob die in
epidemiologischen Studien gezeigte Risikosenkende Wirkung von regelméaRigem
Grunteekonsum auf Koronare Herzerkrankungen durch Hemmung der Lipidperoxidation
erklarbar ist, bleibt daher offen. Studien mit wiederholtem, taglichen Konsum von
Griunteeextrakt (Tagesdosis: 6,3 bis 10 g GTE bzw. 10 Kapseln) [50, 118, 119] konnten
analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie keinen Effekt auf die Lipidperoxidation
als F,-Isoprostane (Urin) nach 1 und 4 Wochen zeigen, wahrend MDA nach 2 — 4 Wochen
abnahm [50, 118]. Alexopoulos et al. konnten in 14 gesunden Probanden durch
Boluskonsum von 6 mg Grinteeextrakt positive Effekte auf die Endothelialfunktion, aber

nicht auf Marker fir antioxidative Kapazitat oder oxidativen Stress messen. Somit fuhrt die
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Arbeitsgruppe protektive Effekte vor koronaren Erkrankungen auf diese Ergebnisse zuriick
[64].

Dotan et al. konnten zeigen, dass Marker der Lipidperoxidation zwar miteinander, aber nicht
mit Markern fir DNA Schaden korrelieren [120]. In der vorliegenden Studie wurden DNA-
Einzelstrangbriiche in Leukozyten nach Bolusgabe von Tee analysiert, um neben den
Effekten auf den antioxidativen Status im Plasma, mogliche Veranderungen auf zellularer
Ebene zu erfassen.

Die temporare Zunahme der Einzelstrangbriiche in vivo kdnnen in der vorliegenden Studie
nicht durch die Tees erklart werden, da sie auch in der Kontrollgruppe auftraten. Diese
temporaren Schwankungen sind héchstwahrscheinlich physiologischen Ursprungs durch
zirkadiane Wechsel zwischen Reparatur- und Transkriptionsprozessen bedingt und nicht
beeinflusst durch die Testgetranke. Zu Beginn des Untersuchungstages schien ein Teil der
Probanden, die zum ersten Mal an einer Studie teilnahmen, im Hinblick auf die Anzahl der
Blutentnahmen leicht angespannt. Der damit verbundene mentale Stress konnte flr eine
temporare Zunahme an DNA Schaden in vivo ursachlich sein. So fanden Sivonova et al.
einen Zusammenhang zwischen mentalem und oxidativem Stress [121]. Henning et al.
konnten ebenfalls nach Bolusgabe von EGCG (580 mg aus EGCG-Kapseln bzw. 616 mg
EGCG plus weitere Flavan-3-ole in GTE) keine Effekte auf DNA Schaden in Lymphozyten in
einer Cross-over Studie mit 20 Mannern mittels 8-OHdG-Bestimmung (HPLC) lber 24 h
messen [53]. Trotz angestiegener ECG-Plasmaspiegel in der Gruppe Schwarzer Tee, kam
es nach 2 h nach Bolusgabe von 450 mL Schwarzem Tee oder Wasser zu keiner Zunahme
von DNA Schaden (8-OHdG) bei 66 Rauchern und Nichtrauchern (74 % &) [122].

Die H,0O,-induzierten DNA-Strangbriiche ex vivo verénderten sich in keiner Gruppe in der
vorliegenden Studie. Hingegen konnten 40 min nach Boluskonsum von Grinem Tee
(7,59/540 mL) eine Abnahme von UV-induzierten DNA-Schaden mittels Comet Assay
(n=10) gemessen werden [69]. Durch die Fallzahl von 10 Probanden kdnnten sich in der
Studie von Morley et al. auch bei DNA Schéden inter-individuelle Effekte deutlich starker
bemerkbar gemacht haben. Diese inter-individuellen Unterschiede zeigten sich nach Collins
& Dusinka in einem Variationskoeffizient von ca. 56 % [89]. Bei Morley et al. wurden die
DNA-Schaden durch UV-Bestrahlung (12 min) induziert, so dass die Vergleichbarkeit mit der
vorliegenden Studie bei der die DNA-Einzelstrangbriiche mit H,O, induziert wurden, fraglich
ist. Daneben lag die in beiden Studien eingesetzte EGCG-Dosis deutlich tber der der
vorliegenden Studie. Laut Wasson et al. sind die Effekte von EGCG auf DNA Schéaden rein
Konzentrationsabhangig. In vitro schitzte EGCG in Konzentrationen von 10 bis 15 pmol/L
die DNA verschiedener humaner Zelllinien vor induzierten Strangbriichen, wahrend héhere
Konzentrationen DNA Strangbriiche verursachen [123]. Die Plasmakonzentration in der

vorliegenden Studie an EGCG wie auch in der Summe der gemessenen Flavan-3-ole liegt
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ca. um Faktor 10 unter dem Konzentrationsbereich, der in vitro vor DNA-Strangbriichen
schutzt.

Eine Studie mit wiederholtem, taglichen Konsum von Griinteeextrakt (tagliche Aufnahme von
250 mg Flavan-3-olen uber 6 Wochen) zeigte protektive Effekte auf DNA-Strangbriche
[117]. Eine Bolusgabe in vergleichbarer Dosierung wie in der vorliegenden Studie (zumindest
durch Konsum von Grinem Tee) konnte nicht ausreichend sein, um bei gesunden
Nichtrauchern den Schutz vor DNA-Schaden in der Zelle zu verbessern und nur der
wiederholte Konsum von Tee kdnnte, eventuell bedingt durch Akkumulation der Flavan-3-ole
in den Zellen, protektiv gegentiber DNA-Schaden wirken. Diese Hypothese, dass der
wiederholte, tagliche Konsum von Tee von mehr als 10 Tassen (~ 1500 mL) pro Tag das
Risiko fir Krebserkrankungen senkt, zeigt sich bereits in epidemiologischen Studien [124-
126]. Obwohl in dieser Studie zumindest die Teemenge, die laut Herstellerempfehlung fir ein
Liter Tee ausreichend ware, fur den unfermentiertem Tee verwendet wurde, konnte kein
Schutz vor DNA-Einzelstrangbrichen gemessen werden. Laut Hoetzl et al. sind die
Mechanismen die zu DNA-Einzelstrangbriichen fuhren, auch heutzutage noch nicht
vollstandig geklart, um einen wirklichen Beweis der Pravention vor Erkrankungen durch
bestimmte Erndhrungsvorgaben zu belegen [83].

Der Comet Assay wird als sensitive Methode fur die Messung von DNA-Strangbrichen
angesehen, trotzdem korrelieren die Ergebnisse des Comet Assay hicht mit den Messungen
von 8-OHdG mittels HPLC oder ELISA [127]. Somit sind die bislang mit Grinem Tee

durchgefuhrten Bolusstudien nicht direkt mit der vorliegenden Studie vergleichbar.

Anhand dieser offenen, randomisierten, kontrollierten Interventionsstudie mit 68 Probanden
konnte gezeigt werden, dass durch Boluskonsum von Weillem sowie Grinem Tee die
Plasmaspiegel an EGCG und ECG, nach Griinteekonsum auch von EC, ansteigen. Cmax
und AUCs von EGCG und ECG unterschieden sich nicht zwischen den Teegruppen.
Bezlglich Tmax und Ty, der Flavan-3-ole EGCG und EC unterschieden sich die Teegruppen
voneinander. Die Absorptionsrate von ECG sowie EGCG ist voraussichtlich bedingt durch
das gesamt Flavan-3-ol-Muster aus Weil3em Tee hoher als aus Griinem Tee.

Die gestiegenen Plasmaspiegel an Flavan-3-olen hatten weder einen Effekt auf
verschiedene Parameter zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat im Plasma noch auf
sensitive Biomarker fur oxidativen Stress im Plasma sowie auf zellularer Ebene. Bei
gesunden Nichtrauchern besteht eine pro-/antioxidative Balance, die durch Boluskonsum
unfermentierter Tees nicht signifikant beeinflusst wird. Eine eintagige, Nicht-Bedarfsgerechte
Zufuhr exogener Antioxidantien, wie durch die diatetischen Restriktionen am Vortrag der
vorliegenden Studie bedingt, scheint die antioxidativen Kapazitdt im Plasma minimal

beeinflussen zu kdénnen. Inwieweit der Konsum unfermentierter Tees in diesem Fall durch



82 Diskussion

Zufuhr von antioxidativ wirkender Flavan-3-olen zur Aufrechterhaltung der antioxidativen
Kapazitat im Plasma beitragen kann, ist unklar. Die vorliegende Studie ist die erste
Interventionsstudie, in der nach eingehender Analyse der unfermentierten Tees, die
Plasmakinetik der Flavan-3-ole nach Boluskonsum von WeiRen sowie Griinen Tee sowie

zeitgleich die Effekte auf antioxidative Kapazitat und oxidative Biomarker erfasst wurden.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Interventionsstudie untersuchte die Wirkungen einer Bolusgabe von Weil3em
und Grinem Tee auf die Plasmakinetik von Flavan-3-olen sowie den antioxidativen Status im
Plasma, die Lipidperoxidation und DNA-Schaden.

Diese Studie wurde offen, randomisiert, kontrolliert und im Parallelgruppendesign
durchgefuhrt. Hierzu wurden 71 gesunde Nichtraucher rekrutiert; 68 Probanden beendeten
die Studie. Nach einer polyphenolarmen Kost am Vortag konsumierten sie 600 mL Weil3en
Tee, Grunen Tee oder Mineralwasser (Kontrolle). Blutentnahmen erfolgten vor und 1, 2, 3, 5
und 8 h nach Konsum des Testgetranks.

Catechin, EC, EGCG und ECG wurden mittels HPLC-EC zu allen Messzeitpunkten
gemessen und Cmax, Tmax, Ty, und AUC als Parameter fur die Plasmakinetik ermittelt.
Weitere Parameter wurden vor sowie 2 und 5 h nach Konsum im Plasma analysiert. Zur
Bestimmung des antioxidativen Status wurden der Gesamtphenolgehalt (photometrisch),
Harnsaure (photometrisch) und Vitamin C (HPLC-UV) sowie die antioxidative Kapazitat als
TEAC (photometrisch) bestimmt. Erganzend wurden F,-Isoprostane im Plasma (ELISA) und
DNA-Einzelstrangbriche in Leukozyten (Comet Assay; in vivo und ex vivo) gemessen.

Die Absorption von EGCG und ECG war trotz niedrigerer Dosis aus Weilem Tee hoher als
aus Grinem Tee. EC stieg ausschliellich nach Konsum von Grinem Tee an. Die
Plasmakonzentration von Catechin blieb durch Teekonsum unveréndert.

Die Vitamin C-Konzentration stieg in den Gruppen Griiner Tee und Mineralwasser an,
ebenso stieg die Harnséurekonzentration in den Teegruppen nach 5h an. Der TEAC
veranderte sich nach 5h nur in der Kontrollgruppe indem die antioxidative Kapazitat im
Plasma abnahm. Der Gesamtphenolgehalt blieb durch Boluskonsum unveréndert. Die DNA-
Schaden in vivo nahmen temporar in allen Gruppen zu, hingegen blieben die
H,0O,-induzierten DNA-Einzelstrangbriiche ex vivo sowie F,-Isoprostane unverandert.

Die polyphenolarme Kost am Vortag war mit einer, im Hinblick auf die Empfehlungen,
unzureichenden Zufuhr an ebenfalls antioxidativ wirkenden Sekundaren Pflanzenstoffen und
Vitaminen verbunden.

In beiden Teegruppen blieb die antioxidative Kapazitat gemessen als TEAC im Gegensatz
zur Kontrollgruppe unverandert. Inwieweit dies durch die Zufuhr der antioxidativ wirksamen
Flavan-3-ole sowie durch den Anstieg des gemessenen Harnsaurespiegels stabilisiert
wurde, ist unklar. Eine Erhéhung der Vitamin C-Konzentration innerhalb des physiologischen
Bereichs, wirkte sich in der Kontrollgruppe nicht protektiv aus. Auf zellularer Ebene kam es in
allen Gruppen in vivo kurzfristig zu einer Zunahme an DNA-Einzelstrangbrichen, die sich
durch physiologische Schwankungen, aber nicht durch prooxidative Effekte der Flavan-3-ole

erklaren lassen. Das Ausbleiben von Effekten auf die DNA-Einzelstrangbriiche ex vivo und
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F.-Isoprostane kdnnte sich hingegen mit einem hohen antioxidativen Schutz bei gesunden
Nichtrauchern auf zellularer Ebene sowie im Plasma begriinden lassen.

Der Konsum von Griinem Tee zeigte trotz eines héheren Gehalts von EC, EGCG, ECG und
EGC sowie Vitamin C keine starkere antioxidative Wirkung gemessen mit TEAC und
Gesamtphenolgehalt als der Weil3e Tee. Da die antioxidative Kapazitdt (TEAC) beider Tees
vergleichbar war, scheinen weitere antioxidative Substanzen im WeilRen Tee zu den

antioxidativen Effekten beizutragen.
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Anlage 1: Fragebogen fur Probanden/Probandinnen

Fragebogen fir Probanden/Probandinnen

zur Studie,Bioverfugbarkeit von Flavan-3-olen nach Bolusgalmn weil3em und grinem Tee sowie
ihr Einfluss auf antioxidative Kapazitat im Plasnomad DNA- Schaden von Leukozyten —
Kontrollierte Interventionsstudie an gesunden P nmuodbett

Name, Vorname :
Anschrift ;

Telefonnummer ;

Email-Adresse :

Geburtstag :

Geschlecht :

Korpergrolie :

Kdrpergewicht :

Zutreffendes bitte ankreuzen

Ja | Nein

Teilnahme an anderen Studien

Nehmen Sie zur Zeit an einer anderen klinischedi&teil?

Haben Sie wahrend der Dauer der oben genanntere $liedT eilnahme an (einer) anderen

klinischen Studie/n zugesagt?

Haben Sie im letzten Monat an einer klinischen ®tteilgenommen?

Ernahrung

Erndhren Sie sich vegetarisch / vegan?

Trinken Sie taglich mehr als 5-6 Tassen Kaffeed TKakao pro Tag?

Konsumieren Sie taglich eine oder mehrere Tafetimo&olade?

Trinken Sie mehr als ein Glas Wein oder eine Fla®ier am Tag?

Nehmen Sie Nahrungserganzungsmittel ein ( z.B.nMitpraparate, Fischol- oder

Rotweinkapseln, Bioaktivkonzepte, Mineralstofftat#a, Eiweil3praparate etc)

Konnten Sie irgendwann im Zusammenhang mit deregtenden Getranken
Unvertraglichkeitsreaktionen ihrerseits beobacht@nbeispielsweise Ubelkeit, Erbrechen,
Bauchschmerzen, Véllegefuhl, Hautausschlage etc. ?

Besteht bei lhnen eine Allergie gegeniiber den Béstgken?

Sport

Treiben Sie regelmafig Sport?

Wenn ja, wie oft? ca. Stunden pro Woche
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Rauchen

Rauchen Sie?

Wenn ja, wie viele Zigaretten pro Tag?

Haben Sie in den letzten 6 Monaten geraucht?

Schwangerschatft / Stillzeit

Nehmen Sie orale Kontrazeptiva (,Pille*) ein?

Sind Sie schwanger?

Stillen Sie?

Medikamente

Nehmen Sie regelméafig Medikamente ein?

Wenn ja, welche?

Erkrankungen

Leiden Sie an einer Essstérung?

Besteht bei Ihnen eine Allergie (bestimmte Nahruanigel, Heuschnupfen etc)

Wenn ja, gegen welche Stoffe (z B. HiihnereiweieA@Birkenpollen)?

Leiden Sie an einer Fructose- oder Glucose-Intoleta

Leiden Sie an einem Diabetes mellitus (Zuckerkraitkh

Leiden Sie an einer Stérung des Fettstoffwechgds érhéhte Werte an Cholesterin,

Triglyceride)?

Leiden Sie unter Bluthochdruck?

Leiden Sie unter Hyperurikamie (erhdhte Harnsaurmjyeé Gicht?

Leiden Sie an einer Erkrankung des Magen-Darm-€sakt

Leiden Sie an einer Erkrankung der Bauchspeichstdodler der Leber/Galle?

Leiden Sie an einer Erkrankung der Nieren?

Leiden Sie an Autoimmunerkrankungen (z.B. Morbuslidn, Lupus Erythematodes,
Hashimoto Thyreoiditis, priméares Myxédem, Coliticerosa, Rheumatoide Arthritis)?

Leiden Sie an sonstigen Erkrankungen des Immunsgste

Leiden Sie momentan unter einer Infektionskrankheit

Haben Sie sonstige gesundheitliche Probleme?

Wenn ja, welcher Art?

Sind Sie momentan in einer besonderen Stresssitifati

Ort, Datum Unterschrift der Probandin

Ort, Datum Unterschrift des Arztes
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Anlage 2: Lebensmittel-Leitfaden zur polyph

enol-arm en Erndhrung

Lebensmittel-Leitfaden zur polyphenol-armen Erndhrung

Folgende Lebensmittel sirminen Tag vor dem Testtag
besonders zu beachten:

erlaubte Lebensmittel

zu meidende Lebensmittel

Getranke

Mineralwasser, Limonaden, Milch,

o _ Kaffee, Tee, Kakao, Fruchtsaft, Fruchtnekiar,
Spirituosen (aul3er auf Krauterbasis, _ _
_ Fruchtsaftgetranke, Bier, Wein
Obstbasis)
Brot und Backwaren
_ _ Vollkornprodukte
Weilibrot, helle Brétchen, weil3es Toastbrpt,
Schokoladenkuchen, -kekse, Obstkuchen,
Kuchen, Torten, Kekse
Gemusekuchen, Lebkuchen
Hauptgerichte, Beilagen
Polierter Reis Naturreis, Mediterraner Reis, Kdetof
Helle Nudeln Vollkornnudeln
_ Sulze, Mett mit Zwiebeln, Zwiebelmettwurst,
Fleisch, Geflugel, Wurstwaren _
Leberwurst mit Apfel,
Eier
Fisch Fisch in Tomatensol3e, in anderem Gem{ise

Obst, G

emuse

Frisch, gefroren, getrocknet, Konserven

Suppen, Sol3en

z.B. keine Zwiebeln, Broccoli, Knoblauch
Apfel, Beerenobst, Trauben, Zitrusfriichte

Pilze, Oliven, Salate, Tomatensol3en,

L4

Ketchup, Zaziki (Tzaziki)
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Brotbelag
Kase (ohne Krauter) Krauterkase, Vegetarische Bfsitiache
Butter Margarine
Honig Marmelade, Konfitire, Nuss-Nougat-Creme,

Apfelkraut, Pflaumenmus

Milch,

Milchprodukte

Milchprodukte pur

Milchprodukte mit Frichten, Krautern,

Kakao, Vanille-, Erdbeer-, Bananenmilch,

Schokoladen-, Cappuccino-, Vanillepudding

SiuRwaren, Knabbereien

Milcheis

Eis auf Fruchtbasis (Zitrone, Erdbeere, etg),

Stracciatella-, Schokoladeneis

Schokolade

Salzstangen, Chips (gesalzen)

Nusse, Erdnusstigees mit Dips, Nacho

')

Nahrungserganzungsmittel

Eiwei3praparate, Mineralstoffe

Vitaminpréaparate, RotweinGrinteekapselr

Schwarzkimmel-Praparate,

Bioaktivstoffpraparate (Spirulina etc), Anti
Aging-Praparate

Sonstiges

Ol, Fett

Salz, Gewlrze, Essig, Zucker

Krauter (auch Kichenkrauter wie Krauter der

Provence etc), Apfel- , Weinessig
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Beispiele, wie Sie sich erndhren kénnten:

Fruhstiuck/Abendbrot:

- heil3e Milch mit Honig

- Eimit Salz

- Ruhrei mit Speck (ohne Zwiebeln)

- Croissant mit Quark und Honig

- Brotchen mit Butter und Salami

- Brot mit Kése

- ,blinder* Weckmann (eben ohne Rosinen)

- WeilRes Toastbrot mit Butter und Kochschinken

Fir Zwischendurch:

- Naturjoghurt mit Honig

- Quark, natur

- Salzgeback

- Butterplatzchen

- Stick Kasekuchen ohne Frichte

Hauptmabhlzeiten:

- Tortellini mit Fleischfillung in Schinken-Sahnesol3e
- Schnitzelfleisch mit Butterreis

- Nudeln in Kasesahnesol3e

- Thunfischtoasts mit Kase tberbacken

- Halbes Grillhahnchen

- Pfannkuchen, natur

- Lachs mit Nudeln

Einige Rezeptideen zum Stobern haben wir auch alsckopien fir Sie vorbereitet.



Anlage 3: 24 h-Ernahrungsprotokoll
Erndhrungsprotokoll vom ...................

Probandennummer:

Name:

AAI S S, e

Beachten Sie bitte beim Ausfullen:

o o & W

Nehmen Sie Ihr Erndhrungsprotokoll Gberall mit INiotieren Sie bitte alles. Auch z.B. Niusse, Bonhams Zwischenmahlzeiten beim
Fernsehen.

Machen Sie jeweils einen Strich fir eine angegelb@mdeneinheit. Sollten Sie beispielsweise nurttidfte konsumieren, vermerken
Sie dies durch %A.

Die Bezeichnung ,Glas” ist ein Mal} fir die Mengi ith ein normales Glas mit einem Fassungsvermégaer200 mL passt.

Andern Sie bitte nicht die vorgegebenen Mengenbbareingen.

Zahlen Sie bitte am Ende des Tages lhre Strichenzonen und tragen Sie die Anzahl der Striche ind F&limme* ein.

Bitte achten Sie genau auf die Bezeichnung desriszhitels. Tragen Sie beispielsweise den konsuemdftuchtsaft nicht versehentlich

unter Fruchtsaftgetrank ein.



Lebensmittel

Kiicheneinheit

Anzahl

Summe

Brot/ Brétchen etc

Graubrot-Mehrkornbrot Scheibe: 45¢g
Graubrot-Weizenmischbrot Scheibe: 45¢g
Vollkornbrot Scheibe: 50g
Weil3brot-Toastbrot Scheibe: 30g
Brotchen Stiick: 459
Vollkornbrétchen Stiick: 60g
Knéckebrot Scheibe:10g
Zwieback Stiick:10g
Fette:

Butter Normale Portion:10g

Margarine pflanzlich Linolsure 30-50 ¢

NormaletiRor. 10g

Margarine halbfett Linolsdure 30-50 %

Normale Rurtil0g

Olivendl

Normale Portion: 12 ml|

Sonnenblumendl

Normale Portion: 12 mL

Ribol (Rapsol)

Normale Portion: 12 mL

Walnu3ol Normale Portion: 12 mL
Weizenkeimol Normale Portion: 12 mL
Maiskeimol

Normale Portion: 12 mL

SiRer Brotaufstrich:

Blitenhonig-Mischungen

Normale Portion: 20

NuR-Nougat-Creme suf3

Normale Portion: 20

Aprikose Konfitiire

Normale Portion: 25¢g

Brombeere Konfitiire

Normale Portion: 25

Erdbeerkonfitiire

Normale Portion: 25d

Heidelbeere Konfitiire

Normale Portion: 25¢

Himbeere Konfitiire

Normale Portion: 25g

Johann. schwarz Konfitlire

Normale Portion: 25

Johannisbeere rot Konfitiire

Normale Portion: 25

Sauerkirsche Konfitlire

Normale Portion: 25

Pflaumenmus

Normale Portion: 25¢

Marmelade

Normale Portion: 25¢g|

Lebensmittel Kicheneinheit Anzahl Summe
Fruhstiickscerealien:

Hafer Flocken Normale Portion: 60g|
Fruchte-Musli Normale Portion: 50g
Schoko-Musli Normale Portion: 50g
Cornflakes Normale Portion: 30g
Reiscrispies Normale Portion: 509
Getreideflocken Normale Portion: 10g
Eier:

Hihnerei frisch gegart Stiick: 60g
Spiegeleier (R) Normale Portion: 120
Ruhrei mit Speck/Schinken (R) Normale Portion: 1509
Milch und Milchprodukte:

Buttermilch Normale Portion: 150 mlL
Joghurt fettarm mit Frichten Normale Portion: 1509
Joghurt teilentrahmt Normale Portion: 150g
Joghurt vollfett Normale Portion: 1509
Joghurt vollfett mit Friichten Normale Portion: 1509
Kondensmilch 10 % Fett Normale Portion: 15 mL
Kuhmilch Trinkmilch fettarm Normale Portion: 150 mL
Kuhmilch Trinkmilch vollfett Normale Portion: 150Lm
Quark Fettstufe Normale Portion: 30
Quark Halbfettstufe Normale Portion: 30d
Quark Magerstufe Normale Portion: 30g
Quark mit Friichten Normale Portion: 30g
Quark mit Krautern Fettstufe Normale Portion: 30g
Saure Sahne 20 % Fett Normale Portion: 25ml
Schlagsahne 30 % Fett Normale Portion: 25 mL




Lebensmittel Kucheneinheit Anzahl Summe
Kase:

Camembert Scheibe: 30g
Edamer Scheibe: 30g
Emmentaler Vollfettstufe Scheibe: 30g
Frischkase Scheibe: 30g
Gouda Scheibe: 30g
Schafskése Scheibe: 30g
Tilsiter Scheibe: 30g
Fleisch und Fleischprodukte:

Brathdhnchen Brustfilet frisch Normale Portion: 50
Brath&dhnchen Schenkel frisch gegart Normale Parfibfig
Bratwurst (R) Normale Portion: 1509
Frikadelle (R) Normale Portion: 125
Hackbraten (R) Normale Portion: 125
Putenschnitzel (R) Normale Portion: 1509
Rind/Schwein Hackfleisch gegart Normale Portior0d.0
Rindergulasch (R) Normale Portion: 200g
Rumpsteak (R) Normale Portion:150¢
Schwein Kotelett (mf) frisch gegart Normale Porti®60g
Schwein Speck roh gerduchert Normale Portion: 30g
Schweineschnitzel natur (R) Normale Portion: 150g
Schweineschnitzel paniert (R) Normale Portion: 150g

Wiirstchen/Bockwurst/Wiener Wiirstche

Normale Parti®0g

Lebensmittel Kiicheneinheit Anzahl Summe
Fisch und Fischprodukte:

Fische gegart Normale Portion: 150
Fischfilet gebraten (R) Normale Portion: 180g
Fischkonserve (R) Normale Portion: 150g
Fischstédbchen paniert tiefgefroren Normale Portidgfig
Krebstiere (Krustentiere) gegart Normale Portidd0d.
Thunfisch Konserve in Ol Normale Portion: 65
Beilagen:

Kartoffeln:

Bratkartoffeln (R) Normale Portion: 200d
Kartoffelbrei (R) Normale Portion: 200g
Kartoffelgratin (R) Normale Portion: 2509
Kartoffelklol3 gekocht Trockenprodukt Normale Pantid00g
Kartoffeln geschalt frisch gegart Normale Portigf0g
Kartoffelpuffer (R) Normale Portion: 200d
Pommes Frites (R) Normale Portion: 1509
Semmelknddel (R) Normale Portion: 200g
Reis:

Reis geschélt gegart Normale Portion: 180g
Reis parboiled gegart Normale Portion: 1809
Reis ungeschélt gegart Normale Portion: 180g
Nudeln:

Eierteigwaren gegart Normale Portion: 1259
Nudeln, Spétzle (R) Normale Portion: 200g

Schupfnudeln (R)

Normale Portion: 200

Wurstwaren:

Cervelatwurst Scheibe: 30g
Fleischwurst / Stadtwurst Scheibe: 30g
Geflugelmortadella Scheibe: 30g
Kalbsleberwurst Scheibe: 30g
Salami Scheibe: 30g
Schwein Schinken roh gerauchert

(Lachsschinken) Scheibe: 30g

Teigwaren ohne Ei

Normale Portion: 50¢

Vollkorneierteigwaren

Normale Portion: 509

Teewurst

Scheibe: 30g

Vollkornteigwaren ohne Ei

Normale Portion: 50¢




Lebensmittel

Kicheneinheit Anzahl

Summe

Gewirze, Krauter und Sol3en:

Lebensmittel Kicheneinheit Anzahl Summe
Paprika gefullt mit Hackfleisch (R) Normale Porti@b0g

Pizza (R) Normale Portion: 420d

Ratatouille (R) Normale Portion: 300g

Ravioli mit TomatensoR3e (R) Normale Portion: 250g

Spaghetti Bolognese (R) Normale Portion: 2509

Zwiebelkuchen Normale Portion: 100

Suppen:

Champignoncremesuppe Trockenprodukt Normale Por2isg

Gemusesuppe (R) Normale Portion: 3509

Gemusesuppe mit Wurst (R)

Normale Portion: 3509

Kréautermischung TL: 29
Mayonnaise 80% Fett EL: 259
Petersilienblatt frisch TL: 59
Salatmayonnaise 50% Fett EL: 259
Schnittlauch frisch TL: 29
Senf EL: 159
Speisesalz TL: 59
Tomatenketchup EL: 209
Tomatenmark TL: 59
WirzsoRBen und andere Wirzmittel EL: 20g
Zucker TL: 49

Gulaschsuppe Konserve

Normale Portion: 250g

Bechamelsofe (R)

Normale Portion: 60g

Hulsenfruchtgerichte Konservensuppen

Normale Pur260g

Bratensol3e flussig (R)

Normale Portion: 2509

Kartoffelsuppe (R)

Normale Portion: 350

Tomatensof3e (R)

Normale Portion: 60

Klare Suppe mit Einlage (R)

Normale Portion: 25(

Fertig- und Schnellgerichte:

Nudelsuppe (R)

Normale Portion: 250

Bohneneintopf mexikanisch (R)

Normale Portion: 300g

Spargelcremesuppe (R)

Normale Portion: 25

Dg

Bratlinge vegetarisch tiefgefroren

Normale Portibd0g

Tomatencremesuppe (R)

Normale Portion: 25

Dg

Cheeseburger (R)

Normale Portion: 150g

Eintopf (R)

Normale Portion: 350¢|

Curry-Bratwurst

Normale Portion: 150q

Salate:

Eierpfannkuchen (R)

Normale Portion: 200g

Chicoree frisch

Normale Portion: 509

Frihlingsrolle (R)

Normale Portion: 200g

Eisbergsalat frisch

Normale Portion: 50¢

Gemuseauflauf (R)

Normale Portion: 2509

Endivien frisch

Normale Portion: 50g

Gemuserisotto (R)

Normale Portion: 300g

Feldsalat frisch

Normale Portion: 509

Hamburger (R)

Normale Portion: 150

Gurke frisch

Normale Portion: 150g

Kebab, Gyros (R)

Normale Portion: 200g

Kopfsalat frisch

Normale Portion: 509

Lasagne mit Hackfleisch (R)

Normale Portion: 250g

Kresse frisch

Normale Portion: 150

Makkaroni mit Tomatensolie (R)

Normale Portion: 2009

Oliven griin gesauert

Normale Portion: 20

Maultaschen (R)

Normale Portion: 200g

Oliven schwarz gesauert

Normale Portion: 20

[t}

Nasi Goreng (R)

Normale Portion: 300

Radieschen frisch

Normale Portion: 100

Paella (R)

Normale Portion: 250(

Eiersalat (R)

Normale Portion: 150

Fleischsalat (R)

Normale Portion: 200




Lebensmittel

Kicheneinheit Anzahl

Summe

Rotkohl frisch gegart

Normale Portion: 150g

Schwarzwurzel frisch gegart

Normale Portion: 150g

Sojabohnen getrocknet

Normale Portion: 259

Spinat tiefgefroren gegart

Normale Portion: 1509

Tomaten frisch gegart

Normale Portion: 80

Weil3kohl frisch gegart

Normale Portion: 150g

Zwiebeln frisch

Normale Portion: 30g

Zwiebeln frisch gegart

Normale Portion: 30g

Obst:

Ananas frisch

Normale Portion: 125

Apfel frisch

Normale Portion: 1259

Apfel frisch gegart

Normale Portion: 125

Apfel frisch mit Kiichenabfall

Normale Portion: 125¢g

Aprikose frisch

Normale Portion: 50g

Banane frisch

Normale Portion: 1009

Birne frisch

Normale Portion: 140g

Dattel getrocknet

Normale Portion: 10gd

Feige frisch

Normale Portion: 20g

Feige getrocknet

Normale Portion: 10g

Grapefruit frisch

Normale Portion: 250¢

Kiwi frisch

Normale Portion: 45¢g

Mandarine frisch

Normale Portion: 409

Orange frisch

Normale Portion: 150

Pfirsich frisch

Normale Portion: 1159

Pflaumen frisch

Normale Portion: 125

Sauerkirsche Konserve abgetropft

Normale Porti@bgl

Lebensmittel Kucheneinheit Anzahl Summe
Geflugelsalat (R) Normale Portion: 150
Gewilrzgurken Sauerkonserve Normale Portion: 100g
Griechischer Salat (R) Normale Portion: 15(0g
Kartoffelsalat (R) Normale Portion: 200
Krautsalat (R) Normale Portion: 150
Obstsalate (R) Normale Portion: 125g
Gemuse:

Aubergine frisch gegart Normale Portion: 1509
Blumenkohl frisch gegart Normale Portion: 150g
Bohnen griin Konserve gegart Normale Portion: 1509
Bohnen grin tiefgefroren gegart Normale Portiofddl5
Broccaoli frisch gegart Normale Portion: 1500
Champignon frisch Normale Portion: 100
Chinakohl frisch gegart Normale Portion: 1509
Erbsen griin Konserve gegart Normale Portion: 150g
Erbsen grun tiefgefroren gegart Normale Portiogl5
Fenchel frisch gegart Normale Portion: 15(0g
Gemusepaprika griin frisch Normale Portion: 1509
Gemiusepaprika rot frisch Normale Portion: 150g
Griinkohl frisch gegart Normale Portion: 150g
Knoblauch frisch Normale Portion: 2g
Knollensellerie frisch gegart Normale Portion: 150g
Kohlrabi frisch Normale Portion: 1509
Kohlrabi frisch gegart Normale Portion: 150¢g
Mohrriibe frisch Normale Portion: 150g
Mohrriibe frisch gegart Normale Portion: 1509
Paprikaschoten frisch gegart Normale Portion: 150g
Pilze frisch gegart Normale Portion: 100
Pilze Konserve gegart abgetropft Normale Portidgfigl
Rosenkohl frisch gegart Normale Portion: 1509

SuRkirsche Konserve abgetropft

[&]

Normale Portiongl2

Rote-Beete Sauerkonserve

Normale Portion: 5

Pg

Weintrauben frisch

Normale Portion: 125




Lebensmittel

Kiicheneinheit

Anzahl

Summe

Knabberartikel:

Lebensmittel Kicheneinheit Anzahl Summe
SuRspeisen:
Cremeeis Grol3e Kugel: 50g

Cashewnul} gerostet

Normale Portion: 60

Flammerie, Pudding (R)

Normale Portion: 15Q

Erdnul3 gerdstet

Normale Portion: 100

Fruchteis

GroR3e Kugel: 50g

Haselnuf frisch

Normale Portion: 60d

GrieBbrei (R)

Normale Portion: 180g

Kartoffelchips (verzehrsfertig)

Tite: 1509

Milchreis (R)

Normale Portion: 1509

Knabbergeback

Beutel: 150g

Obst, Kompott (R)

Normale Portion: 150

Paranuf frisch

Normale Portion: 60g

Kuchen und Kekse:

Salzstangen

Beutel: 1509

Walnuf3 européisch

Normale Portion: 40

HeilRe Getranke:

Kaffee (Getrank)

Tasse: 150 mL

Kaffee mit Milch (Getrank)

Tasse: 150 mL

Kaffee mit Milch und Zucker (Getrank)

Tasse: 150 mL

Kaffee mit Zucker (Getrénk)

Tasse: 150 mL

Honigkuchen Stuck: 509
Marmorkuchen aus Rihrmasse Stuck: 70g
NufBkuchen Stiick: 50g
Obstkuchen (allgemein) Stiick: 100g
Platzchen Kekse Stuck: 10g
Sandkuchen Stiick: 60g
Vollkornkeks Stlick: 10g

Kaffee-Ersatz (Getrank)

Tasse: 150 mL

SuRigkeiten:

Krautertee (Getrank)

Teetasse: 125 mL

Gummibonbons

Normale Portion: 15¢

Tee (Getrank)

Teetasse: 125 mL

Trinkmilch mit Kakao/Schokolade

Tasse: 150 mL

Alkoholfreie Getranke:

Fruchtsaft, -nektar:

Kaugummi Streifen: 3g
Lakritze Normale Portion: 50g
Milchschokolade Riegel: 20g
Milchschokolade Vollmilch-Nuf3 Riegel: 20g
Musli-Riegel Riegel: 100g
Pralinen geftillt mit Alkohol Stiick: 10g
Pralinen gefullt mit Nussen Stiick: 10g
Pralinen gefillt mit Sonstigem Stiick: 10g
Schokolade weil3 Riegel: 20g
Schokoladenuberzugsmassen EL: 10g

Zartbitterschokolade

Riegel: 20g

Apfel Fruchtnektar Glas: 200 mL
Apfel Fruchtsaft Glas: 200 mL
Aprikose Fruchtnektar Glas: 200 mL
Birne Fruchtnektar Glas: 200 mL
Johannisbeere rot Fruchtnektar Glas: 200 mL
Johannisbeere schwarz Fruchtnektar Glas: 200 mL
Orange Fruchtnektar Glas: 200 mL
Orange Fruchtsaft Glas: 200 mL
Weintrauben Fruchtsaft Glas: 200 mL
Zitrone Fruchtsaft Glas: 200 mL




Lebensmittel Kucheneinheit Anzahl Summe
Alkoholische Getranke:

Bier Bierglas: 300 mL

Bier alkoholfrei (<0,5Gew% Alkohol) Bierglas: 300Lm

WeilBwein trocken Weinglas: 130 mL

WeiBwein halbtrocken Weinglas: 130 mL

Weilwein Auslese (lieblich) Weinglas: 130 mL

Rotwein mittel Qualitatswein Weinglas: 130 mL

Rotwein schwer Weinglas: 130 mL

Gluhwein Tasse: 200 mL

Sekt Sektglas: 100 mL

Krauter-/ Gewurz-/ Bitterlikor Schnapsglas: 20 mL|

Branntwein aus Getreide (Brande aus

Getreide) Schnapsglas: 20mL

Lebensmittel Kucheneinheit Anzahl Summe

Sonstiges:
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